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ACC: arteria coronaria circunfleja.

ADP: adenosina difosfato.

ATP: adenosina trifosfato.

ATP;: adenosina trifosfato intracelular.

CV: coeficiente de variacion.

DMSO: dimetil sulféxido.

DPA: duracién del potencial de accion.

ECG: electrocardiograma.
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FD: frecuencia dominante.

FDM: frecuencia dominante media.

FV: fibrilacion ventricular.

Iy: corriente de entrada (inespecifica).

IcaL: corriente de entrada de calcio de larga duracion.
Icat: corriente de entrada de calcio transitoria.

ICC: insuficiencia cardiaca congestiva.

k: corriente de entrada (marcapasos).

Ik: corriente de potasio rectificadora retardada.

Ik1 0 Ir: corriente de rectificacion interna de potasio.
Ikan: corriente de potasio rectificadora externa.

Ikacn: corriente de potasio activada por acetilcolina
Iatp: corriente de potasio ATP dependiente.

Ikna: corriente de potasio activada por sodio.

Ikur: corriente de potasio de rectificacion tardia ultra-rapida.
Ina: corriente de entrada rapida de sodio.

Ixcx: corriente idnica generada por el intercambiador Na*/Ca®".



Isus © hate: corriente repolarizante de potasio de inactivacion lenta
ko: corriente transitoria de salida de potasio.

Katp: canal de potasio ATP dependiente.

kDa: kilodalton.

K;:: canal de potasio de rectificacién interna.

K,: canal rectificador retardado rapido de potasio.

Ks: canal rectificador retardado lento de potasio.
mitoKarp: canal de potasio ATP dependiente mitocondrial.
MM: micromolar.

mM: milimolar.

MnSOD: superdxido dismutasa de manganeso.

ms: milisegundo.

NBD: dominio de unién de nucleotidos.

P5: percentil 5.

PA: potencial de accion.

PRE: periodo refractario efectivo.

PRFFV: periodo refractario funcional durante la fibrilacién ventricular.
pS: picosiemens.

sarcKrp: canal de potasio ATP dependiente sarcolémico.
SN: sistema nervioso.

SUR: receptor de las sulfonilureas.

TMD: dominio transmembrana.
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Capitulo 1. Introduccién.

1.1. Objetivos.

En lineas generales, diremos que en el presente estudio se
pretende investigar en corazén aislado de conejo, normalmente
oxigenado y sometido a isquemia aguda regional, las modificaciones
que produce el ejercicio fisico crénico sobre la refractariedad
miocardica y la dispersion de la misma, como parametros de
heterogeneidad miocardica, asi como la complejidad de la activacién
eléctrica durante la fibrilacion ventricular (FV) como parametro sobre
el que se asientan diversas propiedades electrofisiologicas del
miocardio. Asimismo, se pretende investigar si el ejercicio fisico ha
podido operar, en el miocardio sometido a isquemia regional aguda, a
través de modulaciones del canal de potasio ATP dependiente (Katp)
del cardiomiocito.

Asi pues los objetivos concretos han sido:

o En el corazéon aislado y perfundido de conejo, en fibrilacion
ventricular, procedente de un grupo de animales sometidos a un
protocolo de entrenamiento fisico y de un grupo control, en situacion
de perfusibn normalmente oxigenada y tras provocar isquemia

regional:

(a) Como parametros indirectos y directos de refractariedad, y de
heterogeneidad:

- La longitud del ciclo durante la fibrilacion ventricular y la

dispersion del mismo.
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- El periodo refractario funcional durante la fibrilacion
ventricular y la dispersion del mismo.
- La dispersion de la frecuencia dominante durante la

fibrilacion ventricular.

(b) Como parametro que se asienta no solamente sobre la
refractariedad sino sobre otros pardmetros electrofisiolégicos,
como la velocidad de conduccién y la heterogeneidad:

- La complejidad de la activacion eléctrica miocardica

durante la fibrilacién ventricular.

o En el corazon aislado y perfundido de conejo, en fibrilacion
ventricular, sometido al bloqueo de los canales que vehiculan la
corriente del canal Katp (Katp), procedente de un grupo de animales
control, en situaciébn de perfusion normalmente oxigenada y tras

provocar isquemia regional:

(a) Como parametros indirectos y directos de refractariedad, y de

heterogeneidad:

- La longitud del ciclo durante la fibrilacion ventricular y la
dispersién del mismo.

- El periodo refractario funcional durante la fibrilacion
ventricular y la dispersion del mismo.

- La dispersion de la frecuencia dominante durante la

fibrilacién ventricular.
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(b) Como parametro que se asienta no solamente sobre la
refractariedad sino sobre otros parametros electrofisiolégicos,
como la velocidad de conduccion y la heterogeneidad:

- La complejidad de la activacién eléctrica miocéardica

durante la fibrilacién ventricular.

1.2. Justificacién de los objetivos.

1.2.1. Consideraciones fundamentales acerca de la actividad

eléctrica del corazon.

1.2.1.1. Electrofisiologia normal.

Las células del nodo sinusal, tal y como se muestra en la figura
1.1, se caracterizan por presentar la llamada despolarizacion
diastolica espontanea. Las corrientes implicadas en la aparicion de
este potencial de marcapasos inestable son (Opie, 2004):

o lcar: Componente transitorio de una corriente de entrada de
calcio con un potencial umbral de aproximadamente de -50 mV a -60
mV.

o lca: Corriente de entrada de calcio lenta. Posee un umbral de
alrededor -40 mV. Esta segunda corriente opera posteriormente a la

anterior.
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o Ik: Esta corriente de potasio rectificadora retardada es activada
por la despolarizacién en cuanto alcanza el apex del potencial de
accion (PA). Contribuye a la repolarizacion, pero en la medida que va
decayendo permite a las corrientes de entrada tomar el control e
iniciar la siguiente onda de despolarizacién. Esta corriente y su caida
preceden a las dos anteriores.

Otras corrientes también

implicadas en la despolarizacién
diastdlica, y por tanto en la
actividad marcapaso, son la f,

probablemente  operativa sélo
cuando el no6dulo sinusal esta
hiperpolarizado; y las corrientes de

fondo I, o kb, que permanecen

cuando las otras son bloqueadas.

En relacion al Nodo  Figura 1.1. Corrientes marcapasos en
el nodo sinusal. k, corriente de
potasio rectificadora retardada; Icar,

que muchas de las propiedades corriente de entrada de calcio
transitoria; /s, corriente de entrada

electrofisiologicas de este territorio  de calcio de larga duracién; I,
. corriente de entrada (marcapasos) y
se asemejan estrechamente a las |, corriente de entrada (inespecifica).

Tomado de Opie, 2004.

auriculoventricular, hay que decir

del nodo sinusal, dandose en él
despolarizacién diastolica.

Otras células que presentan un potencial de reposo inestable
son las células de Purkinje. Si bien la pendiente de despolarizacién
diastolica que el tejido nodal anteriormente citado.

-10 -
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Finalmente, hay que decir que las células miocardicas de trabajo
no presentan despolarizacién diastélica, manteniéndose estable el
potencial de reposo en tanto y cuanto no llegue al cardiomiocito la

onda de excitacién originada en el nodo sinusal.

En cuanto al potencial de accién y las corrientes implicadas en el
mismo, existen también diferencias entre los tipos celulares. El
potencial de accién de las células marcapasos del nodo sinusal se
dispara cuando el potencial de reposo alcanza el valor de alrededor de
-40 mV. Las corrientes que participan en el mismo son la /gy
(despolarizacién) y la I (repolarizacién). Las corrientes que participan
en el desencadenamiento del proceso despolarizante y repolarizante
en las células miocardicas de trabajo son: I, (despolarizacion), que es
una corriente de entrada rapida de sodio presente en los
cardiomiocitos auriculares, ventriculares y en células de Purkinje; y las
corrientes repolarizantes que describiremos a continuacion en relacion
con las fases del potencial de acciéon de las células miocardicas de
trabajo (figura 1.2.). Estas son (Jalife et al., 2009; Oudit & Backx,
2009; Li & Dong, 2010):

o La fase 0 abarca la fase de despolarizacién. Es rapida, de gran
amplitud y en la que el valor del potencial se hace menos negativo,
incluso llegando a valores positivos. Esto se debe a la participacién de
canales rapidos de sodio voltaje-dependientes, antes citados, que se
abren una vez que la célula alcanza el nivel umbral (en
aproximadamente -65 mV) y permiten la entrada rapida de Na* al
interior de la célula, revirtiendo el valor del potencial a valores

positivos en aproximadamente 1 milisegundo (ms). Pero una vez

-11 -
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activados estos canales y el valor del potencial se ha acercado al
potencial de equilibrio para el sodio (Ena), aproximadamente de +40
mV, la fuerza impulsora que introduce Na* al interior de la célula
disminuye, los canales rapidos de sodio se inactivan y se empiezan a
activar las corrientes repolarizantes. Por lo que el potencial no llega a

alcanzar el En,, quedando en valores cercanos a +20 mV.

J Una vez que se alcanza el valor maximo de potencial, se
produce una rapida repolarizacion transitoria, lo que da lugar a la fase
1 del PA. En este momento la corriente rapida de Na® se encuentra
inactivada y se activa la corriente transitoria de salida de potasio (/).
Esta corriente es voltaje dependiente y tiene su umbral de activacién a
-30 mV, inactivandose rapidamente al inicio de la meseta del PA. En
las células auriculares esta fase es muy prominente debido a la gran
abundancia de canales vinculados a la corriente k, y a su rapida
reactivacién. Las células de Purkinje (red) también poseen una
prominente fase 1, siendo menos importante en las células del haz de
His.

o Sigue la fase 2 o meseta, en la que el valor del potencial de
membrana se mantiene relativamente constante durante unos
segundos. En este momento existe un equilibrio entre las corrientes
despolarizantes, corriente de entrada de Ca** por los canales tipo L, y
las repolarizantes, corrientes de salida de K*. Esta salida de K* ocurre
a través de los rectificadores retardados (K; y Ks). En las auriculas
esta activa la corriente ultra-rapida de potasio de rectificacion tardia
(kur), hiperpolarizante, y que contribuye a la menor fase de meseta del
PA auricular. Al final de esta fase actua también el intercambiador

-12-
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Na*/Ca®* (lcx) que es electrogénico (expulsa un i6n de calcio e
introduce tres de sodio) y contribuye a mantener el potencial de

membrana en valores positivos.

o En la fase 3 del potencial de accion predomina la puesta en
marcha de la corriente de salida de potasio a través del llamado
rectificador andémalo (ki), que exhibe rectificacion interna; y se
inactivan la corriente de entrada de calcio y el intercambiador
Na*/Ca®, restableciéndose finalmente el potencial de membrana en
reposo. Los canales de K* de rectificacién interna seguiran activos
durante toda la fase 4, contribuyendo de forma dominante a mantener
el potencial de membrana en reposo junto al intercambiador Na*/K*,
bomba ATP dependiente que expulsa iones Na* e introduce iones K* a
la célula.

Asimismo, ademdas de las corrientes idnicas citadas, existen
otras corrientes que contribuyen al potencial de accién cardiaco, como
son la corriente de potasio activada por acetilcolina (lkacnh),
hiperpolarizante y presente sélo en miocitos auriculares; y la corriente
de potasio sensible a ATP, hiperpolarizante y dependiente de las
concentraciones de ATP. Cuando se activa, lo es en mayor medida en
los miocitos ventriculares que en los miocitos auriculares, y durante
las fases 2 y 3 del potencial de accién (Jalife et al., 2009; Oudit &
Backx, 2009; Li & Dong, 2010). Esta ultima, objeto de estudio en la
presente tesis, se describira con mucho mas detalle en el apartado
1.2.2. de este manuscrito.

-13 -
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40
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(o} 500
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(o} 500

Time (ms)

Figura 1.2. Corrientes idnicas generadoras del PA cardiaco. Diferencias entre los
miocitos auriculares y ventriculares. Tomado de Oudit & Backx, 2009.

En lo que se refiere a la refractariedad, en condiciones

fisiologicas, el periodo refractario es predominantemente dependiente

del voltaje y termina en plena repolarizacién del potencial de accion.

Sobre esta base, una estrategia antiarritmica comun es el uso de

farmacos que prolongan la duracion del potencial de accién (DPA),

con la intencién de prolongar la refractariedad y asi reducir la

probabilidad de que se produzcan reentradas. La DPA se utiliza

ampliamente como una medida de la refractariedad en los estudios

-14 -
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relacionados con los mecanismos de la arritmogénesis, aunque, como
mas adelante veremos, esta correspondencia se pierde en la isquemia
(Sutton et al., 2000).

1.2.1.2. Modificaciones electrofisioldgicas arritmogénicas en
la isquemia aguda.

Sin perjuicio de que en lineas més adelante centremos este
apartado en los acontecimientos electrofisiolégicos ligados al proceso
isquémico miocardico agudo, haremos unas breves consideraciones
acerca de algunas modificaciones sobre las que en ultima instancia se
asientan algunos de los citados efectos electrofisioldgicos debidos a la
interrupcién del flujo sanguineo coronario y que ya forman parte de los
que podriamos calificar como investigaciones clasicas en el campo
objeto de nuestro estudio. En tales estudios ya se correlacioné el dano
miocérdico por la isquemia con los niveles de fosfatos de alta energia,
asociandose un bajo nivel de ATP con una depresion en la resintesis
del mismo y un fallo en la regulacién del volumen celular. Fallos que
precedieron al desarrollo de un evidente dafo de la membrana celular,
lo que ocurri6 solamente cuando el contenido tisular de ATP
disminuyé a menos de 2 umol/g y se asocid con un marcado
empeoramiento de otras funciones celulares integradas, todo lo cual
es un claro signo de deterioro letal (Reimer et al., 1981). Los cambios
en la concentraciéon de ATP comienzan prematuramente. Ya a los 20
segundos aproximadamente, la respiracion mitocondrial se interrumpe
y se pone en marcha la glucolisis anaerobia que da lugar a una
cantidad limitada de ATP; esta glucolisis ademas queda inhibida
prontamente por el efecto depresor sobre la actividad de algunos

-15 -
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enzimas glucoliticos por los metabolitos que se producen, como es el
caso del lactato (Jennings & Reimer, 1989). Que la oclusién de una
arteria coronaria durante 40 minutos producia una lesion irreversible y
muerte celular, y que periodos mas breves (alrededor de veinte
minutos) de oclusion podian recuperar el tejido miocardico tras una
reperfusion, fue ya clasicamente descrito (Jennings et al., 1960;
Jennings et al., 1969; citados por Kloner et al., 1974).

Una alteracion que acaba produciéndose en la mitocondria es la
despolarizacién de su membrana, aunque esto no ocurre de modo
inmediato y ligado a la interrupcién del flujo de electrones sino
ligeramente mas tarde ya que todavia se produce ATP a expensas de
la glucolisis. Cuando este ultimo proceso se bloquea se produce una
importante deplecién de ATP y un incremento de la concentracién
intracelular de calcio. Por otra parte, la caida del ATP por debajo de
ciertos niveles y el incremento de la concentracién de protones, calcio,
fosfato y acil-carnitinas de cadena larga acaba originando la activacion
del llamado poro de transicion o megacanal, siendo este poro activado
en la membrana interna de la mitocondria y por el cual la mitocondria
llega a ser anormalmente permeable en el sentido de dejar salir una
serie de sustancias desde el interior de la misma. Al fin, todas estas
circunstancias (bloqueo en el metabolismo oxidativo, disminucién del
cociente ATP/ADP, etc.) acaban produciendo consecuencias como
son alteraciones del metabolismo lipidico, produccion de estrés
oxidativo, liberacibn de catecolaminas, alteraciones de las
concentraciones ionicas, etc. Los poros que se abren atravesando la
membrana interna mitocondrial crean una situacion similar a la que

crean los agentes desacopladores de la fosforilacion oxidativa. En
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condiciones de normal oxigenacién, con concentracion normal de
oxigeno y ATP, estos poros de transicion o megacanales estan
inactivos, mientras que se activan en la isquemia, situacién bioquimica
en la que se invierte en lo que al calcio y al ATP se refiere (ver
revision de Carmeliet, 1999). Estas consecuencias seran en gran
medida la base sobre la que se asientan las modificaciones

electrofisiologicas propias de la isquemia.

Comentaremos someramente las alteraciones electrofisiolégicas
mas directamente relacionadas con la aparicion de arritmias que
amenazan la vida, como es la fibrilacién ventricular, y en las que
subyacen fendmenos de reentrada (ver revision de Carmeliet, 1999;
Sutton et al., 2000; ver revision de Billman, 2008).

En lo que se refiere a los cambios en la despolarizacién,
encontramos que la interrupcién del flujo coronario origina, en pocos
minutos, una caida del potencial de membrana del cardiomiocito
ventricular a valores menos negativos (de -85 mV a -60 mV) que
produce un aumento de la excitabilidad en su fase inicial, seguida de
una disminucién de la misma, de la pendiente de la despolarizacién,
de la conduccién, y todo ello coincidente con un incremento de la
concentracion extracelular de potasio. Durante los primeros minutos
de isquemia, en los que como acabamos de comentar la excitabilidad
en la zona central de la isquemia se incrementa, el potencial umbral
permanece invariable, pero se requiere menos corriente para llegar a
él debido a la despolarizacién de la membrana. Mas tarde, la
excitabilidad disminuye gradualmente, principalmente debido a la
inactivacion del canal de Na* por la despolarizacion. La reduccion de
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la excitabilidad es mas pronunciada en el subepicardio que en las
fibras subendocardicas. Algunas células recuperan la excitabilidad
después de 15 minutos de isquemia; esta recuperaciéon puede ser
causada por alguna hiperpolarizacién, como consecuencia del
“lavado” de K* extracelular a través de la circulacion colateral y/o la
estimulacion de la bomba Na'™-K* por la liberacion masiva de
catecolaminas y el aumento del Ca®* intracelular. Después de 30
minutos, empieza una nueva fase de inexcitabilidad y es debido a un
aumento secundario en la pérdida de K* de las células, concomitante
con una caida maxima de la concentraciéon de ATP (ver revision de
Carmeliet, 1999).

Por otra parte, en relacion a la DPA y a los cambios en la
refractariedad, hay que decir que aquel se acorta tras una ligera
prolongacion que curiosamente se acompana de una prolongacion del
periodo refractario efectivo (PRE) (ver revision de Sutton et al., 2000).
Entre los 7 y 10 minutos de isquemia la DPA y la duracién del PRE
pueden alternar mostrando duraciones entre normales y muy cortas.
La falta de respuesta completa sigue muy pronto. Después de 15-20
minutos, sin embargo, las células ubicadas en la zona central del
infarto pueden recuperar temporalmente su excitabilidad. Estos
cambios se correlacionan con una liberacibn masiva de
catecolaminas, una abertura de la circulacion colateral, y una pequefia
disminucién en la concentracién de potasio extracelular. Tras unos 30

minutos, las células se despolarizan mas, y la conduccion se bloquea.

Se han descrito diversos mecanismos subyacentes a los
cambios del potencial de reposo y del PA durante la isquemia (ver
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revision de Carmeliet, 1999). El aumento en la concentracion de
potasio extracelular y la existencia simultanea de una corriente hacia
el interior son la principal causa de la despolarizacion durante la
isquemia. Los posibles mecanismos implicados en la fuga hacia el
interior son multiples e implican al Na*, Ca** y a los canales de CI' e
intercambiadores. La disminucion en la velocidad de conduccién y la
amplitud del PA es causada por una caida en la entrada de Na* y el
aumento simultaneo de corrientes hacia el exterior, provocando un
efecto de cortocircuito. La conductancia al sodio disminuye
secundariamente a la inactivacion de los canales de Na* por la caida
del potencial de reposo y por la accién sobre el canal de Na* de
proteinas anfifilicas, de acidos grasos, del estrés oxidativo y de la
acidosis. La corriente de entrada de Na* se reduce aun mas por una
caida en el gradiente quimico debido principalmente a un aumento en
la concentraciodn intracelular de Na*. La eficacia de la corriente Iy, en
la generacion del ascenso del PA se reduce aun mas por el efecto de
cortocircuito de las corrientes hacia el exterior, tales como Ikatp, la
corriente de potasio activada por sodio (kna), ¥ @ la corriente de
potasio rectificadora externa (/kaa)-

El alargamiento transitorio del PA durante los primeros segundos
de la isquemia puede ser debido en parte a: una caida en la
temperatura local (>1 °C), una reduccion de la corriente de la bomba
electrogénica, una caida en Ik, y una inhibicion aguda de /.. El
acortamiento del PA, que sigue muy rdpidamente y es mas
prominente, es causado por un aumento de la corriente hacia el
exterior a potenciales propios del plateau; que se lleva por el K" y por
el CI', de los cuales el K™ es el mas importante, y son corrientes de K*

-19 -



Capitulo 1. Introduccién.

que se activan en condiciones isquémicas (/Katp, kna Y kaa). Estas
conllevan grandes corrientes independientes del tiempo y muestran
rectificacion hacia al exterior en presencia de una concentracién
intracelular de K* normal o moderadamente elevada. De este modo,
su efecto sera mas marcado en los niveles despolarizados, es decir,
en la meseta del potencial de accion. Las corrientes de K™ activadas
bajo condiciones fisiol6gicas, estdn mas bien inhibidas en las
condiciones isquémicas. Los cambios en las corrientes de entrada son
de menor importancia en el acortamiento del PA. En relacién al
acortamiento del PA en la zona “limitrofe”, se halla ligado a la corriente
de lesién que se establece entre la zona isquémica y la sana. En
contraste con el efecto sobre la DPA, el PRE se prolonga en la zona
isquémica. En la zona fronteriza, tanto el PRE como la DPA se
acortan. La prolongacion del PRE es causada por el enlentecimiento
de la recuperacion desde la inactivacion de canales de Na* secundaria
a la despolarizacion, al bloqueo de los canales de Na* por la acidosis,
a las acil-carnitinas de cadena larga, a la lisofosfatidilcolina, a los
radicales del oxigeno y al efecto de cortocircuito de la apertura de
canales de K" y CI' (ver revision de Carmeliet, 1999). Datos aportados
por Weiss et al. (1992), demostraron que existia una relacién temporal
entre el detrimento de la duracién del PA y el acumulo de K*
extracelular en tabiques interventriculares aislados de conejo (figura
1.3.) (ver revision de Billman, 2008).

El que en la zona “limitrofe” tanto la duracion del potencial de
accion como la refractariedad se acorten es debido a la existencia de
la corriente de lesion. Aunque los canales de Na* pueden ser inhibidos

ligeramente por una pequefa despolarizaciéon, el aumento en la
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conductancia en reposo estd ausente. La duracién total del PRE es
corta y la recuperacioén después de la repolarizacion es rapida. Por lo
tanto, existe una marcada dispersiébn en el PRE sobre la zona
fronteriza, condicion que favorece la aparicion de arritmias de
reentrada. La estimulacién simpatica aumenta este tipo de dispersién
(ver revisién de Carmeliet, 1999).

250 -
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=
..J
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Figura 1.3. Relacion temporal entre el acortamiento
del PAy la salida de K* durante la isquemia global. De
Weiss et al., 1992; tomado de Billman, 2008.

La velocidad de conduccion estd determinada por las
propiedades activas de la célula (amplitud y velocidad de ascenso del
PA) y de una serie de propiedades como son la resistencia de la
membrana celular, la resistencia longitudinal de la célula, la
resistencia del compartimento extracelular, y, a mayor escala, la
arquitectura tisular. Todas estas propiedades cambian precozmente
durante la isquemia y afectan negativamente a la velocidad de
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conduccion. La disminucion en la amplitud y en la rapidez del aumento
del PA son, junto con el aumento de la conductancia de la membrana
celular en reposo y el aumento de la resistencia extracelular
secundaria a una interrupcién del flujo sanguineo, los factores mas
importantes. En una etapa del proceso isquémico de mas de 15
minutos, aumenta la resistencia celular longitudinal dramaticamente,
resultando en una marcada caida de la conduccion. Este cambio se
debe al cierre de las uniones gap, después de la subida conjunta en
las concentraciones intracelulares de H* y Ca*, el efecto de las
acilcarnitinas de cadena larga, y la caida en la concentracién del ATP.
La existencia de potenciales a través de las uniones en hendidura
puede causar la inactivacion adicional de la conductancia en estas
uniones. Las modificaciones en las uniones gap son heterogéneas en
la isquemia y por lo tanto representan un factor importante en la
génesis de las arritmias (ver revision de Carmeliet, 1999).

Los anteriores cambios no ocurren de manera uniforme en el
miocardio infartado, y la heterogeneidad es especialmente
pronunciada en la zona “limitrofe” (entre la zona sana y la zona
isquémica). La dispersién de la refractariedad y otras propiedades
fisiologicas ya existe en condiciones normales. De hecho, hay
gradientes en la duracién del potencial de accién entre el epicardio y
el endocardio, entre el vértice, la pared libre y el tabique, y entre el
ventriculo derecho y el izquierdo. Sabemos que el miocardio es un
sincitio funcional, pero no es absolutamente homogéneo desde el
punto de vista electrofisioldgico. Existe falta de continuidad y falta de
homogeneidad en el mismo, tanto a nivel estructural, como desde el

punto de vista de las propiedades eléctricas de la membrana, lo que
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se agrava ostensiblemente en situaciones patolégicas, como es el
caso de la isquemia. Este incremento de heterogeneidad es
responsable de la aparicién de bloqueos en la conduccién, dispersién
espacial de la repolarizacién, etc. (ver revision de Kléber & Rudy,
2004), lo que a su vez facilita la aparicion del fenébmeno de la
reentrada y las arritmias ligadas al mismo. La disociacion entre la DPA
y el PRE estd menos presente o ausente en la zona limitrofe del
infarto; en esta region ambos se acortan. A ambos lados de esta zona
limitrofe, la excitabilidad puede estar aumentada. El umbral esta
reducido en el lado isquémico debido a un aumento en la
concentracion de potasio extracelular y en el lado no isquémico debido
a la despolarizacion causada por la corriente de lesién. La maxima
corriente de lesiébn se obtiene cuando la activacién de la zona
isquémica se produce en el momento que la zona normal ya esta

repolarizada (ver revisién de Carmeliet, 1999).

En relacion a las modificaciones electrofisiolégicas producidas
por la isquemia, nuestro grupo ha relatado que, en un modelo de
corazon aislado y perfundido de conejo, y por tanto no sometido a
influencias nerviosas extrinsecas ni humorales, la oclusién coronaria
originé un incremento de la refractariedad miocardica. Tal resultado se
obtuvo de modo indirecto a través del analisis de la frecuencia
dominante (FD) durante la fibrilacion ventricular inducida, sin la
interrupcién de la perfusién global del coraz6n sometido a isquemia
regional aguda (Such-Miquel et al., 2007; Such et al., 2013). Como ha
sido publicado, hay una estrecha relacion entre la frecuencia
dominante durante la fibrilacion y la refractariedad (para revision ver
Chorro et al., 2000a). También el incremento de la heterogeneidad
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electrofisiolégica producido por la isquemia es un hecho clasicamente
establecido y que nosotros hemos constatado en el modelo de
corazon aislado de conejo al que anteriormente hemos aludido (Parra
et al., 2009). Asimismo, analizada la heterogeneidad de la frecuencia
dominante durante la fibrilacién ventricular durante la isquemia global,
Caldwell et al. (2007) encontraron heterogeneidades en el corazén,
entre los ventriculos, en distintos parametros electrofisiolégicos, como
son la velocidad de conduccion y el periodo refractario efectivo;
heterogeneidad entre los ventriculos que ya habia sido descrita para
la frecuencia durante la fibrilacion por Wu et al. (2006), citados por
Caldwell et al. (2007).

Las alteraciones en el patrén de activacion miocéardica durante la
fibrilacion ventricular pueden estar ligadas a modificaciones
electrofisiologicas que afectan a la duracion del potencial de accion, al
potencial de accion monofésico y/o a la refractariedad (para revision
ver Chorro et al., 2000c). La isquemia aguda, como acabamos de
describir, modifica diversas propiedades electrofisiologicas, tales como
la refractariedad miocardica y la heterogeneidad electrofisiol6gica, que
condicionan el proceso de activacion miocardica. En este sentido,
Massé et al. (2009) observaron, en un estudio realizado en corazones
humanos aislados, perfundidos y a los que se les provocé fibrilacién
ventricular, que la isquemia miocéardica global conllevaba progresivos
cambios espacio-temporales en el patrén de activacién eléctrica del
epicardio y el endocardio; y que probablemente eran el resultado de
una complicada interaccion entre la velocidad de conduccion,
excitabilidad, refractariedad y longitud de onda. Es, efectivamente, a
través de tales modificaciones cémo la isquemia aguda implica una
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alteracion de los patrones de activacion del miocardio durante la

fibrilacion ventricular.

La traduccién en el electrocardiograma (ECG) de los efectos
electrofisiologicos es la siguiente: a) Una depresion inicial del
segmento T-Q como expresion de la disminucion del potencial de
reposo en zona isquémica (registrado el ECG en ciertas condiciones);
b) Una elevacién del segmento S-T; ¢) Ensanchamiento del complejo
QRS y retraso de la deflexion intrinseca. Una desviacion del segmento
S-T se produce tras unos 5 minutos por la mas rapida despolarizacién,
porque a su vez el potencial de accién se acorta mas en el miocardio
isquémico. Mas tarde, cuando la activacién en la region isquémica se
retrasa seriamente, el segmento S-T se eleva marcadamente y la
onda T se invierte de forma pronunciada. En la zona central
necrosada el ECG muestra morfologias monofasicas. La activacion
local se recupera transitoriamente, lo que a veces produce alternancia
de la onda T, tras entre 8 y 15 minutos de isquemia (ver revision de
Carmeliet, 1999).

1.2.2. El canal de potasio ATP sensible miocardico y su
comportamiento en las modificaciones fisiopatolégicas
debidas a la isquemia aguda.

Como ya ha sido citado en el anterior apartado, existen
diferentes canales de potasio que contribuyen a la repolarizacion en
diferentes fases del PA cardiaco. La existencia de los canales Karp se
ha puesto de manifiesto en diferentes partes anatémicas del

organismo. Fueron descritos, en primer lugar, en el salcolema de
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miocitos cardiacos (Noma, 1983). Posteriormente, también fueron
descritos en pancreas (Ashcroft et al., 1984; citados por Cogolludo,
2005), en musculo esquelético (Spruce et al.,, 1985; citados por
Cogolludo, 2005), en cerebro (Ashford et al., 1988; citados por
Cogolludo, 2005) y en musculo liso (Standen et al., 1989; citados por
Cogolludo, 2005). A continuaciéon expondremos los aspectos mas
destacables sobre la estructura de estos canales, su modulacion y
regulacion, y las controversias actuales sobre su papel en la

proteccion miocardica.

1.2.2.1. Estructura molecular de los canales K

miocardicos.

Los canales Karp estan compuestos de subunidades del receptor
de las sulfonilureas (SURx) y de una proteina, K;6.x, perteneciente a
la superfamilia de los canales de potasio de rectificacion interna (Ky),
junto a otros componentes adicionales. K;6.x consiste en una
disposicidon tetramérica de subunidades, cada una compuesta de dos
hélices transmembrana (M1 y M2), una region de formacién de poros
y un N-terminal (incluyendo la hélice anfipatica corredera o “Slide
helix’) y un C-terminal citoplasmaticos. Las subunidades SURXx
contienen 17 regiones transmembrana agrupadas en 3 dominios
transmembrana (TMDO, TDM1 y TDM2), compuestos por cinco, seis y
seis segmentos transmembrana, respectivamente. EIl TMDO y el
enlazador LO interactuan con Kir6.x y modulan su activacién periddica.
Cada unidad SURXx tiene dos dominios de unién de nucleétidos (NBD)
entre TMD1 y TMD2 (NBD1) y en el extremo -COOH a continuacion
de TMD2 (NBD2) (figura 1.4. A). Un canal Karp funcional es un hetero-
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octamero (figura 1.4. B) formado por cuatro subunidades K;6.x y
cuatro subunidades SURX (ver revisién de Flagg et al., 2010).

A . P-helix TMDO TMD1 TMD2
88 A ) Slide helix N
LO
N terminus
‘i
-terminus :

Figura 1.4. (A) Componentes moleculares de los canales Katp. (B) Estructura
octamérica de las subunidades Kir6.x y SURx del canal Katp. Tomado de Flagg et al.,
2010.

La subunidad SURX, que regula la actividad de los canales Karp,
presenta dos subtipos, SUR1 y SUR2, que a su vez se clasifican en
dos isoformas SUR2A y SUR2B. Las subunidades SUR2A y SUR2B
difieren sélo en los 42 aminodcidos del extremo carboxilo-terminal
(C42) (ver revision de Hibino et al., 2010). Existen dos subtipos de
subunidades K;, que forman el poro de los canales Karp: Ki6.1 y
Ki:6.2. Se prevé, en general, la misma estructura de poros para las dos
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subunidades K;6.1 y Ky6.2. Sin embargo, presentan distintas
conductancias de canal unico (~35 y ~80 pS, respectivamente, en
soluciones de K* 150 mM), conferidas por los residuos especificos en
las regiones transmembrana M1 y M2 (ver revision de Flagg et al.,
2010).

Teniendo en cuenta que cualquier par de los tetrameros
SURXx:K;;6.x se pueden co-ensamblar cuando se expresan de manera
heteréloga, y que incluso dentro de un Unico canal pueden coexistir
mas de un isotipo SURx o un isotipo K;6.x, la determinacion de la
composicién molecular del canal en diferentes tejidos ha sido un reto.
Las diferentes combinaciones de subunidades SURx y K;6.x dan lugar
a los distintos tipos de canales Karp en diferentes localizaciones
anatémicas (ver revisiones de Flagg et al., 2010; Hibino et al., 2010; y
Li & Dong, 2010) (figura 1.5.).

Canales Katp

‘ Dos subunidades proteicas I

‘ Subunidad que forma el poro (Kir 6.X) I | Subunidad reguladora (SUR) |
' [ | | |
‘ Kir 6.1 | ‘ Kir 6.2 I ‘ SUR 1 | ‘ SUR 2A | SUR 2B |
Musculo liso Gelulas B, Celulas j Corazon y musculo Musculo liso
vascular corazén, cerebro, esquelético vascular

misculo esquelético
y liso vascular

Figura 1.5. Composicion molecular de los canales Katp en diferentes localizaciones
anatomicas. Tomado de Tamayo, 2007.

SUR1 se encuentra de forma predominante en las células B del

pancreas y en algunos tipos de neuronas, mientras que la subunidad
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SUR2A se encuentra en el musculo cardiaco y esquelético, y la
subunidad SUR2B en el masculo liso. K;6.2 se expresa
predominantemente en las células B del pancreas, corazén, cerebro y
musculo esquelético. Se ha postulado que tanto K;6.1 como K;6.2 se
expresan en el musculo liso (ver revision de Tamayo, 2007).

Concretamente, a nivel del musculo cardiaco, se pueden
expresar varias variantes de union de subunidades SUR1 y SUR2, asi
como de subunidades K;6.1 y K;6.2, existiendo diferencias
estructurales entre los canales Karp auriculares y los ventriculares.
Ademas, ellos se identifican por su ubicacién dentro de la célula
pudiendo ser del sarcolema (sarcKare) 0 de la mitocondria (mitoKatp).
Varios estudios apoyan la conclusion de que los canales sarcKarp en
los miocitos ventriculares se componen principalmente de
subunidades SUR2A y K;6.2, formando un complejo hetero-
octamérico compuesto por 4 subunidades K;6.2, que forman el poro
del canal, y 4 subunidades moduladores SUR2A. Sin embargo, son
relativamente pocos los que han examinado las propiedades biofisicas
y farmacolégicas del canal sarcKarp en los miocitos auriculares. Estos
estudios han proporcionando una evidencia inequivoca de una funcion
esencial de la subunidad SUR1 en el canal sarcKarp auricular. La
implicacién funcional de esta disparidad estructural de los canales
Katp auriculares y ventriculares no esta clara, pero posiblemente, los
canales compuestos por subunidades SUR1 son necesarios para una
funcién especifica de la auricula, tal como el acoplamiento del
estiramiento auricular con la secrecion de péptido natriurético auricular

(ver revisién de Flagg et al., 2010).
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Por otro lado, también es necesario destacar la importancia de
los canales de K' sensibles al ATP mitocondriales, implicados de
manera significativa en la fisiopatologia cardiaca. Los canales
mitoKarp fueron descubiertos por primera vez en higado de rata,
encontrdndose en la membrana interna de la mitocondria (Inoue et al.,
1991). Sin embargo, sigue habiendo importantes controversias en la
identidad molecular de los canales mitoKarp. Estos canales pueden
estar compuestos de subunidades K;6.x y SURx. Empleando un
anticuerpo frente a K;;6.1 marcado y unido a una proteina de 51-kDa
en la fraccion de membrana mitocondrial, se ha sugerido que la
subunidad K;;6.1 es un posible componente del canal mitoKarp. Otros
estudios han sugerido que las subunidades K;6.1, K;6.2, y SUR2A
estan presentes en las mitocondrias del corazén y del cerebro (ver
revision de Hibino et al., 2010).

1.2.2.2. Actividad de los canales Karp miocardicos y su
modulacion.

La regulacion de los canales Katp €s bastante compleja y se
produce a varios niveles por fosfolipidos de la membrana (PIP,),
acidos grasos (LC-acil-CoA), protein-quinasas (PKA y PKC), pH, y los
nucleétidos intracelulares (ATP, MgADP). El papel del pH intracelular,
de los fosfolipidos de membrana, de la fosforilacion del canal y del
acil-CoA en la regulacién de los canales Karp nativos en el musculo
cardiaco son menos conocidos (ver revision de Flagg et al., 2010). Por
otra parte, la actividad desempefada por los canales Karp deriva de su
habilidad para acoplar el metabolismo celular a la actividad eléctrica,
detectando cambios en el citosol de los niveles de ATP, y de
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adenosina difosfato de magnesio (Mg-ADP), funcionando el ATP como
un bloqueador del canal, y el Mg-ADP como un activador o promotor
de su apertura (ver revision de Li & Dong, 2010).

Fisiologicamente, el ATP intracelular (ATP;) es el regulador
principal del canal Katp. Este compuesto de alta energia se une a la
subunidad K;6.2 (cuatro moléculas de ATP podrian unirse a un canal
Katp) ¥ puede ejercer dos funciones distintas: 1) cierra el canal, y 2)
mantiene la actividad del canal en la presencia de Mg®. Por otro lado,
el ADP interacciona con la subunidad SUR2A. Los nucleétidos
difosfato, como el ADP, son esenciales para la apertura fisiolégica de
los canales Katp, que de otro modo se encuentran cerrados de forma
permanente por su marcada sensibilidad al ATP;. Se ha demostrado
que el ADP aumenta la actividad del canal Katp en contra de la
inhibicion de la apertura del canal inducida por el ATP;. Sin embargo,
los efectos positivos del ADP requieren la presencia de Mg®; en
ausencia de Mg?* aumenta el efecto inhibitorio del ATP; (ver revision
de Hibino et al.,, 2010). Ademas, se ha descrito que la actividad
fisiologica mas relevante del canal Katp en la membrana cardiaca se
limita a un porcentaje muy pequeno de la posible corriente Kkarp
celular, y por lo tanto, el ATP; no tendria que disminuir demasiado
previamente a la apertura de los canales Katp (ver revision de Billman,
2008). Seguramente, la concentracion de ATP nunca cae por debajo
de los niveles milimolares en un tejido vivo y el efecto activador de la
unién de nucledtidos difosfato de magnesio sera importante
fisiolébgicamente, por lo que probablemente es mas adecuado
considerar tanto la caida del ATP y acompafnado al aumento de ADP
como los principales parametros de regulacién fisiolégica. Estos
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canales se encuentran entre los canales i6nicos mas densamente
poblados del miocardio y la apertura de aproximadamente del 1% de
la cantidad total de canales Katp del sarcolema puede acortar
significativamente el PA cardiaco y una reduccion significativa de la
contractilidad. Modelos informaticos sobre el potencial de accion, en
los que la actividad del canal Karp es controlada solamente por la
proporcion ATP/ADP, indican que esto podia ocurrir a unos niveles
milimolares de ATP y a unos niveles micromolares de ADP en
corazones con canales Karp normales, y que en los corazones que
expresan transgenes insensibles al ATP, debe ocurrir un acortamiento
dramatico del potencial de accion a cualquier nivel fisiolégico de ATP.
Asi pues, parece que otros factores estan actuando para mantener los
canales de Katp cardiacos cerrados bajo condiciones normales con el
fin de evitar el acortamiento del potencial de accién y mantener la

contractilidad (ver revision de Flagg et al., 2010).

Los canales Karp cardiacos se encuentran cerrados a las
concentraciones intracelulares fisiolégicas de ATP y se activan por un
descenso del cociente ATP/ADP intracelular, como ocurre durante la
isquemia miocardica (para revision ver Vajda et al.,, 2007).
Anteriormente se ha descrito que la concentracion de potasio
extracelular se eleva rapidamente durante la isquemia miocardica,
pudiendo contribuir a la despolarizacion del tejido circundante, la
disminuciéon de la duracién del potencial de accién y la falta de
uniformidad de la repolarizacion (periodo refractario), y en ultima
instancia a la induccién de arritmias malignas. Asimismo, han sido
propuestos varios mecanismos para explicar el aumento de la salida

de potasio durante la isquemia miocardica. Sin embargo, cada vez
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existe una mayor evidencia cientifica de que esta acumulacion
extracelular de potasio inducida por la isquemia y consiguientemente
la reduccion del PA, es el resultado, en gran medida, de la apertura de
canales Katp (ver revisiones de Billman, 1994; y Billman, 2008). En
este sentido, Trube y Hescheler (1984), citados por Billman (2008),
fueron los primeros en registrar la actividad de un canal Karp en 1984.
Previamente se habia demostrado que la reduccién de ATP celular
inducida por la exposicion al cianuro provocaba una corriente de
salida de potasio (Noma, 1983). Estos mismos autores demostraron
que el canal Karp solamente se activaba cuando la concentraciéon de
ATP era baja, siendo a concentraciones de entre 20-100 yM cuando
se producia la mitad de la maxima supresion de la apertura del canal.
En este sentido, los canales sarcKarp se abren en condiciones de
estrés oxidativo para producir una corriente rectificadora interna de
potasio, tipicamente observada en los primeros 10 minutos de
isquemia (ver revisiébn de Brown & O’Rourke, 2010). Asimismo, la
compartimentacion funcional del ATP también puede contribuir a la
activacion del canal Karp durante la isquemia, haciendo que se
requieran s6lo cambios modestos en el ATP celular para inducir
importantes cambios en las propiedades eléctricas cardiacas (ver
revision de Billman, 1994).

Se han propuesto diferentes modelos que explican la apertura y
el cierre del canal de potasio SUR2x/Kir6.2 cardiaco. Un de ellos es el
modelo alostérico (figura 1.6.). En este caso, se asume lo siguiente: 1)
un canal SUR2x/K;6.2 tiene una estructura hetero-octamérica
compuesta por cuatro subunidades SUR2x y cuatro subunidades
Ki6.2; 2) cada SUR2x tiene un receptor (hendidura) para un ligando
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(circulo relleno); 3) SUR2x tiene dos conformaciones diferentes que
son capaces de abrir (conformacién R) o no (conformacion T) el poro
del canal formado a partir de subunidades K;6.2; 4) las
conformaciones T y R estan en equilibrio, determinado por la
constante L alostérica (donde L es la proporcion de las
conformaciones R y T en ausencia de cualquier ligando); 5) la
estructura del receptor con respecto al ligando es distinta en las
conformaciones T y R, y tiene mayor afinidad por el ligando en la
conformacion R en lugar de la T; y 6) como resultado, el ligando
desplaza el equilibrio T-R hacia la conformacion R. El ligando puede
ser el nicorandilo, el ATP o el ADP. En el caso de nicorandilo, la
hendidura representa el sitio del receptor de drogas. Para el ATP y el
ADP, la hendidura corresponde a los dominios de unién de
nucleétidos NBD1 y/o NBD2 (ver revision de Hibino et al., 2010).

SUH2 K|r62

Figura 1.6. Modelo alostérico de apertura y cierre del canal de potasio SUR2x/Kir6.2
cardiaco. De Yamada et al., 2004; tomado de Hibino et al., 2010.

Otro modelo que pretende explicar la apertura y el cierre del
canal de potasio SUR2x/K;;6.2 cardiaco esta basado en el hipotético
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cambio conformacional de SUR2x inducido por la dimerizacién del
dominio de unién de nucledtidos (figura 1.7.). En este modelo, SUR2x
interactia con K;6.2 a través del dominio transmembrana 0 (TMDOQ) y
LO, un “enlazador” citoplasmatico entre TMDO y TMD1. NBD1 y NBD2
se encuentran uno junto al otro y el poro del canal formado por Kir6.2.
permance abierto. EI ATP intracelular (ATP;) induce la dimerizacion de
NBD1 y NBD2, y por lo tanto un cambio conformacional de TMD1 y
TMD2. Este cambio conformacional se transfiere a través de TMDO-LO
hasta K;6.2 (flechas negras), lo que resulta en el cierre del poro del
canal formado por K;6.2. La conformacion de SUR2x con y sin el
dimero NBD podria considerarse equivalente a las conformaciones Ty
R, respectivamente, descritas anteriormente en el modelo alostérico

(ver revisién de Hibino et al., 2010).

Ademas de la inhibicion por el ATP intracelular (ATP), los
canales Karp cardiacos son la diana de dos clases principales de
compuestos terapéuticos, las sulfonilureas y los abridores del canal
Katp. Todos estos compuestos afectan a los canales Katp a través de
su accion sobre la subunidad SURX, y presentan distinta sensibilidad
segun el tipo de tejido. Estas diferencias se atribuyen a los subtipos
SURx expresados en cada tejido, es decir, SUR1 en pancreas,
SUR2A a nivel cardiaco, y SUR2B en musculo liso. La co-expresion
de K;6.2 con la subunidad SURx apropiada puede generar una
conductancia del canal Karp con las propiedades farmacolégicas
observadas en cada tejido nativo. Asimismo, en condiciones
fisiolégicas, un numero de factores adicionales estan involucrados en
la accién de estos farmacos. En este sentido, se ha podido demostrar
que la presencia de nucle6tidos intracelulares puede afectar en la
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accion de las sulfonilureas y de los abridores del canal Katp €en las
subunidades SURXx del canal Karp (ver revision de Hibino et al., 2010).

R conformation

Figura 1.7. Modelo de apertura y cierre del canal de potasio SUR2x/Kir6.2 cardiaco
basado en el cambio conformacional de la subunidad SUR2x. C42 hace referencia a
los ultimos 42 residuos en el extremo COOH de SUR2B, que se encuentran en la
interfaz entre el dimero NBD. De Yamada et al., 2004; tomado de Hibino et al., 2010.
1.2.2.3. Controversias en relacion al papel de los canales

Karp miocardicos.

Como ya se ha descrito anteriormente, los canales Karp actian
como sensores metabdlicos Unicos, participando en el acoplamiento
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entre el estado metabdlico celular y el potencial de membrana celular
(ver revisién de Li & Dong, 2010). Sin embargo, el papel que tienen los
canales Karp de membrana celular en la protecciébn miocéardica
permanece relativamente poco investigado hasta la fecha (ver revision
de Powers et al., 2008). Asimismo, existe un gran numero de
auténticas controversias al respecto de si el efecto protector sobre el
cardiomiocito isquémico se debe a la apertura o al cierre de los
citados canales.

1.2.2.3.1. Efecto protector sobre el cardiomiocito isquémico
debido a la apertura de los canales Kxrp.

En relacion a los autores que defienden que la apertura de
dichos canales ejerce un efecto protector sobre el cardiomiocito
isquémico, se ha demostrado que la corriente Kkarp desempefa un
papel fundamental en el mantenimiento de la homeostasis cardiaca en
condiciones de estrés, asi como en la isquemia-reperfusion
miocérdica y durante la hipoxia, mediando en los cambios
electrofisiolégicos inducidos por la isquemia y en el efecto
cardioprotector del precondicionamiento. La activacion de la corriente
Ikatp acorta la duracion del potencial de accién cardiaco por la
aceleracién de la repolarizacion durante la fase 3, reduce la entrada
de calcio (evitando de este modo la sobrecarga cardiaca de calcio),
preserva los niveles de ATP (efecto ahorrador de energia) e
incrementa la supervivencia celular durante la isquemia miocardica
(ver revisiones de Powers et al., 2008; y Li & Dong, 2010). Utilizando
farmacos abridores del canal sarcKatp €n la isquemia, se observé una

mejoria en la preservacion del ATP y de la energia almacenada en
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forma de fosfato de creatina (McPherson et al., 1993) y diversos
efectos anti-isquémicos por acortamiento del potencial de accion
(Grover & Garlid, 2000).

La accién cardioprotectora de la activacion de los canales Karp
durante la isquemia ha sido descrita en diversos modelos
experimentales “in vivo”, relacionandose con una reduccion de la
duracién del potencial de accidbn y una depresién del proceso
contractil. Asi, Lederer et al. (1989) ya observaron que el aumento de
la conductancia de los canales Karp debido a un completo “bloqueo
metabdlico” parecia ser el principal mecanismo responsable del
acortamiento en la duracion del PA, de la disminucién de la liberacién
de Ca* del reticulo sarcoplasmico y, consecuentemente, del
prematuro fallo contractil. El efecto protector se explica sobre la base
de que al verse reducida la entrada de Ca**, las reservas de energia
que de otro modo serian utilizadas por la célula para la contraccion,
serian preservadas y la sobrecarga de Ca** se reducira al minimo.
Aunque esta “estrategia” cardioprotectora es autolimitada, ya que si
muchos miocitos detienen la contraccion, el corazén deja de bombear
y el animal muere, parece razonable la idea que tenga lugar una
proteccion temporal de un pequefio numero de células, o de una
regién del corazon, contra los dafios de la sobrecarga de Ca®* durante
la isquemia (ver revision de Zhang et al., 2010). Debido a que la
sobrecarga de calcio puede conducir a la muerte celular por necrosis y
apoptosis, la activaciéon de los canales sarcKarep puede ser un
mecanismo citoprotector al disminuir el grado de contractura de los
miofilamentos y mitigar la sobrecarga de calcio mitocondrial. Varias
lineas de evidencia defienden el papel fisiolégico que tiene la
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expresion de canales sarcKarp funcionales en la tasa de adaptacion de
la excitabilidad de la membrana miocérdica, con implicaciones en la
optimizacion del consumo energético cardiaco y la consiguiente
cardioproteccion en condiciones de estrés metabdlico grave (Zhu et
al.,, 2011), y/o la apertura de los mismos en la supervivencia celular
durante el estrés oxidativo y en la atenuacion de la muerte celular

durante la isquemia (ver revisién de Brown & O’Rourke, 2010).

Por otra parte, la actividad del canal de Karp se ha implicado en
el mecanismo enddgeno, conocido como precondicionamiento
isquémico, por el cual la exposicién del corazon a breves periodos de
isquemia precedidos de un insulto isquémico sostenido, conduce a
una reduccion significativa en el tamafo del infarto posterior. Analogo
al preacondicionamiento isquémico, la activacion farmacolédgica de la
canal Katp parece tener capacidades cardioprotectoras en las células
individuales, asi como en animal intacto y en los corazones humanos
sometidos a dafno isquémico (ver revision de Kane et al., 2005). En
este sentido, Gross y Auchampach (1992) propusieron por primera
vez que la apertura de los canales Karp estaba implicada en los
efectos protectores del precondicionamiento y que los agonistas de
dicho canal simulaban dicho precondicionamiento, mientras que los
bloqueadores de los canales Karp eliminaban la funcién protectora
durante la isquemia. También ha sido documentado que los agonistas
de los canales Karp preservan el rendimiento mecanico durante la
reperfusion, mientras que los antagonistas de los canales pueden
empeorar la disfuncion mecénica bajo estas condiciones (ver revision
de Billman, 1994). Unos afos mas tarde se plante6 que la apertura
farmacoldgica de los canales Karp del sarcolema permitia la salida de

-39-



Capitulo 1. Introduccién.

K" desde el miocito y proporcionaba cardioproteccién durante la
isquemia-reperfusion (Suzuki et al., 2002; Gross & Peart, 2003),
contrastando con planteamientos anteriores que sugerian que el canal
Katp mitocondrial era el que mediaba en la cardioproteccion inducida
por el precondicionamiento (Garlid et al., 1997; Gross & Fryer, 1999).
Aunque exista un consenso general de que los canales Karp juegan un
papel clave en el desencadenamiento del precondicionamiento
isquémico, ya se trate de los canales Karp del sarcolema o de la
mitocondria (Yang et al., 2009; ver revisién de Hibino et al., 2010),
para otros autores, la existencia de canales de mitoKarp y el papel de
los canales sarcKarp Vversus los canales mitoKap en el
precondicionamiento no esta claro en absoluto (ver revisiones de
Brown & O’Rourke, 2010; y Zang et al., 2010).

Es interesante mencionar algunos trabajos en los que se ha
querido evaluar el efecto simultaneo de la apertura del canal Katp
mitocondrial y de la inhibicion del citado canal a nivel del sarcolema
(Gonca & Bozdogan, 2010). Estos autores observaron que la apertura
selectiva del canal Karp mitocondrial (con diazéxido) y el bloqueo
selectivo del canal Karp del sarcolema (con HMR 1098) ejercié efectos
antiarritmicos protectores. Asimismo, produjo un efecto protector
antiarritmico el uso simultdneo de HMR 1098 y de un abridor no
selectivo del canal sarcolémico y mitocondrial (pinacidilo),
demostrando que el efecto antiarritmico de pinacidilo no dependia de
la apertura del canal sarcKarp.

Otros trabajos han descrito que, bajo ciertas condiciones, la
activaciéon de los canales de potasio puede tener propiedades
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antiarritmicas, en particular contra las arritmias que resultan de
anormalidades en la repolarizacién. En este sentido, han sido
atribuidas diversas propiedades antiarritmicas a los agonistas de los
canales Katp en modelos experimentales no-isquémicos, en los que
las arritmias que se producen como resultado de post-
despolarizaciones tempranas (oscilaciones de potencial de membrana
que se producen durante la fase 3 del potencial de accién cardiaco)
dependen del retraso en la repolarizacion y pueden ser prevenidas por
un activador de los canales Katp (ver revision de Billman, 1994).

1.2.2.3.2. Efecto protector sobre el cardiomiocito isquémico
debido al cierre de los canales Karp.

Contrariamente a lo anteriormente expuesto, hay autores que
defienden que la apertura del canal Karp ejerce un efecto deletéreo
durante la isquemia (Di Diego & Antzelevitch, 1993; ver revisiones de
Billman, 2008; y Flagg et al., 2010).

En este sentido, en condiciones normales, las células
ventriculares no muestran despolarizacion espontanea. Sin embargo,
el incremento del potasio extracelular durante la isquemia promueve la
despolarizacion del tejido circundante a las regiones isquémicas,
produciendo perturbacion de la actividad cardiaca eléctrica y siendo
una causa potencial del inicio de impulsos prematuros ventriculares.
Ademas, el factor que mas contribuye a la FV, particularmente durante
la isquemia miocardica, es la dispersion del periodo refractario
secundaria a las diferencias regionales en la DPA. La activacion de los
canales Karp produce un aumento de la salida de potasio y una
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reduccion marcada de la DPA, pudiendo contribuir significativamente a
la induccién de arritmias malignas reentrantes mediante el cambio de
la generacién del impulso, conduccion, o una combinacion de ambos
(ver revisién de Billman, 1994). Debido a la alta densidad de canales
en la membrana del sarcolema, la apertura de los canales sarcKarp
puede acortar significativamente el PA, y si hay suficientes canales
abiertos, puede hacer a las células inexcitables manteniendo el
potencial de membrana muy cerca del potencial de equilibrio de
Nernst del potasio. La heterogeneidad patolégica en la duracion del
potencial de accién aumenta la dispersién de la refractariedad en el
tejido, favoreciendo las reentradas (ver revision de Brown & O’Rourke,
2010).

Parece pues, que los farmacos que bloquean el canal Karp
pueden proteger contra la formacion y perpetuacion de la FV, mientras
que la activacion de la corriente Kkarp puede ser “cardiotdxica” por
induccion de arritmias ventriculares por reentradas (ver revision de Li
& Dong, 2010). Sin embargo, diversas observaciones cientificas han
generado un debate sobre las distintos beneficios del bloqueo del
canal Katp del sarcolema y/o de la mitocondria en la proteccion frente
a la isquemia miocardica. Asi, Vajda et al. (2007), observaron que la
inhibicion del canal Katp del sarcolema redujo la incidencia de
arritmias ventriculares letales y mejoré la supervivencia tanto durante
la isquemia aguda del miocardio como en la reperfusion. Este efecto
beneficioso se correlaciond con la prolongacién de la repolarizacion.
Por el contrario, la inhibicién del canal Kare mitocondrial no mejoré la
supervivencia ni redujo la aparicién de arritmias inducidas por la

reperfusion.
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Asimismo, un papel arritmogénico del canal sarcKatp se ha
confirmado en estudios que utilizan glibenclamida, que bloquea tanto
las isoformas mitocondriales como sarcolémicas de los canales Katp, 0
los bloqueantes especificos del sarcolema (HMR 1833 o HMR 1098, la
sal sodica del HMR 1883). El bloqueo de los canales sarcKATP con
HMR1883 disminuye la incidencia de arritmia ventricular en diferentes
modelos animales (ver revision de Brown & O’Rourke, 2010). El
empleo de glibenclamida, reduce la acumulacion extracelular de
potasio y atenlia o neutraliza la reduccion de la duracion del PA en
miocitos bajo hipoxia, en tejido cardiaco aislado y en corazones con
isquemia regional o global (ver revision de Billman, 1994). En
contraste, la activacion de la corriente de potasio sensible a ATP con
el pinacidilo provoca una marcada dispersion de la repolarizacién y del
periodo refractario entre el epicardio y el endocardio, lo que lleva al
desarrollo de extrasistoles. Estas extrasistoles fueron bloqueadas por
la glibenclamida en preparaciones de miocardio ventricular aislado de
perro (Di Diego & Antzelevitch, 1993). En este sentido, como se ha
indicado y més adelante se profundizara, se ha atribuido clasicamente
a la heterogeneidad eléctrica un papel fundamental en la aparicién y
perpetuacién de las arritmias por reentrada (Han & Moe, 1964; citados
por Jalife, 2000). En la heterogeneidad del periodo refractario juega un
papel muy importante el canal Kare. Ello lo demuestran diversos
estudios publicados (Tweedie et al., 1993; Billman et al., 1998; citados
por Billman, 2008) en los que utilizando glibenclamida se atenuaban
las reducciones del periodo refractario inducidas por la isquemia y
cuando se utilizaba pinacidilo se producia una marcada dispersion del
periodo refractario (Di Diego & Antzelevitch, 1993). En un estudio

realizado en perros anestesiados sometidos a toracotomia, se
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demostré la atenuacién ejercida por la glibenclamida sobre la
elevacion del segmento S-T (indicador clinico clasico de lesion
miocardica transmural aguda) inducida por la oclusiéon de la arteria
coronaria descendiente anterior izquierda (Kondo et al., 1996, citados
por Billman, 2008). Este mismo resultado se observé también en un
estudio realizado por Billman y colaboradores (Billman et al., 1998,
citados por Billman, 2008) en perros con infarto de miocardio
cicatrizado a los que se les indujo FV, demostrando ademas la
prevencion que ejercia la glibenclamida sobre el incremento en la
parte descendente de la onda T (indicador de dispersion de la
repolarizacién) inducido por la isquemia.

Las investigaciones clinicas han venido a apoyar los resultados
obtenidos en el campo de la investigacion experimental. Asi, en un
ensayo clinico efectuado en 207 pacientes con insuficiencia cardiaca
congestiva (ICC) descompensada, de los que el 16% eran diabéticos
en tratamiento con alguna sulfonilurea (y sin tratamiento adicional con
ningun farmaco vasoactivo o antiarritmico), mostraron una menor
incidencia de arritmias ventriculares complejas en el marco de ICC

grave (Aronson et al., 2003).

Asimismo, en un estudio electrocardiografico en un modelo de
corazbn aislado, segun técnica de Langendorff, procedente de
humanos portadores de miocardiopatia, y a los que se les sometié a
hipoxia global, se demostr6 que la glibenclamida durante la FV,
promovia la desfibrilacion espontanea de los corazones con

cardiomiopatia en los primeros instantes de la FV, atenuando la
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heterogeneidad espacio-temporal de la refractariedad durante la fase
prematura de la arritmia (Farid et al., 2011).

Al mismo tiempo, el uso de glibenclamida en preparaciones de
corazones humanos con isquemia finalizaba los flutter/fibrilacion
inducidos por el abridor del canal Kare, pinacidilo, y restablecia la
disminucién de la duracion del PA ejercida por el mismo y por el
abridor del canal Katp mitocondrial, diazéxido (Fedorov et al., 2011).

Por otra parte, y en relaciéon a las anormalidades que produce la
isquemia sobre el segmento S-T del ECG, se ha visto que los canales
Kate también pueden contribuir significativamente (ver revisién de
Billman, 2008). La apertura de canales sarcKatp durante la isquemia
cardiaca conduce a la heterogeneidad de la fase de meseta del PA del
miocardio e induce la desviacion (elevacién o depresion) del segmento
S-T del ECG (Li et al., 2000; citados por Quast et al., 2004). En un
ensayo clinico publicado (Goldberg, 1988, citado por Billman, 2008) se
vio que el 30% de los pacientes que tomaban pinacidilo (activador de
los canales Karp) como medicacion antihipertensiva presentaban en el
electrocardiograma anormalidades en la onda T. Asimismo, utilizando
el mismo farmaco inyectado intracoronariamente en perros
anestesiados, se observd como éste provocaba una elevacion del
segmento S-T muy similar al inducido por la isquemia (Kubota et al.,
1993; citados por Billman, 2008). Contrariamente, la glibenclamida
corrige los cambios electrocardiograficos del segmento S-T asociados
con la isquemia miocardica. Asimismo, en un estudio retrospectivo en
el que se analizaron los electrocardiogramas de pacientes con
diabetes tipo 2 e infarto de miocardio, se vio que en los pacientes
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tratados con "sulfonilureas de todo tipo", la elevacién del segmento S-
T inducida por la isquemia se redujo y estos pacientes fueron
significativamente menos propensos a presentar los criterios
electrocardiograficos estandares para la admisibn a la terapia
trombolitica (Huizar et al., 2003; citados por Quast et al., 2004).

1.2.3. El ejercicio fisico cronico como maniobra protectora

miocardica.

1.2.3.1. Generalidades.

Han sido investigados numerosos enfoques para lograr
cardioproteccion contra la lesion por la isquemia-reperfusién, y hasta
la actualidad, la Unica contramedida practica y sostenible capaz de
proporcionar cardioproteccién es la practica de sesiones regulares de
ejercicio de resistencia. Asimismo, ha sido descrito que la
cardioproteccion inducida por el ejercicio es bifasica: 1) La primera
fase de la cardioproteccidén se adquiere rapidamente después de una
sesion de ejercicio fisico agudo (es decir, 30 minutos después del
ejercicio). Sin embargo, esta proteccién inicial se pierde rapidamente
en menos de 3 horas después del ejercicio; 2) La segunda fase de la
cardioproteccion inducida por el ejercicio se produce dentro de las 24
horas después de la sesidén de ejercicio y persiste durante al menos 9
dias después de una rutina de ejercicio de 5 dias. Es mucho més
robusta que la “ventana” de proteccién temprana antes mencionada

(ver revisién de Powers et al., 2014a).
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Diversos estudios epidemiolégicos en humanos han demostrado
que el ejercicio regular reduce el riesgo de muerte durante la agresion
miocérdica por isquemia-reperfusion. En este sentido, se ha
encontrado en pacientes que habian sufrido un infarto de miocardio y
que presentaban fracciones de eyeccién bajas, una reduccién en la
severidad y en la frecuencia de las arritmias, tras ser sometidos a un
programa de ejercicio fisico cronico (Paffenbarger & Hale, 1975;
Hertzeanu et al., 1993). Otras observaciones demuestran una menor
incidencia de muerte subita en pacientes con un buen nivel de “forma”,
0 que tenian un gasto energético alto por las caracteristicas de su
trabajo fisico (Ekelund et al., 1988). En otro estudio realizado en
pacientes con historia previa de infarto de miocardio, y que siguieron
un programa de rehabilitacion con ejercicio fisico, se encontraron
reducciones significativas en la incidencia de muerte subita (Berlin &
Colditz, 1990). Asi, también se ha demostrado que la incidencia de
muerte subita de origen cardiaco era mayor en individuos con menor
nivel de actividad fisica regular, que en aquellos sujetos en los que el
nivel de actividad fisica regular era mayor (Bartels et al., 1997; citados
por Orts, 2007).

Por otra parte, se han publicado las diversas modificaciones de
procesos que, directa o indirectamente, pueden explicar el efecto
beneficioso del ejercicio fisico regular. Entre ellos se ha postulado la
mejora en la circulacién coronaria (Brown et al., 2003), el aumento de
los niveles de proteinas de choque térmico del miocardio (Harris &
Starnes, 2001; Demirel et al., 2003; Such et al., 2008), la mejora en la
capacidad antioxidante cardiaca (Ramires & Ji, 2001; Quindry et al.,
2010), la activacién de la proteinquinasa C (Yamashita et al., 2001),
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cambios en las proteinas reguladoras del calcio (Collins et al., 2005),
sensibilidad reducida a la apertura del poro de transicion mitocondrial
inducida por Ca** (Marcil et al., 2006), y/o la reduccién de factores que
modifican el consumo de oxigeno como la frecuencia cardiaca
(Billman & Kukielka, 2007).

Otros autores atribuyen como mecanismo basico cardioprotector
inducido por el ejercicio fisico al aumento de proteinas de estrés del
reticulo endoplasmico y/o una elevada actividad miocardica de la
enzima ciclooxigenasa 2 (ver revision de Powers et al., 2008).

Ademas, también ha sido propuesto que el efecto cardioprotector
del ejercicio fisico crénico podria estar relacionado con modificaciones
del equilibrio existente en el sistema nervioso (SN) vegetativo, entre el
SN simpdtico y el SN parasimpatico, estando a favor de este ultimo,
dadas las investigaciones en las que al aumentar la actividad
parasimpatica se ha obtenido un efecto protector (Zuanetti et al., 1987;
Billman, 1990). Asimismo, algunos autores (Shi et al., 1995; citados
por Such et al., 2002) apoyan el hecho de que la reduccién en la
frecuencia cardiaca en reposo como consecuencia del entrenamiento
de resistencia es el resultado de un aumento del tono vagal. El
concepto de un aumento de la actividad parasimpatica por el
entrenamiento estd soportado por las observaciones de aumento de
los niveles de acetilcolina en el miocardio de animales entrenados
(Bjornstad et al., 1993; citados por Such et al., 2002).

No obstante, y a pesar de las anteriores consideraciones, en

opinion de un numero importante de autores, en la actualidad aun
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estan por dilucidar los mecanismos exactos por los que el
entrenamiento fisico exhibe un efecto protector frente a la muerte
subita cardiaca (Wannamethee & Shaper, 2001; Ascensao et al.,
2007; Hamer & Stamatakis, 2008). Incluso algunos de los anteriores
factores que se han implicado en el efecto protector del ejercicio fisico
se hallan cuestionados en la actualidad por los mismos u otros
autores. Ademads, parece posible que existan otros mediadores
cardioprotectores, que puedan contribuir a la cardioproteccion
inducida por el ejercicio fisico crénico. En este sentido, de los
anteriores mecanismos cardioprotectores propuestos, los estudios
sugieren que las mejoras en la circulacion coronaria colateral y en la
funcion endotelial, el aumento de las proteinas de estrés del reticulo
endoplasmico, la elevada actividad de la ciclooxigenasa 2 y el
aumento de los niveles de la proteina de choque térmico HSP72 del
miocardio no son esenciales para lograr la cardioproteccion inducida
por el entrenamiento (ver revisiones de Powers et al., 2008; y Powers
et al., 2014b).

Las evidencias recientes revelan que la elevada actividad de la
enzima superédxido dismutasa (MnSOD) miocardica es un importante
contribuyente en la cardioproteccion inducida por el entrenamiento
(ver revision de Powers et al., 2008). Asimismo, ha sido documentado
que el aumento en la produccién de 6xido nitrico por una actividad
incrementada de la 6xido nitrico sintetasa endotelial inducida por el
ejercicio es importante para lograr la cardioproteccién. También ha
sido descrito que el ejercicio fisico cronico promueve la expresion
diferencial de numerosas proteinas antioxidantes mitocondriales de

los miocitos ventriculares (entre las mas destacables la superoxido
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dismutasa 2), resultando en un fenotipo mitocondrial que resiste el
dano inducido por la isquemia-reperfusién y confiere cardioproteccion.
Este mecanismo parece contribuir especialmente durante la primera
fase de la cardioproteccién inducida por el ejercicio citada en lineas
anteriores (ver revisiones de Powers et al., 2014a; y Powers et al.,
2014b). No obstante, otros estudios no han encontrado modificaciones
por el entrenamiento fisico de la actividad enzimatica antioxidante en
diversos tejidos (Such et al., 2002). Asimismo, esta bien establecido
que el ejercicio fisico habitual mejora los factores de riesgo
cardiovasculares, tales como la obesidad (Wood et al.,, 1991), la
diabetes mellitus tipo 2 y la hipertension arterial (Kokkinos et al.,
1995). En este ultimo estudio, realizado en varones tras realizar
ejercicio aerdbico intenso, se demostrd una reduccién significativa en
la presion arterial diastolica y una regresiébn de la hipertrofia

ventricular.

También ha sido propuesto como mecanismo principalmente
implicado en la cardioproteccion y en los efectos electrofisiolégicos
beneficiosos del ejercicio fisico cronico sobre el miocardio a la
corriente vinculada a los canales Karp, tanto sarcolémicos como

mitocondriales.

Finalmente, también ha sido descrito, que alguno de los
mecanismos que acabamos de citar, por los que el ejercicio fisico
ejerce un efecto cardioprotector antiarritimico, son especificos del tipo
de lesién por isquemia y reperfusion experimentado. Asi, la MnSOD vy
la corriente vinculada a los canales mitoKarp son independientemente

responsables de la prevencién inducida por el ejercicio, de arritmias
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ventriculares tras isquemia y reperfusion de corta duracién. En
respuesta a una mayor duracién de los ciclos de isquemia vy
reperfusion, la MnSOD, los opioides enddgenos, el manejo del calcio
de reserva, y la actividad de los canales sarcKarp median la proteccion
ejercida por el entrenamiento frente a la muerte del tejido (Quindry et
al., 2012). En el apartado 1.2.4. de la presente tesis se va a
profundizar en el estudio del papel que los canales Karp tienen en la
proteccién miocardica en los animales entrenados, asi como en las

controversias suscitadas hasta la fecha respecto a dicha participacion.

1.2.3.2. Estudio especial de los efectos electrofisioldgicos

del ejercicio fisico croénico.

Esta claramente documentado, que las modificaciones de las
propiedades eléctricas que vamos a comentar estan estrechamente
relacionadas con la aparicién de arritmias por reentrada; es por eso
que les hemos dedicado un apartado especial. Veremos el efecto que
ejerce el ejercicio fisico cronico sobre la refractariedad miocardica y la
dispersibn de la misma, como parametro de heterogeneidad
miocardica, asi como sobre la complejidad de la activacion eléctrica
del miocardio ventricular, que se halla relacionada con las dos
anteriores propiedades.

1.2.3.2.1. Efecto del ejercicio fisico cronico sobre la
refractariedad miocardica.

En un primer lugar, cabe destacar que la refractariedad
miocardica es una propiedad, junto con la velocidad de conduccién,
que determina la longitud de onda del proceso de activacién del
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miocardio, que a su vez es un factor relacionado con la aparicién y la
estabilizacién de las arritmias por reentrada (Wijffels et al., 1995,
citados por Such et al., 2008). Por lo tanto, la investigacion de la
modificacion de la refractariedad miocardica por el entrenamiento
fisico ayuda a explicar las razones por las que el entrenamiento fisico
aerébico parece aumentar la estabilidad eléctrica cardiaca y ejerce
protecciéon contra la muerte subita cardiaca, producida por arritmias
por reentrada en la mayoria de los casos (ver revision de Billman,
2002).

Efectivamente, nuestro grupo de investigacion, usando un
modelo de corazédn aislado y perfundido de conejo, ya plante6 en
trabajos previos la posibilidad de que el ejercicio pudiera producir
modificaciones intrinsecas de parametros electrofisioldgicos
relacionados con la aparicion del fenémeno de la reentrada y por tanto
de la FV. Nuestros primeros resultados parecian apuntar a una
modificacion de la refractariedad ventricular, observandose que el
periodo refractario funcional del ventriculo izquierdo era un 20% mayor
en los animales entrenados respecto a los controles. No se
observaron diferencias significativas en los pardmetros restantes de
refractariedad analizados entre los animales entrenados y no
entrenados (Such et al., 2002). Estos resultados fueron corroborados
por posteriores estudios, en los que se volvié a demostrar que el
entrenamiento fisico crénico exhibia modificaciones en la
refractariedad ventricular por la prolongacién del periodo refractario
efectivo ventricular y del periodo refractario funcional ventricular, asi
como la disminucion de la FD durante la FV. Estas modificaciones
producidas por el entrenamiento son interpretadas como un efecto
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protector frente a diversas perturbaciones eléctricas que
desencadenan en arritmias reentrantes, como la FV (Such et al,,
2008). Asimismo, la disminucién en la FD durante la FV observada en
los conejos entrenados, en opinibn de algunos autores, es una
modificacion con el mismo significado electrofisiologico que la
modificacion del periodo refractario, ya que existe una correlacién
inversa entre la frecuencia durante la FV y la refractariedad (para
revision ver Chorro et al., 2000a).

1.2.3.2.2. Efecto del ejercicio fisico cronico sobre la
heterogeneidad electrofisioldgica.

El tejido cardiaco no es un sincitio eléctrico homogéneo y
presenta muchas heterogeneidades tanto en las propiedades de la
membrana celular como en los componentes estructurales. En este
sentido se ha registrado una falta de homogeneidad en el potasio
extracelular, en el periodo refractario y en la duracion del potencial de
accion entre el epicardio y endocardio (ver revision de Billman, 1994).
Por otra parte, se ha descrito que los elementos que contribuyen a la
heterogeneidad presentan una mayor importancia en un sustrato
remodelado por condiciones patolégicas y son los principales
determinantes de la formaciéon de bloqueos de conduccién, de la
dispersion espacial de la repolarizacion, etc. Todos ellos son factores
implicados directamente en el establecimiento y perpetuaciéon de las
arritmias reentrantes (ver revision de Kléber & Rudy, 2004).
Efectivamente, el factor mas contribuyente en la instauracién y
mantenimiento de la FV, particularmente durante la isquemia

miocardica, es la dispersion o heterogeneidad del periodo refractario
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producida por las diferencias regionales en la duracién del PA (Wit &
Janse, 1989). Asimismo, en estudios posteriores, se ha confirmado
que debido a la heterogeneidad de la refractariedad de las células
cardiacas en diferentes regiones del corazén, las activaciones
generadas por los estimulos en las zonas excitables estan bloqueadas
unidireccionalmente en zonas de mayor refractariedad, produciendo
reentrada vy, finalmente FV (Chattipakorn et al., 2005). Ya
clasicamente Han y Moe (1964), citados por Jalife (2000),
establecieron la importancia de la heterogeneidad en el periodo

refractario para la induccion de fibrilacién ventricular.

Pese a las publicaciones sobre el efecto del ejercicio fisico sobre
la heterogeneidad electrofisiolégica del miocardio que origina la
oclusién arterial coronaria aguda (Hajnal et al., 2005), disponemos de
menos informacion sobre los efectos del entrenamiento sobre tal
parametro en el corazén norméxico. Pelechano et al. (2007) hallaron
que la dispersion de la frecuencia dominante durante la fibrilacion
ventricular inducida sin interrumpir la perfusién era menor en los
corazones procedentes de animales entrenados. Indirectamente es
una medida relacionada con la refractariedad y por tanto de alguna
manera representa la dispersion de la refractariedad (para revision ver
Chorro et al., 2000a).

Aungue nosotros no disponemos de mas informacion respecto al
efecto del ejercicio fisico sobre la heterogeneidad electrofisioldgica del
miocardio en circunstancias de normal perfusion o de perfusion en
condiciones normoxicas, si que podemos hacer alusion a otros

trabajos de investigacion que parecen indicar de una manera indirecta
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que el entrenamiento disminuye la heterogeneidad. En este sentido,
hay que decir que Zaitsev et al. (2000) relataron, tras realizar
experimentos en corazoén aislado de oveja a los que se les provocd
fibrilacion ventricular, que el coeficiente de variacion (CV) de la
frecuencia dominante durante la FV se correlacionaba directamente
con la FD durante la fibrilacién, de tal modo que a una frecuencia
dominante mayor le correspondia un mayor coeficiente de variacion y
por tanto ello indicaba una mayor heterogeneidad. Sobre la base de
este interesante resultado podemos suponer razonablemente que
otros trabajos, en los que se ha investigado el efecto del ejercicio
fisico cronico sobre la FD durante la fibrilacion, nos dan una
informacion indirecta y adicional a las primeras observaciones
comentadas en este apartado. Asi, Such et al. (2008) relataron una
disminucién de la FD durante la fibrilacién en animales sometidos al
mismo protocolo de entrenamiento que el usado en la presente tesis.
Zarzoso et al. (2012) han relatado una disminucion de la frecuencia
dominante durante la FV en los animales entrenados, también con el

mismo protocolo de ejercicio en cinta rodante.

Por otro lado, en lo que respecta al efecto del ejercicio fisico
sobre la heterogeneidad electrofisiol6gica miocardica, existen algunos
trabajos publicados en los que se ha investigado el efecto del
entrenamiento sobre este pardmetro tras oclusién arterial coronaria
aguda (Hajnal et al., 2005). Estos autores usaron como parametro de
inhomogeneidad el tiempo de activacién eléctrica de distintos puntos
del miocardio ventricular. En investigaciones previas en perros
sometidos a determinados protocolos de ejercicio fisico y a oclusién

coronaria, se observé una menor incidencia de arritmias letales y una
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menor inhomogeneidad electrofisiolégica (Babai et al., 2002).
Asimismo, también disponemos de datos obtenidos por nuestro grupo
investigador. Such et al. (2006) estudiaron la FD durante la FV en
corazones aislados de conejos sometidos a oclusién coronaria en un
sistema Langendorff y observaron un mantenimiento del coeficiente de
variacién de la frecuencia dominante durante la FV a los 30 minutos
de la oclusién coronaria en los corazones procedentes de animales
entrenados, mientras que tal parametro aumenté en los controles. Por
lo tanto, parece que el ejercicio fisico crénico disminuye la
heterogeneidad electrofisiolégica del miocardio. Esto coincide ademas
con muy recientes observaciones realizadas en nuestro grupo de

investigacion (Parra, 2011; Parra et al., 2012).

1.2.3.2.3. Efecto del ejercicio fisico crénico sobre el proceso

de activacion eléctrica del miocardio.

Acabamos de describir como el ejercicio fisico puede actuar
sobre una serie de propiedades y/o parametros como son la
refractariedad y la heterogeneidad electrofisiol6gica del miocardio, que
condicionan el proceso de activacion miocardica durante la FV.

Han sido publicados diversos estudios en los cuales, tras recurrir
a otras maniobras que modifican la duracion del potencial de accién,
la refractariedad y la heterogeneidad electrofisiol6gica, se ha podido
observar un incremento de la complejidad de la arritmia. En este
sentido, nuestro grupo de investigacion, recurriendo al estiramiento
local, analizé la complejidad durante la FV en un modelo similar de
corazén aislado y perfundido, sin interrupcion de la perfusion global.
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En estos experimentos, el incremento de la complejidad de la
activacion miocardica coincidié con una modificacion simultanea de la
refractariedad y de la frecuencia de activacién eléctrica durante la FV
(Chorro et al.,, 2000c), esto dultimo correlacionado con la
heterogeneidad electrofisiol6gica (Zaitsev et al., 2000).

En un estudio previo realizado por nosotros (Diaz, 2012),
utilizando un protocolo de entrenamiento similar, y un modelo analogo
de corazdn aislado y perfundido, al del presente trabajo, se pudo
evidenciar que los corazones de los animales entrenados exibieron un
nivel de complejidad menor en todo el miocardio ventricular, tanto en
condiciones de perfusion normalmente oxigenada como tras isquemia
regional aguda. Sin embargo, a parte de esta referencia, existe muy
poca informacion publicada en relacién al efecto del entrenamiento
sobre el proceso de activacion del miocardio durante la fibrilacion
ventricular, y la informacién que puede deducirse sobre los efectos del
ejercicio a nivel de los parametros que pueden modificar el
mencionado proceso, es indirecta y en cierto modo especulativa. Por
ello, nuestra atencion se ha centrado sobre este tema, en condiciones
de perfusién normoéxica en un corazén aislado y en el mismo corazén

sometido a isquemia regional aguda.
1.2.4. Participacion de los canales Kap en los efectos
electrofisiolégicos beneficiosos del ejercicio fisico cronico

sobre el miocardio sometido a isquemia aguda.

Desde hace aproximadamente una década se han venido
planteando investigaciones dirigidas a conocer si el efecto del ejercicio
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fisico cronico podria modificar de alguna manera la corriente
vehiculada por el canal Katp en el corazén isquémico (Jew & Moore,
2002; Powers et al., 2008; Quindry et al., 2010) y ello podria

relacionarse con el efecto protector del mismo.

Si, como ya se ha expuesto anteriormente, el papel de los
canales Katp de membrana celular en la protecciébn miocardica
permanece no suficientemente establecido, la implicacién del canal
Katp en los efectos beneficiosos del ejercicio fisico en la isquemia
aguda de miocardio también esta siendo objeto de investigacion y de
controversias hasta la actualidad. Si bien parece ser, a la vista de las
publicaciones, que aunque una gran mayoria de autores opina que el
ejercicio fisico opera beneficiosamente en la isquemia miocéardica a
través de aumentar la actividad del canal Karp, @ nosotros nos han
surgido planteamientos que, al menos en parte, parecen senalar en
otra direccién. En primer lugar, parece que segun se desprende de
ciertas investigaciones, el ejercicio fisico crénico parece actuar, mas
bien, blogueando la corriente vehiculada por el canal Karp del
sarcolema; y en segundo lugar, alguna de nuestras observaciones y
resultados parecen asemejar los efectos del entrenamiento fisico
durante la isquemia miocardica aguda a lo que produce el bloqueo de

la mencionada corriente.

Expondremos, en un primer lugar, las investigaciones que mas
bien apuntan a que el entrenamiento fisico produce un efecto
activador del canal Kare, tanto sarcolémico como mitocondrial, para a
continuacion comentar las observaciones que nos hacen cuestionar

esta interpretacion y apuntar en sentido contrario.
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En este sentido, y en relacion a si la cardioproteccion producida
por el ejercicio fisico cronico esta mediada por los canales sarcKarp 0
mitoKarp, S€ ha demostrado que los canales sarcKatp (SUR2A/K;6.2)
son requeridos para la adaptacion del corazén al estrés. Ratones
knock out Kir6.2 eran mucho menos tolerantes al estrés fisico y
simpatico que los ratones de tipo salvaje. Los ratones deficientes del
canal sarcKarp desempeiiaron pobremente el test de ejercicio en cinta
rodante. Bajo el estimulo vigoroso (-adrenérgico, estos animales
murieron a causa de la arritmia; los cardiomiocitos mostraron una
reduccion en la disminucion de duracion del potencial de accién, una
sobrecarga de Ca™, y bandas de contraccién del miocardio (Zingman
et al., 2002; citados por Quast et al., 2004). Asimismo, se ha
establecido que el ejercicio aumenta la expresién de los canales
sarcKatp en el miocito cardiaco. Usando un modelo de isquemia-
reperfusion en corazones aislados y perfundidos a través del sistema
Langendorff, se ha demostrado que el bloqueo farmacolégico de los
canales sarcKarp debilitaba el efecto beneficioso inducido por el
ejercicio fisico cronico contra el infarto de miocardio inducido por la
isquemia y reperfusion. Estos mismos autores, estudiaron el papel de
los canales mitoKarp en la cardioproteccion mediada por el ejercicio
fisico crénico. El uso de un inhibidor del canal mitoKarp les permitio
observar que dichos canales no eran esenciales mediadores de la
cardioproteccion inducida por el ejecicio contra el infarto de miocardio
inducido por la isquemia y reperfusién. Sin embargo, en la opinién de
los autores, el hecho de que el inhibidor de canal mitoKarp (5-
hidroxidecanoato) utilizado en estos experimentos pudiera ejercer
otros efectos sobre las mitocondrias, no permitié clarificar la cuestion
(Brown et al., 2005).
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Por ello, estudios posteriores han pretendido examinar en qué
medida los canales sarcKare Y mitoKare proporcionan una proteccién
antiarritmica en los corazones entrenados durante la isquemia vy
reperfusion. Entre ellos cabe citar un estudio realizado en ratas
entrenadas a las que se les administr6 5-hidroxidecanoato, como
bloqueante de los canales mitoKatp, 0 HMR1098, alternativamente,
como bloqueante de los canales sarcKare. Se evidencié en tal estudio
que la inhibicibn de los canales mitoKarp atenuaba los efectos
antiarritmicos de ejercicio, mientras que la inhibicién de los canales
sarcKare no lo hizo. Asimismo, se observd una elevacion del estrés
oxidativo en los corazones sedentarios y en el de los animales
ejercitados en los que se utilizé el bloqueante de los canales mitoKarp.
Estos hallazgos sugieren que la apertura del canal mitoKare
proporciona proteccién antiarritmica como parte de la cardioproteccion
mediada por el ejercicio contra la isquemia y reperfusién, que puede
estar asociada con la preservacion del equilibrio redox (Quindry et al.,
2010). Posteriormente, estos mismos autores, utilizando un modelo de
isquemia y reperfusion mas duradero (50 minutos de isquemia y 120
minutos de reperfusion), observaron que en la cardioproteccién
inducida por el ejercicio frente a la necrosis post isquemia y
reperfusion estaban implicados los canales sarcKarp, mientras que los
canales mitoKatp no fueron esenciales. Este resultado sugirié que los
canales mitoKarp median en una “ventana de proteccion antiarritmica”,
que se pierde entre los 20 y 50 minutos de isquemia continua. Por el
contrario, la proteccion contra la apoptosis post isquemia y reperfusion
era independiente de la actividad de ambos canales (Quindry et al.,
2012).
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De modo similar, ha sido planteado que la regulacién producida
por la expresién del canal Karp parece ser parte de la remodelacion
cardiaca inducida por el ejercicio y se ha relacionado con una mayor
resistencia a la lesién isquémica del miocardio (para revision ver
Zingman et al, 2011). Estos mismos autores demostraron un
incremento significativo en la expresion de subunidades K;6.2 y
SUR2A en los extractos de proteinas de los ventriculos de ratones

entrenados (figura 1.8.).
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Figura 1.8. Aumento de la expresién cardiaca de canales Katp
funcionales por el ejercicio. A: Western blots representativos de las
subunidades Kir6.2 y SUR2A del canal Katp en extractos de proteinas
de ventriculos izquierdo de ratones en condiciones sedentarias y
sometidos a ejercicio. B: Incremento en la expresién de subunidades
Kir6.2 y SUR2A en respuesta al ejercicio en comparacion con los
sedentarios (ambos n=10 y *p<0.05 vs. sedentarios). Tomado de
Zingman et al., 2011.

Este aumento en la expresion de los canales Karp inducido por el
ejercicio mejoraba la proporcién y la magnitud del acortamiento del
potencial de accién y reducia el consumo de energia cardiaca en
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respuesta a la aceleracion del ritmo cardiaco. Tales hallazgos
permitieron abundar en la idea de que los canales Katp son criticos
para el ajuste de la excitabilidad del miocito sometido a dinamicas
fisiolégicas normales de trabajo cardiaco; y que el aumento de la
expresion del canal de Karp acelera y aumenta esta respuesta como
parte de la adaptacion fisiologica al entrenamiento fisico crdnico
(Zingman et al., 2011).

Asimismo, y como ya se ha indicado anteriormente, Brown et al.
(2005), usando un modelo de corazoén aislado similar al que hemos
utilizado en la presente tesis, publicaron que el entrenamiento fisico
aumentaba la expresion de los canales Karp de membrana celular y
que la inhibicién farmacolégica de dichos canales empeoraba los
efectos beneficiosos del ejercicio fisico contra el dafio producido por la
isquemia y posterior reperfusion.

Estos hallazgos han hecho pensar que los efectos
electrofisiologicos beneficiosos del ejercicio fisico crénico en el
corazén isquémico, pueden relacionarse, al menos en parte, por el
efecto de la corriente que vehiculan los canales mencionados,

mitoKarp y/0 sarcKare.

Contrariamente a lo hasta ahora expuesto, citaremos, tal y como
antes hemos senalado, aquellos trabajos de investigacion que
parecen indicar que el ejercicio fisico crénico opera en la direccion
contraria, es decir, aumentando la sensibilidad del corazén al bloqueo

de los canales Karp. Asimismo, comentaremos los resultados
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encontrados por nuestro grupo de investigacion que apuntan hacia la

misma linea.

En este sentido, se ha demostrado que el entrenamiento fisico
suprime la sensiblidad de los cardiocitos del ventriculo izquierdo a los
cambios de la anoxia con respecto a las caracterisitcas cuantitativas y
temporales de la expresién de la corriente Kkarp. Se ha observado que
el 59% de los cardiocitos aislados del ventriculo izquierdo de ratas
sometidas a un protocolo de entrenamiento expresaban Ikate, en
comparacion con el 85% del grupo no entrenado. El tiempo de
expresion de dicha corriente se produjo un 30% mas tarde y el pico de
densidad Kkarp fue significativamente menor en el grupo entrenado
(figura 1.9.). Existen dos posibles hipétesis que pueden explicar estos
hallazgos: una es que el ATP subsarcolémico puede estar mejor
conservado en la proximidad de los canales Karp de las celulas de los
animales entrenados; la otra es que la concentracidn inhibitoria de los

canales Katp se reduce por el entrenamiento (Jew & Moore, 2002).

Estos mismos autores, un afo antes, usando una preparacién de
corazon aislado y perfundido de rata sometido a un protocolo de
isquemia-reperfusion global, ya observaron que el entrenamiento tenia
un efecto supresor respecto a la apertura de los canales Katp, 0 de
modo similar, que el entrenamiento aumenta la afinidad al bloqueo de
estos canales con glibenclamida. El incremento de la sensibilidad a la
glibenclamida en los corazones entrenados podria implicar un papel al
bloqueo de los canales Karp en la cardioproteccién inducida por el
ejercicio fisico cronico contra el dafo producio por la isquemia-
reperfusion (Jew & Moore, 2001).

-63 -



Capitulo 1. Introduccién.

50
40

30

I

20

F*

Sed Tr 0 10 20 30 40
Time (min)

Peak IKATP density (pA/pF)

10

Figura 1.9. Parte izquierda: Pico de densidad de la corriente Katp inducida por la
anoxia (independiente del tiempo) en cardiocitos de ratas entrenadas (Tr) y
sedentarias (Sed). El entrenamiento en cinta rodante resultdé en una significativa
reduccion de la densidad de corriente (efecto del entrenamiento, p <0,05). Parte
derecha: Tiempo para la expresién de la corriente /Kkarp después de la anoxia.
Cardiocitos en el grupo Tr (barra blanca; n=26) expresaron IKatp mas tarde (< 0,05)
que los cardiocitos en el grupo Sed (barra negra; n=28). Tomado de Jew & Moore,
2002.

Por otra parte, se ha descrito que dicho efecto atenuante del
entrenamiento sobre la corriente katp puede ser consecuencia de un
efecto previo sobre los sistemas antioxidantes cardiacos y sobre la
expresion de la proteina de choque térmico HSP72. Efectivamente se
ha demostrado que la cardioproteccién asociada a HSP72 frente al
dano producido por la isquemia y reperfusion estd mediada, al menos
en parte, por los canales Karp (JOyeux et al., 1998). También se ha
demostrado que la probabilidad de apertura de los canales Karp
aumenta con la presencia de radicales libres del oxigeno, por la
modulacion de los sitios de union del ATP de estos canales (Tokube et
al., 1998). Por lo tanto, se ha planteado la posibilidad de que el
aumento de los niveles de proteinas de choque térmico del miocardio
(Harris & Starnes, 2001; Demirel et al., 2003) y la mejora en la
capacidad antioxidante cardiaca (Ramires & Ji, 2001; Quindry et al.,
2010) por el ejercicio fisico cronico puedan representar adaptaciones

para suprimir la apertura del canal Karp, resultando en una adaptacion
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disefiada para preservar la funciébn mecanica del tejido y el suministro

de oxigeno al miocardico (para revision ver Jew & Moore, 2002).

Asimismo, comentaremos los resultados encontrados por
nuestro grupo de investigacién que apuntan en el mismo sentido. Del-
Canto et al. (2012a) publicaron que los corazones aislados de conejos
en fibrilacién ventricular, sometidos a isquemia regional aguda y a los
que se le administr6 glibenclamida, requirieron menor energia para
revertir el proceso fibrilatorio que los controles; y, de modo muy
similar, el corazon aislado de conejo entrenado requirid6 la misma
cantidad de energia para la reversion de la arritmia que el corazén
sometido a bloqueo del canal Karp. En tal sentido, bloqueo y ejercicio
pudieron actuar en la misma direccion en cuanto a los mecanismos
bésicos sobre los que se asienta la fibrilacién y la desfibrilacion. Otros
trabajos de investigacion realizados por nosotros (Alves et al., en
prensa), en el modelo de corazén de conejo aislado habitualmente
usado, evidencian que la apertura del canal Karp con pinacidilo es
arritmogénica incluso previamente a la oclusion coronaria;
posteriormente a la oclusién, la reversion del proceso fibrilatorio
resultdé imposible usando energias muy superiores a las empleadas en
los corazones de animales entrenados y/o tratados con glibenclamida.
A pesar de la vasta investigacion y del hecho que los mecanismos de
la desfibrilacion siguen siendo objeto de debate (Chen et al., 1998;
Dillon et al., 1998; Efimov et al., 1998; Chattipakorn et al., 2001), y
aunque se ha publicado que la desfibrilacion no depende de la
dispersion de la repolarizacion creada por los choques eléctricos
(Chattipakorn et al.,, 2001), el papel de la heterogeneidad
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electrofisioldgica en la vulnerabilidad cardiaca a los choques eléctricos
ha sido recientemente planteado (Maharaj et al., 2008).

Las observaciones realizadas por nosotros, junto con las
anteriormente citadas en relacién a investigaciones realizadas por
otros autores, parecen indicar que el ejercicio fisico confiere
cardioproteccién al corazon contra el insulto isquémico probablemente
al aumentar la sensibilidad del corazén al bloqueo de los canales Katp,
contrariamente a lo que han publicado la mayor parte de los autores, y
por ello estos hallazgos han servido de base para plantear que los
efectos electrofisiolégicos beneficiosos del ejercicio fisico cronico en el
corazén isquémico pueden relacionarse, al menos en parte, con un

efecto bloqueante de la citada corriente.

1.3. Resumen de la justificacién de los objetivos. Hipotesis
de trabajo.

Habida cuenta de: a) que el ejercicio fisico cronico protege frente
a la muerte subita y los mecanismos que subyacen a este efecto
protector no se hallan totalmente dilucidados; b) que un mecanismo
propuesto esta ligado a la participacién del canal Karp; €) que en la
literatura encontramos abundantes trabajos de investigaciéon que
proponen como mecanismo protector del canal Karp, la apertura del
mismo, si bien los datos aportados no son fundamentalmente sobre
parametros electrofisioldgicos; d) que algun trabajo de investigacion y
resultados previos de nuestro grupo parecen apuntar en direccion
contraria, esto es, en un efecto protector del ejercicio fisico crénico a
través de manifestaciones electrofisiolégicas de bloqueo del
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mecionado canal; y e) que la existencia de polémicas en ralacién a si
el bloqueo o la apertura del canal Katp €s beneficiosa o por el contrario
deletérea para el miocardio sometido a isquemia aguda; nos ha
parecido de gran interés tratar de contribuir a esclarecer alguno de los

puntos mencionados con la realizacion de la presente tesis.

Nuestra hipétesis de trabajo ha sido: el ejercicio fisico crénico
ejerce un efecto protector sobre parametros electrofisiologicos ligados
a la instauraciéon y mantenimiento de arritmias reentrantes, como la
propia fibrilacion ventricular, en el miocadio sometido a isquemia
regional aguda, y que estos efectos se hallan ligados al bloqueo del

canal Katp.

1.4. Plan de trabajo.

Para poder alcanzar los objetivos de la presente tesis doctoral,
procederemos segun un plan de trabajo constituido por las siguientes

tareas a desarrollar y que nombraremos por orden cronolégico:
12, Determinar los parametros electrofisioldgicos objeto de la
presente investigacion en el corazén de conejo aislado y perfundido,

en normoxia y tras isquemia regional aguda, de:

a. Un grupo de animales no entrenados y estabulados el tiempo
que dura el proceso del entrenamiento.

b. Un grupo de animales sometidos al protocolo de

entrenamiento.
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c. Un grupo de animales no entrenados, estabulados el tiempo
que dura el proceso de entrenamiento, a cuyo corazén se le

infundira el bloqueante de los canales Karp, glibenclamida.

Los parametros objeto de nuestro estudio se determinaran en el

corazén fibrilando, sin interrumpir la perfusién global.

2°. Tras la determinacién de los parametros electrofisiolégicos
objeto de nuestro estudio, se procedera al analisis de los mismos, asi
como a la comparacion intra e inter grupos aplicando los

correspondientes test estadisticos.

3°. Realizados el analisis de los resultados, el tratamiento
estadistico de los mismos y la correspondiente discusion referente a
los resultados, se procedera a la extracciéon de las conclusiones mas

adecuadas.
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2.1. Material.
2.1.1. Animales de experimentacion.

El presente estudio se realiz6 en 53 corazones aislados, con un
peso medio de 14,61 = 1,75 g y un flujo inicial de 74,62 + 13,04
ml/min, procedentes de conejos macho de la raza New Zeeland White
(Orgytolagus cunniculus), de peso medio previo al inicio del protocolo
experimental de 3,70 + 0,30 Kg, con 16 semanas de edad y
alimentados ad libitum. Los animales fueron adquiridos en Granja San
Bernardo S.L. (Navarra-Espanfa), empresa registrada como centro de
cria y suministrador de animales de laboratorio.

2.1.2. Reactivos.
- Solucion de Tyrode. Compuesto por CaCl,, MgCl,, KCI,
NaH,PO,, NaHCO;, NaCl y glucosa, todos ellos de Panreac® Quimica

S.A. Las concentraciones (expresadas en mM) de estos electrolitos en
el Tyrode son: CaCI2 2.2, MgCI2 0.6, KCI 4.7, NaH2PO4 1.2, NaHCO3

24.2, NaCl 130 y glucosa 12.
- Ketamina (Ketolar® Parke-Davis).
- Heparina sédica al 5% (Rovi®).

- Povidona lodada al 10% (Betamadrilefio, S.L.)
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- Solucién de glibenclamida 1 mM, disuelta en 2 ml de dimetil
sulfoxido (DMSQ) y Tyrode. Para el bloqueo de los canales Karp. Se
prepara a dicha concentracién porque se pretende que alcance una
concentraciéon en tejido de 10 uM (100 veces menos concentrada).
Esto se consigue perfundiendo la solucién de glibenclamida en el
sistema Langendorff con un flujo 100 veces menor al flujo de la
solucién de Tyrode perfundida (ver seccion 2.2.3.2. Protocolo

experimental).
2.1.3. Aparatos.

- Tapiz rodante (“treadmill”) de Panlab® S.L. (figura 2.1.).

Figura 2.1. Conejo durante el protocolo de
entrenamiento fisico en el tapiz rodante.

- Balanza de precision (Precisa Balances®) y balanza Soehnle®.
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- Sistema de estimulacion:

o Electrodos bipolares de estimulacion (de acero inoxidable,
diametro de 0,125 mm y distancia entre electrodos de 1 mm). Uno
para la estimulacién auricular y otro para la estimulacién ventricular.

Ubicados en la zona epicardica a estudiar y conectados al estimulador

Grass® S88.

. Estimulador Grass® S88 (Grass Instruments, Inc., Quincy, MA,
U.S.A.), provisto de una unidad de aislamiento de estimulo (SIU5),
que permite emitir pulsos rectangulares de corriente, con un amplio
rango de duraciones, y con el que se puede controlar parametros tales
como frecuencia de estimulacion, intensidad de estimulo y tiempo de
duracién del estimulo (figura 2.2.). De este modo se consigue una

estimulacion controlada en una zona concreta.

Figura 2.2. Estimulador Grass S88°.

. . . ®
o Sistema computarizado conectado al estimulador Grass S88

para estimulacion programada.
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- Sistema de registro:

o Electrodo multiple, compuesto por 256 electrodos unipolares de
acero inoxidable (diametro de 0,125 mm, distancia interelectrodo de 1
mm), para el registro de los electrogramas ventriculares (figura 2.3.).

Figura 2.3. Electrodo multiple de registro. En
esta imagen se pueden apreciar claramente los
256 electrodos unipolares que forman la placa.

o Electrodo bipolar de registro de plata con didmetro 0,5 mm vy
distancia interelectrodo de 1 mm, para el registro del auriculograma.

o Sistema de cartografia epicardica de la actividad eléctrica
(MapTech®, Waalre, Holanda), para la adquisicién y digitalizacion de
las senales correspondientes a los electrogramas. Los electrogramas
se amplificaron con una ganancia de 100 a 300, se filtraron eliminando
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las frecuencias situadas fuera de la banda comprendida entre 1-400
Hz y se multiplexaron. La frecuencia de muestreo en cada canal fue
de 1 kHz, con una resolucién de 12 bits. Los registros obtenidos a lo
largo del experimento fueron almacenados en soporte digital
preparado para la adquisicion y registro de la actividad eléctrica
cardiaca con el fin de poder realizar el andlisis posterior de las senales
adquiridas (figura 2.4.).

Figura 2.4. Sistema de cartografia MapTech®.

- Sistema de perfusién del corazén:

o Sistema de soporte metabdlico tipo Langendorff (figura 2.5.).
Este sistema permite la llegada al corazon del oxigeno y los nutrientes
necesarios a través de la aorta ascendente. Se trata de una perfusién
retrégrada hacia el sistema de vasos coronarios. Basicamente consta
de una columna de vidrio, en la que por la parte central existe un
conducto por donde circula la solucién nutriente de Tyrode desde la
parte superior de la columna hasta la canula de perfusion conectada al
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corazén a traves de la aorta.
Previamente, este liquido nutricio ha
sido impulsado desde un deposito
exterior, en el cual se realiza su
oxigenacién (con carbdgeno) y ajuste
del pH, hasta la parte mas elevada de
la columna de vidrio por medio de
una bomba peristéltica. El conducto
interno esta en contacto permanente
con una corriente de agua
atemperada mediante un sistema
regulador de la temperatura y que
circula por un tubo que la envuelve
(sistema de doble camisa) para que
la solucién de Tyrode alcance unos
37 °C, aproximadamente, antes de su
llegada al corazéon aislado. En la
parte inferior del sistema tipo
Langendorff, se ha dispuesto de un
colateral para la administracién de
farmacos en la solucién nutriente de
Tyrode, en nuestro caso la solucién
de glibenclamida 1 mM. El sistema
dispone de un filtro de particulas de
0,5 micras.

Figura 2.5. Sistema de perfusion del corazén

tipo Langendorff.
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o Bomba circulante de
termostatacion (Neslab Instruments,
inc). Mantiene un flujo de agua
caliente por un circuito que envuelve
al conducto por donde fluye Ila
solucién Tyrode para atemperarla a
37 °C.

. Bomba peristaltica (Cole-Parmer
Instrument co.). Impulsa a una
velocidad de flujo determinada y
constante la solucién Tyrode desde

Figura 2.6. Bomba peristaltica.

un recipiente reservorio, donde se oxigena, hasta la parte superior de

la columna de soporte metabdlico tipo Langendorff, previo paso por un

filtro (figura 2.6.).

o Bomba de jeringa para anestesia P4000 IVAC. Para la perfusién

de la solucién de glibenclamida 1 mM a través del colateral de la

columna de soporte metabdlico tipo Langendorff (figura 2.7.).

P4000 Anésthesie - Spritzenpumpe IVAC|

Figura 2.7. Bomba P400 IVAC.
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2.1.4. Programas informaticos.

o PaceMap®. Utilizado para la captura de los electrogramas
ventriculares, el marcaje de los momentos de activacion de la senal
fibrilatoria ventricular y el posterior analisis de los mismos para el
estudio de diversos parametros relacionados con la refractariedad y
heterogeneidad miocardica, asi como la complejidad de la activacién
eléctrica durante la FV.

o MatLab® 7.6., en el que se programaron diversas aplicaciones
para poder visualizar los trazados de los intervalos VV durante la FV y
calcular los estadisticos, a partir de un fichero ASCII de marcas
exportadas.

° MedMap 2.1. Desarrollado bajo entorno MatlLab®, utilizado
fundamentalmente para la comprobacion y validacion de mapas y
espectros de frecuencia de las sefales de FV. Mediante ligeras
modificaciones y ampliaciones de este programa se realizaron algunas
correcciones y mejoras. Se le dotdé de la capacidad de importar los
archivos de sefiales generados por el programa PaceMap®, se
automatiz6 el calculo de las frecuencias dominantes vy
concentraciones espectrales de los registros y se optimizé el calculo
estadistico por matrices de electrodos (figura 2.9.).

o SPSS® 19. Utilizado para la gestién y el andlisis estadistico de

los resultados obtenidos de los diferentes parametros analizados en el
presente estudio.
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e Microsoft® Excel® 2003. Complementando al SPSS® 19 en la
gestion y el andlisis estadistico de los resultados obtenidos de los
diferentes parametros analizados en el presente estudio.

o Microsoft® Word® 2003. Soporte informéatico para la presente

tesis tanto en su elaboracién, almacenamiento y reproduccién.

il il il 1 1 n 1 il il il n 7 1 1
1 1 11 1 1 1 il 1 1 n n 1 n il n Canales

1 1 i 11 11 1 1 no|on 1 1 1 1 1 1 T
1 2| 11 1 2| n no|on 1 1 i 11 1 1

= || 185 =
1 1 1 1 12| 2 | n no|on 1 1 i 11 11 1 n

Rlechazar Aceptar
il 1 1 11 11 1 11 1 11 il 1 1 il il 1

Mostrar

il n il 1 1 n 1 1 il il 12 12 12 1 n # Frecuencia dominarts

€ Frente de activacion

Preview

¥ Activar

1 n il 1 il n 1 il 1l il 12 12 1 il n P -

12 13 12 12 12 n n 1 12 n n 1 1 11 | [Electiodo25]

J2 94 a6 38

Figura 2.9. Aplicacion MedMap, utilizado para la comprobacion y
validacién de mapas y espectros de frecuencia de las sefnales de
FV.

2.2. Métodos.
2.2.1. Condiciones de estabulacion de los conejos.
Los conejos utilizados para el presente estudio fueron

estabulados en el animalario de la Unidad Central de Investigacion de
la Facultad de Medicina y Odontologia de la Universitat de Valéncia.
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Las condiciones en las que permanecieron estabulados los conejos
fueron controladas. Se les mantuvo con un fotoperiodo de luz artificial
de 12 horas (12 horas de luz y 12 horas de oscuridad), a una
temperatura aproximada de 21-23% C y con una humedad relativa del
31%. Cada conejo estuvo en una jaula individual de dimensiones
reglamentarias, y se utilizdé viruta de nogal Lignocel UBK 1500/3000
para mantenerlos en las condiciones de limpieza mas adecuadas.
Todos los animales estudiados fueron alimentados con pienso Global
Diet 2030 Complete feed for Rabbits Harlan y agua ad libitum,
registrandose diariamente las cantidades ingeridas por cada conejo y
su peso como medida de control del estado de salud.

2.2.2. Protocolo de entrenamiento fisico de los conejos.

La correcta realizacién de dicho protocolo de entrenamiento

fisico sobre la cinta rodante fue minuciosamente supervisada.

Previamente a iniciar las sesiones de entrenamiento, los conejos
fueron sometidos a un periodo de 4 sesiones durante 1 semana para

la familiarizacion con la cinta rodante.

Posteriormente, los conejos fueron sometidos a un protocolo de
entrenamiento fisico en cinta rodante de una duracién de 6 semanas.
Dicho protocolo consistié en 5 sesiones semanales consecutivas (30
sesiones en total). Cada sesion se compuso de 6 series de carrera
continua, en cada una de las cuales el animal corrié a una velocidad
de 20 m/min (0,33 m/s o 1,2 km/h) durante 4 minutos (80 m/sesién). El
intervalo de descanso entre las series fue de 1 minuto. Aquellos
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conejos que no realizaron adecuadamente dicho protocolo durante 5
sesiones consecutivas, una vez iniciado el periodo de entrenamiento,
se excluyeron del presente estudio. Nada mas finalizar el protocolo de
entrenamiento se procedié con la eutanasia de los animales para

realizar el estudio electrofisiolégico.

Por otra parte, los conejos no sometidos al protocolo de
entrenamiento  fisico (grupo control y grupo glibenclamida)
permanecieron en las respectivas jaulas durante el mismo tiempo que

dur6 dicho protocolo, esto es, 7 semanas.
2.2.3. Estudio electrofisioldgico.
2.2.3.1. Preparacion experimental.

Tras la heparinizacién con 800 Ul de heparina sédica Rovi® al
5%, y anestesia intravenosa de los conejos con 12,5 mg/kg de
ketamina Ketolar®, a través de la vena marginal de la oreja, se
sacrificaron mediante contusion cervical. Después de la eutanasia, por
toracotomia mediosternal y pericardiotomia, se extrajo el corazdn
rapidamente, seccionandolo por su pediculo vascular, y se sumergié
en una solucion de Tyrode fria (1-5 °C) para reducir en lo posible el
deterioro del corazdén durante su manipulacion previamente a su

ubicacion en el sistema de perfusion de tipo Langendorff.
Después de seccionar la arteria pulmonar y posteriormente

disecar y seccionar también la arteria aorta ascendente, se conecto al

sistema de Langendorff, mediante fijacién por nudo con hilo de seda
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de 1-2 mm de diametro, perfundiendo retrogradamente al corazdn con
la soluciéon de Tyrode a 37 + 0,5 °C. El pH se mantuvo a 7,4. La
oxigenacion del mismo se efectué con una mezcla del 95% de O, y un
5% de CO, (carbbgeno). La presion de perfusién inicial se fij6 en 60
mm de Hg. Una vez ubicado el corazén en el sistema, se eliminaron
los restos de los demas tejidos (pulmén, traquea etc.) y, mediante una
pequena seccion en la auricula izquierda, se procedi6 al corte de las
cuerdas tendinosas de la valvula mitral, con el fin de hacerla
insuficiente y permitir el escape de liquido por la auricula izquierda,
evitando asi posibles acumulaciones de Tyrode en el ventriculo
izquierdo, en el caso de que la vélvula adrtica mostrara cierta
incompetencia.

Figura 2.10. Distintos momentos de la preparacién experimental. De
izquierda a derecha, y de arriba abajo: anestesia a través de la vena
marginal izquierda, animal anestesiado, momnento previo a la extraccion
del corazon una vez estéd el animal sacrificado, corazén sumergido en
bano de Tyrode frio, insercién de la aorta en la canula del sistema, y
corazon ya ubicado en el sistema.
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A continuacién se dispusieron diversos electrodos sobre la
superficie del corazon aislado (figura 2.11.). Sobre la auricula derecha
se situaron un electrodo bipolar para la estimulacion auricular y un
electrodo bipolar para el registro electrografico auricular. De igual
modo, otro electrodo bipolar se ubicd en el ventriculo izquierdo para
su estimulacion. Para el registro de los electrogramas ventriculares, se
ubicd sobre la superficie epicardica de la pared libre del ventriculo
izquierdo una placa multielectrodo de 256 electrodos unipolares de
acero inoxidable. El electrodo indiferente consisti6 en una placa de
Ag/AgCl de 4 x 6 mm situada sobre la aorta canulada, y que actud

como toma de tierra.

Figura 2.11. Ubicacion de los diferentes electrodos sobre la superficie
epicardica cardiaca. Electrodo de registro auricular (parte superior
izquierda). Placa multielectrodo de resgistro ventricular (parte inferior
izquierda). Electrodo de estimulacion auricular (parte superior derecha).
Electrodo de estimulacion ventricular (parte inferior derecha).
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Finalmente, los electrodos de estimulacién se conectaron a un
estimulador Grass® S88 provisto de una unidad de aislamiento de
estimulos. Los estimulos fueron rectangulares con una duracién de 2
ms e intensidad doble del umbral diastélico. La adquisicién,
digitalizacion y grabacion de los registros, como se ha comentado
anteriormente, se realiz6 con un sistema de cartografia de la actividad
eléctrica cardiaca MapTech®, un ordenador con una tarjeta de
adquisicién de datos y el programa informatico PaceMap®, que
permitié la monitorizacién de las sefales durante el experimento y su
posterior andlisis para la obtencidn de los resultados del presente
estudio.

2.2.3.2. Protocolo experimental.

Tras ubicar el corazén en el sistema de Langendorff y situar los
electrodos correspondientes, tal y conforme se ha descrito
anteriormente, y pasado un tiempo de estabilizacién de la preparacion
de 20 minutos, se procedi6 a la realizacion del siguiente protocolo en
todos los grupos:

1. Estimacion del flujo coronario. Para ello se recogié en un vaso
de precipitados el Tyrode que drena desde la arteria pulmonar
durante 1 minuto. Multiplicando el volumen de Tyrode recogido
en 1 minuto por 60 (para extrapolarlo a 1 hora), obtenemos una

aproximacion del flujo coronario en ml/h.

2.  Célculo de la velocidad de infusién. Dividiendo entre 100 (factor
de dilucion empleado) el flujo coronario estimado previamente.
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3. Determinacion de umbrales de estimulacion ventricular.

Utilizando el estimulador Grass® S88. Con una frecuencia de
estimulacion constante a 4-5 pulsos por segundo y una duracién
del estimulo constante de 2 ms, se fue disminuyendo
progresivamente la intensidad de estimulacion hasta alcanzar el
umbral. El protocolo se realiz6 estimulando con una intensidad
doble del umbral diastélico.

4. Infusién de la soluciéon de Tyrode (con DMSO) en la raiz adrtica
(grupo control y entrenado) o de solucion de glibenclamida 1mM
(con un flujo 100 veces menor al del flujo coronario, para que
llegue a coronaria a una concentracion de 10 yM), desde este
punto hasta la finalizacién del protocolo.

5. Tras 10 minutos de infusién, induccién de la fibrilacion ventricular
mediante estimulacién a frecuencias crecientes desde 4 a 20 Hz,
manteniendo la perfusion coronaria durante la arritmia. La
estimulacion se efectué incrementando lentamente la frecuencia,
0,1 Hz cada 3 segundos, hasta inducir la FV o perder la captura
ventricular. Cuando no se desencadenaba la arritmia el
procedimiento se repiti6 las veces necesarias hasta conseguirlo.

6. Una vez inducida la FV, durante un periodo de tiempo de 5
minutos y medio, y sin interrupcion de la misma, se realizé un
registro electrografico continuo mediante el sistema de
cartografia de actividad eléctrica cardiaca MapTech®.
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7. Pasados los 5 minutos y medio de FV, se procedié a ocluir la
arteria coronaria circunfleja (ACC), pasando una aguja de sutura
de seda trenzada a través del miocardio adyacente a la arteria a
ocluir. La efectividad de la oclusion se comprobé mediante la
observacién del incremento de la presion registrada en la raiz
aortica mediante el manémetro de agua conectado lateralmente
al sistema de Langendorff, asi como por el desnivel del
segmento S-T observado en los electrogramas ventriculares
epicéardicos al final del experimento.

8. Posteriormente a la oclusion de la ACC se realizé un registro
continuo de 5 minutos y medio de FV, y tras este tiempo, un
registro de 10 segundos a los 6 minutos y uno de 10 segundos
cada minuto hasta los 10 minutos.

2.2.3.3. Marcaje de los registros electrograficos.

El marcaje de los electrogramas ventriculares obtenidos durante
el protocolo experimental se realizé con el programa PaceMap®
mediante un proceso semiautomatico de identificacion de los
momentos de pendiente maxima negativa (dv/dt), correspondientes a
los momentos de activacion de la FV. El umbral minimo de este
parametro para ser considerado como una deflexion local es un
porcentaje (20%) del maximo valor obtenido con cada electrodo. No
obstante, el lugar de ubicacién de la ventana del cursor ha sido
escogido mediante la observacién de los electrogramas ventriculares.
Este proceso de marcado de la sefal fibrilatoria, puede influir en el
andlisis de la FV en el dominio del tiempo que se ha realizado en el
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presente trabajo. Por ello, ha sido conveniente que se establecieran
unos criterios de marcaje definidos para que los resultados no
estuviesen innecesariamente condicionados con la posible

subjetividad intrinseca que dicho proceso pudiera entrafnar.

En un primer lugar se ha procedido a eliminar los registros de
todos los electrodos no operativos y de los registros defectuosos
(figura 2.12.). Estas sefales se han considerado “malas” porque
incorporaban trazados correspondientes a artefactos generados por
diversos tipos de manipulaciones y/o circunstancias, o bien porque
eran de una muy baja amplitud al compararlas con el resto de los
registros, o finalmente, porque no presentaban las caracteristicas
morfolégicas adecuadas para identificar lo que se entiende por
trazado propio de la activacion eléctrica del miocardio ventricular.

e AN Tt T T N N i e e |

T 19T

/ |

Figura 2.12. Registro electrografico de FV visualizado con el programa PaceMap®.
En color rosa se pueden ver los registros de los electrodos 29, 30, 31 y 32,
eliminados por considerarse malas sefiales. Sin embargo, se puede apreciar en el
electrodo 33 un trazado propio de FV, en el que se han identificado y marcado los
momentos de activacion.

A continuacién, una vez desestimadas las sefales consideradas
como “malas”, se procedid6 a aplicar las marcas sobre los
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electrogramas en registros de buena calidad, que fueron la mayor
parte de los que se obtuvieron con los mas de 200 electrodos utiles de
la placa multielectrodo. Estas senales consideradas como “buenas” se
caracterizan por un trazado propio de la activacién eléctrica del
miocardio ventricular, o sea, formado por sefales con pendientes de

despolarizacién y amplitudes adecuadas (figura 2.13.).
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Figura 2.13. Programa PaceMap®, utilizado para la adquisicion y registro de las
sefales eléctricas y posterior andlisis. En rojo las marcas sobre los momentos con
pendiente maxima negativa (dv/dt), o lo que es lo mismo, los momentos de activacién
de la senal fibrilatoria ventricular.
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Por otra parte, de los registros de los electrodos no
desestimados, se han encontrado algunos tramos con sefiales con
pendientes de despolarizacion no muy definidas y de pequefa
amplitud, pero que si que se han considerado despolarizaciones ya
que se ha podido observar que existia una clara progresién de los
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electrodos anteriores o posteriores, por lo que se ha procedido a su
marcaje (figura 2.14.).

Figura 2.14. Marcaje de sefales con pendientes de
despolarizacion y amplitudes poco definidas. En circulo azul
se destacan marcas efectuadas en tramos con pendientes
poco pronunciadas, que se han considerado como
despolarizaciones porque en electrodos contiguos en ese
mismo instante existen pendientes bien definidas.

Finalmente, este marcaje se efectu6 tanto en el registro continuo
de 5 minutos y medio de FV previa oclusion de la ACC, como en el
registro continuo de 5 minutos y medio de FV inmediatamente tras la
oclusién de la ACC. De estos registros de FV, se cortaron los ultimos
8 segundos, marcandose exactamente los momentos de activacion de
los 2 primeros segundos de FV registrados por cada uno de los mas
de 200 electrodos de la placa multielectrodo (esquema 2.1.).
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2.2.3.4. Parametros estudiados: definicion y determinacién
de los mismos.

Tras finalizar el protocolo electrofisiolégico y efectuar el marcaje
semiautomatico de los momentos de activacion de los registros
electrograficos obtenidos durante la FV, previamente y tras la oclusion
coronaria, se procedié al estudio de la refractariedad miocéardica y la
dispersion de la misma, como parametros de heterogeneidad
miocérdica, asi como la complejidad de la activacion eléctrica durante
la FV como parametro sobre el que se asientan diversas propiedades
electrofisiologicas del miocardio. La isquemia regional aguda
producida consecuentemente a la oclusién de la ACC no afecta a todo
el tejido de igual manera. Este hecho se ha podido observar en los
registros epicardicos del miocardio ventricular que se han obtenido en
cada grupo tras la oclusién de la ACC, en donde se pueden observar
zonas de tejido sanas, zonas intermedias y zonas claramente mas

danadas por la isquemia (figura 2.15.).

Tras la oclusién la ACC, se analizaron los parametros estudiados
en toda el area del epicardio cubierta por la placa multielectrodo, a la
cual nos referimos como “post-oclusion (A)”, y en la zona de mayor
deterioro producido por la oclusién, a la cual nos referimos como
“post-oclusion (B)”. Decimos en la zona mas claramente afectada por
la oclusidén coronaria, a una zona acotada, cubierta por 25 electrodos
en todos los casos, y en los que la morfologia electrografica de la
senal fibrilatoria es la mas propia de deterioro (figura 2.16.).
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En experimentos previos ya analizamos la correspondencia entre
el electrograma en ritmo sinusal y sus caracteristicas propias de lesion
(maximo grado de desnivel del segmento S-T), y un determinado tipo
de trazado fibrilatorio (registros electrograficos caracterizados por
intervalos VV muy amplios, y de forma “polidentada” que finalizan con

una prominente pendiente de potencial muy negativo).
o
o

117

Figura 2.15. Registro epicardico de miocardio ventricular tras la oclusion de la ACC.
En él se pueden apreciar las diferentes zonas, con su diferente grado de lesion
isquémica. En los electrodos 19 y 20 se puede observar un registro tipico de FV
perteneciente a una zona sana del epicardio ventricular. En los electrodos 105 y 106,
ya se puede ir viendo como los complejos se van ensanchando (los intervalos VV se
amplian) y algunos complejos tienen forma “bidentada”. Este tipo de registro es tipico
de zonas intermedias. Por Ultimo, en los electrodos 117 y 118 se puede observar un
registro de FV caracteristico de una zona muy deteriorada por la isquémica, en
donde los intervalos VV se han ensanchado considerablemente y las senales tienen
una forma habitual “polidentada” que finaliza con una prominente pendiente de
potencial muy negativo.
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Figura 2.16. Delimitacion de la zona de mayor deterioro por la
isquémica. Se puede observar como se han inhabilitado
(celdas con X) aquellos electrodos que no se ubican en zonas
claramente isquémicas. En la parte inferior figura el registro de
FV de uno de los electrodos ubicados en la zona isquémica,
con su morfologia caracteristica.

e Longitud del ciclo durante la fibrilacion ventricular y la

dispersion del mismo.

El intervalo VV se define como el periodo de tiempo (en ms)

entre dos activaciones ventriculares consecutivas durante la FV. Por lo

tanto, tras el marcaje de 2 segundos de cada registro de FV obtenido
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por cada uno de los electrodos de la placa multielectrodo para cada
experimento, previa oclusion coronaria y tras la misma, quedan

definidos los intervalos VV (figura 2.17.).

— P Pt Pt P——— > —>
VVi VV2 VVs VVa VVs VVs \A%

Figura 2.17. Registro electrografico de FV en el que se pueden apreciar las marcas
efectuadas sobre los momentos de activacion del proceso fibrilatorio, vy
consecuentemente los intervalos VV entre dichos momentos.

Se realizé el estudio de la distribucion de los intervalos VV de
cada experimento, previa oclusion de la ACC y tras la oclusion de la
misma (figura 2.18.). En el eje de abscisas se representa la duraciéon
en ms de cada intervalo VV (t). En el eje de ordenadas se halla el
numero de intervalos VV (N) que presentan dicha duracion. Al lado de
cada distribucion de intervalos VV se aprecia un recuadro en donde
figuran la mediana de cada distribucién, asi como el numero total de
intervalos VV (N) que existen en cada segmento de 2 segundos de FV
registrado por cada uno de los mas de 200 electrodos unipolares de la
placa multielectrodo.
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Figura 2.18. Ejemplos de distribuciones de los intervalos VV del grupo control,
entrenado y tratado con glibenclamida, antes y después de ocluir la ACC.
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En un primer lugar, se obtuvo en cada experimento de cada
grupo, previa oclusion de la ACC y tras la oclusién de la ACC, la
media (Mvvex) de los intervalos VV (ecuacion 2.1.), su desviacion
estandar (Stdvyyey) Y €l coeficiente de variacion (CVyyeyp), cociente
entre las Stdvyy y Myy (ecuacién 2.2.), de los intervalos VV.

VVi+VV2e+VVi+.. . VVu

Myv Exp =
Nvv

Ecuacion 2.1. Representa el valor medio de intervalo VV (en
ms) para un experimento concreto. Se obtiene del cociente
entre el sumatorio de todos los valores de intervalos VV
presentes en la totalidad del registro marcado y en namero
total de intervalos VV obtenidos (Nvv).

Sthvv Exp
CVyygyp= —x 100

MvvEsp

Ecuacion 2.2. CV del intervalo VV
medio obtenido en cada experimento.

A continuacién, se obtuvieron la media de estos parametros para
cada grupo, antes de la oclusién de la ACC vy tras la oclusion de la
ACC. Por ejemplo, para el grupo control se procedié de la siguiente

manera:
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Experimento MVV.Exp SthVV.Exp CVvv_Exp
Control 1 Mvv. contt Stdvyy.contt CVwv contt
Control 2 Muv.cont2 Stdvyy.cont2 CVwv.conte
Control 3 Mvv.conts Stdvyy.conts CVwv.conts
Control n Mvv.contn Stdvyv.contn CVyv.contn

MEDIA GRUPO Myv cont Mcv vv cont

Donde el valor medio del intervalo VV para el grupo control (Myy

cont) fue la media de los valores medios de los intervalos VV de cada

experimento de dicho grupo (Myv.contn) (€Cuacion 2.3.). Y donde el CV

medio para el grupo control (Mcv vv cont) fue la media de los CV de los

intervalos VV de cada experimento dicho grupo (CVyv.contn) (€CUacion

2.4.). Los parametros descritos, y ejemplarizados en el grupo control,

se calcularon para el grupo entrenado y para el grupo tratado con el

bloqueante de los canales Kare, antes de la oclusion de la ACC y tras

la oclusién de la ACC.

Mvv contt + Mvv.cont2 + Mvv.conts +... Mvv.conta

Myv conT=

Ncont

Ecuacion 2.3. Intervalo VV medio (en ms) para el grupo control. Se obtiene del
cociente entre el sumatorio de todos los valores de intervalos VV medios de
cada experimento del grupo control y el nimero de experimentos vélidos de
dicho grupo (Nconr).
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CVvveont1 + CVyvv.conz + CVyvv.coms +... CVvv.conm

Mcy vv conT =
Ncont

Ecuacion 2.4. CV del intervalo VV medio obtenido en el grupo control. NconT €S
el numero de experimentos validos de dicho grupo.

Asimismo, se obtuvo el valor de la mediana de la distribucién de
todos los intervalos VV para cada experimento de. Obteniéndose a
continuacion el valor medio por grupo (Mnyy), previamente a la

oclucién de la ACC y tras la misma.

e Periodo refractario funcional durante la fibrilacion
ventricular y la dispersiéon del mismo.

Para la aproximaciéon en cada registro electrografico al periodo
refractario funcional durante la fibrilacion ventricular (PRFFV),
intervalo mas corto que separa dos respuestas normalmente
propagadas durante la FV, se puede utilizar el percentil 5 (P5) de la
distribucion normal de todos los intervalos VV (Duytschaever et al.,
2001). En este sentido, el PRFFV o P5 representa la probabilidad de
obtener una puntuacion tipica inferior a un valor z = -1,64. O lo que es
lo mismo, en una distribucién normal de los intervalos VV, el valor (en
ms) por debajo del cual quedan englobados el 5% de todos los
intervalos VV (figura 2.19.). Se procedié a la determinacion del PRFFV
de cada registro electrografico realizado por cada uno de los mas de
200 electrodos de la placa multielectrodo (PRFFV)), siendo el valor del
PRFFV; una aproximaciéon al P5 de la distribucién de intervalos VV
obtenidos en cada uno de estos electrodos (figura 2.20.).
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Figura 2.19. Distribucion gaussiana a partir de los intervalos VV durante la FV. El P5
corresponde al area sombreada en azul bajo la linea de ajuste gaussiano. Tomado
de Brines, 2014.
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Figura 2.20. Parte superior: Registro electrografico de la FV efectuado por el
electrodo nimero 17 de la placa multielectrodo, en el que se pueden apreciar las
marcas efectuadas sobre los momentos de activacion del proceso fibrilatorio. Parte
inferior izquierda: Placa multielectrodo en la que se han inhabilitado todos los
electrodos exceptuando el electrodo 17 para el calculo del PRFFV en dicho punto del
epicardio ventricular. Parte inferior derecha: Distribucién de los intervalos VV del
electrodo 17 y valor del PRFFV en este punto del epicardio ventricular.
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El obtener un valor de P5 o PRFFV en cada uno de los registros
realizado por cada uno de los electrodos (PRFFV)) permiti6 obtener
una media de éste parametro (ecuacién 2.5.), que se correspondia
con el valor del PRFFV para cada experimento (PRFFVg), su
desviacion estandar (Stdverrrvexp) Y, consecuentemente, su CV
(CVprervexp) (ecuacion 2.6.), que caracteriza la dispersion o
heterogeneidad del PRFFV en la zona epicardica del miocardio
ventricular que se ha realizado el registro. Estos parametros se
obtuvieron, en cada experimento, antes y después de ocluir la ACC.

PRFFV:1+ PRFFV:+PRFFVs +... PRFFVa

NeLEC

Ecuacion 2.5. Representa el valor medio del PRFFV (en ms) para un
experimento concreto, obtenido del cociente entre el sumatorio de todos los
PRFFV obtenidos por cada electrodo de la placa multielectrodo y el nimero
total de electrodos (NeLec).

StdVegesy Exp
CVpREFVExp = x 100
PR_FFVExp

Ecuacion 2.6. CV del PRFFV medio obtenido
en cada experimento.

A continuacion, se obtuvieron la media de estos parametros para
cada grupo, antes de la oclusién de la ACC vy tras la oclusion de la
ACC. Por ejemplo, para el grupo control se procedié de la siguiente

manera:
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Experimento PRFFVeyp StdVegrrrv.exp CVegrrrv.exp
Control 1 PRFFVcontt StdVerrrv.contt CVerrrv.contt
Control 2 PRFFVconte Stdverrrv.contz CVerrrv.cont2
Control 3 PRFFVcons Stdverrrv.conts CVerrrv.conts
Control n PRFFVcont Stdverrrv.contn CVerFFv.contn

MEDIA GRUPO | PRFFVcont CVeRrFv cont

Donde el valor medio del PRFFV para el grupo control
(PRFFVcont) fue la media de los valores medios de los PRFFV de
cada experimento de dicho grupo (PRFFVcomn) (ecuacion 2.7.). Y
donde el CV medio para el grupo control (CVprerv cont) fue la media
de los CV de los PRFFV de cada experimento de dicho grupo
(CVpRerv.contn) (ECUacion 2.8.).

PRFFVcon1 + PREFVeonz + PRFFVeows +... PRFFVconn
PRFTFV CONT —

Ncont
Ecuacion 2.7. PRFFV (en ms) para el grupo control. Se obtiene del cociente

entre el sumatorio de todos los valores PRFFV de cada experimento del grupo
control y el nimero de experimentos validos de dicho grupo (Nconr).

CVprrry.contt + CVprpryconz +... CVprepy.Conm

CVprEFy cONT=
Ncont

Ecuacion 2.8. CV del PRFFV medio obtenido en el grupo control. NconT €s el
nuamero de experimentos validos de dicho grupo.
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Los parametros descritos anteriormente, y ejemplarizados en el
grupo control, se calcularon para el grupo entrenado y para el grupo
tratado con el blogueante de los canales Katp, antes y después de la
oclusion de la ACC.

e Dispersion de la frecuencia dominante durante Ia

fibrilacion ventricular.

La frecuencia dominante durante la fibrilacion ventricular, es, tras
la descomposicién por la transformada de Fourier de la fibrilacién
ventricular en sus infinitos armonicos, la sinusoide que coincide con
aquél armonico que posee la mayor amplitud. El analisis espectral de
la fibrilacion ventricular se efectud utilizando bloques de datos de 2048
puntos, aplicando la ventana de Hamming. Se obtuvo para cada
blogue la frecuencia dominante.

La frecuencia dominante media (FDM) es la media de las
frecuencias dominantes registradas por todos los electrodos
unipolares de la placa multielectrodo en un tiempo determinado de la
fibrilacién ventricular. Para este analisis se ha utilizado el método de
Welch, que se basa en los estudios clasicos de Fourier sobre los
armonicos constituyentes de una onda compuesta. El procesamiento
de datos fue efectuado mediante el programa informético MatLab® 7.6
dentro de la aplicacién MedMap (figura 2.21.).
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PSD (WHz)

EIEEEER

L i

DE.P

Metodo wekch -
Tipo de Ventana  |Hamming <]
Numerodepuntos: | 1024
Solape entre tozos: [05 v|

Cursores
© Cusorl F=[T484 P=[1043
© Cusor2 F=[1562 P=[ 8507
" Cuwor3 F=[1367 P 8322

i2g deha
T

Figura 2.21. Detalle del programa MatLab® dentro de la aplicacién MedMap. Parte
superior: Representacion de la densidad de potencia espectral frente a la amplitud
del trazado de FV. En ordenadas se representa la densidad espectral de potencia (en
W/Hz) y en abscisas los valores de FD (en Hz). Parte inferior: Registro de la

fibrilacion ventricular analizado.

En cada experimento, a partir de la FDM y de su desviacién

estandar, se calculé el coeficiente de variacibn de la frecuencia

dominante (CVrpey) (€cuacion 2.9.), previamente a la oclusién de la

ACC y después de ocluirla. Este parametro caracteriza a la dispersion

o heterogeneidad de la frecuencia dominante durante la fibrilacién en

la zona epicéardica del miocardio ventricular que se ha realizado el

registro electrografico.
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StvaD Exp
CVipggp= ——x 100
FDM Exp

Ecuacion 2.9. CV de la FDM obtenido en
cada experimento.

A continuacion, se obtuvo la media de este parametro para cada
grupo, antes de la oclusién de la ACC y tras la oclusiéon de la misma.
Por ejemplo, para el grupo control se procedié de la siguiente manera:

Experimento FDMg,, StdVep exp CVepexp
Control 1 FDMcont1 Stdvep conts CVEp contt
Control 2 FDMconte Stdvep contz CVkp contz
Control 3 FDMconts Stdvep conts CVEkp conts
Control n FDMcontn StdVep.contn CVEp contn

MEDIA GRUPO CVEp cont

Donde el valor medio del CV de la FD para el grupo control
(CVep cont) fue la media de los CV de las FD de cada experimento de
dicho grupo (CVep contn) (ecuacion 2.10.).

CVPD.Coml + CVFD.Comz +... CVPD.Conm

CVEpcont=
NconT

Ecuacion 2.10. CV de la FD obtenido en el grupo control. Ncont €s el
numero de experimentos validos de dicho grupo.
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Los parametros descritos anteriormente, y ejemplarizados en el
grupo control, se calcularon para el grupo entrenado y para el grupo
tratado con el blogueante de los canales Katp, antes y después de la
oclusion de la ACC.

e Complejidad de la activacion miocardica durante la

fibrilacion ventricular.

Asi como los anteriores parametros resultantes del andlisis de la
fibrilacién ventricular en el dominio del tiempo se han estudiado en un
intervalo concreto de 2 segundos, previo a la oclusion de la ACC y tras
su oclusion (ver esquema 2.1.), el estudio de la complejidad de la
activacion miocardica durante la FV se ha realizado durante el primer
segundo (esquema 2.2.). Cada segmento de 1 segundo analizado se
ha dividido en 11 ventanas de tiempo de 50 ms consecutivas (entre
una y otra hay alrededor de 100 ms). En cada ventana de tiempo
analizada de 50 ms, ubicada en un instante concreto del registro de la
fibrilacion ventricular, se han podido visualizar, por medio del
programa PaceMap®, los tiempos de activacién correspondientes a
cada electrodo de la placa multielectrodo. PaceMap® permite que los
diferentes electrodos aparezcan codificados de diversos colores
acorde al tiempo de activacién correspondiente. Los tiempos de
activacién de cada electrodo hacen referencia a los intervalos de
tiempo que hay entre el inicio de la ventana (fijada en un momento
concreto del registro de la FV) y las marcas efectuadas sobre los
momentos de activacion en los registros de cada electrodo (figura
2.22.). Los diferentes tiempos de activacion se establecen respecto al
del electrodo que mas prematuramente recoge la senal.
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| Mapping VI IKATPGb3(Sec 292_300).E10 | IKATPGb3(Sec 292_300).M10 I Chorro_256_1mm | No Filter j
mme Map - | | Full Color - | | Class: 10 Hﬁag\h"in: l4m Win: 50 ms || Beat: 1]

0 17 |19 |22 |23 |21

18 |20 (23 (24 |25 |22

25 |20 (22 |24

N: 153
#1168 988 1083 1149 1216 1282 1346 1410 1472 1536 1602

70 a1 a0 67 (i1 B4 4 62 4 (312 60

Figura 2.22. Matriz de electrodos de PaceMap© con los tiempos de activacion y su
codificacién en color. A modo de ejemplo, el electrodo en negro tiene un tiempo de
activacién de 10 ms, ya que hay un intervalo de 10 ms entre el inicio de la ventana
blanca de la banda inferior horizontal y la marca en rojo efectuada sobre el momento
de activacion registrado por dicho electrodo en ese instante de tiempo concreto
(parte inferior derecha de la imagen). Los tiempos de activacion varian en los
electrodos contiguos (8, 9, 10, 12 ms) ya que la ventana se encuentra fija en e
mismo instante de tiempo, sin embargo, las marcas correspondientes a los
momentos de mayor pendiente no se sitlan en el mismo instante de tiempo que la
marca del electrodo negro.

Asimismo, el programa PaceMap® permite ver las diferentes
progresiones en los tiempos de activacién en movimiento con la
opcion de “movie”. Con el analisis, en cada ventana de 50 ms, de los
tiempos de activacién detectados por cada electrodo, su visualizacion
en color, y con la ayuda de la herramienta “movie”, se han elaborado
los mapas de activacién, identificando la existencia de diferentes
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patrones de activacién, tales como frentes simples (figura 2.23.),

colisiones de frentes simples (figura 2.24.), reentradas (figura 2.25.),

i

afloramientos (figura 2.26.) y torsiones (figura 2.27.).

| [ Mapping =] [IKATP Gb14(Sec 235_303).E14 [IKATP Gb14(Sec 295_303)
IF

20 |19 (16 (15 |13

17 |16 (16 (16 |15 |12
20 (17 |16 16 (16 |15
20 (18 (17 18 (19 [18 |14
21 (19 19 19 (20 (18 |14
20 |20 21 21 |18 13
16 |13
19 (17
20 |17 (15 |12
18 (15 (12
20 (20 (19 (12
20 (20 (20 (19 |12 |12 |12

20 (20 (20 (20 |12 |12 (12 |12

20 12 (12 |13

Figura 2.23. Parte izquierda: Matriz de electrodos de PaceMap© con los tiempos de
activacién (en ms) detectados por cada electrodo, codificados en color, que permite
identificar un frente simple. Parte derecha: Imagen suavizada de un mapa
correspondiente a un frente simple, con su escala de tiempo (en ms) codificada en
color (tomado de Diaz, 2012).

Si se observa en el registro la presencia de dos 0 mas frentes de
onda que no describen del todo trayectorias independientes entre si,
sino que en algun punto de sus recorridos se encuentran uno frente al
otro por desplazarse en la misma direccion pero en sentido contrario,
se habla de colisién o choque de frentes de onda. Dicha colision de
frentes de onda, puede ser frontal o lateral. Hablamos de colision
frontal (figura 2.24.) si ambos frentes se encuentran en su trayectoria
uno frente al otro. La colisién lateral seria en el caso de que dos
frentes de onda viajen en la misma direccion uno al lado del otro y que

en el tiempo se fusionen por su cercania entre si.
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||Mapping =] [ IKATPCONT12(Sec 328_336).E10 [ IKATPCONTI2(Sec 328_
Time Map -] | Full Color - Beg: 600 ms
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Figura 2.24. Parte izquierda: Matriz de electrodos de PaceMap© con tiempos de
activacion (en ms) detectados por cada electrodo, codificados en color, que permite
identificar dos frentes simples que colisionan frontalmente. Parte derecha: Imagen
suavizada de un mapa correspondiente a dos frentes simples que colisionan
frontalmente, con su escala de tiempo (en ms) codificada en color (tomado de Diaz,
2012).

En el caso de las reentradas (figura 2.25.), se establece que hay
una cuando el frente de activacién, tras describir una trayectoria
circular o eliptica, vuelve a activar la zona donde se ha iniciado dicho
frente. Solamente se considera como activacion reentrante a aquella
en la que se produce al menos un giro completo, es decir, aquellos
casos en los que el proceso de activacion vuelve a activar la zona
previamente activada por el mismo frente (reentrada completa). Para
confirmar que la activacion corresponde efectivamente a un proceso
reentrante, se desplaza sucesivamente la ventana del cursor unos
milisegundos previos y unos milisegundos posteriores al intervalo de

tiempo analizado.
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|| Mapping | [IKATPENTS(Sec 323_331).E12 | IKATPENT9(Sec 323_331)

1 |1 12

Figura 2.25. Parte izquierda: Matriz de electrodos de PaceMap© con tiempos de
activaciéon (en ms) detectados por cada electrodo, codificados en color, que permite
identificar una reentrada. Parte derecha: Imagen suavizada de un mapa
correspondiente a una reentrada, con su escala de tiempo (en ms) codificada en
color (tomado de Diaz, 2012).

En el caso del afloramiento (figura 2.26.), que en el mapa de
activacion se muestra como una zona de activacion “aislada”, es
consecuencia de un estimulo proveniente de zonas subepicérdicas.
Se debe observar si no hay algun frente de onda circundante a la zona
que pudiera provocar una despolarizacion secundaria de dichas
células para poder confirmar claramente que se trata de un

afloramiento.

Asimismo, se puede hallar una torsiobn de un frente de onda
(figura 2.27.). Se trata de un frente simple o Unico que realiza un giro o
curva en sentido circular o eliptico pero que no termina de completar
dicho recorrido, por lo que visualmente hace que tenga la apariencia
de una “reentrada incompleta”.

111 -



Capitulo 2. Material y métodos.

|| Mapping ~| | IKATP CONT17(Sec 325_333) E12 | IKATP CONT17(Sec 325_
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Figura 2.26. Parte izquierda: Matriz de electrodos de PaceMap© con tiempos de
activacion (en ms) detectados por cada electrodo, codificados en color, que permite
identificar un afloramiento que colisiona con un frente individual. Parte derecha:
Imagen suavizada de un mapa correspondiente a un afloramiento que colisiona con

un frente individual, con su escala de tiempo (en ms) codificada en color (tomado de
Diaz, 2012).

| Mapping ~| | IKATPEN15(Sec 323_331).E12 IKATPEN15(SE|:3Z3_331).M|

["Time Map =] [ Full Color -] [Class: 10 | [Begwin: 837

Figura 2.27. Matriz de electrodos de
PaceMap© con tiempos de activacion (en
ms) detectados por cada electrodo,
codificados en color, que permite identificar
una torsion.
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En el presente estudio se ha determinado la complejidad total de
cada experimento. Para ello se calcul6 el sumatorio de los numeros de
complejidad (o numero de activaciones) que se detectaron en cada
una de las once ventanas de 50 ms que se analizaron para cada
experimento. A continuacién, para establecer la complejidad total de
cada grupo, se determind el valor medio de las diferentes
complejidades que aparecieron en cada experimento del propio grupo.
Estos parametros se determinaron previamente a la oclusiéon de la

ACC y tras la oclusion de la misma.

Por ejemplo, para el grupo control se procedié de la siguiente
manera:

Experimento PRE POST
Control 1 Complejidad cont1 Complejidad cont1
Control 2 Complejidad conto Complejidad conto
Control 3 Complejidad conts Complejidad conts
Control n Complejidad contn Complejidad contn
MEDIA GRUPO | Complejidad cont pre Complejidad cont post

Donde el valor medio de la complejidad total para el grupo
control (Complejidad cont) fue la media de las complejidades totales
de cada experimento de dicho grupo (Complejidad conn) (Ecuacion
2.11.), obtenido previamente a la oclusién de la ACC y tras la oclusion
de la misma.
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Complejidad comi + Complejidad cone +... Complejidad conm

Complejidad cont =
Ncont

Ecuacion 2.11. Complejidad total para el grupo control. Se obtiene del cociente
entre el sumatorio de los valores de complejidad de cada experimento del grupo
control y el nimero de experimentos validos de dicho grupo (Nconr).

Los parametros descritos anteriormente, y ejemplarizados en el
grupo control, se calcularon para el grupo entrenado y para el grupo
tratado con el bloqueante de los canales Karp, antes de la oclusion de
la ACC y tras la oclusion de la misma.

Ademas del estudio de la complejidad total, se analizaron los
grados o niveles especificos de complejidad. Se ha realizado una
clasificaciéon propia para establecer los grados de complejidad, similar
a la descrita por Konings et al. (1994) en el andlisis de los mapas de
activaciéon durante la fibrilacion auricular. Cada uno de los 11 mapas
correspondientes a cada ventana de tiempo analizada, ha sido
clasificado en 7 categorias o niveles de complejidad (categorias 1, 2,
3, 4, 5 6 vy 7), acorde al numero de activaciones que se han
identificado. Cuando en la ventana de 50 ms analizada aparecia una
Unica forma de activacion (ya fuese un frente Unico, o una reentrada, o
un afloramiento) se le clasificaba como nivel 1 de complejidad; si
aparecian dos formas de activacion, se le clasificaba como nivel 2 de
complejidad; y asi sucesivamente hasta la categoria 6 (incluida). En la
categoria 7 se incluyeron aquellos mapas con siete u ocho formas de
activaciéon (independientemente del tipo que fuesen). Se determind el
valor medio del nUmero de eventos de las diferentes categorias de
complejidad que se obtuvieron para cada grupo, antes de la oclusion
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de la ACC y tras la oclusion de la misma. También se realizé para
cada grupo, antes y después de ocluir la ACC, una descripcion del
porcentaje de los niveles o grados de complejidad obtenidos.

2.3. Grupos de estudio.

Se clasifico a los animales en tres grupos. Un grupo control,
compuesto por un total de 20 conejos; un grupo sometido a un
protocolo de entrenamiento fisico, compuesto por un total de 16
conejos; y un grupo compuesto por un total de 17 conejos y sometido
al bloqueo de los canales que vehiculan la corriente katp mediante la
administracion de glibenclamida durante el protocolo experimental.

2.4. Analisis estadistico.

Para la comparacion de los parametros del estudio, descritos
anteriormente, del grupo entrenado y del grupo sometido al bloqueo
del canal Karp respecto al grupo control, previamente a la oclusion
coronaria, se utilizé el test “t” de Student para muestras no apareadas.
Para esta misma comparacion, pero tras la oclusién arterial coronaria,
se uso6 un test ANOVA de dos factores con medidas repetidas en el
factor “oclusién”. Cuando se compar6 el grupo entrenado con el
tratado con glibenclamida, antes y después de la oclusion de la ACC,
se uso6 un test ANOVA de dos factores con medidas repetidas en el
factor “oclusidon”. Para la comparacion, dentro de cada grupo, entre el
valor previo a la oclusion y el valor después de la oclusion de la ACC
de todos los parametros anteriores, se ha usado un test “t” de Student
para muestras apareadas.
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Las diferencias observadas se han considerado significativas

cuando p=<0,05.

2.5. Legislacion.

Las condiciones de estabulacion y los procedimientos
experimentales usados en la presente tesis doctoral se realizaron de
acuerdo con lo establecido en la Unién Europea en materia de uso de
animales con finalidad investigadora (2003/65/CE), promulgado en el
Real Decreto 1201/2005 del 10 de octubre sobre proteccion de
animales de experimentacion y otros fines investigadores (B.O.E.
namero 252 del 21 de octubre de 2005). El comité ético del Servicio
Central de Soporte a la Investigacion Experimental de la Universitat de
Valéncia aprobé todos los procedimientos para la realizacion de esta
tesis doctoral.

2.6. Financiacion.

El estudio ha sido financiado con la ayuda del antiguo Ministerio
de Ciencia e Innovacion al proyecto titulado “Efectos del
entrenamiento sobre las modificaciones que la isquemia miocardica
produce en parametros electrofisiologicos arritmogénicos. Implicacion
de la corriente IKate”, con referencia DEP2010-22318-C02-01, vigente
hasta el 2013, y cuyo investigador principal es el doctor Luis Such

Belenguer.
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3.1. Longitud del ciclo durante la fibrilacion ventricular.

En la tabla 3.1. y en la figura 3.1., mostramos los resultados
relacionamos con la media de la longitud del ciclo fibrilatorio. Como
podemos ver, la longitud del ciclo tendié a ser mayor en el grupo
entrenado al compararlo con el grupo control, previamente a la

oclusion coronaria.

MEDIA DE LOS INTERVALOS VV DURANTE LA FIBRILACION

VENTRICULAR
PRE- POST- POST-
GRUPO OCLUSION ~ OCLUSION (A)  OCLUSION (B)
75+8 84 +7* 100 + 8"
79 + 54# 82+9 90 + 11*t
ENTRENADO 12) (11) (11)
77+8 95 + 124 115 £ 8"t}

GLIBENCLAMIDA (16) (11) (10)

Tabla 3.1. Media y desviacion estandar de los intervalos VV, en los grupos control,
entrenado y glibenclamida, antes (pre) y después de 5 minutos de la oclusion
coronaria (post). Considerando después de la oclusion de la ACC el total de la zona
registrada (post-oclusion A) y la zona mas deteriorada (post-oclusion B). Los valores
estan expresados en milisegundos. Entre paréntesis el nimero de experimentos.
1p<0.05 respecto a control. #p=0.07 respecto a control. $p<0.05 respecto a
entrenado. *p=0.05 respecto al valor previo a la oclusion.

La longitud del ciclo aumentd, tanto en el grupo control, como en
el tratado con glibenclamida, tras 5 minutos de la oclusién coronaria,
tanto cuando consideramos todo el territorio abarcado por el
multielectrodo, que incluye al irrigado por la coronaria ligada (A), como
al territorio que exhibi6 mayor dano, manifestado por la sefal
electrofisiologica (B). En ambas zonas, la longitud del ciclo del grupo
tratado con glibenclamida fue mayor al compararlo con el grupo
control y al compararlo con el grupo entrenado.
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Figura 3.1. Media de los intervalos VV, en los grupos control, entrenado vy
glibenclamida, antes (pre) y después de 5 minutos de la oclusién coronaria (post).
Considerando después de la oclusién de la ACC el total de la zona registrada (post-
oclusién A) y la zona mas deteriorada (post-oclusion B). Los valores estan
expresados en milisegundos.. Tp<0.05 respecto a control. #p=0.07 respecto a
control. $p<0.05 respecto a entrenado. *p<0.05 respecto al valor previo a la oclusion.
Las barras verticales corresponden al error tipico.

En el grupo entrenado, el incremento de la longitud del ciclo tras
la oclusién coronaria solamente se manifestd en el territorio que
exhibié6 mayor dafo, siendo, en esta zona, menor la longitud del ciclo

del grupo entrenado que del grupo control.
La mediana de la distribucion de los intervalos VV en cada grupo

(Mnyy), ha tenido un patrén similar a lo descrito anteriormente para la

media (tabla 3.2. y figura 3.2.). Previamente a la oclusién coronaria, la

=120 -



Capitulo 3. Resultados.

mediana de los intervalos VV fue mayor en el grupo entrenado al

compararlo con el grupo control.

MEDIANA DE LOS INTERVALOS VV DURANTE LA FIBRILACION

VENTRICULAR
PRE- POST- POST-
GRUPO OCLUSION  OCLUSION (A)  OCLUSION (B)
73+8 77 + 7# 94 + 9*
78 + 61 768 84 + 13t
ENTRENADO (12) (11) (11)
75+7 88 + 15t 118 £ 9"t

GLIBENCLAMIDA (16) (11) (10)

Tabla 3.2. Valor medio de la mediana de los intervalos VV y su desviacion estandar,
en los grupos control, entrenado y glibenclamida, antes (pre) y después de 5 minutos
de la oclusién coronaria (post). Considerando después de la oclusion de la ACC el
total de la zona registrada (post-oclusiéon A) y la zona mas deteriorada (post-oclusién
B). Los valores estan expresados en milisegundos. Entre paréntesis el niumero de
experimentos. 1p<0.05 respecto a control. p<0.05 respecto a entrenado. *p<0.05
respecto al valor previo a la oclusion. #p=0.09 respecto al valor previo a la oclusion.

Tras 5 minutos de la oclusiébn coronaria, la mediana de los
intervalos VV aumenté en el grupo control y en el tratado con
glibenclamida, manteniéndose mejor este parametro tras la agresion
isquémica aguda en el grupo entrenado, tanto cuando se analiz6 en
toda la zona cubierta por el multielectrodo como en la zona mas
deteriorada por la isquemia. En ambas zonas, la Mnyy en el grupo
tratado con glibenclamida fue mayor al compararlo con el grupo
control y al compararlo con el grupo entrenado. El valor de la Mnyy en
el grupo entrenado se ha mantenido por debajo del valor de la Mnyy
del grupo control, alcanzando diferencias significativas en el territorio
que exhibié mayor dafio.
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Figura 3.2. Mediana de los intervalos VV, en los grupos control, entrenado y
glibenclamida, antes (pre) y después de 5 minutos de la oclusiéon coronaria (post).
Considerando después de la oclusiéon de la ACC el total de la zona registrada (post-
oclusiébn A) y la zona mas deteriorada (post-oclusién B). Los valores estan
expresados en milisegundos. Tp<0.05 respecto a control. p<0.05 respecto a
entrenado. *p<0.05 respecto al valor previo a la oclusién. #p=0.09 respecto al valor
previo a la oclusién. Las barras verticales corresponden al error tipico.

3.2. Dispersion del ciclo durante la fibrilaciéon ventricular.

En la tabla 3.3. y en la figura 3.3., mostramos el resultado
correspondiente al coeficiente de variacion de los intervalos VV (CVyy)
determinados en cada uno de los mas de 200 puntos en los que se
registr6 la FV, como medida de heterogeneidad miocardica.
Previamente a la oclusion arterial coronaria, el valor del CVyy en los
grupos entrenado y tratado con glibenclamida fue menor al compararlo
con el grupo control.
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COEFICIENTE DE VARIACION DE LOS INTERVALOS VV DURANTE LA
FIBRILACION VENTRICULAR

PRE- POST- POST-
GRUPO OCLUSION  OCLUSION (A)  OCLUSION (B)
32+5 38 + 4* 38 +11*
CONTROL 18) 1) 15)
07 + 4+ 38 + 6* 36 + 6"
ENTRENADO 12 ) 1)
28 + 6t 35 + 3* 30 + 3#

GLIBENCLAMIDA (16) (11) (10)

Tabla 3.3. Valor medio del CV de los intervalos VV y su desviacion estandar, en los
grupos control, entrenado y glibenclamida, antes (pre) y después de 5 minutos de la
oclusién coronaria (post). Considerando después de la oclusién de la ACC el total de
la zona registrada (post-oclusién A) y la zona mas deteriorada (post-oclusion B). Entre
paréntesis el nimero de experimentos. 1p<0.05 respecto a control. #p=0.08 respecto
a control. *p=<0.05 respecto al valor previo a la oclusion.

Al comparar este parametro, tras 5 minutos de la oclusion arterial
coronaria, frente al valor previo a la oclusion, podemos observar como
se produjo un incremento del CVyy en todos los grupos cuando
consideramos todo el territorio abarcado por el multielectrodo, y sélo
en el control y en el entrenado cuando consideramos la zona mas
deteriorada por la isquemia. Al comparar el valor del CVyy entre el
grupo control y el entrenado, no hubo diferencias, tanto cuando se
analiz6 en toda la zona como en la zona més deteriorada. Cuando la
comparacion la hicimos entre el grupo tratado con glibenclamida frente
al control, encontramos que el CVyy tendié a ser menor en el tratado

en el territorio que exhibié mayor dafo.
No hubo ninguna diferencia, en lo que respecta al CVyy, entre el

grupo entrenado y el tratado con glibenclamida, ni previamente a la

oclusion arterial coronaria ni tras la misma.
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Figura 3.3. Coeficiente de variacion de los intervalos VV, en los grupos control,
entrenado y glibenclamida, antes (pre) y después de 5 minutos de la oclusion
coronaria (post). Considerando después de la oclusion de la ACC el total de la zona
registrada (post-oclusion A) y la zona mas deteriorada (post-oclusion B). 1tp<0.05
respecto a control. #p=0.08 respecto a control. *p<0.05 respecto al valor previo a la
oclusién. Las barras verticales corresponden al error tipico.

3.3. Periodo refractario funcional durante la fibrilacion

ventricular.

En la tabla 3.4. y en la figura 3.4., observamos el resultado
correspondiente a la media de los periodos refractarios funcionales
determinados en cada uno de los mas de 200 puntos en los que se
registrd la FV. Al comparar el valor del periodo refractario del grupo
entrenado frente a control, previamente a la oclusién arterial coronaria,

encontramos que este parametro fue mayor en el grupo entrenado
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que en el control. No hallamos diferencias estadisticamente
significativas cuando se compard este parametro entre el grupo

tratado con glibenclamida y el grupo control, antes de ocluir la ACC.

PERIODO REFRACTARIO FUNCIONAL DURANTE LA FIBRILACION

VENTRICULAR
PRE- POST- POST-
GRUPO OCLUSION  OCLUSION (A)  OCLUSION (B)
48 £ 6 52 + 5* 58 + 4*
53 + 5t 52+7 53 + 8t
ENTRENADO (12) (11) (11)
51+6 58 + 5*tf 59 4%

GLIBENCLAMIDA (16) (11) (10)

Tabla 3.4. Media y desviacion estandar del PRFFV, en los grupos control,
glibenclamida y entrenado, antes (pre) y después de 5 minutos de la oclusion
coronaria (post). Considerando después de la oclusion de la ACC el total de la zona
registrada (post-oclusion A) y la zona mas deteriorada (post-oclusion B). Los valores
estan expresados en milisegundos. Entre paréntesis el nimero de experimentos.
1p<0.05 respecto a control. $p=<0.05 respecto a entrenado. *p<0.05 respecto al valor
previo a la oclusion.

Tras 5 minutos de la oclusién coronaria, el PRFFV aumenté en el
grupo control y en el tratado con glibenclamida tanto cuando
consideramos todo el territorio abarcado por el multielectrodo como al
territorio que exhibié mayor dafo. Sin embargo, la oclusion coronaria
no afect6 significativamente a la refractariedad tras cinco minutos de
la mencionada oclusion, en el grupo entrenado, manteniéndose mejor
este parametro tras la agresion isquémica aguda tanto en todo el
territorio abarcado por el multielectrodo como en la zona mas
deteriorada. En el territorio que exhibié mayor dafio por la isquemia, el
PRFFV del grupo entrenado fue menor al compararlo con el grupo
control. Al comparar el grupo tratado con glibenclamida respecto al
entrenado, el PRFFV del tratado fue mayor en ambas zonas.
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Figura 3.4. PRFFV, en los grupos control, entrenado y glibenclamida, antes (pre) y
después de 5 minutos de la oclusion coronaria (post). Considerando después de la
oclusién de la ACC el total de la zona registrada (post-oclusiéon A) y la zona mas
deteriorada (post-oclusion B). Los valores estan expresados en milisegundos. 1p<0.05
respecto a control. p<0.05 respecto a entrenado. *p<0.05 respecto al valor previo a la
oclusion. Las barras verticales corresponden al error tipico.

3.4. Dispersion del periodo refractario funcional durante la
fibrilacion ventricular.

Analizados los periodos refractarios funcionales en cada uno de
los puntos sobre los que se ubica el correspondiente electrodo de la
placa multielectrodo se obtuvo la correspondiente media y desviacién
estandar que permitié el célculo del coeficiente de variacion del
PRFFV, como medida de heterogeneidad miocéardica (tabla 3.5. y
figura 3.5.).
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Previamente a la oclusién arterial coronaria, el coeficiente de
variacion del PRFFV del grupo tratado con glibenclamida fue menor al
compararlo con el grupo control. No hallamos diferencias
estadisticamente significativas cuando se comparé este parametro
entre el grupo entrenado y el grupo control, ni cuando se comparé el
coeficiente de variacion del PRFFV entre el grupo entrenado y tratado
con glibenclamida.

COEFICIENTE DE VARIACION DEL PERIODO REFRACTARIO
FUNCIONAL DURANTE LA FIBRILACION VENTRICULAR

PRE- POST- POST-
GRUPO OCLUSION  OCLUSION (A)  OCLUSION (B)
19+2 18+3 20£5
18+3 19 + 4 14 + 5*#
ENTRENADO (12) (11) (11)
16 + 3t 1746 19+8

GLIBENCLAMIDA (16) (11) (10)

Tabla 3.5. Valor medio del CV del PRFFV y su desviacion estandar, en los grupos
control, entrenado y glibenclamida, antes (pre) y después de 5 minutos de la oclusion
coronaria (post). Considerando después de la oclusion de la ACC el total de la zona
registrada (post-oclusion A) y la zona mas deteriorada (post-oclusién B). Entre
paréntesis el nimero de experimentos. 1p<0.05 respecto a control. #p=0.06 respecto
a control. *p=<0.05 respecto al valor previo a la oclusion.

La oclusion coronaria no modific6 el CV del PRFFV ni en el
grupo control ni en el grupo tratado con glibenclamida, ni cuando fue
considerado todo el territorio abarcado por el multielectrodo ni en el
territorio que exhibi6 mayor dafo. En el grupo entrenado, el valor del
CV del PRFFV obtenido en la zona mas deteriorada (post-oclusion B)
fue menor al obtenido previamente a la oclusién de la ACC. Asimismo,
no hubo diferencias entre grupos cuando el analisis se realizd con el
dato de dispersion correspondiente a toda la zona miocardica
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abarcada por la placa multielectrodo. En la zona que exhibié mayor
dano por la isquemia, si hubo una clara tendencia (p=0,06) hacia una
menor heterogeneidad del PRFFV en el grupo entrenado cuando fue
comparado respecto al grupo control. No hubo ninguna diferencia en
lo que respecta al CV del PRFFV entre el grupo entrenado y el tratado
con glibenclamida, tras la oclusién arterial coronaria, en ninguna de

las dos zonas analizadas.

CVerrrv
24 -
20 -
=&— Control
16 - =& Entrenado
=& Glibenclamida
.I.
12 - ¥
/
7/
yd
0 T T 1

Pre-oclusion Post-oclusion A Post-oclusion B

Figura 3.5. Coeficiente de variacion del periodo refractario funcional durante la FV, en
los grupos control, entrenado y glibenclamida, antes (pre) y después de 5 minutos de
la oclusion coronaria (post). Considerando después de la oclusion de la ACC el total
de la zona registrada (post-oclusion A) y la zona mas deteriorada (post-oclusion B).
1p<0.05 respecto a control. #p=0.06 respecto a control. *p<0.05 respecto al valor
previo a la oclusién. Las barras verticales corresponden al error tipico.
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3.5. Dispersion de la frecuencia dominante durante la

fibrilacion ventricular.

En la tabla 3.6. y en la figura 3.6., mostramos los resultados
relacionamos con el coeficiente de variacion de la frecuencia
dominante durante la FV, como medida de heterogeneidad
miocéardica. Previamente a la oclusién arterial coronaria, el CV de la
FD durante la FV fue menor en el grupo tratado con glibenclamida que
en el grupo control. No hallamos diferencias estadisticamente
significativas cuando se compard este parametro entre el grupo
entrenado y el grupo control, ni cuando se comparé este parametro

entre el grupo entrenado y el tratado.

COEFICIENTE DE VARIACION DE LA FRECUENCIA DOMINANTE
DURANTE LA FIBRILACION VENTRICULAR

PRE- POST- POST-
GRUPO OCLUSION  OCLUSION (A)  OCLUSION (B)
17+8 23 + 6 24 + 7*
CONTROL (o) m 5
15+7 20 + 5* 1847
ENTRENADO ’2) o (10)
12 + 4t 21 +6* 12 + 9t

GLIBENCLAMIDA (16) (12) (10)

Tabla 3.6. Valor medio del CV de la FD durante la FV y su desviacién estandar, en los
grupos control, entrenado y glibenclamida, antes (pre) y después de 3 minutos de la
oclusién coronaria (post). Considerando después de la oclusién de la ACC el total de
la zona registrada (post-oclusién A) y la zona mas deteriorada (post-oclusion B). Entre
paréntesis el nimero de experimentos. 1p<0.05 respecto a control. *p<0.05 respecto
al valor previo a la oclusion.

Tras 3 minutos de la oclusiéon coronaria, el CV de la frecuencia
dominante durante la FV, aument6 en todos los grupos cuando ha
sido considerado todo el territorio abarcado por el multielectrodo, no
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habiendo diferencias entre los grupos. Cuando se consideré el
territorio que exhibié mayor deterioro por la isquemia, el coeficiente de
variacién de la frecuencia dominante durante la FV aument6 en el
grupo control, tras 3 minutos de la oclusién coronaria. No difirid
respecto al valor de pre-oclusion ni en el grupo entrenado ni en el
grupo tratado con glibenclamida. En esta zona analizada, el CV
durante la FD del grupo tratado con glibenclamida fue menor al
compararlo con el grupo control. No hubo diferencias ni entre el grupo
entrenado y el control, ni entre el grupo entrenado y el tratado.
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Figura 3.6. Coeficiente de variacion de la frecuencia dominante durante la FV, en los
grupos control, entrenado y glibenclamida, antes (pre) y después de 3 minutos de la
oclusién coronaria (post). Considerando después de la oclusién de la ACC el total de
la zona registrada (post-oclusién A) y la zona mas deteriorada (post-oclusion B).
1p<0.05 respecto a control. *p<0.05 respecto al valor previo a la oclusién. Las barras
verticales corresponden al error tipico.
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3.6. Complejidad total de la activacion miocardica durante

la fibrilacion ventricular.

En la tabla 3.7. y en la figura 3.7. observamos los resultados
correspondientes a la complejidad total de la activacién miocardica
ventricular.

COMPLEJIDAD TOTAL DE LA ACTIVACIC')N MIOCARDICA DURANTE
LA FIBRILACION VENTRICULAR

GRUPO PRE-OCLUSION POST-OCLUSION
47 +9 45+9
CONTROL (18) (15)
ENTRENADO 42 + 61 43 +10

(12) (11)
41+ 7% 33 +6*t%

GLIBENCLAMIDA (16) (11)

Tabla 3.7. Media y desviacién estandar de la complejidad total de la activacion
miocardica durante la FV, en los grupos control, entrenado y glibenclamida, antes
(pre) y después de 5 minutos de la oclusion coronaria (post). Los valores estan
expresados en numero de activaciones. Entre paréntesis el numero de experimentos.
1p=0.05 respecto a control. p<0.05 respecto a entrenado. *p<0.05 respecto al valor
previo a la oclusion.

Previamente a la oclusion coronaria, se evidencié que los
corazones de los animales entrenados exhibieron un nivel de
complejidad menor en todo el miocardio ventricular cuando
comparamos al grupo entrenado con el grupo control. Asimismo, en lo
que respecta a los corazones sometidos a bloqueo del canal Karp,
estos exhibieron un nivel de complejidad menor en todo el miocardio
ventricular cuando comparamos al grupo tratado con el grupo control,
no habiendo diferencias respecto al grupo entrenado.
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COMPLEJIDAD TOTAL DE LA ACTIVACION DURANTE
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Figura 3.7. Complejidad total de la activacién miocardica durante la FV, en los
grupos control, entrenado y glibenclamida, antes (pre) y después de 5 minutos de la
oclusién coronaria (post). Los valores estan expresados en nimero de activaciones.
1p=0.05 respecto a control. £1p<0.05 respecto a entrenado. *p=<0.05 respecto al valor
previo a la oclusion. Las barras verticales corresponden al error tipico.

Al comparar los valores de complejidad total, tras 5 minutos de la
oclusién arterial coronaria, frente al valor previo a la oclusién, tanto en
el grupo control como en el entrenado no encontramos diferencias
estadisticamente significativas. El valor de la complejidad total de la
activacion miocérdica ventricular disminuyé en el grupo tratado con
glibenclamida tras la oclusién arterial coronaria. Cuando la
comparacion se hizo entre los grupos, el grupo tratado con
glibenclamida exhibié6 una menor complejidad que el grupo control y
que el grupo entrenado. No hubo diferencias cuando se comparé la
complejidad total, tras 5 minutos oclusion, entre el grupo entrenado y
el grupo control.

-132 -



Capitulo 3. Resultados.

3.7. Grados especificos de complejidad de la activacion

miocardica durante la fibrilacion ventricular.

Previamente a la oclusién coronaria, al comparar entre los
grupos control y tratado con glibenclamida (figura 3.8.), observamos
que el valor medio en el tratado tendié a ser mayor para el nivel 1 de
complejidad (0,06 + 0,24, n=18 vs 0,38 + 0,62, n=16), fue menor para
el nivel 6 (1,50 + 1,47, n=18 vs 0,56 + 0,89, n=16) y menor para el
nivel 7 (0,61 £ 0,92, n=18 vs 0,13 £ 0,34, n=16).

GRADOS ESPECIFICOS DE COMPLEJIDAD
PRE-OCLUSION

H Control ®Entrenado B Glibenclamida

Complejidad media

1 4 6 7

Figura 3.8. Complejidad media de la activacion miocardica durante la FV de los
niveles 1,4, 6y 7, en los grupos control, entrenado y glibenclamida, previamente a la
oclusion coronaria. tp<0.05 respecto a control. #p<0.09 respecto a control. Las
barras verticales corresponden al error tipico.

Al comparar entre los grupos control y entrenado (figura 3.8.),

observamos que el valor medio en el entrenado tendié a ser mayor
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para el nivel 1 de complejidad (0,06 * 0,24, n=18 vs 0,25 * 0,45,
n=12). El valor medio en el entrenado tendi6 a ser menor para el nivel
4 (3,39 + 1,82, n=18 vs 2,42 + 1,51, n=12), para el nivel 6 (1,50 *
1,47, n=18 vs 0,83 + 1,11, n=12) y para el nivel 7 (0,61 + 0,92, n=18
vs 0,25 = 0,45, n=12). Previamente a la oclusién arterial coronaria, no
hay diferencia alguna en ningun nivel concreto de complejidad al
comparar entre en grupo entrenado y tratado con glibenclamida.

Tras 5 minutos de la oclusion coronaria, no hubo modificacion en
el valor medio de ningun nivel de complejidad en el grupo control. En
el grupo entrenado (figura 3.9.), sélo disminuyé el valor medio del
nivel 3 de complejidad (3,33 £ 1,78, n=12 vs 2,00 £ 1,26, n=11).

NIVEL 3 DE COMPLEJIDAD
GRUPO ENTRENADO

Complejidad media

Pre-oclusion Post-oclusion

Figura 3.9. Complejidad media de la activacién miocardica durante la FV del nivel 3
en el grupo entrenado, antes (pre) y después de 5 minutos de la oclusién coronaria
(post). *p<0.05 respecto al valor previo a la oclusién. Las barras verticales
corresponden al error tipico.
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En el grupo tratado con glibenclamida (figura 3.10.), la oclusion
coronaria produjo un aumento en los niveles de complejidad mas
bajos y una disminucion en los niveles de complejidad mas altos. Tras
la oclusién aumentd el nivel 1 de complejidad (0,38 + 0,62, n=16 vs
0,91 + 0,83, n=11) y el nivel 2 de complejidad (1,38 £ 1,41, n=16 vs
2,55 = 1,63, n=11). Por el contrario, se produjo una disminucién en el
nivel 5 de complejidad (2,31 £ 1,40, n=16 vs 1,09 £ 1,30, n=11) y
hubo una tendencia a una menor complejidad del nivel 4 (3,25 + 1,18,
n=16 vs 2,45 + 0,93, n=11) tras la oclusion coronaria.

GRADOS ESPECIFICOS DE COMPLEJIDAD
GRUPO GLIBENCLAMIDA

O Pre-oclusion
B Post-oclusion
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Figura 3.10. Complejidad media de la activacién miocardica durante la FV de los
niveles 1, 2, 4 y 5 en el tratado con glibenclamida, antes (pre) y después de 5
minutos de la oclusion coronaria (post). *p<0.05 respecto al valor previo a la oclusién.
#p=0.07 respecto al valor previo a la oclusion. Las barras verticales corresponden al
error tipico.
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En la figura 3.11. se pueden observar el valor medio de algunos
de los niveles concretos de complejidad, tras 5 minutos de la oclusion
arterial coronaria, en los grupos control, entrenado y tratado con
glibenclamida. Al comparar entre los grupos control y entrenado, no
hallamos diferencias en ningun nivel de complejidad tras 5 minutos de

la oclusién arterial coronaria.

GRADOS ESPECIFICOS DE COMPLEJIDAD
POST-OCLUSION
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Figura 3.11. Complejidad media de la activacién miocardica durante la FV de los
niveles 1, 2, 3,5, 6y 7, en los grupos control, entrenado y glibenclamida, después de
5 minutos la oclusién coronaria (post). Tp<0.05 respecto a control. #p=0.07 respecto
a control. p=<0.05 respecto a entrenado. ¢p=0.07 respecto a entrenado. Las barras
verticales corresponden al error tipico.

Al comparar los niveles concretos de complejidad entre el grupo
control y el tratado con glibenclamida, tras la oclusién coronaria,

encontramos que el valor medio en el tratado fue mayor en el nivel 1
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(0,27 £ 0,59, n=15vs 0,91 + 0,83, n=11) y en el nivel 2 (1,13 + 1,36,
n=15 vs 2,55 + 1,63, n=11) de complejidad; tendié a ser mayor en el
nivel 3 (2,60 £ 1,72, n=15 vs 3,55 + 1,44, n=11) de complejidad; y fue
menor en el nivel 5 (2,20 + 1,52, n=15 vs 1,09 + 1,30, n=11), en el
nivel 6 (1,13 £ 1,30, n=15vs 0,27 £ 0,65, n=11) y en el nivel 7 (0,60 +
0,83, n=15vs 0 £ 0, n=11) de complejidad.

Al comparar entre el grupo entrenado y el tratado con
glibenclamida tras la oclusion coronaria, encontramos que el valor
medio en el tratado fue mayor en el nivel 1 (0,36 £ 0,67, n=11 vs 0,91
*+ 0,83, n=11) y en el nivel 3 (2,00 + 1,26, n=11 vs 3,55 £ 1,44, n=11)
de complejidad; fue menor en el nivel 5 (2,45 £ 2,02, n=11 vs 1,09 £
1,30, n=11) de complejidad; tendié6 a ser menor en el nivel 6 (0,82 *
0,98, n=11 vs 0,27 + 0,65, n=11) de complejidad; y fue menor en el
nivel 7 (0,55 £ 0,69, n=11 vs 0 £ 0, n=11) de complejidad.

En la figura 3.12., se halla representada la incidencia relativa de
los diferentes grados de complejidad del proceso de activacién
miocardica durante la fibrilacién ventricular correspondientes a los
grupos control, entrenado y tratado con glibenclamida, previamente y

tras la oclusién arterial coronaria.
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GRADOS ESPECIFICOS DE COMPLEJIDAD DE LA ACTIVACION DURANTE
LAFV

| m1 ®m2 ®m3 B4 m5 @6 m7 |

CONTROL PRE-OCLUSION CONTROL POST-OCLUSION

ENTRENADO PRE-OCLUSION ENTRENADO POST-OCLUSION

GLIBENCLAMIDA PRE-OCLUSION GLIBENCLAMIDA POST-OCLUSION

Figura 3.12. Incidencia relativa de los diferentes grados de complejidad (1, 2, 3, 4, 5,
6 y 7) del proceso de activacion miocardica durante la FV correspondientes al grupo
control, entrenado y glibenclamida, antes (pre) y después de 5 minutos de la oclusion
coronaria (post).
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Capitulo 4. Discusion.

4.1. Consideraciones generales.

En la presente tesis doctoral se ha investigado, en corazén
normalmente oxigenado, y posteriormente sometido a isquemia
regional aguda, el efecto de la realizacion de un protocolo de
entrenamiento fisico sobre una serie de parametros relacionados con
la refractariedad y heterogeneidad electrofisiol6gica del miocardio, asi
como sobre la complejidad de la activacién eléctrica. Asimismo, se ha
pretendido investigar la participacion del canal Karp en las citadas
modificaciones electrofisiolégicas intrinsecas producidas por el

ejercicio fisico crénico.

Este trabajo de investigacion tiene un interés doble. En primer
lugar, desde un punto de vista fisiol6gico y fisiopatoldgico basico, ya
que se han investigado varias modificaciones electrofisiol6gicas
intrinsecas producidas por el ejercicio fisico crénico, tanto en el
corazbn normalmente oxigenado como en el sometido a isquemia
regional aguda. En segundo lugar, en tanto y cuanto se puede implicar
al presente trabajo de investigacion dentro de las investigaciones
encaminadas a intentar dilucidar la participacion del canal Karp en el
efecto protector que ejerce la realizacion de ejercicio fisico regular
sobre alguno de los parametros electrofisiolégicos relacionados con la
instauracion, mantenimiento y cese de la fibrilacion ventricular, que
como ha sido publicado es la principal causa de muerte subita de
origen cardiaco (Billman, 2002).

Las propiedades y/o parametros electrofisiologicos han sido
investigados, en corazdn aislado y normalmente perfundido, de los
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animales control, de los animales sometidos a un protocolo de
entrenamiento sobre cinta sin fin y del grupo sometido al bloqueo de
los canales Katp durante el protocolo experimental, antes y después
de producir isquemia regional aguda. Estas propiedades han sido: la
dispersion de la longitud del ciclo durante la FV (longitud de los
intervalos VV, su mediana y su coeficiente de variacion), el periodo
refractario funcional durante la FV y su dispersion en una amplia zona
epicardica del miocardio ventricular, la dispersion de la frecuencia
dominante durante la FV, como estudio en el dominio de la frecuencia,
y la complejidad de la activacién miocardica durante la FV.

Previamente a la discusién de los resultados obtenidos, se
procedera a realizar unos comentarios de caracter general respecto a

la metodologia empleada en la presente tesis doctoral.

4.2. Consideraciones relativas a los métodos empleados.

4.2.1. Respecto a los animales de experimentacion.

Desde el punto de vista de especies, uno de los motivos de
escoger el conejo como animal para el modelo de corazén aislado, es
porque es posible perfundir su corazén con liquidos de facil
disponibilidad y preparaciéon, lo que representa una ventaja si lo
comparamos con el corazén de animales como el perro, que requiere
sangre completa para su perfusion. Ademas, el corazén de conejo es
de facil manipulacién, lo que le da también ventajas respecto al
corazén de animales mas pequefios como el de la rata o el de la

cobaya, y también mas grandes como el de perro o el de cerdo.
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Igualmente, el conejo representa una clara ventaja respecto a
otros animales para los estudios de arritmias y farmacos
antiarritmicos. Asi, por ejemplo, el raton es un mal modelo, ya que
tiene una masa ventricular pequena y una frecuencia cardiaca muy
rapida, con una duracion corta del PA (ver revision de Riascos et al.,
2004). Ademas la induccién y el mantenimiento de la FV son muy
dificiles ya que los circuitos reentrantes, que son necesarios para la
propagacion de la misma, dificilmente se forman en estos animales
(Billman, 2002).

4.2.2. Respecto al sistema de perfusion tipo Langendorff.

En 1895, el médico y fisidlogo aleman Oscar Langendorff publicé
un trabajo titulado “Investigaciones sobre la supervivencia del corazon
mamifero”, en el cual describia un método para mantener vivo un
corazon aislado de oveja. Este trabajo abrié definitivamente las
puertas para la investigacién sobre la mecanica, el metabolismo y la
farmacologia cardiaca, asi como, el estudio de la fisiologia de la
circulacién coronaria (ver revision de Riascos et al., 2004). Mas de
100 anos después, esta técnica experimental ha permitido realizar
numerosos estudios con muy diversas finalidades. Concretamente, en
nuestro grupo de trabajo esta técnica ha sido muy empleada,
posibilitando la realizacion de diversas investigaciones sobre los
diversos parametros electrofisioldégicos y su modificacion por la accion
de farmacos (Chorro et al., 2000a), de manipulaciones mecanicas
locales (Chorro et al., 2005; Chorro et al., 2009), de lesiones por
radiofrecuencia (Chorro et al., 2008; Chorro et al., 2011) y de otros

tipos de intervenciones como las mas recientes sobre cambios
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térmicos (Tormos et al., 2008) y en especial el ejercicio fisico (Such et
al., 2008).

Entre las ventajas de este modelo experimental se pueden
destacar su reproducibilidad, su bajo coste y la posibilidad de medir
variables en ausencia de factores reguladores extrinsecos, como los
factores neurohumorales circulantes y las influencias nerviosas
centrales. Ademas, esta preparacion permite continuar los
experimentos a pesar de circunstancias (paro cardiaco o arritmias)
que, para una preparacion in vivo serian mortales (ver revisién de
Riascos et al., 2004). Por otra parte, el desencadenamiento de la FV
in vivo implica la abolicién de la perfusion coronaria, la aparicion de
isquemia y el deterioro metabdlico del miocardio, que por si mismos
modifican las caracteristicas del proceso fibrilatorio (Chorro et al.,
2002a). Por lo tanto, la utilizacion de modelos experimentales en los
que se mantiene la perfusidbn coronaria durante la FV permite
mantener un estado metabdlico adecuado durante el proceso
fibrilatorio, excluyendo esta variable a la hora de analizar sus
caracteristicas, ademés de obtener condiciones experimentales
estables y reproducibles que permiten evaluar los efectos de distintas
variables sobre el patrén fibrilatorio ventricular (Chorro et al., 2000b;
Chorro et al., 2002a).

4.2.3. Respecto a la metodologia para la determinacion de
los parametros electrofisiologicos.

En el presente trabajo de investigacidén se provoca y mantiene la

fibrilacion ventricular sin interrumpir la perfusion. La fibrilacion, en tal
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caso, no dana al corazén, es un instrumento metodolégico para
estudiar una serie de propiedades electrofisiologicas en los multiples
puntos en los que se registra la arritmia, asi como la dispersiéon de
dichas propiedades por todo el miocardio ventricular que abarca el
multielectrodo de registro. Asi pues, se analiza la fibrilacion en el
dominio del tiempo (intervalos entre activaciones ventriculares,
percentii 5 de los intervalos de los ventriculogramas, etc.) para
determinar periodos refractarios, heterogeneidad electrofisioldgica,
complejidad de la activacion, etc. pero en ningun caso tal fibrilacién es
similar a la real, en la que hay una isquemia global del miocardio. Se
induce sin interrumpir la perfusion global, para usarla como
instrumento metodoldgico, como se ha usado en mudltiples trabajos
publicados en revistas, con el fin de analizar diversas propiedades
electrofisioldgicas miocardicas (Chorro en al., 2000a; Chorro et al.,
2002b; Tormos et al., 2008).

Respecto a la determinacién del periodo refractario durante la FV
ha sido usado uno de los métodos descritos por Duytschaever et al.
(2001), basandonos en la determinacién del percentil 5 del histograma
que representa entre 4000 y 7000 longitudes de ciclo durante la
fibrilacion ventricular. Este método se basa en el supuesto de que en
el ciclo mas corto de la fibrilacibn no existe practicamente gap
excitable (zona de tejido excitable entre el frente de la onda reentrante
y la cola de refractariedad que genera). O expresado de otra forma,
que el percentil 5 de los electrogramas unipolares se corresponde con
el minimo valor de longitud de ciclo que se podia producir, ya que por
debajo de dicho valor nos encontrariamos en periodo refractario.
Ademas, el empleo de este método para la determinacién del periodo
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refractario funcional, permite excluir una estimulacién externa al propio
corazén, como es el caso del método basado en el test del
extraestimulo, que informa de la capacidad del tejido miocéardico
ventricular para permitir el paso de frentes de activacion sucesivos en

tanto el tejido no se halle en periodo refractario.

4.3. Consideraciones relativas a los resultados obtenidos y
su significado.

4.3.1. Respecto a la refractariedad miocardica.

Como puede deducirse en lo expuesto en el apartado de
resultados, la realizacién de ejercicio fisico crénico apunta a un
incremento de la refractariedad miocardica ventricular previamente a
la oclusion coronaria, ya que los parametros analizados por nosotros
relacionados con esta propiedad han sido modificados en el sentido
que acabamos de indicar. El analisis de la FV en el dominio del tiempo
evidencié que previamente a la oclusion coronaria, la media de los
intervalos VV tendia a ser mayor (p=0,07) en los corazones de los
animales entrenados que en los control. En el caso de la mediana de
los mismos intervalos VV, esta fue significativamente mayor en los
corazones de los animales entrenados que en los control previamente
a la oclusion coronaria. Estos resultados se hallan en consonancia con
resultados previos obtenidos por nuestro grupo, en los que la
frecuencia durante la FV (valor inverso de la longitud del ciclo) fue
menor (por tanto el ciclo mayor) en los animales entrenados que en
los controles (Such et al., 2008; Zarzoso et al., 2012). Ha sido
publicado que la inversa de los intervalos, es decir la frecuencia
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durante la fibrilacién, se corresponde y se modifica de modo paralelo a
la refracteriedad miocardica (para revisién ver Chorro et al., 2000a).

El percentil 5 de los intervalos antes mencionados (medida
aproximada de la refractariedad funcional), previamente a la oclusion
coronaria, fue mayor en los corazones procedentes de los animales
entrenados que en los controles. El mayor periodo refractario
ventricular de los corazones procedentes de los animales entrenados
que el de los controles, previamente a la oclusiébn coronaria,
representa una proteccidn antiarritmica como es clasicamente
conocido. Efectivamente, la disminucién del periodo refractario se
acompanfa asimismo de una disminucion en la longitud de onda del
proceso de activacion miocéardico, siendo éste parte del sustrato sobre
el que se asientan los fendbmenos reentrantes (Wijffels et al., 1995).

Otros autores ya obtuvieron resultados similares a los nuestros
analizando la duracién del potencial de accion global o parcial (Tibbits
et al.,, 1981; Gwathmey et al., 1990; Jew et al., 2001; Natali et al.,
2002), que como sabemos, la correspondencia o correlaciéon entre el
periodo refractario efectivo y el potencial de accién, estudiada por
Sutton et al. (2000), es buena en condiciones de normoxia. Ha sido
observado recientemente por nuestro grupo de trabajo, un aumento de
la refractariedad ventricular, tanto efectiva como funcional,
investigando dichos parametros en los corazones de animales
entrenados (Such et al., 2008).

La ausencia de diferencias en la refractariedad, previamente a la
oclusion coronaria, al comparar los corazones tratados con

glibenclamida con los control, nos parece un resultado que abala a la
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glibenclamida como un instrumento metodolégico adecuado, ya que,
en principio, esperamos que sus efectos electrofisiolégicos se
evidencien solamente en corazén sometido a isquemia aguda; periodo
en el que se manifiesta la apertura del canal Katp. Tal y conforme ha
sido publicado, los canales Karp estan activados por un descenso del
cociente ATP/ADP en condiciones de hipoxia/isquemia, que vincula el
metabolismo celular a la excitabilidad de los cardiomiocitos (para
revision ver Vajda et al., 2007).

Nosotros no hemos investigado los mecanismos basicos por los
cuales los periodos refractarios fueron mayores en los animales
entrenados. No obstante, sobre la base de experimentos realizados
por otros investigadores, podemos implicar, a nivel electrofisiolégico
celular, a ciertas corrientes y/o transportes ionicos. Jew et al. (2001)
encontraron, en cardiomiocitos aislados de ventriculo izquierdo de
ratas sometidas a entrenamiento: a) una reduccion en la densidad de
corrientes repolarizantes de potasio de inactivaciéon lenta o sostenida,
a las que ellos y otros autores denominaron lgys 0 lae (Himmel et al.,
1999), y b) al mismo tiempo que también encontraron un incremento
en la rapidez a la cual se alcanza el pico de la corriente k, que, como
es sabido, es una corriente de salida de potasio transitoria y
responsable del inicio de la repolarizacion rapida del cardiomiocito; y
un tenue pero significativo incremento en la densidad de corrientes
en los cardiomiocitos aislados del ventriculo izquierdo de la rata. Para
estos autores (Jew et al., 2001), el entrenamiento también parecid
afectar a la amplitud del pico y a la forma de la fase de repolarizacion
temprana del potencial de accién registrado en miocitos aislados de
cultivos. No obstante, estos autores no determinaron cual de los
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componentes especificos de estas corrientes que contribuyen, fys 0
lae € ko, sON afectados por el entrenamiento, ni determinaron si las
adaptaciones de las corrientes repolarizantes de potasio, voltaje

dependiente, son regionalmente variables en el miocardio ventricular.

La posibilidad de que el intercambiador Na*/Ca®* (que como es
sabido, tiene propiedades electrogénicas y podria variar la duracion
del PA) pudiera estar implicado en las modificaciones de la duracion
del potencial de accién y/o refractariedad, fue investigada por Mace et
al. (2003). No obstante, tal posibilidad fue descartada por los mismos
autores. Collins et al. (2005), realizaron una investigacion
experimental sobre la cardioproteccién inducida por el ejercicio fisico
diario en ratas normotensas, sedentarias hipertensas y entrenadas
hipertensas, y encontraron que si bien las ratas hipertensas exhibieron
una mayor expresion del intercambiador Na*/Ca*, el ejercicio redujo
dicha expresion. Esto complica la interpretacion del efecto del ejercicio
fisico sobre la refractariedad desde el punto de vista de su accion
sobre el sistema de transporte Na*/Ca®* mencionado.

También se ha tratado de implicar a la corriente lenta de entrada
de calcio (tipo L) en las modificaciones del potencial de accion
producidas por el ejercicio fisico cronico, pero al parecer el
entrenamiento no afecta a estas corrientes, y puede suprimir la
actividad del intercambio Na*/Ca®" en cardiomiocitos intactos (Mokelke
et al., 1997; Palmer et al., 1999).

En cuanto al efecto de la oclusion coronaria, hemos podido
observar como a consecuencia de esta manipulacion se ha producido
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en los grupos control y tratado con glibenclamida un aumento de la
refractariedad manifestado en todos aquellos parametros relacionados
mas o menos directamente con la misma, esto es, el percentil 5 de los
intervalos VV (como expresién del periodo refractario funcional), y la
media y mediana (en este ultimo parametro, en el grupo control y
cuando se consideré toda la zona abarcada por el multielectrodo, se
observé una tendencia con una p=0,09) de los intervalos VV. En los
corazones de los animales entrenados se mantuvo la refractariedad
en el miocardio sometido a isquemia regional. Los parametros
relacionados con la refractariedad miocardica han sido determinados
no solamente en toda la zona correspondiente a la coronaria ligada y
sobre la que aplicamos el multielectrodo de registro, sino, que lo
hemos determinado en la zona mas danada, desde el punto de vista
electrofisiologico, por la oclusion coronaria aguda, apoyandonos en el
analisis de la morfologia del trazado fibrilatorio. Ello lo hemos hecho
porque consideramos menos representativo un periodo refractario
medio, en un territorio que posee zonas muy dafadas en la parte

central, y el resto, en el que hay incluso una tenue “zona limitrofe”.

Si bien el incremento de la refractariedad es un factor
antiarritmogénico considerado de modo aislado, el incremento de la
misma tras la oclusién coronaria, deja de exhibir caracter beneficioso.
Por ello, el mantenimiento de la refractariedad lo interpretamos como
un efecto beneficioso del ejercicio fisico cronico. Contrariamente, el
incremento de la refractariedad que observamos en los grupos control
y tratado con glibenclamida lo consideramos como un efecto derivado
de la deprivacién circulatoria. Efectivamente, analizando un parametro

muy directamente relacionado con la refractariedad miocardica, como
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es la frecuencia de la fibrilacion, Strohmenger et al. (1997) relataron
que ademas de que la isquemia progresiva debida a la fibrilacion
resultaba en un rapido agotamiento de los fosfatos de alta energia del
miocardio, en un deterioro de los potenciales transmembrana, en la
sobrecarga de calcio intracelular, en una disminuciéon de frecuencia
auricular y en un aumento de la probabilidad de disociacion
electromecanica tras choques eléctricos (Zipes, 1975; Clusin et al.,
1984; Martin et al., 1986; Neumar et al., 1990; Hillsley et al., 1994;
citados por Strohmenger et al., 1997), también se manifestaba por una
caida de la frecuencia durante la fibrilacion ventricular. Inversamente,
otros autores hallaron en pacientes una gran probabilidad de
evolucion favorable después de la desfibrilacion cuando los valores de
la frecuencia dominante de la misma se mantenian tras isquemia
global del miocardio (Stewart et al., 1992; Strohmenger et al., 1994;
Brown & Dzwonczyk, 1996; citados por Strohmenger et al., 1997). Por
tanto, podemos dar una consideracion de efecto deletéreo al
incremento de la refractariedad que, como acabamos de ver, alguno
de los autores citados relata un deterioro metabdlico coincidente con
la caida de la frecuencia fibrilatoria (Neumar et al., 1990), o lo que es
similar, el incremento de la refractariedad. De modo similar, estudios
previos realizados por nosotros evidenciaron una caida de la
frecuencia dominante durante la fibrilacién tras la oclusién coronaria,

que fue preservada por el entrenamiento (Such-Miquel et al., 2007).

Por otro lado, como ha sido comentado anteriormente, en el
grupo tratado con el bloqueante del canal Karp, glibenclamida, el
hecho de que la refractariedad aumentara tras la oclusion coronaria,
indica que el bloqueo parecié operar poco favorablemente sobre los
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cardiomiocitos, al menos en lo que al deterioro metabdlico se refiere, y
en consecuencia, al dafo estructural. Como hemos descrito en el
apartado de introduccion, hay autores que han demostrado que la
apertura del canal Katp, y Nno el bloqueo del mismo, ejerce un efecto
protector sobre el miocardio isquémico. Los efectos beneficiosos de la
apertura del canal se han manifestado, en los trabajos que defienden
la bondad de la misma, en una reduccion en el tamafo de la lesién
miocérdica (Lederer et al. 1989; Gross & Auchampach, 1992; Gross &
Peart, 2003; Powers et al., 2008; Li & Dong, 2010). En consecuencia y
conectando con lo que acabamos de decir, en lo que respecta a los
efectos del entrenamiento y del bloqueo del canal Karp con la
refractariedad, parece darle mayor verosimilitud a los autores que
defienden que la apertura del canal, siendo beneficiosa, es el
mecanismo basico que exhiben los animales entrenados que sufren
isquemia miocardica aguda (Brown et al., 2005; Quindry et al., 2010;
Zingman et al., 2011; Quindry et al., 2012).

Si como parece ser, a la vista de los resultados que estamos
comentando, el bloqueo del canal Karp no parece estar implicado en lo
que hemos comentado como un efecto beneficioso, otros mecanismos
descritos por diversos autores podrian haber participado en el efecto
protector del ejercicio fisico crénico; desde las modificaciones
metabdlicas sobre el corazén que produce el entrenamiento (Scheuer
& Tipton, 1977), hasta mecanismos ligados a las proteinas
intracelulares implicadas en la homeostasis del calcio intracelular
(Collins et al., 2005), a la mejora de la defensa antioxidante (niveles
tisulares de glutation, proteinas de choque térmico, encimas ligados a
la proteccién frente al estrés oxidativo, etc.) (Demirel et al., 2001), a
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los acontecimientos ligados a la apertura del megacanal o poro de
transicion de permeabilidad mitocondrial (Marcil et al., 2006), a la
produccion de 6xido nitrico (Hajnal et al., 2005; Such et al. 2008), a
mecanismos mediados por la proteinquinasa C (Yamashita et al.,
2001), a la mejora de la dinamica circulatoria coronaria (Brown et al.,
2003), y/o a la atenuacién de las respuestas cardiacas de los
receptores B2-adrenérgicos (Billman et al., 2006). Todos estos son
mecanismos que de un modo u otro han podido ejercer un efecto que,
preservando al miocardio de los animales entrenados, pueden
subyacer a los resultados que acabamos de comentar. Del mismo
modo, diversos autores han implicado, entre los mecanismos basicos,
a la accién vagal debida al entrenamiento (Billman, 2002). Si bien,
nuestro modelo se trata de corazon aislado, y por tanto desconectado
de influencias nerviosas centrales, durante el periodo de
entrenamiento se pudieron producir, como consecuencia de la accion
vagal, modificaciones que “preparan” mejor al corazéon frente a la

agresion isquémica.

4.3.2. Respecto a la heterogeneidad electrofisioldgica.

Como es clasicamente sabido y mas adelante sera comentado,
esta propiedad ha sido investigada por su relacion con los procesos
reentrantes que amenazan la vida. Los parametros investigados como
indice de heterogeneidad han sido los coeficientes de variacion de las
longitudes de los ciclos fibrilatorios, de la frecuencia dominante
durante la fibrilacién ventricular y del percentil 5 de los intervalos VV,
que como hemos ya sefalado, estos ultimos representan de modo
bastante aproximado la dispersién del periodo refractario funcional del
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miocardio ventricular durante la FV. Todo ello fue determinado con el
fin de investigar el efecto del ejercicio fisico crénico y del bloqueo del
canal Katp sobre esta propiedad, tanto en el miocardio oxigenado

como en el sometido a isquemia regional aguda.

Previamente a la oclusion coronaria, vimos que hubo diferencias
de heterogeneidad entre los corazones procedentes de los conejos
entrenados y los controles. Efectivamente, cuando analizamos la
dispersion de los intervalos VV, es decir, de los ciclos fibrilatorios, ya
describimos en el capitulo de resultados que previamente a la oclusion
coronaria, ésta, expresada como CV de los intervalos VV, fue menor
en el grupo entrenado que en el grupo control. Asimismo al comparar
el grupo tratado con glibenclamida con el control, este valor fue

significativamente menor en el tratado.

Al comparar el coeficiente de variacion de la FD durante la FV
del grupo entrenado con el control, previamente a la oclusion
coronaria, encontramos que el menor valor numérico del mismo en el
grupo entrenado, no obstante, no llegdb a alcanzar significacion
estadistica al compararlo con el grupo control. En relaciéon a que el
coeficiente de variacion de la FD durante la FV no llegara a ser
significativamente diferente al comparar control y entrenado,
pensamos que la desviacion estandar de la FD durante la FV ha
enmascarado las posibles diferencias entre el grupo control y el
entrenado. En el caso del coeficiente de variacion del PRFFV, el valor
del mismo previamente a la oclusion coronaria, acontecié del mismo
modo que para el CV de la FD durante la FV, al comparar el valor del
grupo entrenado con el del grupo control.
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Los resultados en relacion al coeficiente de variacién del ciclo
fibrilatorio son coincidentes con los obtenidos en otros trabajos de
investigacion en los que se analizé el coeficiente de variacién de la
frecuencia dominante durante la fibrilacion (Pelechano et al., 2007;
Parra et al., 2012), y que nos informarian acerca de un posible efecto
del ejercicio fisico crénico sobre la heterogeneidad electrofisiolégica
del miocardio en condiciones normales. No obstante, esta
interpretacion requiere una cierta cautela habida cuenta de la falta de
significacion estadistica del CV del PRFFV y del CV de la FD durante
la FV entre el grupo control y el entrenado.

Acogiéndonos al resultado obtenido en el caso de los intervalos
diastdélicos durante la FV, si bien desconocemos el mecanismo por el
cual el entrenamiento fisico puede operar sobre este parametro de
heterogeneidad fisiolégica del miocardio, queremos apuntar algunas
consideraciones. La dispersién local de la refractariedad (recuérdese
que los intervalos citados estan muy relacionados con la misma) es un
hallazgo normal del miocardio ventricular. En algunos animales, como
en el caso del perro, se han encontrado diferencias en lo que a
refractariedad se refiere, a frecuencias cardiacas normales, de
aproximadamente 40 ms (Janse et al., 1969; Janse, 1971; citados por
Kléber & Rudy, 2004). Los mecanismos propuestos para explicar la
citada heterogeneidad han sido la heterogeneidad intrinseca en
cuanto a tipos celulares se refiere, que expresan un espectro diferente
de canales repolarizantes de potasio, canales tardios de sodio e
intercambiadores de Na‘/Ca®", entre otros. Aunque la dispersién
espacial de gradientes reviste una importancia crucial en los procesos

de iniciacion de reentradas, las investigaciones en este campo se han
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descrito como escasas hasta hace relativamente poco tiempo (Allessie
et al.,, 1976; citados por Kléber & Rudy, 2004). Asimismo, se han
descrito clasicamente heterogeneidades fisiolégicas en la conduccion
del impulso eléctrico que afectan a la velocidad de propagacion.
Nosotros pensamos, aunque de modo algo especulativo, que el
entrenamiento ha modificado de modo homogéneo, en el corazén en
situacion de normoxia, aquellos mecanismos implicados en
propiedades tales como la refractariedad y la velocidad de
conduccion; y nos referimos a los canales y sistemas de transporte
antes mencionados, y quizds a las mismas propiedades de las

membranas como cable.

A excepcion de investigaciones realizadas por nuestro grupo
(Pelechano et al.,, 2007; Parra et al., 2012), y por otros autores,
aunque en situaciones fisiopatolégicas en este ultimo caso (Hajnal et
al., 2005), hemos encontrado a penas alguna referencia en la
literatura sobre el efecto del entrenamiento a nivel de la
heterogeneidad fisiol6gica en el miocardio normalmente oxigenado.
En cualquier caso interpretamos este efecto como beneficioso desde
el punto de vista de la facilidad o dificultad para la instauracion,
mantenimiento y cese de las arritmias reentrantes. Efectivamente, es
clasicamente conocida la importancia de la heterogeneidad y de la
refractariedad en la induccién de la fibrilacion cardiaca (Han & Moe,
1964). Por tanto, ofrecemos un dato que, a la luz de los conocimientos
actuales sobre los mecanismos bésicos por los que el ejercicio fisico
cronico ejerce un efecto protector frente a la muerte subita, parece

especialmente interesante.
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Resaltamos, por otra parte, que en el grupo tratado con
glibenclamida, la heterogeneidad, como expresién de los parametros
indicadores de la misma (coeficiente de variacion, de la frecuencia
dominante durante la FV, del PRFFV y de los intervalos VV) fue menor
que en el grupo control, cuando se comparé con dicho grupo,
previamente a la oclusion arterial coronaria. Cuando comparamos este
parametro entre el grupo tratado y el entrenado no encontramos
diferencias significativas, previamente a la instauracion de isquemia
regional. En este sentido, en los estudios citados en el apartado
introductorio de la presente tesis, no se ha descrito ningin cambio
electrofisiologico producido por la glibenclamida en situacién no
isquémica, ya que sus efectos se ligan al bloqueo del canal Katp, que
cobra un relevante papel durante la isquemia, cuando la relacion
ATP/ADP es mas baja, no limitando la apertura del citado canal. No
obstante, existen algunos estudios que han demostrado que la accion
de la glibenclamida podria no estar ligada al canal Karp y a la isquemia
miocardica. Un estudio realizado en corazones aislados y perfundidos
de rata sometidos a FV demostré que la glibenclamida ejercia una
accion desfibrilatoria, mejorando la funcion cardiaca post-FV
independientemente del canal Karp (Csonka et al.,, 2003). En un
modelo de arritmia miocardica con isquemia-reperfusion en ratas, en
el que se estudid el papel de los canales Karp sobre el efecto
antiarritmico de la endotoxina de E. coli, se demostr6 que la
glibenclamida inhibia el efecto antiarritmico de esta endotoxina no
pareciendo tener relacion con los canales Karp (Iskit et al., 2007).
Asimismo, nuestro grupo de investigacién, utilizando la misma
metodologia empleada en la presente tesis sobre corazones aislados
y perfundidos (bien oxigenados) de conejo, ya demostrd que aunque
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no existian diferencias significativas en el CV del PRFFV entre el
grupo control y el tratado con glibenclamida, existia una tendencia
(p=0,08) en el descenso del CV del PRFFV por la glibenclamida (del-
Canto et al., 2012b). Estas consideraciones plantean la posibilidad de
que la glibenclamida haya actuado, previamente a la oclusion
coronaria, a través de algun otro mecanismo que no fuera el canal

Katp.

En relacion a la heterogeneidad electrofisiologica, expresada
como coeficiente de variacion de los intervalos VV durante la FV,
describimos en el capitulo de resultados que, posteriormente a la
oclusién coronaria, el parametro citado aumento en el grupo control y
en el entrenado, y se mantuvo sin modificaciones significativas en el
grupo tratado, cuando la comparacion se hizo entre el valor previo a la
ligadura y el valor posterior a la misma en la zona mas afectada por la
oclusién coronaria (medido ésta con un criterio electrofisiolégico). Si la
comparacion se realizaba frente a toda la zona subsidiaria de la
coronaria ligada, el incremento del CV de los intervalos VV se produjo
en los tres grupos. Si bien no hubo diferencias entre grupos cuando el
andlisis se realizé con el dato de dispersion correspondiente a toda la
zona miocardica abarcada por la placa multielectrodo, si hubo una
tendencia hacia una menor dispersion de los intervalos VV en el grupo
tratado con glibenclamida respecto al control (p=0,08) cuando este
parametro se analizé en las zonas del miocardio isquémico que
exhibieron mayor dafo. El incremento del CV de los intervalos VV tras
la oclusién coronaria, en el grupo entrenado (que no sigue el mismo
comportamiento que se ha dado en otros parametros de
heterogeneidad) indica que la heterogeneizacion a nivel de este
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parametro, producida por la agresion isquémica no parece mitigarse
significativamente con el entrenamiento, lo que si parece haber
ocurrido por el bloqueo del canal Karp, ya que como acabamos de
comentar, el incremento del CV en el grupo tratado no fue
significativamente mayor tras la oclusion. No obstante, este ultimo
resultado hay que interpretarlo con una importante cautela, ya que
podria ser debido a que en el miocardio tratado con el bloqueante el
grado de deterioro metabdlico fuera mayor, como parecen apuntar
alguno de los resultados del presente trabajo y otros recogidos en
estudios previos (McPherson et al., 1993; Garlid et al., 1997). Por ello,
en un tejido mé&s deteriorado podriamos encontrarnos,
paradojicamente, unas heterogeneidades menores (“en tejido muerto,
heterogeneidad electrofisiolégica cero”).

En relacién al andlisis de la dispersion de los periodos
refractarios funcionales tras la ligadura coronaria, si bien no hubo
diferencias entre grupos cuando el analisis se realiz6 con el dato de
dispersion correspondiente a toda la zona miocéardica abarcada por la
placa multielectrodo, si hubo una clara tendencia hacia una menor
heterogeneidad o menor dispersion del PRFFV en el grupo entrenado
respecto al control (p=0,06) cuando este parametro se analizé en las
zonas del miocardio isquémico que exhibieron mayor dafo. La
oclusion arterial coronaria no afecté a la dispersion del PRFFV en
ningun grupo, a excepcion del entrenado, en el que encontramos una
disminucién del CV del PRFFV.

En relacion a la heterogeneidad electrofisioldgica, expresada

como coeficiente de variaciéon de la frecuencia dominante durante la

- 159 -



Capitulo 4. Discusion.

FV, vimos, en el capitulo de resultados, que posteriormente a la
oclusion coronaria, el parametro citado aumenté en el grupo control y
se mantuvo sin modificaciones significativas en los grupos entrenado y
tratado, cuando la comparacién se hizo entre el valor previo a la
ligadura y el valor posterior a la misma en la zona més afectada por la
oclusion coronaria. Si la comparacién se realizaba frente a toda la
zona subsidiaria de la coronaria ligada, el incremento del CV de la FD
se produjo en los tres grupos. No hubo diferencias entre grupos
cuando el andlisis se realizé con el dato de dispersién correspondiente
a toda la zona miocardica abarcada por la placa multielectrodo. Si
hubo una menor dispersion de la FD en el grupo tratado con
glibenclamida respecto al control cuando este parametro se analiz6 en
las zonas del miocardio isquémico que exhibieron mayor dafo. Los
razonamientos empleados para comentar los resultados del CV de los
intervalos VV en el caso del grupo tratado, son los mismos para este

caso.

El mantenimiento del CV en la zona mas dafada se interpreta
como un efecto beneficioso antiarritmogénico, dado el hecho conocido
ya comentado anteriormente, por el que se atribuye a la
heterogeneidad eléctrica un papel fundamental en la aparicion y
perpetuacién de las arritmias por reentrada (Han & Moe, 1964). Si
bien nosotros no hemos investigado el mecanismo bésico por el cual
en los corazones procedentes de conejos entrenados parece disminuir
la heterogeneidad, en las zonas de mayor dano isquémico, otros
investigadores han implicado al O6xido nitrico, habiendo obtenido
resultados similares, aunque en el modelo canino (Hajnal et al., 2005).

Por lo tanto, nuestro resultado estd en consonancia con las
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investigaciones en las que ha sido descrito un efecto protector del
ejercicio fisico crénico sobre la heterogeneidad miocardica producida
por la oclusién arterial coronaria (Babai et al., 2002; Hajnal et al.,
2005).

La similitud en el comportamiento del grupo entrenado y del
tratado permite, contrariamente a lo que ha ocurrido en otros
parametros, hacer pensar en la posibilidad de que el entrenamiento
haya podido operar a través del bloqueo del canal Karp.
Efectivamente, los efectos del entrenamiento, asi como los debidos a
la administracién de glibenclamida, a nivel de la heterogeneidad
electrofisiologica del miocardio parecen coincidir tras la oclusidon
arterial coronaria; si bien los efectos de la glibenclamida se han
manifestado sobre un parametro y el entrenamiento sobre otro, ambos
parametros lo son de heterogeneidad electrofisiolégica miocardica.
Las razones por las que no se llega a alcanzar significacién con un
parametro (dispersién de la FD durante la FV) para un grupo y si para
otro, y la misma situaciéon se da para la dispersion de los periodos
refractarios funcionales, podria estar ligada a: (1) la necesidad de
incrementar el numero de experimentos, dado que las diferencias que
vimos tampoco eran cuantitativamente muy importantes; (2) que la
medicién de los parametros citados no esta exenta de subjetividad ya
que se basa, en ultima instancia, en el andlisis de los intervalos del
ciclo fibrilatorio, lo que requiere un marcado de los trazados que no es
totalmente automatico, tal y como hemos descrito en el apartado de
“material y métodos”. El método usado ha sido semiautomatico, en el
que el investigador escoge el trazado sobre el que el programa
ejecutara el marcado definitivo; ello, pensamos que puede haber

-161 -



Capitulo 4. Discusion.

tenido alguna influencia, y ha sido precisamente lo que nos ha llevado
a disefiar un detector para marcado automatico definitivo y que

estamos comenzando a usar y perfeccionar.

Asi pues, no parece estar totalmente claro que a este nivel el
ejercicio cronico opere a través del bloqueo del canal, ya que sus
efectos, analizando los resultados, no son del todo coincidentes con el
grupo tratado con glibenclamida. Queda planteada la cuestion que nos
ha de llevar a subsanar aspectos metodoldgicos y asi proseguir esta

investigacion.

4.3.2. Respecto a la complejidad de la activacion eléctrica.

Dado que el ejercicio fisico crénico puede actuar sobre una serie
de propiedades y/o parametros como son la refractariedad y la
heterogeneidad electrofisioldégica del miocardio, cabe la posibilidad de
que, por tanto, modifique el proceso de activacidén miocardica durante
la FV (Chorro et al., 2000c). Este planteamiento ha formado parte de
nuestra hipétesis de trabajo, segun la cual el ejercicio fisico disminuye
la complejidad del proceso de activacién eléctrica del miocardio
ventricular en situacion de normoxia, como tras isquemia regional
aguda, y que dicho efecto, en el caso del miocardio isquémico, podria
estar mediado por el bloqueo del canal Katp.

En el modelo de FV sin interrumpir la perfusiéon, como el usado
en la presente tesis, el analisis del proceso de activacion durante la
arritmia, es un valioso instrumento que nos permite obtener

informacion indirecta sobre los parametros en que se asienta la
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complejidad de la activacion eléctrica durante la FV, como son la
velocidad de conduccion, la excitabilidad, la refractariedad y la
longitud de onda (Massé et al., 2009). Queremos hacer énfasis en que
la informacion obtenida no especifica el parametro concreto que
modificandose implica cambios en la complejidad de los mapas de

activacion.

En relacion al efecto del ejercicio fisico crénico sobre la
complejidad del proceso de activacion en el corazon aislado vy
sometido a perfusion normalmente oxigenada, como vimos en el
apartado de resultados, se evidencié que los corazones de los
animales entrenados exhibieron un nivel de complejidad menor en
todo el miocardio ventricular. Estos cambios son probablemente, tal y
como acabamos de mencionar, el resultado de la compleja interaccion
entre la velocidad de conduccion, la excitabilidad, la refractariedad y la
longitud de onda. Esta disminucion de la complejidad de la activacion
por la realizacién de ejercicio fisico, se interpreta como un efecto
beneficioso que indica un incremento de la estabilidad eléctrica del
miocardio ventricular a través de la realizacién del ejercicio fisico
cronico. Este efecto beneficioso se asienta y se suma al acontecido
con la refractariedad y con los otros efectos derivados del andlisis de
la fibrilacion en el dominio del tiempo.

En lo que respecta a los corazones sometidos a bloqueo del
canal Karp, estos exhiben un nivel de complejidad menor en
condiciones de perfusion normalmente oxigenada en todo el miocardio
ventricular cuando comparamos al grupo tratado con el grupo control.
La interpretacion de este resultado nos resulta altamente compleja, ya
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que si bien es cierto que tras la isquemia regional dicho resultado
seria facilmente interpretable, ya que en tal situacién se activa el canal
Katp, heterogeneiza electrofisiolégicamente al tejido, lo que cabe
pensar que lleve a una mayor complejidad de la activacién ventricular,
el efecto de la glibenclamida en situacion de normoxia no se puede
interpretar bajo el punto de vista que acabamos de sefialar. Por tanto,
otros efectos que no son el bloqueo del canal Katp podrian estar
implicados (Csonka et al., 2003). En este sentido, ha sido relatado que
los efectos de la glibenclamida no estan Unicamente relacionados con
su accién sobre el canal Karp. Tominaga et al. (1995) describieron que
la glibenclamida inhibia la conductancia al cloruro en los miocitos
ventriculares del cobayo, ejerciendo de este modo un efecto
antiarritmico. Se ha descrito que la glibenclamida estimulaba la
produccion de lactato durante la perfusion norméxica (Wilde et al.,
1990) y atenuaba el incremento de la produccién de lactato durante la
hipoxia (Venkatesh et al., 1991). Rees y Curtis (1995) observaron que
la glibenclamida ampli6 el intervalo QT y caus6 bradicardia sinusal
durante isquemia regional. Este efecto de la glibenclamida no fue
antagonizado por el abridor del canal Karp RP 49356. Picard et al.
(1998) vieron que la glibenclamida impidié la liberacién del acido
araquidénico de la membrana inducida por la reperfusion. Todas estas
acciones mencionadas, Karp independientes, de la glibenclamida
pueden contribuir a sus efectos sobre la complejidad de la activacién

en el corazdn aislado y sometido a perfusién normalmente oxigenada.
Cuando analizamos la complejidad de la activacion del

subepicardio durante la FV tras la oclusién coronaria, observamos que
ni en el grupo control, ni en el grupo entrenado hubo diferencias en
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dicho parametro entre el valor previo a la oclusién y el posterior a la
misma. Asimismo, al comparar la complejidad entre el control y el

entrenado tras la oclusién no hubo diferencias.

Que en el miocardio sometido a isquemia regional aguda no
aumentara la complejidad de la activacion durante la FV, teniendo en
cuenta que nosotros valoramos la complejidad por el numero de
eventos o tipos de activacion, podria estar relacionado con el hecho
de que la velocidad de conduccién disminuye en el miocardio
isquémico (Parra et al., 2010; Parra, 2011) lo que podria disminuir la
frecuencia de activacién. También el aumento del periodo refractario
que se produjo en el grupo control tras la oclusién coronaria puede
influir en la disminucién de la frecuencia de activacion. Estos
pardmetros podrian contrarrestar, al menos en parte, los efectos de la
ruptura de frentes que se producen en el miocardio isquémico
(Bradley et al., 2011), que contribuyen en opinién de estos autores al
incremento de la complejidad de activacién que nosotros no hemos
encontrado. Algunos estudios han demostrado un incremento de la
complejidad de la activacion tras la isquemia. Asi, se ha demostrado
en corazones humanos fibrilando sometidos a cirugia cardiaca, que
durante la isquemia global la frecuencia dominante media durante la
FV disminuyé rapidamente, mientras que, el promedio de
singularidades de fase epicardicas aumentd, asi como el numero de
frentes de onda (Bradley et al., 2011). Sin embargo, esta observacion
no se produce en todos los corazones de nuestro estudio,
atribuyéndolo al hecho de que en nuestro estudio, se ha practicado
una oclusién coronaria que origina un isquemia regional, y por tanto, la

zona investigada incluye miocardio afectado por la oclusién coronaria
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y miocardio ventricular no isquémico. También cabe tener en cuenta la
posibilidad de que el tiempo de oclusién coronaria, en nuestro modelo
experimental, no haya “situado” a los corazones dentro de la llamada
fase de aperiodicidad: fase dentro de los 3 a los 10 minutos de la
oclusion coronaria caracterizada por una gran variabilidad de los
potenciales de accién, alto nivel de ruptura de frentes y baja
recurrencia de direccion de propagacion (Huizar et al., 2007).

La ausencia de diferencias entre el grupo control y el entrenado
la interpretamos como que las consecuencias electrofisiologicas de la
agresion isquémica, en lo que respecta a la complejidad de activacion,
no han podido ser mitigadas por la aplicacién del protocolo de
entrenamiento, como en cambio si que esta intervencion ha operado
beneficiosamente a nivel de otros parametros electrofisiolégicos

comentados anteriormente.

El analisis cuantitativo de la complejidad durante la FV tras
producir isquemia regional aguda, ha podido evidenciar que en el
grupo en el que se ha bloqueado el canal Katp con glibenclamida se
produce una disminucion significativa de la complejidad de la
activacion miocéardica durante la isquemia. Estos resultados sobre el
efecto del bloqueo del canal Katp con glibenclamida, tras la oclusion
coronaria, en el sentido de que ha disminuido la complejidad de la
activacion, en relacién al grupo control y al grupo entrenado, son de
dificil interpretacion y hasta incluso pueden ser de interpretacion
contradictoria. Decimos esto porque si bien la disminucion de la
complejidad de la activacion, ademas de suponer una mayor
estabilidad electrofisioldgica y por tanto ser una defensa frente a los
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procesos reentrantes, y haber podido fundamentarse en un proceso
de fusién de frentes y regularizacibn u homogeneizacién de las
propiedades que subyacen a la mayor o menor complejidad de
activacién, también esta disminucion de la complejidad puede ser una
manifestacion de un proceso de mayor deterioro del tejido miocéardico
isquémico. Es aquello que podriamos expresar coloquialmente como
“en tejido muerto, complejidad de activacion cero”. Lo que si que
hemos evidenciado claramente es que en el grupo tratado con el
bloqueante del canal Karp, la frecuencia de activacion durante la
fibrilacion cay6 dramdticamente tras la oclusién coronaria, y en este
sentido se comport6 como lo hizo el grupo de corazones control
(Such-Miquel et al., 2007). Precisamente, aunque en el presente
trabajo no hemos realizado un estudio de la FV en el dominio de la
frecuencia, si lo hemos hecho en el dominio del tiempo, habiendo
encontrado resultados que en esencia son similares a los que
acabamos de mencionar para la frecuencia de activaciéon durante la
FV. Como hemos senalado en lineas mas arriba, la oclusiéon coronaria
ha ido acompafada de un incremento de la refractariedad en el grupo
tratado con glibenclamida que hemos interpretado como un signo de
deterioro, y es por esta razdén planteamos el hecho de que la
disminucién de la complejidad de la activacién eléctrica durante la FV,
aun siendo un efecto potencialmente antiarritmico, puede, no
obstante, estar ligado al propio signo de deterioro. En tal sentido, el
blogueo del canal Katp tras la oclusién coronaria no ha exhibido un
efecto protector directo. Asi pues, de modo similar al comentario que
hicimos en relacién a las similitudes entre el efecto del ejercicio fisico
cronico y el bloqueo del canal Karp, éstas no parecen darse para el

parametro que acabamos de comentar.
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4.4. Limitaciones del estudio.

El estudio se basa en el analisis de determinadas caracteristicas
de la FV inducida sin interrumpir la perfusion; con ello podemos
determinar la refractariedad, su dispersién y la complejidad de la
activacion durante la arritmia. El registro del proceso fibrilatorio se ha
realizado por medio de un electrodo multiple que se aplica al epicardio
del ventriculo izquierdo, pero la activacién ventricular se produce en
un medio tridimensional (Chorro et al.,, 2000b) y segun lo que
acabamos de comentar los estudios basados en registros de los
electrogramas mediante electrodos multiples, limita el analisis del
proceso a las capas mas superficiales de las paredes ventriculares y
al area abarcada por el electrodo, asumiendo que pueden quedar
fuera del analisis parte de informacién o fendmenos que ocurren en
areas mesocardicas y endocardicas a las que no se ha podido
acceder en el presente estudio.

El trazado electrografico registrado durante la FV ha sido tratado
para la realizacion de su analisis en el dominio del tiempo y con ello
proceder a la determinacion de los diferentes parametros
anteriormente citados. Para ello se debe proceder a un proceso de
marcado semiautomatico, en el que el investigador ha de elegir las
caracteristicas adecuadas de la sefal para ubicar la marca, que de
modo automatico, se situard donde proceda, basandose esto en un
proceso de identificacion de la pendiente maxima negativa (dv/dt). En
algunos trazados han habido tramos irregulares, donde no habian
pendientes bien definidas. Esto ultimo le da al método un cierto grado
de subjetividad en la identificacion de las ondas, que puede
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distorsionar, al menos en parte, los resultados. Sin embargo,
aplicando por igual unos criterios concretos de marcaje, expuestos en
el apartado de material y métodos, para todos los registros de FV de
cada grupo, se ha conseguido que las posibles diferencias observadas
en los parametros electrofisiolégicos que se han determinado a
posteriori dependan en la minima medida de este proceso, y se deban
mayoritariamente, a las diferentes intervenciones experimentales

practicadas en la investigacion

Probablemente la causa de las malas senales esta ligada a
malos contactos, ya que la placa multielectrodo usada no siempre se
adapta en toda su extension a la convexidad del ventriculo, pese a
que esta placa se construy6 con una forma coéncava. No obstante, y a
pesar de esta limitacion, el estudio de la FV mediante la utilizacion de
electrodos mudltiples, ha permitido describir y conocer con bastante
precision diversos aspectos del proceso fibrilatorio ventricular, como
asi se ha podido demostrar en gran nimero de investigaciones y de
publicaciones previas realizadas por nuestro grupo (Chorro et al.,
2000b; Chorro et al., 2000c; Chorro et al., 2002a; Chorro et al., 2003;
Chorro et al., 2005; Orts, 2007; Lépez, 2008; Pelechano, 2008;
Trapero et al., 2008; Chorro et al., 2009).

Por otro lado, para la obtencion del PRFFV, como ha sido
descrito anteriormente, nos hemos basado en la determinacién del
percentil 5 del histograma de las longitudes de ciclo durante la FV.
Este método, al igual que otros investigados, todos ellos por
Duytschaever et al. (2001), se correlacioné bien con el método de
referencia (mediante el empleo de técnicas cartograficas), con la
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ventaja sobre otros métodos (como el test del extra estimulo) de que

no requeria estimulacion eléctrica sobre el miocardio.

La complejidad de la activacién ventricular durante la FV se
estudia sin que se produzca la subsiguiente isquemia que ocurre en el
ser humano en el momento en que se desencadena la arritmia. Por
tanto, las alteraciones correspondientes a las propiedades sobre las
que se asienta la complejidad de la activacion eléctrica, por efecto de
la isquemia aguda, estan ausentes en el presente modelo.

En relacion a la técnica usada para el aislamiento y perfusion del
corazén, hay que decir que a pesar de las importantes ventajas que
supone este tipo de preparacidon (desconectar el corazéon de
influencias nerviosas y/o humorales), esta técnica queda un poco
alejada de la fisiologia normal ya que no trabaja contra una poscarga
y, solamente, el ventriculo derecho ha de trabajar con una ligerisima
precarga que supone el fluido procedente de la circulacién coronaria
que previamente habria desembocado en la auricula derecha. La baja
capacidad de transporte de oxigeno, habida cuenta de que no hay
proteina de transporte en el liquido nutricio, hace que se requieran
flujos coronaios anormalmente altos (ver revisiébn de Riascos et al.,
2004).

Finalmente, el hecho de que el estudio se haya realizado en
corazén aislado de otra especie de mamifero obliga a interpretar los
resultados, desde el punto de vista traslacional, con una importante
cautela.
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4.5. Consideraciones finales respecto a los resultados
obtenidos. Posibles implicaciones del presente estudio en
el area de la salud.

La realizacion de ejercicio fisico crénico parece actuar sobre la
refractariedad miocardica ventricular, la heterogeneidad y las
propiedades sobre las que se asienta la complejidad de activacion
eléctrica del corazén durante la fibrilacién ventricular en un sentido
protector antiarritmico, en condiciones de normoxia, y puede contribuir
a explicar, al menos en parte, el efecto protector del ejercicio fisico
cronico frente a la muerte subita cardiaca. En la isquemia aguda, la
realizacién de ejercicio fisico cronico parece mantener al miocardio
ventricular en mejores condiciones desde el punto de vista funcional y
en lo referente a las alteraciones que generan arritmias. Si bien los
efectos no son de gran magnitud, si permiten afirmar que el hecho de
que se manifiesten en el corazén aislado y por tanto no sometido a
influencias nerviosas extrinsecas ni humorales, permite otorgarles el
caracter de intrinsecos; todo ello tiene un interesante correlato en el

campo de la fisiologia y de la fisiopatologia cardiovascular.

El presente trabajo de investigacién tiene especial interés, no
solamente desde el punto de vista béasico de la fisiologia vy
fisiopatologia, sino también, mas a largo plazo y en relaciéon con las
arritmias cardiacas que se hallan implicadas en la mortalidad de
origen cardiaco (Paffenbarger & Hale, 1975; Ekelund et al., 1988; Blair
et al., 1996), como es la FV, causa principal de muerte subita de
origen cardiaco (Billman, 2002), y su posible abordaje preventivo no
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farmacologico a través de la realizacion de ejercicio fisico aerébico de

resistencia.

En cuanto a que si los efectos del ejercicio fisico cronico
observados por nosotros son debidos al bloqueo del canal Kartp
durante la isquemia, no se pueden ofrecer resultados concluyentes, ya
que si bien algunos datos parecen hallarse mas ligados a un posible
bloqueo del mencionado canal, otros resultados, por el contrario,
parecen apuntar a una apertura del canal Karp como sostienen la
mayor parte de los autores. Efectivamente, hemos obtenido resultados
que indican un efecto electrofisiolégico protector, en lo que al
mantenimiento del miocardio mas dificiimente vulnerable a las
arritmias reentrantes, tras el bloqueo del canal Karp, tal y como un
importante nimero de investigadores relatan (Di Diego & Antzelevitch,
1993; Jew & Moore, 2001; Jew & Moore, 2002; Aronson et al., 2003;
Vajda et al.,, 2007; Farid et al.,, 2011; Fedorov et al., 2011). Sin
embargo, otros resultados como es el incremento de la refractariedad
y la disminucion de la frecuencia dominante tras la oclusién coronaria,
indican indirectamente que el bloqueo del citado canal deteriora

metabdlicamente al miocardio isquémico.

Nuestros resultados, en cualquier caso, plantean la necesidad de
realizar y proseguir estas investigaciones, cuya finalidad es establecer
todos los mecanismos por los cuales la realizacién regular de ejercicio
fisico aerdbico ejerce un efecto protector frente a la muerte subita de
origen cardiaco.
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Hemos realizado un estudio, en corazén aislado de conejo,
perfundido y en fibrilacion ventricular (sin interrumpir la perfusion),
acerca de los efectos del ejercicio fisico crénico sobre las
modificaciones intrinsecas de la refractariedad ventricular (a través del
andlisis de diversos parametros relacionados con la misma), de la
heterogeneidad ventricular y de la complejidad de la activacién
eléctrica durante la arritmia, en situacion de normoxia y tras isquemia
regional aguda. Asimismo, hemos investigado, en el mismo modelo
experimental, el efecto de la administracion del inhibidor del canal
Kate, glibenclamida, con el fin de comparar los efectos
electrofisiologicos del bloqueo del citado canal con los del
entrenamiento, y ver las posibles similitudes o, por el contrario,
diferencias entre los grupos entrenado y tratado con glibenclamida.
Esto ultimo, ha ido dirigido a dilucidar, al menos en parte, la cuestion
de si el ejercicio fisico cronico ejerce su papel protector a través de la
apertura del canal Katp 0, por el contrario, a través de su bloqueo.

De los resultados obtenidos en nuestro modelo de corazén
aislado de conejo y sometido a perfusion normalmente oxigenada,

podemos concluir que el efecto beneficioso del ejercicio fisico cronico:

1. Podria ser debido al incremento de la refractariedad miocardica
ventricular intrinseca, lo que fundamentamos por los resultados

obtenidos en los parametros de refractariedad analizados.
2. Podria ser debido a la disminucion de la heterogeneidad

electrofisiolégica miocéardica, como asi ha ocurrido en uno de los

parametros indicadores de esta propiedad analizados.

-175 -



Capitulo 5. Conclusiones.

3. Podria relacionarse con la disminuciéon de la complejidad de la
activacion eléctrica del miocardio ventricular, lo que ha sido observado
por nosotros y estd en sintonia con las dos anteriores conclusiones,
habida cuenta de que la complejidad de activacibn se halla
relacionada con las propiedades a las que hacen referencia.

De los resultados obtenidos en nuestro modelo de corazén
aislado de conejo, perfundido y sometido a isquemia regional aguda,
podemos concluir que el efecto beneficioso del ejercicio fisico crénico:

4. Podria ser debido a una mejor preservacion morfo-funcional del
miocardio isquémico, a la vista de los resultados sobre la
refractariedad que indican un mejor mantenimiento de dicha propiedad

en los animales entrenados.

5. Podria relacionarse con una disminucion de la heterogeneidad
electrofisiolégica, manifestada por una menor dispersion de los
periodos refractarios funcionales en el grupo entrenado en relacién al
grupo control, y un mantenimiento de la dispersién de la frecuencia
durante la fibrilacién, en el grupo entrenado, tras la oclusién coronaria,

al analizar la zona de mayor dafo isquémico,

Las conclusiones que se desprenden del tratamiento con el
bloqueante del canal Katp son que:

6. El ejercicio fisico cronico no parece actuar modificando el canal

Katp, €n la condicién de normoxia, dados los resultados referentes a la

refractariedad, ya que esta propiedad no vari6 tras el bloqueo del
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citado canal. Esta conclusién se halla en consonancia con lo que se

sabe sobre en qué condiciones esta operativo dicho canal.

7. El ejercicio fisico crénico no parece actuar bloqueando el canal
Katp, €n la condicion de isquemia, dados los resultados referentes a la
refractariedad, al comparar la evolucibn de los parametros
relacionados con esta propiedad (intervalos VV y percentil 5 de los
mismos) tras la oclusién, entre el grupo entrenado (en el que se
mantuvo estable) y el tratado con glibenclamida (en el que hubo un

incremento que interpretamos como signo de deterioro).

8. Aunque no hay una muy estrecha similitud en cuanto a la
heterogeneidad electrofisiolégica, tras la oclusién coronaria, entre el
grupo entrenado y el tratado con glibenclamida, si hay un
comportamiento similar, ya que si el entrenado exhibe una menor
dispersidon de los periodos refractarios funcionales, tal significaciéon la
exhibe el grupo tratado con glibenclamida para la dispersion de la

frecuencia dominante durante la fibrilacion.

9. Aligual que ocurrié previamente a la oclusion coronaria, el grupo
tratado con glibenclamida ha exhibido una menor complejidad de la
activacion eléctrica del corazon durante la fibrilacion ventricular tras la
oclusion. El hecho de que la complejidad de la activacién, tras la
oclusién coronaria, fuera menor en el grupo tratado que en el
entrenado, parece indicar que tampoco en este parametro el ejercicio
fisico cronico haya operado a través del bloqueo del canal Katp.
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10. El hecho de que la administracion del bloqueante del canal Karp,
glibenclamida, haya producido modificaciones (disminucién de la
heterogeneidad electrofisiol6gica y de la complejidad de la activacién
eléctrica durante la fibrilacion ventricular respecto a control),
previamente a la oclusion coronaria, plantea la posibilidad de que esta
sustancia haya ejercido otras acciones que no solamente el bloqueo
del canal Karp, ya que esto Ultimo no deberia modificar, en situacion

de normoxia, los parametros citados.

Podemos concluir, de modo general, que las modificaciones
electrofisiologicas intrinsecas producidas por el ejercicio fisico regular
exhiben un caracter beneficioso frente a la posibilidad de instauracién
de arritmias reentrantes como la fibrilacién ventricular, principal causa
de muerte subita cardiaca. Sin embargo, como se desprende de las
anteriores conclusiones, no parece que el ejercicio fisico cronico, en
algunos parametros, haya operado mediante el bloqueo del canal
KaTp; antes bien, pareceria que ha operado en sentido contrario. Sin
embargo, por el comportamiento del bloqueo a nivel de otros
parametros, si parece que el ejercicio fisico crénico parece que opere
a través del citado bloqueo. En cualquier caso, no podemos concluir
que el ejercicio fisico cronico opere, a todos los niveles, bloqueando el

canal Katp.
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