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1. INTRODUCCION






1. Introduccién.

1.1. Objetivos.

En lineas generales, en el presente estudio se pretende investigar,
en el corazbén aislado normalmente oxigenado y tras isquemia regional
aguda, la posible implicacién de la apertura del canal de potasio sensible
a ATP, en las modificaciones electrofisioldgicas relacionadas con la
instauracion, mantenimiento y cese de la fibrilacion ventricular
(principal causa de muerte subita cardiaca), producidas por la realizacién

de ejercicio fisico cronico.

En concreto pretendemos determinar en corazones aislados de
conejos normalmente oxigenados y sometidos a isquemia regional aguda,
pertenecientes a un grupo control, a un grupo sometido a un protocolo de
entrenamiento fisico y a un grupo tratado con un abridor del canal de
potasio sensible a ATP, la refractariedad, la heterogeneidad
electrofisiologica, las caracteristicas espectrales de la fibrilacion
ventricular inducida, la inducibilidad y la estabilidad de la arritmia o
resistencia de la misma a su reversion tras la aplicacion de choques
eléctricos, y establecer similitudes o en su caso divergencias, entre el
grupo tratado y el entrenado. Todo ello con el fin de implicar o descartar
la participacion de la apertura del mencionado canal en las
modificaciones electrofisioldgicas producidas por el entrenamiento y que

han sido objeto de estudio en la presente tesis doctoral.
1.2. Justificacion de los objetivos.

1.2.1. Efectos del ejercicio fisico cronico: Adaptaciones de los
diferentes 6rganos y sistemas.
1.2.1.1. Generalidades.

Durante el ejercicio fisico agudo ocurren un conjunto de respuestas

fisiologicas, entre ellas cardiovasculares, respiratorias, endocrinas,
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metabolicas y de otros ordenes. Las respuestas cardiovasculares y
respiratorias, en especial, tienen como objetivo ofrecer a los musculos
gjercitados un aporte de oxigeno y nutrientes adecuado, siendo la
primera importante también como sistema de eliminacion de los

productos de desecho metabdlico.

En este apartado hablaremos resumidamente de algunas de las
principales adaptaciones generales producidas por el ejercicio fisico
crénico, que se manifestaran por modificaciones, no solamente en estado

de reposo sino también durante el ejercicio agudo.

Entre las adaptaciones respiratorias, podemos destacar el aumento
del consumo maximo de oxigeno durante el ejercicio y el aumento del
volumen minuto a expensas del volumen corriente. La frecuencia
ventilatoria mantiene una relacion lineal directa con la ventilacion
pulmonar, pero los deportistas respiran menos veces para conseguir la
misma ventilacion por minuto (Selkurt, 1984). Asimismo, los volimenes
pulmonares operativos sufren modificaciones durante el ejercicio.
Cuando se aumenta la intensidad del ejercicio, el volumen pulmonar
aumenta al final de la inspiracion y disminuye al final de la espiracion.
Esto hace que el diafragma se contraiga desde un estado de pre-
elongacién mayor, fendmeno que permite a los sujetos sanos aumentar la
ventilacion durante el ejercicio, mas de 20 veces el valor de reposo, sin
experimentar una significativa exigencia respiratoria (Guenette y cols.,
2007). Cabe destacar también, el aumento de la capacidad de difusiéon de
los gases en el sector alvéolo-capilar, lo que parece estar relacionado mas
bien con una superficie alvéolo-capilar mas extensa y, a su vez, una

mayor capacidad de difusiéon (Bouchard, 1992).



1. Introduccién.

De entre los cambios bioquimicos destacamos el menor uso del
glucogeno y la menor acumulacion de lactato muscular y sanguineo en
gjercicios submaximos, lo que supone un aumento del umbral
anaer6bico; el aumento de la reserva de los sustratos anaerobios e
incremento del dispositivo enzimatico que opera sobre ellos (Houston,
1977). En corazones de roedores entrenados fisicamente se ha
demostrado que aumentan las reservas de glucégeno en reposo. Estos
altos niveles cardiacos de glucégeno pueden conferir una mayor reserva
de sustrato para la actividad cardiaca durante el esfuerzo y ser una buena
fuente de sustrato metabdlico-energético durante circunstancias como la
isquemia aguda (para revision ver Powers y cols., 2008). En un estudio
realizado con perros entrenados, se observé un aumento en la actividad
de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa en ambos ventriculos, asi
como un aumento en la actividad de la piruvato quinasa, CS y 3-
hidroxiacil CoA deshidrogenasa en el ventriculo izquierdo, lo que indica
que la préctica de ejercicio aerébico aumenta la capacidad metabélica del
miocardio canino aumentando selectivamente las concentraciones de
enzimas reguladoras de la glicolisis y del metabolismo oxidativo (Stuewe,

2000).

También cabe destacar el aumento del tamaio y de la cantidad de
mitocondrias, asi como, cambios cualitativos en las propiedades
intrinsecas de éstas (Tonkonogi y Sahlin, 2002); Lee y cols. (2012) en un
estudio experimental realizado ex vivo sugieren que el ejercicio altera el
fenotipo mitocondrial de una manera que contribuye a la
cardioproteccion. Asimismo, destacamos entre los cambios bioquimicos,
el incremento en las concentraciones de fosfigenos y ATP, y de la
mioglobina (Pattengale y Holloszy, 1967); la mayor facilidad para la

movilizacion y uso de acidos grasos, asi como el aumento de la capacidad
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para hacer glucdlisis aerobia; y por fin la reducciéon de la grasa corporal y
aumento de la masa proteica muscular, con pérdida de peso (Zuti y

Golding, 1976).

En lo concerniente a los cambios en el sistema endocrino cabe
mencionar que las modificaciones en dicho sistema por el entrenamiento
se producen cuando el entrenamiento ha sido de larga duracién (afios), y
que dichos cambios se producen en la sensibilidad a las diferentes
hormonas por parte de las células sobre las que actian, como
consecuencia del entrenamiento (Astrand y cols., 2003) como es el caso
de la insulina y sus receptores en tejido adiposo y muscular (James y
cols., 1985). Luciano y cols. (2002) en un estudio realizado con ratas,
relataron una mejoria en la sensibilidad a la insulina, debido al ejercicio
fisico crénico, a través del aumento de la fosforilacion de los receptores
de insulina IRS-1 y IRS-2, y la asociacién de esas proteinas con la
fosfatitidilinositol 3-cinasa (PI3-cinasa). Respecto a la hormona del
crecimiento, parece ser que un afio de entrenamiento amplifica la
liberacion pulsatil de GH en reposo, a diferencia del entrenamiento de
resistencia de corta duracion , que no es acompafiado por incrementos de
dicha hormona (Eliakim y cols., 1988); y en lo que se refiere al sistema
hormonal de las mujeres, el entrenamiento fisico, practicado de forma
habitual y con fines deportivos, produce efectos transitorios sobre la
capacidad de reproduccion femenina, con casos de oligomenorrea,
amenorrea y retraso en la menarquia en atletas entrenadas y habituadas

al entrenamiento fisico (Gonzalez, 1992).

No menos importantes son los cambios que afectan a la fisiologia
del sistema nervioso, como la disminucién del tono simpatico con niveles

sanguineos y/o urinarios de catecolaminas mas bajos en reposo (Bowers
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y cols., 1995); el aumento de la sensibilidad a las catecolaminas en
sujetos entrenados, que puede ser debido a un incremento del estado
inotropico (Molé, 1978 citado por Schaible y Scheuer, 1985).
Clasicamente ha sido atribuido al ejercicio fisico regular un incremento
del tono parasimpatico (Scheuer y Tipton, 1977), varios estudios han
confirmado un mayor control vagal y un menor control simpatico
cardiaco atribuido al entrenamiento (Dixon y cols., 1992 citado por
Yamamoto y cols., 2001; Billman y Kukielka, 2006). Nuestro grupo de
investigacion ha publicado que la realizacion de ejercicio fisico cronico
produce un incremento de la refractariedad ventricular, independiente
de la actividad de las neuronas parasimpéticas postganglionares (Zarzoso

y cols., 2012; Brines, 2014).

También a nivel cardiovascular, la realizacion de ejercicio fisico
cronico produce modificaciones, tanto morfologicas como funcionales. A
nivel cardiaco destacan las modificaciones en la masa miocardica, en la
funcién mecanica y en las propiedades electrofisiologicas de
automatismo, conduccion, refractariedad, heterogeneidad y estabilidad
eléctrica. Respecto a las modificaciones de tipo vascular cabe hacer las
siguientes consideraciones. El ejercicio fisico cronico puede producir, en
el coraz6on normal, adaptaciones estructurales en la circulacién
coronaria, incluyendo 1) aumento en el didmetro de las arterias, 2)
aumento en la densidad y diaAmetro de las arteriolas, y 3) mantenimiento
de la densidad numérica en la capilaridad coronaria acorde con el grado

de hipertrofia cardiaca (Laughlin y cols., 2012).
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Neurolégico

J Ansiedad/depresion

J,Demencia g Cardiovascular

AN Funcion cognitiva JMortalidad

J Riesgo de accidente J Enfermedad arterial
cerebrovascular coronaria

J Presion arterial en
rehabilitacion cardiaca

Oncologica
Endocrinas JCancer de prostata
J,Peso J,Cancer de mama
J,Diabetes J,Céncer de intestino
JLDL
MHDL

Musculo esquelético
J Osteoporosis
J,Caidas
J,Discapacidad

Figura 1.1. Representacién de los efectos del ejercicio fisico. Tomado y modificado
de Sharma y cols. (2015).

A parte de los efectos comentados anteriormente, el ejercicio fisico
reduce el riesgo de padecer cancer de prostata y de mama, previene la
osteoporosis y puede retardar la aparicion de la demencia. Ademas,
también mejora el vigor, promueve la confianza en si mismo, y es
considerado por muchos un potente antidepresivo (Figura 1.1). En
cuanto a la longevidad, las personas que practican ejercicio regularmente
viven, de media, tres anos mas que sus homélogos sedentarios, por lo
tanto, el ejercicio puede ser considerado el tratamiento mas eficaz,

accesible y barato que un médico puede recetar (Sharma y cols. 2015).

12



1. Introduccién.

En relacion a las modificaciones sobre el corazén haremos mencion
aparte y detallada haciendo referencia muy especial a las modificaciones
de caracter electrofisiologico antes mencionadas y que resaltaremos en el

apartado que sigue.

1.2.1.2. Analisis de las modificaciones cardiacas, con
especial referencia a las modificaciones electrofisiologicas.

La practica regular de ejercicio fisico de resistencia produce
cambios en varios parametros cardiovasculares en reposo, siendo
especialmente significativos los cambios sobre el automatismo, la

conduccién auriculoventricular (AV) y la refractariedad.

Una caracteristica clasicamente descrita del efecto del
entrenamiento aerdbico sobre las adaptaciones cardiovasculares es la
disminuciéon de la frecuencia cardiaca en reposo y durante ejercicios
subméximos a valores francamente inferiores a los que exhiben los
individuos sedentarios (Blumenthal y cols., 1990). Stein y cols. (2002)
realizaron una investigacion acerca de las adaptaciones
electrofisioldgicas intrinsecas del nodo sinusal en atletas de resistencia
bien entrenados a los que se les bloqued los receptores tanto [3-
adrenérgicos, como colinérgicos, esto es, se les practic6 una denervaciéon
auténoma farmacolodgica. Los atletas presentaron unos parametros de
cronotropismo o automatismo sinusal (longitud del ciclo sinusal y tiempo
de recuperacion del nodo sinusal) méas largos que los sujetos control. Las
investigaciones realizadas hasta la actualidad no solamente han
confirmado la depresién del automatismo sinusal, sino ademéas que dicho
efecto se debe a modificaciones de la actividad del sistema nervioso
autébnomo, y también a factores intrinsecos. Nuestro grupo de

investigacion encontr6, en trabajos previos, una depresion del
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automatismo sinusal en corazon aislado de conejo entrenado, y por tanto
no sometido al control nervioso central ni a influencias hormonales

(Such y cols., 2002 y 2008; Zarzoso y cols., 2012; Brines, 2014).

En relacion a la conduccion auriculoventricular, se ha manifestado
que la coexistencia del bloqueo AV tipo I en atletas, con la disminucion
de la frecuencia cardiaca, apoya que este bloqueo es inducido por el
entrenamiento (Bjernstad y cols., 1993). El hecho de que la resolucion de
los bloqueos auriculoventriculares, que aparecen también en atletas
(Bjornstad y cols., 1993), pueda ocurrir durante el ejercicio, permite
atribuir la depresion de la conduccion AV por el entrenamiento, a un
aumento del tono vagal (Northcote y cols., 1989), ya que cuando se
realiza el ejercicio, disminuye la accion del parasimpatico y aumenta la

del simpatico.

Stein y cols. (2002), citados previamente, también estudiaron en
atletas entrenados los efectos del entrenamiento sobre la conducciéon AV
no mediados por el sistema nervioso autéonomo. Estos autores
encontraron que tanto la longitud del ciclo de Wenckebach como la
longitud del intervalo A-V eran mayores en los atletas que en los sujetos
control, evidenciando asi que el entrenamiento no solamente deprime la
conduccion auriculoventricular, sino que en este efecto participan
factores miocardicos intrinsecos. Such y cols. (2002), en corazon aislado
de conejo entrenado, observaron que el ejercicio fisico cronico produce
una depresion de la conduccion del nodo auriculoventricular, que se
manifest6 en una mas larga longitud del ciclo de Wenckebach en
animales entrenados que en los controles, contribuyendo asi a confirmar
que en la depresion de la conduccion AV participan factores de caracter

intrinseco.

14



1. Introduccién.

Finalmente, en cuanto al efecto del ejercicio fisico cronico sobre la
refractariedad, la importancia del tono parasimpatico en reposo sobre la
refractariedad ventricular ha sido planteada desde hace varias décadas
(Prytowsky y cols., 1981). Farges y cols. (1977) relataron que la
acetilcolina acort6 el periodo refractario de las fibras musculares
auriculares, pero no modific6 la refractariedad en el tejido miocardico
ventricular, solamente una disminucion paralela del periodo refractario
auricular y ventricular se produjo con la administracion de isoproterenol.
Morady y cols. (1988), en un trabajo realizado en humanos, observaron
que la administracién de atropina acortaba el periodo refractario efectivo
y funcional ventricular, cuando se habia bloqueado el sistema
adrenérgico con propranolol, y también tras la administracion de
diferentes dosis de isoproterenol, siendo mayor el alargamiento de la
refractariedad cuanto mayor era la dosis de isoproterenol, con lo que
estos autores concluyeron que el tono colinérgico alarga el periodo
refractario ventricular, pero en ausencia de una actividad simpatica de
fondo, y que este alargamiento puede ser acentuado durante la

estimulacion f-adrenérgica.

Sobre el hecho de que el gjercicio fisico modifique la refractariedad
a través de la activacién de la inervaciéon parasimpatica ventricular
conviene hacer unas breves consideraciones; a diferencia de los estudios
realizados alrededor de la segunda y tercera década y mediados del siglo
XX, de los que parecia desprenderse la ausencia de inervacion
parasimpatica en los ventriculos de los mamiferos, estudios mas
recientes sugieren la presencia de fibras nerviosas parasimpéaticas mas
alld del nodo auriculoventricular, como refirieron Rardon y Baylei
(1983). En una revision realizada por estos autores hace algo mas de dos

décadas, se puso de manifiesto que hacia relativamente poco tiempo que
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se le reconocia al sistema nervioso parasimpatico un papel
fisiol6gicamente importante sobre la funcion ventricular, y que podia
también influir significativamente sobre las condiciones fisiopatologicas
responsables de la iniciacion y/o de la finalizacion de ciertas arritmias
ventriculares. Hamra y McNeil (1997) hallaron en el miocardio
ventricular aislado (finas rodajas de subendocardio ventricular) de perros
sometidos a ejercicio fisico crénico, y sedentarios, que la administracion
de acetilcolina sola no modificé la duraciéon del potencial de accién al
50% y al 90% de la repolarizacion, a diferencia del isoproterenol que
aceler6 la repolarizacion, lo que fue antagonizado por la administracion
de acetilcolina. Segun estos autores, el ejercicio diario crénico no influye
sobre las interacciones adrenérgicas/colinérgicas a nivel celular. Warner
y Zipes (1994) relataron una prolongacion de la refractariedad
ventricular como consecuencia del aumento del tono vagal. Un efecto
relacionado con la anterior observacion fue descrito por Vanoli y cols.
(1991), quienes atribuyeron un aumento en el umbral de fibrilacion

ventricular como un efecto del tono vagal aumentado.

Respecto al efecto del entrenamiento fisico sobre la refractariedad
intrinseca, se dispone de poca informacién. Such y cols.,, (2002),
observaron el efecto de un protocolo de entrenamiento mediante
ejercicio fisico en conejos, con una intensidad mayor a la usada para la
realizacion de la presente tesis doctoral, y pese a que la refractariedad,
tanto del sistema de conduccién como la del miocardio ventricular de
trabajo, mostr6 una tendencia a aumentar, los cambios detectados no
fueron estadisticamente significativos; solamente el periodo refractario

funcional ventricular fue mayor en los animales entrenados.
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Posteriormente, aunque ya se habia sugerido de una manera poco
concluyente, como acabamos de citar, que los efectos del entrenamiento
sobre la refractariedad ventricular estaban asentados sobre
modificaciones de caracter intrinseco (Such y cols., 2002), se pudo
evidenciar el aumento del periodo refractario efectivo y funcional
ventricular mediante la aplicaciéon del test del extraestimulo, cuando se
utilizaban trenes de longitud del ciclo cercanos a la longitud del ciclo
sinusal basico (Lopez y cols., 2005b). Incluso usando otros trenes de
estimulaciéon, si bien no hubo modificaciones estadisticamente
significativas de la refractariedad, si sigui6 manifestindose una

tendencia al aumento de dicho parametro.

Estas ultimas investigaciones parecen apuntar a que el
entrenamiento produce modificaciones de caracter intrinseco de algunos
de los parametros que acabamos de mencionar. Asi, el periodo refractario
efectivo auricular aument6 significativamente usando diferentes
longitudes de tren base de estimulacion. Aunque con algunas longitudes
de tren base de estimulacibn no se alcanzaron diferencias
estadisticamente significativas, en general, los valores de los periodos
refractarios fueron mayores en los animales entrenados que en los
controles (Lopez y cols.,, 2005a). Estos efectos contrastan con los
producidos “in vivo” como consecuencia del entrenamiento. Nos
referimos al hecho de que el entrenamiento aumenta el tono vagal
(Blomgvist y Saltin, 1983), de que la acetilcolina acorta el periodo
refractario efectivo auricular (Farges y cols., 1977) y, por tanto, ello
supone un efecto opuesto al observado por nosotros en corazén aislado.
Es decir, que por una parte se desarrolla un mecanismo dependiente del
corazén sometido a control neurohumoral claramente proarritmico y,

parece ser, que también se desarrolla otro de tipo intrinseco con efecto
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antiarritmico. En un estudio realizado por nuestro grupo hemos
encontrado que la realizacién de ejercicio fisico cronico produce un
incremento de la refractariedad ventricular, apreciada mediante el test
del extraestimulo ventricular y durante la fibrilacién ventricular; y que
este incremento no depende de la actividad de las neuronas

postganglionares parasimpaticas (Zarzoso y cols., 2012; Brines, 2014).

Otros autores realizaron una investigaciéon del efecto del
entrenamiento sobre la duraci6n del PA en ratas entrenadas en la cual
hallaron un aumento de la duracion del PA en los cardiomiocitos
procedentes del subepicardio de las ratas entrenadas, y no encontraron
ninguna modificacién sobre la duracion del potencial de accion en las

células subendocardicas (Natali y cols., 2002).

No disponemos de informacién respecto al efecto del
entrenamiento sobre la refractariedad auricular intrinseca, aunque por
contra, si se conoce el efecto sobre la refractariedad ligada al control
nervioso auténomo. El hecho conocido de que el ejercicio fisico aumente
el tono vagal, y de que la acetilcolina disminuya el periodo refractario
efectivo auricular (Farges y cols.,, 1977) nos inclina a otorgar una
disminucion de la refractariedad por el ejercicio fisico en el corazon in
situ. Contrastan con lo que acabamos de decir respecto al efecto del
entrenamiento sobre el periodo refractario auricular, los resultados
obtenidos por Mezzani y cols. (1990) en un estudio realizado a dos
grupos de pacientes con Wolf-Parkinson-White. En el grupo de pacientes
entrenados se observé un periodo refractario auricular tanto efectivo
como funcional méas largo que en los sujetos control. Estos autores

también observaron que tanto la longitud del ciclo basal, como el periodo
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refractario efectivo del sistema de conduccién anterégrado y

ventriculoauricular fueron mas largos en los sujetos entrenados.

Estudios realizados en humanos acerca de las adaptaciones
electrofisiologicas al ejercicio fisico del nodo AV y del nodo sinusal, como
se ha mencionado en un apartado anterior, refieren que atletas de
resistencia sometidos a bloqueo farmacologico del sistema nervioso
auténomo, también presentaron una modificacién de la refractariedad
intrinseca en el sistema de conduccion auriculoventricular respecto a los
sujetos control, también sometidos a bloqueo del sistema nervioso
auténomo. Efectivamente, el periodo refractario efectivo del nodo AV era

mayor en los atletas en situacion basal (Stein y cols., 2002).

Respecto a la duracion del potencial de accion, existen diferentes
trabajos que han investigado las posibles modificaciones producidas por
el entrenamiento sobre determinados procesos electrofisiologicos
relacionados con la refractariedad miocardica. Asi, Brorson y cols. (1976),
investigando en humanos los efectos del entrenamiento sobre el
potencial de accion monofasico y la refractariedad auricular, observaron
un aumento de la duracion del potencial de accion en el grupo entrenado,
atribuyéndolo a un aumento en la concentracion intracelular de potasio.
Otros autores como Tibbits y cols. (1981), estudiando los efectos del
entrenamiento  sobre el acoplamiento excitacion-contraccion,
encontraron también un aumento en la duracién del potencial de accién
en el grupo entrenado, que dichos autores atribuyeron a un aumento en
la entrada de calcio. Del mismo modo, Gwathmey y cols. (1990)
investigando en ratas el efecto combinado del entrenamiento y del
envejecimiento sobre algunos parametros fisioldgicos, observaron un
aumento de la duracion del potencial de accién en el grupo entrenado,

explicado con los mismos mecanismos.
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Pensamos que quiza el aumento de la refractariedad producido por
la realizacion de ejercicio fisico aerdbico sea lo que subyace a la baja
incidencia de taquiarritmias en deportistas sefialada por diferentes
autores (Boraita y Serratosa, 1998), siendo la incidencia de extrasistole,
tanto supraventricular como ventricular, inferior a la que se da en la
poblacién juvenil en general; aunque en opinion de estos tltimos autores
el predominio vagal no solamente estaria implicado en la inhibicion de
los marcapasos fisiologicos sino también de los focos ectopicos. No
obstante, estos autores sugieren también un efecto beneficioso del
entrenamiento sobre la estabilidad eléctrica tanto de auriculas como de
ventriculos para explicar la baja incidencia de taquiarritmias, ademas de
considerar la posible existencia de un proceso de selecciéon natural que
impida que los deportistas que las presenten lleguen a la élite por ser
excluidos en épocas tempranas de la competicion (Boraita y Serratosa,

1999).

1.2.2. Efectos bioldgicos de la isquemia miocardica.

1.2.2.1. Generalidades.

El término “isquemia” proviene de la uniéon de dos palabras
griegas: foyxew (isjein) detener y aipa (aima) sangre y significa
literalmente detencién de la sangre. Jennings (1970) citado por Carmeliet
(1999) la define como una situaciéon de reducciéon del flujo de sangre
arterial con un insuficiente aporte de oxigeno que obliga a la puesta en
marcha de un metabolismo anaer6bico. En este sentido, la isquemia se
caracteriza por una entrada de energia deficiente con una eliminacion de
residuos deficiente. El resultado es el fracaso de la contraccion, el
deterioro del comportamiento eléctrico, y finalmente la muerte de la
célula.
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Durante un evento isquémico ocurre una serie de alteraciones
bioquimicas e i6nicas que producen cambios en las propiedades
electrofisiologicas de los miocitos, y que son responsables finales de las
arritmias que se producen durante la isquemia aguda. En éste apartado
matizaremos en primer lugar las alteraciones bioquimicas y
seguidamente destacaremos los cambios idnicos ocurridos durante la

isquemia.

Respecto a las consecuencias bioquimicas de la isquemia,
destacamos la deprivacion energética como consecuencia de mayor
relevancia, caracterizada por una caida dramatica del ATP a los pocos
segundos del evento isquémico. Sin embargo, pese a lo anterior, la célula
tiene diferentes maneras de mantener los niveles adecuados de ATP,
entre las cuales podemos destacar: 1) las demandas de energia caen muy
rapidamente durante los primeros 30 segundos de isquemia a
consecuencia de un fallo en la contraccién, 2) una importante cantidad
de fosfocreatina es continuamente usada como via de reposiciéon de ATP
y 3) la producciéon de energia por la glucolisis anaerobia comienza y se
intensifica (para revision ver Carmeliet, 1999). La glucdlisis anaerobia
supone la formaciéon de una importante cantidad de acido lactico, lo que
detendra la continuacion de la glucdlisis en el interior de la mitocondria.
La disminucion del pH acabara por limitar e inhibir la propia glucolisis y
suprimir por tanto la produccion de ATP a cuenta de esta ruta
metabdlica. La consecuencia de que la energia libre de la hidrolisis del
ATP exceda a la energia almacenada en el gradiente electroquimico de
protones puede ocasionar una hidrolisis neta de ATP, operando la ATP
sintasa como una hidrolasa, utilizindose la energia para reponer el

gradiente eléctrico en la mitocondria (para revision ver Carmeliet, 1999).
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Otra consecuencia de la falta de ATP es la despolarizacion de la
membrana mitocondrial. Aunque, eso 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 través de la glucolisis. La
depleciéon de ATP lleva a un incremento de la concentracién intracelular
de calcio. Ese incremento de la concentracion de calcio, y otros protones,
fosfato y acil-carnitinas de cadena larga, acaba generando la activacion
del llamado poro de transicién o megacanal por el cual la mitocondria

llega a ser anormalmente permeable (para revision ver Carmeliet, 1999).

En lo referente a los cambios ionicos durante la isquemia cabe
destacar las modificaciones en las concentraciones de potasio (K*), sodio

(Na*) y calcio (Ca2*) que relataremos de manera sucinta a continuacién.

La concentracion de potasio intracelular en condiciones fisiologicas
normales es mayor que la extracelular y este equilibrio dinAmico depende
de la bomba Na*/K*. Durante la isquemia este equilibrio se pierde y como
consecuencia aumenta la concentracion extracelular de potasio y ese es, a
nivel idnico, uno de los efectos més inmediatos e indiscutibles de la
isquemia, hecho claramente arritmogénico (Harris, 1996). En relacion a
dichos cambios en la concentracién de potasio durante la isquemia, se
producen normalmente en tres fases: dentro de 20 segundos después de
la oclusién de una arteria coronaria hay una acumulacién rapida de K +
en el espacio extracelular que alcanza una meseta después de 3-10
minutos y es seguido por un tercer incremento mas lento que comienza

entre los 15 y 30 minutos (para revisiéon ver Carmeliet, 1999).

El incremento en los niveles de potasio extracelular produce un
efecto despolarizante, una inactivacion de los canales de Na* y la

despolarizacién celular, reduciendo la amplitud y la duraciéon del PA. En
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este sentido las corrientes de potasio dependientes de ATP son de
especial relevancia. Si bien es cierto que la activacion de dicho canal en
isquemia es importante para la prolongacion de la vida celular y
preservacion funcional, también es cierto que la activaciéon de este canal
produce un acortamiento de la refractariedad y del potencial de accion

que podria promover la propia FV (para revisiéon ver Carmeliet, 1999).

Respecto a la concentracion de sodio intracelular, ésta aumenta de
10 mM a 20 mM durante la isquemia. Dicho aumento se debe en parte
por la disminucién de la actividad del sistema de intercambio Na*/K*,
inhibida por la disminucién de la concentracién de ATP y la acumulacion
de radicales libres intracelulares y por otra parte por efecto de la
activacion del intercambiador de Na*/H* y de los canales voltaje
dependientes de Na*. El efecto del incremento de la concentraciéon de
Na* intracelular es la activacion del intercambiador Na*/H* y de los
canales de Na* y K* voltaje dependientes, tras la reperfusion, estos
efectos conducen a una hiperpolarizaciéon y acortamiento del potencial de

accion (para revision ver Carmeliet, 1999).

En relaciéon a los cambios en la concentracion de calcio, estos
varian segin compartimento celular que consideremos (citosol,
mitocondria y reticulo sarcoplasmico) y segin las fases del ciclo cardiaco.
Respecto al calcio citosoélico, durante la isquemia se produce un aumento
importante, que como citamos anteriormente, varia en funciéon del ciclo
cardiaco. En la sistole ventricular se produce un rapido aumento de la
concentracion a los pocos minutos de iniciarse la isquemia celular y en la
diastole no se produce este incremento hasta pasados unos 10-20
minutos. Los cambios producidos en la concentracion de calcio en el
citosol celular son semejantes a los producidos en la mitocondria. Los

mecanismos que explican el aumento del calcio citosolico son varios:
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disfuncion del intercambiador Na*/Ca2*, lo que reduce la salida de Ca2*
al espacio extracelular; disminuciéon de la entrada de Ca2* al reticulo
sarcoplasmatico; y aumento de la entrada de Ca2* desde el exterior por
accion de intercambiadores como Ca2*/H*. Los cambios producidos en el
reticulo sarcoplasmico no han sido medidos directamente pero es de
suponer que, como consecuencia de la salida masiva y la inhibicién de la
actividad de la bomba Ca2*- ATPasa, se produzca una disminucién de los
depositos de calcio sarcoplasmicos (para revision ver Carmeliet, 1999).
Estos cambios en la concentracion de calcio originan la activacion de
enzimas como las fosfolipasas que producen un cimulo de sustancias
como la lisofosfatidilcolina que, probablemente por su caracter anfifilico,

tiene efectos arritmogénicos (Opie, 1984).

1.2.2.2. Estudio especial del efecto de la isquemia sobre los

parametros electrofisiologicos en el miocardio ventricular.

Los cambios electrofisiol6gicos que ocurren durante la isquemia
son consecuencia de cambios en las concentraciones idnicas y cambios
producidos por radicales libres, estos tltimos secundarios a los cambios
ionicos. Asi pues, podriamos explicar el efecto de la isquemia sobre los
parametros electrofisiol6gicos en funciéon del comportamiento i6nico.
Durante la primera fase de la isquemia se produce un alargamiento de la
duracion del potencial de accion debido al bloqueo de los canales de
salida de potasio, lo que puede generar arritmias secundarias a
postpotenciales precoces. Durante la segunda fase, se produce un
acortamento en la duracion del potencial de acciéon debido a la inhibicion
de las corrientes rapidas de sodio y a la activacion de los canales Katp que
generan una hiperpolarizacién celular. En la Gltima fase de la isquemia,

la célula pasa a un estado inexcitable (para revisién ver Carmeliet, 1999).
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La oclusion coronaria aguda provoca una liberaciéon inmediata de
catecolaminas al torrente sanguineo, lo que estimula los receptores a y 3
adrenérgicos presentes en la membrana de los cardiomiocitos. La
estimulacion de los receptores a produce una modulaciéon de la bomba
Na*/K* y de los canales de K* que genera un acortamiento de la fase 4 del
potencial de accion de las células automaticas y un alargamiento de la
repolarizacion celular y del QT. Dicha estimulacion puede inducir
arritmias por postpotenciales o por automatismo anormal (Carmeliet,

1999).

A su vez, la estimulacion de los receptores 3, producen a través de
la modulacién de diversas corrientes (Icar, corrientes If, Iy, Ix) el
incremento de calcio intracelular e hiperpolarizacion celular (debido a la
activacion de la bomba Na*/K+*). La acumulacion de Ca2* y K+
intracelular producen una aceleraciéon de la conduccion AV (que puede
favorecer la apariciéon de taquicardias) y un acortamiento del periodo
refractario que se traduce en un acortamiento del intervalo QT (para

revision ver Carmeliet, 1999).

Pese a lo anterior, durante la isquemia también hay una
liberacion de adenosina y acetilcolina por estimulacién de reflejos
vagales. Esas sustancias estimulan los receptores muscarinicos y
purinérgicos (que producen la salida del K*) y en general, sus efectos son
opuestos a los producidos por la estimulaciéon [-adrenérgica.
Electrofisiologicamente, la adenosina y acetilcolina causan la
hiperpolarizaciéon de la célula y el acortamiento del potencial de accion.
En resumen, la isquemia coronaria aguda promueve una disminucién del
potencial de reposo (de -85mV a -60mV), acortamiento de la duracion
del potencial de acciébn y una prolongacién del periodo refractario

efectivo (para revision ver Carmeliet, 1999).
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En relaciéon a la caida del potencial de reposo, ésta es debido al
efecto despolarizante de la isquemia sobre la membrana celular, causada
fundamentalmente por el aumento en la concentraciéon de potasio, lo que
eleva el potencial de reposo a valores menos negativos (Kleber, 1983).

El acortamiento de la duracién del potencial de accién es
fundamentalmente debido a las corrientes de salida de potasio (por la
activacion de la corriente Ixatp) y cloro (por activacion de la corriente Igp).
Estos dos canales no se activan en condiciones fisiologicas, sino en
condiciones de hipoxia (caso del Karp) y activacion de los receptores
adrenérgicos (caso del Cl). En la zona que separa la zona isquémica de la
no isquémica, también conocida como zona limite (border zone — BZ) el
acortamiento de la duraciéon del potencial de accion es debido a una
“corriente de lesion”, que es una corriente generada por la diferencia de
potencial de reposo entre ambas zonas, isquémica y no isquémica.

En relacion al periodo refractario efectivo, pese a la disminucion de
la duraciéon del potencial de accion, se produce una prolongacion de
dicho parametro debido al enlentecimiento en la recuperacion de la
inactivacion de los canales de sodio, y también al bloqueo de los canales
de sodio por los metabolitos secundarios al metabolismo anaerdbico. Sin
embargo, la modificacion en la duracion del periodo refractario efectivo
no es homogénea sino que varia en segin qué zonas, habiendo una
heterogeneidad miocardica. Esta dispersion facilita la instauracion de

arritmias por reentrada (para revisiéon ver Carmeliet, 1999).
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1.2.3. Participacion de la corriente vehiculada por el canal
Karr en las modificaciones electrofisiolégicas por la
isquemia aguda.

1.2.3.1. Estructura del canal Karp.

Los canales de potasio sensibles a ATP (canales Karp) fueron
descubiertos por Noma y cols. (1983). Al principio fueron identificados
en parches de membrana aisladas preparadas a partir de miocitos
ventriculares de cobaya y posteriormente, identificados en otros tejidos
incluyendo el cerebro, el musculo esquelético y liso, el epitelio renal y
traqueal, el misculo liso del tracto urinario y el pancreas, donde actian
como moduladores de la liberacion de insulina por las células
pancreéticas beta (Kersten, 1998). Dichos canales estan formados de
subunidades del receptor de las sulfonilureas (SURx), de una proteina
Kir6.x, perteneciente a la superfamilia de los canales de potasio de
rectificacion interna (Kir) y otros componentes adicionales. Un canal
Karr funcional es un hetero-octimero compuesto por cuatro

subunidades Kir6.x y cuatro subunidades SURx (figura 1.2).

La subunidad que regula la actividad de los canales Karp,
denominada SURx, presenta dos subtipos, SUR1 y SUR2, este dltimo,
pudiendo presentar dos isoformas, SUR2A y SUR2B. Las subunidades
SUR2A y SUR2B difieren s6lo en los 42 aminoacidos del extremo
carboxilo-terminal (C42) (Hibino y cols., 2010). Las subunidades Kir que
forman el poro de los canales Karp pueden ser de dos tipos: Kir6.1 y
Kir6.2, que, en general, tienen la misma estructura de poro, no obstante,
presentan distintas conductancias de canal tnico (~35 y ~80 pS,

respectivamente, en soluciones de K+ 150 mM).
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Figura 1.2. Componentes moleculares de los canales Karr. Tomado de Nichols y cols.
(2013).

La combinacion de diferentes subunidades SUR y Kir dan lugar a
los distintos tipos de canales Karp en diferentes localizaciones anatoémicas
(fig 1.3). A nivel de misculo cardiaco, se pueden expresar diferentes
variantes de union de subunidades SUR y Kir, sin embargo, se conoce
que los canales Karp sarcolemales de miocitos ventriculares se componen
principalmente de la combinacion SUR2A: Kir6.2 (Para revision ver

Flagg y cols., 2010).
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Figura 1.3. Diferentes subunidades que conforman el canal KATP. Tomado de Tamayo
(2007).

En 1991 Inoue y cols. describieron por primera vez canales
mitocondriales de potasio sensibles a ATP (mitoKarp) en mitoplastos
gigantes preparados a partir de mitocondrias de higado de rata. Un afio
méas tarde, Paucke y cols. (1992) en el laboratorio de Keith Garlid,
demostr6 que estos canales tenian caracteristicas similares a los
SarcKarp, es decir, estin compuestos por cuatro subunidades Kir6.x y
cuatro subunidades del receptor de las sulfonilureas SURx. Sin embargo,
presentan funciones distintas, mientras la funciéon de los mitoKarp esta
ligada principalmente con el control del volumen de la matriz
mitocondrial, la funcién de los canales de Karp sarcolemales esta
relacionada con la regulacién de la actividad eléctrica. En 1997, Garlid y
cols. demostraron la relacion entre los canales mitoKarp y la
cardioproteccién. Este grupo de investigadores report6 que la
farmacologia de los canales de Karp de la membrana plasmatica y la de
los canales Katp mitocondriales era diferente, y que algunos farmacos,
como el diazoxido, actuaban en dichos canales de forma distinta (Garcia-

Rivas, 2006)
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1.2.3.2. Regulacion de los canales Karp miocardicos.

Los canales Ksrp deben su nombre a la regulacion inhibitoria
conferida por el ATP intracelular, por lo que un descenso en la
concentracion de este nucledtido favorece la activaciéon de dicho canal.
En todas las células los canales Karp ajustan el estado metabdlico celular
con la actividad eléctrica de la membrana plasmatica. Estos canales
ademas de regular el potencial de reposo también modulan el potencial
de accion, y esto puede desempenar un papel fundamental en los

procesos fisiologicos (Tamayo, 2007).

La actividad desempefiada 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 adenosina
bifosfato de magnesio (Mgapr), funcionando el ATP como un bloqueador
del canal, y el Mgapp como un activador o promotor de su apertura (Li y
Dong, 2010). La regulacion de dichos canales es bastante compleja y se
produce a varios niveles por fosfolipidos de la membrana (PIP2), acidos
grasos (LC-acil-CoA), protein-quinasas (PKA, PKC), pH, y los nucleétidos
intracelulares (ATP, Mgapp), asi como por agentes farmacologicos (para

revision ver Flagg y cols., 2010).

Fisiologicamente, la regulacion del canal por los nucle6tidos
intracelulares (ATP, Mgapp) es la mas importante. En condiciones
fisiolégicas, el ATP intracelular (ATP;) es el regulador principal del canal
Karp. Este compuesto de alta energia se une a la subunidad Kir6.2 y
puede ejercer dos funciones distintas: 1) cierra el canal, y 2) mantiene la
actividad del canal en la presencia de Mg2+. Por otro lado, los nucle6tidos
bifosfato, como el ADP, son esenciales para la apertura fisiologica de los

canales Karp, que de otro modo se encuentran cerrados de forma
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permanente por su marcada sensibilidad al ATPi. Se ha demostrado que
el ADP aumenta la actividad del canal Karp en contra de la inhibicion de
la apertura del canal inducida por el ATPi. No obstante, los efectos
positivos del ADP requieren la presencia de Mg2*; en ausencia de Mg2*
aumenta el efecto inhibitorio del ATPi. La accién de los canales Karp
también puede ser regulada por vias de sefalizacion mediadas por las
protein-quinasas PKA y PKC, aunque todavia no estd claro como la

fosforilacion activa estos canales (Hibino y cols., 2010).

Otro regulador de los canales Karp es el pH, que hace que dichos
canales puedan ser activados, incluso bajo condiciones fisioldgicas, con
un aumento de la demanda metabdlica. La activaciéon simpatica aumenta
la frecuencia cardiaca y la contractilidad miocardica, lo que resulta en
una mayor demanda de oxigeno. La produccion de energia anaerébica en
el corazon con un aumento de la demanda de oxigeno y la estimulaciéon
simpatica durante la realizacion de ejercicio fisico intenso, acelera la
glucdlisis y la acumulacion de lactato intracelular (Figura 1.4). Ha sido
reportado que el lactato intracelular puede activar los canales sarcKarp en
células ventriculares de conejo. Asimismo, en corazones humanos, el
acortamiento del potencial de accion durante la realizacion de ejercicio
intenso y estimulaciéon simpatica puede ser atribuido a la activacion de

los Karp sarcolemales (Nakaya, 2014).
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Figura 1.4. Relacién entre el canal Kare y el potencial de accion en
situaciéon de reposo y durante ejercicio intenso. Tomada de Nakaya
(2014).

Los canales de potasio ATP dependientes pueden ser regulados por
una gran variedad de farmacos, que tienen la capacidad de abrirlos o
cerrarlos. Entre los farmacos destinados al bloqueo de dichos canales,
podemos encontrar la glibenclamida, que es uno de los bloqueadores mas
conocidos, no especifico, que actiia tanto en el sarcolema como en la
mitocondria. Por otro lado, el 5-HD puede bloquear selectivamente los
canales mitoKarr y el HMR 1883 o HMR 1098 puede inhibir
selectivamente los canales Karp sarcolemales. En cuanto a la activacion
de los canales, la mayor parte de los denominados abridores de canales
de potasio (KCO — potassium channel openers) no son selectivos y
actGan uniéndose a la subunidad SUR para modular su activacion.
Actualmente no existe un abridor selectivo para los Katp en el sarcolema,
sim embargo, el diazéxido puede abrir selectivamente los mitoKarp. El
pinacidil, (4-pyridil cianoguanidina), farmaco utilizado en esta tesis,

originariamente conocido como Agente P1134 (Ahnfelt-Ronne, 1988
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citado por Ferrero, 2005), es un abridor no selectivo de los canales Katp
ampliamente estudiado por sus propiedades cardioprotectoras vy
comercializado por su efecto antihipertensivo debido a su acciéon

relajante en el musculo liso (Ferrero, 2005).

1.2.3.3. Consecuencias de la apertura del canal Karp en la

isquemia miocardica aguda.

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 miocéardica (Vajda y cols., 2007). La concentraciéon de potasio
extracelular se eleva rapidamente durante la isquemia miocardica,
pudiendo contribuir a la despolarizacién del tejido circundante, la
disminucion de la duracién del potencial de accion, la falta de
uniformidad de la repolarizacion y en tltima instancia a la induccion de
arritmias malignas. Existe una fuerte evidencia cientifica de que la
acumulacién extracelular de potasio inducida por la isquemia y
consecuentemente la reduccion de la duracion del PA es el resultado, en
gran medida, de la apertura de canales Karp (Billman, 1994; y Billman,

2008).

Los efectos protectores de la activacion de los canales Karp durante
la isquemia vienen siendo ampliamente debatidos. Gross y cols. (1999)
proponen que la apertura de los canales Karp es responsable de la
cardioproteccion a través del acortamiento de la fase 3 de repolarizaciéon
del potencial de acciéon y la hiperpolarizaciéon de la membrana cardiaca,
ya que ambos, reducirian la sobrecarga de calcio durante la isquemia o
reperfusion y ello conllevaria una preservacion del ATP. Asimismo,

Garlid citado por Tamargo (2004), propone que la apertura de los
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canales Karp durante la isquemia miocéardica acorta el potencial de accion
y disminuye la entrada de Ca2* a través de los canales tipo L, ambos
efectos previenen la sobrecarga de Ca2*, preservando los niveles de ATP e

incrementando la supervivencia celular.

El efecto protector se debe a que al reducir la entrada de Ca?*, las
reservas de energia que de otro modo serian utilizadas por la célula para
la contraccién, son preservadas. Esta “maniobra” cardioprotectora es
autolimitada, ya que si muchos miocitos detienen la contraccibén, el
corazon deja de bombear y el animal muere. Siendo asi, parece razonable
la idea que tenga lugar una proteccion temporal de un pequeilo niimero
de células, o de una region del corazon, contra los dafos de la sobrecarga
de Ca?* durante la isquemia (ver revision de Zhang y cols., 2010).
Asimismo, Lederer y cols. (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 duracién del PA, de la disminucién de la liberacion de
Ca2* del reticulo sarcoplasmico y, consecuentemente, del fallo contractil
precoz. Se conoce que la sobrecarga de calcio puede conducir a la muerte
celular por necrosis y apoptosis, asi pues, la activacion de los canales
sarcKarp puede ser un mecanismo cardioprotector al disminuir la entrada
de calcio, el grado de contractura de los miofilamentos e impedir la

sobrecarga de calcio mitocondrial.

McPherson y cols. (1993), utilizando una sustancia abridora del
canal Karp, el pinacidil, en un modelo de isquemia global en el ventriculo
derecho de cobayas, observaron una mejoria en la preservacion del ATP y

de la energia almacenada en forma de fosfato de creatina, lo que
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probablemente se encuentra ligado a su efecto sobre la contractura

isquémica y a un fallo prematuro contractil.

El papel que la apertura de dichos canales juega en el
precondicionamiento isquémico (PCI), mecanismo por el cual la
exposicion del corazén a breves periodos de isquemia que preceden a un
episodio isquémico sostenido, conduce a una reduccion significativa en el
tamafio del infarto, también ha sido ampliamente estudiado, sobre todo
en relacion a la contribucién de los canales Karp sarcolemales o
mitocondriales. Si bien hace tiempo se plante6 la hipotesis de que los
canales Karp sarcolemales eran responsables de la proteccién del
miocardio isquémico en el caso del precondicionamiento, evidencias
posteriores sugieren que pueden ser los canales Karp mitocondriales los
que medien la cardioprotecciéon inducida por el precondicionamiento
(Gross and Fryer, 1999). Siguiendo esta linea, Gross y Auchampach
(1992) propusieron por primera vez que la apertura de los canales Karp
estaba involucrada en los efectos protectores del precondicionamiento
isquémico y que los farmacos abridores de dicho canal simulaban el
precondicionamiento, mientras que los bloqueadores eliminaban la
funciéon protectora durante la isquemia. Asi mismo, también ha sido
documentado que los abridores de los canales Karp preservan el
rendimiento mecénico durante la reperfusién, mientras que sus
antagonistas pueden deteriorar la disfuncién mecanica bajo estas

condiciones (ver revisiéon de Billman, 1994).

Si por un lado, la activacién de dichos canales parece preservar
los niveles de ATP durante la isquemia, alargando la supervivencia
celular, por otro lado, la acumulacion de K+* extracelular y el
acortamiento del periodo refractario, hacen que el corazén isquémico sea

mas vulnerable a arritmias por reentrada (Janse y Wit, 1989).
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Billman (1994) en una revision sobre el tema, describi6 que bajo
ciertas condiciones, la activacion de los canales de potasio puede
presentar propiedades antiarritmicas, particularmente contra las
arritmias que resultan de anormalidades en la repolarizacién. En este
sentido, diversas propiedades antiarritmicas fueron atribuidas a los
abridores de los mencionados canales en modelos experimentales no-
isquémicos, en los cuales las arritmias se producen como resultado de
post-despolarizaciones tempranas, que son oscilaciones de potencial de
membrana que ocurren durante la fase 3 del potencial de acciéon
cardiaco, que dependen fundamentalmente, de un retraso en la
repolarizaciéon y pueden ser prevenidas por un activador de los canales

Karp (ver revision de Billman, 1994).

1.2.4. Revision sobre el estado actual de conocimientos de
los mecanismos por los que el ejercicio fisico cronico ejerce
un efecto protector cardiovascular.

Como es sabido una de las principales causas de muerte en el
mundo occidental industrializado es la muerte stibita de origen cardiaco,
producida fundamentalmente por la instauracion de fibrilacion
ventricular (FV), que se caracteriza por la presencia de una actividad
eléctrica desorganizada y cadtica y que en un plazo de 4 a 5 segundos
después del comienzo de la FV se produce alteraciones de la funcién
cerebral por ausencia de flujo sanguineo efectivo, provocando la muerte

sila FV no es revertida (Guyton y Hall, 2006).

El ejercicio fisico cronico ha sido propuesto como maniobra
protectora no farmacoloégica antiarritmica (Billman, 2002). Estudios de
caracter experimental y clinico han evidenciado el efecto protector de la

practica de ejercicio fisico regular frente a la instauraciéon de ciertas
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arritmias. Asi, en un estudio realizado por Hull y cols. (1994) se observd
una mayor dificultad para producir FV inducida por la isquemia en
perros que habian seguido protocolos de ejercicio fisico, contrariamente
a lo que sucedia con los animales sedentarios. De la misma forma, Collins
y Dicarlo (2005), investigando el efecto del ejercicio fisico agudo sobre el
umbral para la instauraciéon de arritmias ventriculares y el papel que
podia jugar el sistema receptor de adenosina intrinseco, encontraron que
la realizacion de ejercicio elevo el umbral de aparicién de ciertas
arritmias. Lujan y cols. (2006) en un estudio realizado con ratas
corredoras con alta capacidad aerbbica, en el que se investigd la
susceptibilidad a las arritmias producidas tras un tiempo breve de OAC
seguida de reperfusiéon, encontraron una menor incidencia de

taquiarritmias ventriculares en las ratas con mejor capacidad aerdbica.

Pese a las observaciones realizadas anteriormente, los mecanismos
basicos que estan implicados en los efectos beneficiosos citados no se
hallan totalmente dilucidados en la actualidad (Hamer y Stamatakis,

2008, Powers y cols., 2014b).

El entrenamiento fisico, tal y como ha sido demostrado por
numerosos investigadores usando diversas metodologias experimentales,
incrementa la duracion del potencial de acciébn en el miocardio
ventricular (Tibbits y cols., 1981, Gwathmey y cols., 1990, Natali y cols.,
2002). Como sabemos, el aumento de la duraciéon del potencial de accion
en circunstancias de normal perfusion miocardica, corre paralela a la
refractariedad (Wu y cols., 2006). De hecho, posteriores trabajos de
investigacion experimental han publicado, de modo similar a lo
acontecido con la duracion del potencial de acciéon, un incremento de la
refractariedad ventricular como uno de los resultados del ejercicio fisico

cronico aerobico (Such y cols.,, 2008, Zarzoso y cols., 2012). Este
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incremento de la refractariedad se ha publicado que ocurre en
deportistas, en otros territorios miocardicos (Stein y cols., 2002).
Ademés, en los casos que acabamos de comentar, las modificaciones
producidas por el entrenamiento fisico se ha manifestado en el corazon
aislado y por tanto no sometido a influencias nerviosas centrales ni
humorales, o en la situaciéon de los deportistas, se ha manifestado en el
corazon tras bloqueo del sistema nervioso autonomo. El incremento del
tiempo correspondiente al periodo refractario es en si mismo un posible
mecanismo que podria explicar la menor incidencia de arritmias debida a

la realizacion de ejercicio fisico regular.

Otro mecanismo que parece estar implicado en el efecto
cardioproctetor del ejercicio fisico es el sistema de intercambio Na+*/Ca2+
(NCX). Mace y cols. (2003) realizaron un estudio en un modelo de
cardiomiocitos aislados procedentes de ratas ejercitadas y envejecidas
sobre NCX, y encontraron que si bien el envejecimiento incrementé la
actividad de dicho intercambiador y la duracion del potencial de accion,
el entrenamiento, aunque aument6 la duraciéon del potencial de accion,

no modifico la actividad del sistema de intercambio Na+/Caz2*.

Collins y cols. (2005) realizaron una investigacion experimental
sobre la cardioproteccion inducida por el ejercicio diario. Estos autores
analizaron el efecto del entrenamiento en ratas sedentarias normotensas,
hipertensas y entrenadas hipertensas, y encontraron que el ejercicio
fisico diario aument6 el umbral para la instauracién de arritmias
ventriculares y que disminuyé la expresion del intercambiador Na*/Ca2*
al tiempo que normaliz6 la expresion de otras proteinas ligadas a los
movimientos de calcio como el fosfolamban, que se hallaban

anormalmente alteradas en las ratas hipertensas. Estos autores
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atribuyeron la menor incidencia de arritmias por el ejercicio fisico a la
reduccién de la alteracion de las proteinas reguladoras del calcio. Como
contraste, Kukielka y cols. (2011) relataron que en perros sedentarios y
susceptibles a la fibrilacion ventricular la expresion de NCX1 estaba
aumentada comparada con los perros resistentes a la arritmia, y que el
entrenamiento “normaliz6” (redujo) su expresion. De este modo,
concluyeron que el entrenamiento fisico produce una normalizacién en
los niveles de NCX1, lo que interpretaron, ademas, como una mejora en
la regulacion del calcio citosélico y por tanto como un mecanismo
protector frente a la instauracion de arritmias letales. A diferencia de los
anteriores autores, Feger y Starnes (2013), en ratas ejercitadas con
protocolos de carrera sobre cinta rodante que generaron hipertrofia
cardiaca, aunque encontraron una modificacién en la densidad del
intercambiador Na*/H*, no encontraron ninguna diferencia en lo que se
refiere a NCX.

Factores postulados que podrian contribuir a tales adaptaciones en
los seres humanos, entre otros, el efecto sobre el sindrome metabdlico, la
reduccion de la obesidad, la reduccion de la incidencia de la diabetes no
dependiente de insulina, la disminucién de la presion arterial, la mejora
de la perfusion miocardica, el aumento de la actividad fibrinolitica del
plasma y la alteracion del perfil lipidico en sangre. Aunque el ejercicio
puede mejorar beneficiosamente estos factores de riesgo, se ha publicado
que la reduccion en la mortalidad puede ocurrir independientemente de
los mismos (Billman, 2002). Otros factores propuestos, que operan
beneficiosamente a través de la realizacion de ejercicio, han sido: las
mejoras en la circulacién coronaria colateral y en la funcion endotelial, el
aumento de las proteinas de estrés del reticulo endoplasmico y/o una

elevada actividad miocardica de la enzima ciclooxigenasa 2 y el aumento
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de la actividad parasimpatica por el entrenamiento (para revisiéon ver
Billman y cols., 2009, Powers y cols., 2008 y Powers y cols., 2014b). No
obstante se reconocen incertidumbres al respecto y opiniones acerca de
que la proteccion por el entrenamiento puede no deberse sélo al efecto
parasimpatico toénico (Billman y Kukielka, 2006). Otros autores han
informado que el ejercicio mejora la eficiencia mecanica contractil del
miocardio in vivo durante los procesos de isquemia reperfusiéon y que
esta protecciéon del miocardio inducida por el ejercicio se asocia con un
aumento tanto de las proteinas de choque térmico HSP72, asi como de
las defensas antioxidantes cardiacas. El entrenamiento se asocia con
incrementos significativos en los niveles relativos de las HSP40, HSP60
HSP72 y HSP90 miocardicas (Hamilton y cols. 2001, Such y cols., 2008).
También se ha sugerido el ejercicio regular resulta en una reduccién de la
apertura del poro de transicion de permeabilidad mitocondrial sensible

al calcio, en presencia de sustratos del complejo IT (Marcil y cols., 2006).

Uno de los actuales enfoques para identificar los mecanismos
béasicos por los que el ejercicio fisico ejerce su efecto protector ha ido
dirigido a investigar la participacion de la corriente vehiculada por el
canal Karp. Sobre este punto realizamos a continuaciéon un anélisis

especial.

1.2.5. Analisis especial de la implicacion del canal Karp en

los efectos protectores del ejercicio fisico crénico.

La implicacién del canal de potasio sensible a ATP en los efectos
protectores del ejercicio fisico cronico ha sido objeto de gran ntimero de
investigaciones en la actualidad. Si por un lado, un importante nimero
de autores (que mas adelante comentamos) considera que el

entrenamiento fisico actiia mediante la apertura de dichos canales, que
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es lo que ocurre espontidneamente durante la isquemia miocardica, por
otro lado, los resultados obtenidos en estudios en los que se investigo el
efecto del entrenamiento sobre las propiedades de la corriente vehiculada
por el canal Karp en cardiomiocitos procedentes de animales sedentarios
y entrenados (Jew y cols., 2002), y observaciones realizadas por nuestro
grupo (Soler y cols., 2014 y del Canto y cols., 2012) no parecen encajar
con la idea de que el ejercicio fisico ejerza su efecto protector

antiarritmico a través de la apertura del mencionado canal.

Estudios realizados por Brown y cols. (2005), en corazén aislado de
conejo, demostraron que el entrenamiento fisico aumentaba la expresion
de los canales Karp de la membrana celular y que la inhibicion
farmacologica de dichos canales disminuia los efectos beneficiosos del
entrenamiento fisico contra el dafio producido por la isquemia-
reperfusion. Del mismo modo, Zingma y cols. (2011) corroboraron que la
regulacion producida por la expresion del canal Karp parece formar parte
del remodelado cardiaco producido por el entrenamiento fisico, puesto
que se observd un incremento significativo en la expresion de
subunidades Kir 6.2 y SUR2A en miocitos ventriculares de ratones
entrenados. Asimismo, en un estudio con ratones transgénicos se ha
demostrado que los canales Karp son necesarios para la adaptacion del
corazén al estrés. En dicho estudio se observd que los ratones
modificados genéticamente (sin la subunidad Kir 6.2) eran menos
tolerantes al estrés fisico y a la estimulacion simpatica que ratones sin

mutacién (Zingma, 2002).

Estudios posteriores han intentado dilucidar en qué medida los
canales Karp facilitan la proteccion antiarritmica en corazones
entrenados durante la isquemia y reperfusion. Quindry y cols. (2010), en

un estudio realizado en ratas entrenadas a las que se les administraba 5-
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hidroxidecanoato  para  bloquear los canales mitoKarp, ¥y
alternativamente, HMR1098, para bloquear los canales sarcKare,
observaron que la inhibicion de los canales mitoKarp mitigaba los efectos
antiarritmicos del ejercicio, mientras que la inhibicién de los canales
sarcKarp no lo hacia. Ademas, observaron una elevacion del estrés
oxidativo en los corazones sedentarios y en el de los animales ejercitados
en los que se utilizo el bloqueante de los canales mitoKatp, lo que hace
pensar que es la apertura del canal mitoKarp, la que proporciona
proteccion antiarritmica como parte de la cardioproteccién mediada por

el ejercicio contra la isquemia y reperfusion, (Quindry y cols., 2010).

Zingman y cols. (2011) han planteado que la regulacion producida
por la expresion del canal de Karp parece ser parte de la remodelacion
cardiaca inducida por el ejercicio, demostrando un incremento
significativo en la expresion de subunidades Ki:6.2 y SUR2A en los
extractos de proteinas de los ventriculos de ratones entrenados, y por lo

tanto, con una mayor resistencia a la lesion isquémica del miocardio

Del mismo modo, Brown y cols. (2005), utilizando un modelo de
corazon aislado semejante al nuestro, publicaron que el entrenamiento
fisico aumentaba la expresion de los canales Karp de la membrana celular
y que la inhibicion farmacolégica de los mencionados canales mitigaba
los efectos beneficiosos del ejercicio fisico contra el dano producido por

la isquemia-reperfusion.

A pesar a lo expuesto anteriormente, hay una gran cantidad de
autores que defienden que la apertura del canal Karp €jerce un efecto
deletéreo (Di Diego y Antzelevitch, 1993; ver revisiones de Billman,
2008; y Flagg y cols., 2010). Segln esos autores, la activacion de los

canales Karp produce un aumento de la salida de potasio y una reduccion

42



1. Introduccién.

de la DPA, pudiendo contribuir significativamente a la induccién de
arritmias malignas (ver revisiéon de Billman, 1994). Es por esta razén que
resulta dificil comprender que el ejercicio fisico proteja a través de un
efecto abridor del canal Karp 0 a través de efectos que determinen una
mayor actividad de la corriente que vehicula este canal, si tenemos en
cuenta que: a) ha sido publicado que el ejercicio fisico ejerce un efecto
antiarritimico, b) que la apertura del canal Karp es arritmogénica, como
acabamos de ver, y ¢) que el bloqueo de este canal es quien ejerce mas

bien un efecto anti arritmico.

Lo anteriormente dicho nos hace plantear si los efectos
electrofisiologicos beneficiosos del ejercicio fisico cronico en el corazéon
isquémico, se pueden realmente relacionar, al menos en parte, con la
activaciéon de la corriente que vehiculan los canales Karp, a través del
estudio de ciertos parametros electrofisioldgicos, tanto en condiciones de

normal oxigenacién, como tras isquemia regional aguda

1.3. Resumen de la justificacion de los objetivos e hipoétesis

de trabajo.

Dado que: 1. Se ha publicado que ejercicio fisico cronico ejerce
efectos protectores frente al desencadenamiento de fibrilacion
ventricular, que es la principal causa de muerte subita cardiaca; 2. Que
de entre los mecanismos béasicos propuestos para explicar el efecto
protector se ha planteado una mayor actividad de la corriente vehiculada
por la apertura del canal de potasio sensible a ATP del sarcolema del
cardiomiocito ventricular; 3. Ha sido relatado que la apertura del
mencionado canal ejerce un efecto arritmogénico; 4. Este efecto
contrasta con el efecto antiarritmico del ejercicio fisico cronico; y 5. Que

observaciones previas realizadas por nuestro grupo parecen asemejar
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mas bien el bloqueo, y no la apertura, del canal Karp a los efectos
electrofisiologicos del entrenamiento fisico; nos hemos propuesto
investigar la similitud o, por el contrario, la discrepancia, entre los
efectos, a nivel de algunos parametros electrofisioldgicos relacionados
con la instauracion de fibrilacion ventricular, que produce el ejercicio
fisico cronico y la apertura del canal Karp. Estos parametros los
estudiaremos en un modelo de corazén aislado de conejo (no sometido
por tanto a influencias nerviosas centrales ni humorales) al que
someteremos a isquemia regional aguda, procedentes de un grupo de
animales sometidos a un protocolo de ejercicio sobre tapiz rodante, de un
grupo tratado con un abridor del canal Karp y de un grupo control. Con
ello podremos encontrar las posibles semejanzas o por el contrario
contraposiciones, antes comentadas, entre grupos y contribuir a aclarar
aquellos puntos mas oscuros en relacion a la idea extendida y defendida
por la mayor parte de los investigadores, de que el ejercicio fisico cronico
ejerce su efecto protector a través de un aumento de la corriente

vehiculada por los canales Karp.

Nuestra hipotesis es que el ejercicio fisico cronico ejercera efectos
electrofisiol6gicos contrapuestos a los originados por la apertura del

canal Karp.

44



1. Introduccién.

1.4. Plan de trabajo.

Para poder alcanzar los objetivos propuestos en la presente tesis

doctoral, hemos disenado el siguiente plan de trabajo:

o En corazén aislado de conejo, normalmente oxigenado,
analizaremos el efecto de la apertura del canal Karp con pinacidil
sobre los parametros relacionados con la refractariedad

miocéardica:

1. Periodo refractario efectivo ventricular obtenido

utilizando el test del extraestimulo ventricular (TEEV).

2. Periodo refractario funcional ventricular obtenido
utilizando el TEEV.

3.  Inducibilidad de la FV mediante la aplicaciéon del TEEV.

e Tras la aplicacion de los correspondientes test estadisticos,
comparararemos los resultados de estos parametros con los
procedentes de un grupo control y los procedentes de animales

sometidos a un protocolo de entrenamiento fisico.

e En corazon aislado de conejo sometido a fibrilacion ventricular, sin
interrumpir la perfusién, normalmente oxigenado y tras isquemia
regional aguda, analizaremos las modificaciones electrofisiologicas

producidas por la apertura del canal Karp, sobre los siguientes

parametros:
1. Periodo refractario funcional durante la FV.
2. Intervalos diastélicos del ciclo fibrilatorio (intervalos VV)

como parametro relacionado con la refractariedad.
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3. Coeficiente de variacion del PRFFV, como indice de
dispersion de este parametro y de la heterogeneidad

electrofisiol6gica del miocardio ventricular.

4. Coeficiente de variacion de los intervalos diastélicos del

ciclo fibrilatorio (intervalos VV) como indice de heterogeneidad.

5. Determinacion de la frecuencia dominante de la

fibrilacién ventricular (parametro indirecto de refractariedad).

6. Coeficiente de variaciéon de la frecuencia dominante

media (indice de heterogeneidad).
7. Indice de regularidad de la sefial fibrilatoria.

8.  Estabilidad de la FV y reversion de la misma mediante la

aplicacion de choques eléctricos.

Tras la aplicacion de los correspondientes test estadisticos,
compararemos los resultados de estos parametros con los
procedentes de un grupo control y los procedentes de animales

sometidos a un protocolo de entrenamiento fisico.
Una vez realizados el andlisis, tratamiento estadistico y la

correspondiente discusion referente a los resultados, procederemos

a la extraccion de las conclusiones mas apropiadas.
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2. Material y métodos.

2.1. Material.
2.1.1. Animales de experimentacion: caracteristicas.

El presente estudio fue realizado en corazones aislados, con un
peso medio de 14,5 + 2,6 g y un flujo coronario inicial de 71,0 + 14,6
ml/min, procedentes de conejos macho de raza Nueva Zelanda
(Oryctolagus cunniculus). Los conejos fueron alimentados ad libitum y
tenian un peso medio al final del periodo de estabulacién de 3,7 + 0,6 Kg.
Estos animales fueron criados y facilitados por la Granja San Bernardo
S.L., llegando al animalario de la Unidad Central de Investigacion de la
Facultad de Medicina de la Universitat de Valéncia con una edad de 9
semanas. A continuacién, fueron estabulados durante un periodo de 7
semanas bajo las siguientes condiciones de estabulacion: temperatura
entre 21-23°C, humedad relativa del 31% y control en los ciclos de luz

alternando la luz artificial con la oscuridad.
2.1.2. Reactivos.
Los reactivos utilizados en cada uno de los experimentos fueron los

siguientes:

v' CaCl,, MgCl,, KCl, NaH,PO,, NaHCO;, NaCl y glucosa
(Panreac® Quimica) para la preparacion de la solucién de

Tyrode (liquido nutricio).

v' Heparina soédica al 5% (Rovi®) para la heparinizaciéon del

animal.

v' Tiopental sédico (B Braun Medical) para el sacrifico del

animal.

v Pinacidil de Sigma® para abrir los canales Katp dependientes.
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2.1.3. Dispositivos.
2.1.3.1. Pesaje de los animales.
Balanza precision (Precisa Balances®) modelo GF-2000 y balanza
Soehnle®.
2.1.3.2. Entrenamiento de los animales.

Tapiz rodante LE8700 (“treadmill”) de Panlab® S.L. adaptado para
el uso en conejos, compuesto por una cinta rodante y una unidad de

control (figura 2.1).

Figura 2.1. Tapiz rodante y unidad de control.

2.1.3.3. Infusion del farmaco.

Bomba de infusion P400 IVAC (figura 2.2), que fue utilizada para
infundir el farmaco pinacidil, de forma continua y a una concentracion

constante, a través de la raiz adrtica del corazon.
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Figura 2.2. Bomba de infusiéon P400 IVAC.

2.1.3.4. Desfibrilacion de los corazones aislados.

Desfibrilador disenado en la Universidad Politécnica de Valencia
gracias a un proyecto de colaboraciéon con el grupo de bioingenieria del
instituto ITACA (BioITACA). El desfibrilador esta compuesto por una
unidad de control y dos palas circulares de metal con un didmetro de 20
mm, éstas se colocan directamente en la superficie epicardica del corazén
para la aplicacion del choque y se conectan a la unidad de control, que a
su vez, permite aplicar descargas de ondas bifasicas (100 voltios de pico e
inversion de polaridad en el 80% del ciclo) con una energia ajustable
entre 0,05 y 2,99 julios, con pasos de 0,01 julios. El control de la energia
transferida puede ser realizado automaticamente por medio de un

microcontrolador que ajusta el tiempo de descarga del condensador.
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Figura 2.3. Desfibrilador manual.

2.1.4. Sistemas y programas informaticos.
2.1.4.1. Sistema de perfusion del corazon.

El sistema de perfusion estd compuesto por un sistema de soporte
metabolico tipo Langendorff, una bomba peristaltica (Cole-Parmer®
Instrument Co®) y una bomba circulante de termostataciéon (Neslab®
Instrument, Inc®) que mantiene caliente, a unos 40°, el agua destilada
que circula por la camara externa de la doble camisa del sistema (figura
2.4). Dicho sistema, esta formado por varios tubos y cdmaras de vidrio,
por los que circula el liquido de perfusion, denominado Tyrode, antes de
llegar a la canula de inyeccion. Este liquido nutricio, que estd compuesto
por los siguientes electrolitos y sus correspondientes concentraciones
(mM): NaCl: 130; KCl: 5,6; CaCly: 2,9; MgCl.: 0,6; NaH.PO,: 1,4.;
NaHCOg: 25 y glucosa: 12; es impulsado desde un deposito exterior, en el
que se realiza la oxigenacién y ajuste de pH, gracias a la utilizacion de
carbogeno (95% 0.y 5% CO.), hasta la parte mas elevada por medio de
una bomba peristéltica, habiendo pasado previamente por un filtro y un

depoésito de calentamiento (figura 2.4). La presion de perfusion es
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controlada manualmente mediante un mandémetro integrado en el

sistema.
PC
BOMBA PACE;;A;’
PERISTALTICA e ADQUISICION DE
T DATOS
OXIGENACION uﬂ UU |[ l
SISTEMA DE MAPTECH
PERFUSIONTIPO
. ] B0 LANGENDORFF —
L _ CI(‘).\'- ’ @ @ 8
- - -t
CoOZ TYRODE( 1 g7ec [ ESTIMULADOR
.| = .
DEPOSITO
DE AGUA
| 1\ MULTIELECTRODOQ
256 ELECTRODOS UNIPOLARES

CORAZON

Figura 2.4. Representacion del sistema experimental empleado.

El método Langendorff nos permite suministrar al corazén aislado
el oxigeno y los metabolitos necesarios, asi como el mantenimiento de la
temperatura fisiolégica gracias a la perfusion del liquido nutricio por
medio de una canula insertada en la aorta ascendente. El liquido nutricio
es impulsado a través de la aorta en el sentido contrario al de la
circulaciéon sanguinea. Esta perfusion retrégrada a través de la aorta,
debido al cierre de las valvulas aorticas, permite la circulacion del fluido
por las arterias coronarias durante la fase diast6lica, como ocurre en el
ciclo cardiaco normal. El liquido contintia entonces a través del sistema
coronario y tras irrigar a los tejidos cardiacos, desemboca por el ostium

del seno coronario en la auricula derecha. El flujo coronario necesario
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depende del tamano del corazén. Con esta técnica, las dos camaras
situadas en la parte izquierda del corazén permanecen esencialmente sin
liquido y los ventriculos se contraen contra la presion atmosférica de su
interior, siendo, por tanto, un sistema de soporte metabdlico de corazéon

aislado sin carga.

2.1.4.2. Sistema de registro.

El sistema de registro de la actividad eléctrica cardiaca esta

compuesto por los siguientes elementos:

Electrodo bipolar de registro de plata con didmetro de 0,5 mm y una

separacion interelectrodo de 1 mm, para el registro del auriculograma.

Electrodo maltiple para registro de los electrogramas ventriculares,

compuesto por 256 electrodos unipolares de acero inoxidable con un
didmetro de 0,125 mm y una distancia interelectrodo de 1 mm (figura

2.5).

Ambos electrodos se conectan a un sistema de cartografia

epicardica.

Figura 2.5. Electrodo miltiple de registro. En
esta imagen se pueden apreciar claramente los
256 electrodos unipolares que forman la placa.
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Sistema de cartografia de la actividad eléctrica cardiaca (MapTech) para
la adquisicion, la digitalizacion y el procesado de las sefales
electrogréficas ventriculares. Los electrogramas se amplificaron con una
ganancia comprendida entre 100 y 300, se filtraron eliminando 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 resolucion de 12 bits. Los registros obtenidos a lo largo del
experimento fueron almacenados en un soporte digital preparado para la
adquisicion y registro de la actividad eléctrica cardiaca con el fin de

poder realizar el posterior analisis de las sefiales adquiridas.

Figura 2.6. Sistema de cartografia MapTech®.

2.1.4.3. Sistema de estimulacion.

El sistema de estimulacién estd compuesto por los siguientes

elementos:

Electrodo bipolar de estimulacién de acero inoxidable con un didmetro

de 0,125 mm y distancia interelectrodo de 1 mm, ubicado en la pared

libre del ventriculo izquierdo y conectado al estimulador Grass®.
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Estimulador Grass® El estimulador permite emitir pulsos rectangulares

de corriente, con un amplio rango de duraciones, pudiendo controlar
parametros tales como frecuencia de estimulacion, intensidad y tiempo
de duracién del estimulo. De este modo conseguimos una estimulacion
controlada en una zona concreta y programada gracias a un sistema

computarizado que permite emitir pulsos de corriente (figura 2.7).

Figura 2.7. Estimulador Grass® S88 (vista frontal).

2.1.4.4. Programas informaticos.

PaceMap® (afio 2002), software del sistema de mapeo cardiaco
utilizado en la captura y anélisis de electrogramas en los experimentos.
Este software incorporado en el sistema de adquisicibn MapTech
permite la visualizaciéon canal a canal (figura 2.8) y la realizacion de
diversas determinaciones relacionadas con la cartografia de la actividad
eléctrica cardiaca o el marcado de instantes de activacion en los
electrogramas. Para ello, es necesario definir previamente y proporcionar
al programa las matrices de correspondencia electrodo-canal que

codificaran la distribucién espacial de las sefiales.
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Figura 2.8. Detalle del programa Pacemap®.

Matlab® 7.8.0.347 (R2009a), programa que ofrece un entorno de
desarrollo integrado con un lenguaje de programacion propio, sobre el
que se ha programado diversas aplicaciones para el tratamiento de los
datos del estudio. Se programé una aplicacion con el fin de realizar el
anélisis de las sefiales de FV y obtener los parametros estadisticos que la
caracterizan, llamada MedMap. Esta aplicacion se utilizd6 para la
comprobaciéon y validacién de mapas y espectros de frecuencia de las
sefiales de FV. También se utiliz6 para la visualizacion de los histogramas
de los intervalos VV de la FV y obtencién de los parametros estadisticos a

partir de un fichero ASCII de marcas extraido del PaceMap®.

SPSS®, paquete estadistico empleado para el anélisis estadistico de los

resultados (versién 22).

Microsoft Office®, soporte informatico con el que se ha realizado el

presente manuscrito (version 2010).
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2.2, Métodos.
2.2.1. Grupos de estudio.

Los animales fueron distribuidos en 3 grupos experimentales:
entrenado, control y tratado con pinacidil (abridor de los canales Karp).
El grupo entrenado compuesto por 11 animales que fueron sometidos a
un protocolo de entrenamiento fisico durante seis semanas, el grupo
control formado por otros 13 animales que no participaron en el
protocolo de entrenamiento y que permanecieron estabulados durante
dicho periodo y por tultimo, el grupo de animales cuyos corazones
aislados fueron tratados con pinacidil, constituido por 8 animales de

caracteristicas similares al grupo control.

2.2.2. Estabulacion.

Los conejos permanecieron siete semanas en jaulas individuales de
dimensiones reglamentarias y se utilizé viruta de nogal Lignocel UBK
1500/3000 para mantenerlos en las condiciones de limpieza més
adecuadas. Todos los animales estudiados fueron alimentados con agua y
pienso (Harlan Teklad Global Rabbit Diet), ad libitum.

Para una mejor adaptacion se establecid el fotoperiodo artificial de
12 horas (12 horas de luz y 12 horas de oscuridad) y se les someti6é a una
temperatura de entre 21 y 23° C y humedad relativa del 31%, tal y como

hemos comentado en el apartado 2.1.1.

2.2.3. Protocolo de entrenamiento fisico.

El protocolo de entrenamiento se aplico durante 6 semanas y
consisti6 en 30 sesiones de carrera en tapiz rodante, a razén de 5
sesiones semanales consecutivas (5 dias a la semana durante 6 semanas).

Cada sesion se compuso de 6 series de carrera continua durante 4
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minutos, con 1 minuto de descanso entre series y una velocidad de 0,33
m/s (20 m/min). Esto supuso un entrenamiento diario de 29 minutos de
lunes a viernes con un periodo de descanso de dos dias (sabado y

domingo).

La supervision de la correcta realizacion del ejercicio sobre la cinta
rodante fue realizada de forma continua. Los conejos que, una vez
iniciado el periodo de entrenamiento, no corrieron adecuadamente
durante cinco sesiones consecutivas, fueron excluidos del presente
estudio. Tras el periodo de entrenamiento se procedi6é a la preparacion

experimental para realizar el estudio electrofisioldgico.

Figura 2.9. Animal entrenando en cinta rodante.

Los conejos que no fueron sometidos al protocolo de
entrenamiento (grupo control y grupo tratado con pinacidil)
permanecieron en jaulas idénticas durante el mismo tiempo que
estuvieron los conejos sometidos al protocolo de entrenamiento, esto es,
seis semanas mas la semana que entrana la familiarizacion de los conejos

con la cinta.
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2.2.4. Preparacion experimental.

Tras el periodo de estabulacién y/o entrenamiento se procedi6 a la
realizacion de la preparacién experimental (Fig. 2.10) para poder
efectuar el protocolo electrofisioldgico en corazon aislado. Los animales
se sacrificaron mediante una inyeccién intravenosa de tiopental sédico
(60 mg/kg) con 500 u. i. de heparina sbédica a través de la vena marginal
de la oreja. A continuacién y mediante una toracotomia medioesternal y
una pericardiotomia, se extrajo el corazén rapidamente, seccionandolo
por su pediculo vascular, sumergiéndose en una solucién de Tyrode a
baja temperatura (1-5°C) para su posterior manipulaciéon sin deterioro
metabolico del tejido cardiaco. Tras seccionar la arteria pulmonar y a
continuacién disecar la arteria aorta ascendente, ésta se secciond
también y se conect6 al sistema de Langendorff, mediante hilo de seda de
entre 1-2 mm de didmetro, perfundiendo el corazén retrégradamente con
la solucién de Tyrode a 37 °C. La presion de perfusion inicial se fijo en 60
mm Hg.

Una vez ubicado el corazén en el sistema, se eliminaron los restos
de los tejidos adyacentes (pulmon, traquea, etc.) y mediante una pequeiia
seccion en la auricula izquierda, se procedié al corte de las cuerdas
tendinosas de la valvula mitral para hacerla insuficiente y permitir el
escape, en caso que fuera necesario, del liquido por la auricula izquierda,
evitando asi posibles acumulaciones de Tyrode en el ventriculo izquierdo,
si se diera la situacion de que la valvula aortica mostrara cierta
insuficiencia, para evitar la creacion accidental de un modelo de working

heart no deseado.
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Figura 2.10. Distintos momentos de la preparaciéon experimental: inyecci6on
de tiopental a través de la vena marginal izquierda para sacrificio del animal
(a), extracciéon del corazén mediante toracotomia y pericardiotomia (b),
corazén sumergido en la solucion de Tyrode frio (c¢), inserciéon de la aorta en la
canula del sistema (d) y preparacion fijada al sistema (e).

El liquido de perfusiéon, ubicado y oxigenado en un deposito
exterior, es el que le aporta al corazon los nutrientes, oxigeno y di6xido
de carbono necesarios y es impulsado a los vasos coronarios de forma
normograda gracias a una bomba peristaltica que conduce al liquido
nutricio hasta la parte mas elevada del sistema de Langendorff. Todo ello
tras un filtrado previo con un filtro de membrana de nitrocelulosa con un
tamafio de poro de 3 um, adecuado para evitar el paso de particulas que
pudiesen causar una posible obstruccion de los vasos coronarios. Una vez
introducido en el sistema tubular, el Tyrode se mantiene caliente ya que

el sistema posee una doble camisa por donde pasa el agua que lo
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atempera, para ello empleamos una bomba circulante de termostatacion,
consiguiendo alcanzar la temperatura idonea de 37°C en la raiz adrtica.
Finalmente, y antes de la colocaciéon de los electrodos, se circundé la
arteria coronaria circunfleja con seda trenzada 2-o0 (TC-12 / CT 20 mm

1/2) gamma estéril® de Laboratorio Arago, s.a.

A continuacion se colocaron los electrodos del siguiente modo: se
ubicaron dos electrodos bipolares, revestidos de plata, uno para el
registro del electrograma auricular y otro en el ventriculo izquierdo para
su estimulacion eléctrica (figura 2.11.). El registro de la actividad eléctrica
ventricular se realiz6 por medio de un electrodo maultiple con 256
electrodos unipolares de acero inoxidable. El electrodo multiple fue
colocado en la superficie epicardica de la pared lateral del ventriculo
izquierdo (en la zona mas prominente). La grabacion de los registros fue
obtenida con un sistema de cartografia de la actividad eléctrica cardiaca

(MapTech®), como se ha comentado anteriormente.

Figura 2.11. Ubicacién de los diferentes electrodos sobre la
superficie epicardica cardiaca.
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2.2.5. Protocolo experimental.

Tras ubicar el corazdén en el sistema de Langendorff y situar los
electrodos correspondientes, tal y como se ha detallado anteriormente, y
pasado un tiempo de estabilizacion de 20 minutos, se procedi6 a la
realizacion del siguiente protocolo experimental, llevado a cabo en los

tres grupos experimentales:

1. Estimaciéon del flujo coronario, para calcular la velocidad de
infusion. Para ello se recogié en un vaso de precipitados el Tyrode

que drena desde la arteria pulmonar durante 1 minuto.

2. Calculo de la velocidad de infusion. Multiplicando el volumen de
Tyrode recogido en 1 minuto por 60 (para extrapolarlo a 1 hora) y
dividiendo entre 100 (factor de dilucién empleado) obtenemos una

aproximacion del flujo coronario en ml/h.

3. Registro electrografico basal, durante 10 s, para la determinacion

de la frecuencia cardiaca.
4. Determinacion de umbrales de excitaciéon ventricular.

5. Test del extraestimulo ventricular (TEEV) para el estudio de la

refractariedad ventricular.

6. Infusiéon de la solucion de Tyrode (con DMSO) en la raiz aortica
(grupo control y entrenado) o de solucion de pinacidil 1mM (con
un flujo 100 veces menor al del flujo coronario, para que llegue a la
circulacién coronaria a una concentraciéon de 10 uM), desde este

punto hasta la finalizaciéon del protocolo.

7. Se repite el registro electrografico basal durante 10s, para la

determinacion de la frecuencia cardiaca post-infusion.
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8.

10.

11.

12.

13.

Se repite el test del extraestimulo ventricular (TEEV) para el estudio de

la refractariedad ventricular post-infusion.

Induccién de la fibrilacion ventricular (FV) a través de la estimulacién
ventricular a frecuencias crecientes y a una intensidad de estimulacién
triple del umbral diastblico. Se registr6 la entrada en fibrilacion,

deteniéndose en este momento la estimulacién programada.

Registro continuo de 5 minutos y medio de la actividad fibrilatoria,

manteniéndose en todo momento la perfusion.

Pasados los 5 minutos y medio de FV y durante la misma, se procedi6 a
ocluir la arteria coronaria circunfleja (ACC). La oclusion se realizo
pasando una aguja de sutura con seda trenzada a través del
miocardio adyacente a la arteria a ocluir. La efectividad de la
oclusion se comprob6 mediante la observacion 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 ST observado en los diferentes
electrogramas ventriculares epicardicos obtenidos una vez

finalizado el experimento.

Posteriormente a la oclusién coronaria se realizd6 un registro
continuo de 5 minutos y medio de FV, asi como, registros de 10
segundos de fibrilacién, en cada minuto, empezando en el minuto

6y finalizando en el minuto 10.

Tras este tiempo, se procedio6 a revertir la FV para la determinaciéon
del umbral de desfibrilacion (UD), para ello se utilizd un
desfibrilador manual aplicando choques de ondas bifasicas con una
energia base de 0,05 julios e incrementos en cada intento de 0,01

julios hasta conseguir una desfibrilacion estable del corazon.
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..................... Flujo coronario

---------------------- Registro basal
------------- Umbral de estimulacion
Pinacidil
----------- Infusion

........ Registro basal ~ DMS0

330

Oclusion
ACC

M 330

............ Desfibrilacion

Figura 2.12. Esquema del protocolo experimental.
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2.2.6. Definicion y determinacion de los parametros

electrofisiologicos estudiados.

2.2.6.1. Parametros electrofisiologicos utilizados para la
valoracion de la refractariedad miocardica:

Previamente a la definicion de estos parametros, ilustramos en la
siguiente figura, de forma genérica, un electrograma correspondiente al
test del extraestimulo ventricular (TEEV) para facilitar la comprension

de los pardmetros obtenidos a partir de dicho test.

e e u——'—w-lll"u-—-'w.a«—w—'-m fu—u—.’m—

I""r” /_‘"“ﬁ 5'\**. 1l f MM
AT
! \.| U '

Vi Vs

Figura 2.13. Representacion grafica del test del extraestimulo ventricular (TEEV) en
la que se observa los siguientes elementos: artefacto del estimulo del tren (S);
electrograma auricular (A); electrograma ventricular (V); artefacto del ultimo
estimulo del tren (S1); electrograma ventricular generado por el Gltimo estimulo del
tren (V1); electrograma auricular generado por la despolarizaciéon ventricular V1 en
conduccidn retrograda (A.); artefacto del extraestimulo (S-); electrograma ventricular
generado por el extraestimulo (V:); electrograma auricular generado por la
despolarizacién ventricular V= en conduccion retrograda (A-).

Periodo refractario efectivo ventricular en TEEV.
PREV: es el maximo intervalo de acoplamiento del extraestimulo

ventricular (S;-S.) sin captura ventricular (S, sin V,).
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Periodo refractario funcional ventricular en TEEV.

PRFV: es el minimo intervalo entre el electrograma ventricular
producido por el tultimo estimulo del tren base ventricular y el
desencadenado con el extraestimulo (minimo intervalo V;-V.).

A continuacion detallamos el proceso de marcaje de las senales
fibrilatorias para la obtencion del periodo refractario funcional durante
la fibrilacion ventricular y de los intervalos de activacion ventricular (V-
V).

A partir de los registros electrograficos se obtuvo la activacion local
en cada uno de los 256 electrodos que forman el multielectrodo
identificando el instante de la pendiente maxima negativa (dV/dt) de los
electrogramas ventriculares y efectuando el marcaje semiautomatico de
dichas pendientes durante 2 segundos en FV mantenida, precisamente
antes de la oclusion coronaria, que se llevaba a cabo pasados 5 minutos y
medio de FV y 5 minutos y medio después de dicha oclusion. Se
establecié un umbral que debia superar la deflexion para ser considerada
como una deflexion local. Dicho umbral se corresponde con el 20% del
maximo valor de amplitud en cada electrograma. Cuando los
electrogramas mostraban potenciales dobles o multiples, la maxima
pendiente negativa del complejo de activacion fue asignada como el
tnico tiempo de activacién local. A partir de este analisis en el dominio
del tiempo se obtuvieron los intervalos VV, en dos situaciones: pre-
oclusién y post-oclusiéon, en los tres grupos objetos de este estudio:

tratado con pinacidil (abridor del Karp), control y entrenado.

Periodo refractario funcional durante la fibrilacion
ventricular.

PRFFV: La refractariedad del tejido ha sido valorada a través de la

medida del PRF, definiéndolo como el percentil 5 de los intervalos VV
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correspondiente al histograma formado por el conjunto de dichos
intervalos. El percentil 5 de los intervalos VV se ha obtenido a partir de
los citados histogramas mediante el programa informatico PaceMap

(figura 2.14).
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Figura 2.14. Representacioén de la distribucién gaussiana a partir de los
intervalos VV. El percentil 5 corresponde al area sombreada en azul bajo
la linea del ajuste gaussiano.

2.2.6.2. Parametros electrofisiolégicos utilizados para la

valoracion de la heterogeneidad electrofisiologica de la FV:
Coeficiente de variacion (CV): nos permite obtener una medida de la

heterogeneidad electrofisioldgica del miocardio ventricular.

Coeficiente de variacion de la media de los intervalos VV.

CVyy: Calculado como el cociente de la desviacion tipica de los VV

sobre el VV medio multiplicado por 100.
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Coeficiente de variacion del PRFFV.

CVprrrv: Calculado como el cociente de la desviacion tipica del
PRFFV sobre el PRFFV medio multiplicado por 100.

Coeficiente de variacion de la frecuencia dominante (FD).

CVep: Calculado como el cociente de la desviacion tipica de la FD

media sobre la FD media multiplicado por 100.

Ademaés de los parametros citados anteriormente, utilizamos como
medida indirecta de la heterogeneidad electrofisiologica el indice de
regularidad (IR).

Indice de regularidad.

IR: Utilizado para analizar la regularidad morfolégica de la sefial
fibrilatoria, se obtuvo para cada electrodo a partir de la adaptaciéon de un
modelo propuesto por Faes y cols. (2002) en la fibrilacion auricular. Este
indice permite cuantificar en un rango de 0 a 1, la regularidad de la sefial
analizando la similitud de las ondas de activacion local en el segmento
considerado. El algoritmo comprende: a) filtrado paso banda para
eliminar oscilaciones, actividad auricular y ruido de alta frecuencia; b)
deteccion de las ondas de activacion locales; ¢) obtencion de los tiempos
de activacion; d) normalizacién de las ondas de activacion local, y €)
calculo de las diferencias entre las ondas de activacién para evaluar su

similitud (Such-Miquel y cols., 2013).

2.2.6.3. Parametros electrofisiolégicos utilizados para la
valoracion de la frecuencia de activacion de la FV:
La frecuencia dominante (FD) de la fibrilacién ventricular aporta

informaciéon directamente relacionada con los ciclos de activacion y
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permite obtener de manera rapida informacién sobre los cambios locales
y temporales en los procesos de activacion durante la fibrilaciéon

ventricular (Such-Miquel y cols., 2013).

PSD normalizada

Amplitud
normalizada

o 4

500 1000 1500 2000
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Figura 2.15. Serie temporal de un trazado fibrilatorio registrado por uno de los 256
electrodos ventriculares (izquierda) y espectro de potencia de una sefal de fibrilacion
ventricular (derecha) La frecuencia dominante es la frecuencia con el pico maximo de
densidad espectral de potencia. Abreviaturas: PSD = densidad espectral de potencia;
FD = frecuencia dominante; Hz = hercios

La FD se expresa en Hz y se define como la frecuencia a la que la
distribucién espectral de potencia de la sehal presenta la maxima
amplitud (Ropella, 2001). Tras la descomposicion de la senhal de
fibrilaciéon ventricular, gracias a la transformada de Fourier, en sus
distintos armonicos, la sinusoide que coincide con aquél armoénico que
posee la mayor amplitud, representa la frecuencia dominante de la

fibrilacion ventricular (Fig.2.16).

Frecuencia dominante media de la fibrilacion ventricular.

FDwm: La frecuencia dominante media es la media de las frecuencias
dominantes registradas por todos los electrodos unipolares de la placa
multielectrodo en un tiempo determinado de la fibrilacion ventricular. El
procesamiento de datos fue efectuado mediante el programa informatico

Matlab® 7.6 dentro de la aplicacion Medmap.
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Intervalos VV o intervalos de activacion ventricular.

Se definen como el tiempo transcurrido entre dos activaciones
locales consecutivas en el ventriculo. Como queda expresado en la figura
2.15, el programa informatico determina automaticamente la distancia

en ms entre dos activaciones ventriculares. Es una medida en el dominio

del tiempo del trazado fibrilatorio.

M ——>
Wi W VW3 Ve  VWs  VVe  VV5

Figura 2.16. Registro electrografico de FV en el que se pueden apreciar las marcas
efectuadas de forma semiautomaética sobre los momentos de activaciéon del proceso
fibrilatorio, y consecuentemente los intervalos VV entre dichos momentos.

Media de los intervalos VV.
Myv: Se realizo el estudio de la distribucidn de los intervalos VV de

cada experimento, previa oclusion de la ACC y tras la oclusion de la
misma. A continuaciéon se obtuvo la media y desviacién tipica de la

distribucién de dicho parametro para cada grupo de experimentacion.
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2.2.6.4. Parametros utilizados para la valoracion de la
inducibilidad <€arritmogénesis) y la reversion de la
fibrilacion ventricular:

Inducibilidad de la fibrilacion ventricular.

Se ha definido como la facilidad para desencadenar la fibrilacion
ventricular a través de la aplicacion del test del extraestimulo ventricular
(TEEV).

Reversion de la fibrilacion ventricular.

Se ha definido como la capacidad para revertir la fibrilacion
ventricular mediante la aplicacion de choques de ondas bifasicas con una

energia ajustable entre 0,05y 2,99 julios, con pasos de 0,01 julios.

Umbral desfibrilatorio.

Definido como la energia minima necesaria aplicada mediante el
desfibrilador de doble pala, con el fin de interrumpir el proceso

fibrilatorio.

2.3. Analisis estadistico.

Previamente a la aplicacion de cualquier test estadistico inferencial
se comprob6 la normalidad de los datos. Para la comparacion de los
parametros de estudio descritos anteriormente se utilizo la prueba t para
muestras independientes y relacionadas, el ANOVA de un factor entre
sujetos, el ANOVA factorial mixto y la prueba de chi cuadrado, segin
correspondiese en funcion de las comparaciones a realizar. Las
diferencias observadas se han considerado estadisticamente

significativas cuando p < 0,05.
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2.4. Legislacion.

Las condiciones de estabulacién y los procedimientos
experimentales usados en la presente tesis doctoral se realizaron de
acuerdo con establecido en la Union 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 protecciéon de animales
de experimentacion y otros fines investigadores (B.O.E. nimero 252 del
21 de octubre de 2005). El comité ético del Servicio Central de Soporte a
la Investigacién Experimental de la Universitat de Valéncia aprob6 todos

los procedimientos para la realizacion de esta tesis doctoral.
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3. Resultados.

A continuacion describiremos los resultados correspondientes a los
diferentes parametros electrofisiologicos estudiados en la presente tesis.
Para una mejor comprensiéon y una mayor claridad en la exposicion, se
ha dividido cada uno de los apartados conforme a la metodologia

descrita.

En primer lugar, presentaremos los resultados correspondientes al

peso de los animales, peso de los corazones y flujo coronario.

3.1. Peso de los animales y de los corazones.

En la tabla 3.1 quedan expuestos el peso de los animales y de los
corazones de los diferentes grupos experimentales. Como podemos
observar, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre grupos, tanto en el peso de los animales como en el peso de los

corazones.
Peso animales Peso corazones
(Kg) (8)
Control
(13) 3,6 £ 0,2 14,3 + 1,8
Entrenado
(11) 3’6 + 0,3 1574 + 155
Pinacidil
(8) 3,8+0,3 13,7 £ 0,9

Tabla 3.1. Peso de los animales de experimentacion y de los corazones aislados. Se muestran

medias y desviaciones tipicas. Nimero de experimentos entre paréntesis.

3.2. Flujo coronario.

En la siguiente tabla presentamos los valores correspondientes al
flujo coronario y flujo coronario normalizado por el peso de los corazones

de los distintos grupos experimentales. Como podemos observar, se
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encontraron diferencias estadisticamente significativas en el flujo
coronario en el grupo pinacidil, que fue menor respecto a los grupos
control y entrenado. Sin embargo, cuando analizamos el flujo coronario
normalizado por el peso de los corazones, éste fue significativamente
menor en el grupo pinacidil al compararlo con el grupo control, pero no

se encontraron diferencias con el grupo entrenado.

. . Flujo coronario
Flujo coronario lizad
(ml/min) normalizado
(ml-min-t.g-1)
Control 71,3 £10,2 51+ 0,7
(13)
Entrenado
(11) 74,8 £ 10,9 5,0 £ 1,0
Pln(asc)ldll 64,1 + 8,4# 4,5+ 0,57

Tabla 3.2. Flujo coronario y flujo coronario normalizado por el peso de los corazones. Se
muestran las medias y desviaciones tipicas. #p<0,05 respecto a entrenado. Tp<0,05 respecto a
control. Numero de experimentos entre paréntesis.

En segundo lugar, presentaremos los resultados
correspondientes a la refractariedad miocéardica, la heterogeneidad
electrofisiologica miocardica, la frecuencia de la activacion de la

fibrilacién ventricular y la arritmogénesis.

3.3. Parametros electrofisiologicos utilizados para la
valoracion de la refractariedad miocardica.

3.3.1. Periodo refractario efectivo ventricular obtenido
utilizando el TEEV.

En la figura 3.1 observamos los resultados correspondientes a la
media del periodo refractario efectivo ventricular (PREV) obtenido

utilizando el test del extraestimulo ventricular (TEEV) con una longitud
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del ciclo de estimulacion un 10% menor a la longitud de ciclo sinusal
basal, previa (pre-infusion) y posteriormente a la infusiéon (post-infusién)
de DMSO, en el caso de los grupos control y entrenado, y pinacidil en el
caso del grupo tratado. Cuando analizamos el efecto de la infusién no
encontramos diferencias estadisticamente significativas en los grupos
control (114 + 11 vs 115 + 15 ms, ns) y entrenado (122 + 20 vs 123 + 20
ms, ns). Sin embargo, al infundir el pinacidil el PREV disminuy6 (113 +

13 Us 92 + 10 ms, p<0,05).

PREV

120 4
110 4
w 100 -

80 -

AN\
AN

Control Entrenado Pinacidil

OPre-infusion ™ Post - infusion

Figura 3.1. Periodo refractario efectivo ventricular antes y después de la infusion. Los valores
estan expresados en milisegundos. Grupo control n = 13, grupo entrenado n =11 y grupo
pinacidil n=8. tp<0,05 respecto a control. #p<0,05 respecto a entrenado. *p<0,05 respecto al
valor previo a la infusién. Las barras de error corresponden al error tipico.

Cuando realizamos una comparacion entre grupos, previamente a
la infusién, observamos que el PREV tendi6 a ser mayor en el grupo
entrenado al compararlo con el grupo control (p= 0,06) y pinacidil (p=

0,08). Entre los grupos control y pinacidil no se encontraron diferencias
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estadisticamente significativas. Tras la infusion, el PREV fue menor en el
grupo tratado con pinacidil al compararlo con los grupos control y
entrenado (p<0,05), lo cual significa que dicho farmaco produjo un

acortamiento de la refractariedad miocardica.

3.3.2. Periodo refractario funcional ventricular obtenido
utilizando el TEEV.

En la figura 3.2 observamos los resultados correspondientes a la
media del periodo refractario funcional ventricular (PRFV) obtenido
utilizando el TEEV. Este parametro fue determinado antes y después de
la infusién de pinacidil, en el caso del grupo tratado y de DMSO en el

caso de los otros dos grupos de experimentacion.

PRFV

160 4

140 4
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Control Entrenado Pinacidil

OPre - infusion  ® Post - infusidn

Figura 3.2. Periodo refractario funcional ventricular antes y después de la infusién. Los
valores estan expresados en milisegundos. Grupo control n = 13, grupo entrenado n =11y
grupo pinacidil n= 8. tp<0.05 respecto a control. #p<0,05 respecto a entrenado. *p<0.05
respecto al valor previo a la infusién. Las barras de error corresponden al error tipico.
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Cuando analizamos el efecto de la infusion no hallamos diferencias
estadisticamente significativas en los grupos control (132 + 10 vs 130 + 11
ms, ns) y entrenado (140 + 18 vs 139 + 19 ms, ns). Sin embargo, al
infundir el pinacidil, observamos un acortamiento del PRFV, lo que
demuestra que dicho farmaco alterd la refractariedad miocardica (122 +
13 vs 101 + 10 ms, p<0,05). Cuando realizamos una comparacion entre
grupos previamente a la infusion, observamos que el PRFV tendi6 a ser
mayor en el grupo entrenado al compararlo con el grupo control
(p=0,07) y fue significativamente mayor al compararlo con el grupo
pinacidil (p=0,01). No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos control y pinacidil.

3.3.3. Periodo refractario funcional durante la fibrilacion

ventricular.

En la figura 3.3 observamos los resultados correspondientes a la
media de los periodos refractarios funcionales determinados durante la
FV (PRFFV), antes y después de la oclusiéon coronaria. Cuando
analizamos el efecto de la oclusion coronaria en la refractariedad durante
la FV, encontramos que en el grupo entrenado no hubo diferencias
significativas al comparar los valores antes y después de la oclusion (47 +
5 US 47 + 6 ms, ns). Sin embargo, la oclusiéon coronaria produjo un
alargamiento de la refractariedad miocéardica, en el caso del grupo
control (43 + 4 vs 47 + 5 ms, p<0,05) y del grupo tratado con pinacidil
(25 + 2 Us 27 + 4, ms, p<0,05) tras 5 minutos de oclusién.

Cuando comparamos el PRFFV del grupo entrenado frente al
grupo control, previamente a la oclusién coronaria, encontramos que
este parametro fue significativamente mayor en el grupo entrenado (47 +
5 US 43 + 4 ms, p<0,05). Asimismo, previamente a la oclusion coronaria,

el PRFFV fue menor en el grupo tratado con pinacidil al compararlo con
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el grupo entrenado (25 + 2 vs 47 + 5 ms, p<0,05) y con el grupo control

(25 + 2 vs 43 + 4 ms, p<0,05).
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Figura 3.3. PRFFV, en los grupos control, entrenado y pinacidil, previamente a la oclusién y
tras 5 minutos de la misma. Los valores estdn expresados en milisegundos. Grupo control n =
13, grupo entrenado n =11y grupo pinacidil n= 8. tp<0,05 respecto a control. #p<0,05 respecto
a entrenado. *p<0,05 respecto al valor previo a la oclusion. Las barras de error corresponden al
error tipico.

Tras 5 minutos de oclusiéon coronaria, éstas diferencias entre
grupos se mantuvieron entre el grupo tratado con pinacidil y los grupos
control y entrenado. Sin embargo, no se observaron diferencias en el
PRFFV entre el grupo entrenado y el grupo control, debido a que en el
grupo control se produjo un incremento del PRFFV mientras que en el

grupo entrenado este parametro no se vio modificado por la isquemia.
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3.4. Parametros utilizados para la valoracion de la

heterogeneidad electrofisiologica de la FV.

3.4.1. Coeficiente de variacion del PRFFV.

A partir de los periodos refractarios funcionales obtenidos durante
la fibrilacion ventricular y sus correspondientes medias y desviaciones
tipicas calculamos el coeficiente de variacion del PRFFV, como medida

de heterogeneidad electrofisiolégica miocardica (figura 3.4).
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Figura 3.4. Dispersion de los periodos refractarios funcionales durante la FV (PRFFV), en los
grupos control, entrenado y pinacidil, antes y después de 5 minutos de la oclusiéon coronaria.
Grupo control n = 13, grupo entrenado n =11 y grupo pinacidil n= 8. tp<0,05 respecto a control.
#p<0,05 respecto a entrenado. *p<0,05 respecto al valor previo a la oclusiéon. Las barras de
error corresponden al error tipico.
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Cuando realizamos una comparacion entre grupos previamente a la
oclusién coronaria observamos que la heterogeneidad en el grupo tratado
con pinacidil fue ligeramente menor al compararlo con el grupo control

(16 £ 2 vs 19 + 2 %, p<0,05).

La oclusi6on coronaria no modific6 el CV del PRFFV en el grupo
control ni en el grupo entrenado. Sin embargo, si lo hizo en el grupo
tratado, el cual present6 mayor heterogeneidad tras 5 minutos de
oclusion (16 + 2 vs 27 + 2 %, p<0,05). Asimismo, cuando realizamos una
comparacion entre grupos posteriormente a la oclusiéon, encontramos
una mayor heterogeneidad en el grupo tratado con pinacidil al
compararlo tanto con el grupo entrenado (27 + 2 vs 19 + 4 %, p<0,05)

como con el grupo control (27 + 2 vs 18 + 3 %, p<0,05).
3.4.2. Coeficiente de variacion de los intervalos VV.

En la figura 3.5 mostramos los resultados correspondientes al
coeficiente de variacidon de los intervalos VV (CVyy), como medida de
heterogeneidad electrofisiolégica miocardica. Cuando analizamos el
efecto de la oclusién coronaria en cada uno de los grupos experimentales,
hallamos un incremento estadisticamente significativo de este

parametro.
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Figura 3.5. Coeficiente de variacion de los intervalos VV (CVvv), en los grupos control,
entrenado Y pinacidil, antes y después de 5 minutos de la oclusién coronaria. Grupo
control n = 13, grupo entrenado n =11 y grupo pinacidil n= 8. Tp<0,05 respecto a control.
#p<0,05 respecto a entrenado. *p<0,05 respecto al valor previo a la oclusion. Las barras
de error corresponden al error tipico.

Previamente a la oclusién coronaria, el valor del CVyv en el grupo
entrenado fue significativamente menor al compararlo con los grupos
control (27 + 4 vs 33 + 5 %, p<0,05) y pinacidil (27 + 4 vs 32 + 2 %,
p<0,05). Entre estos dos tultimos, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas. Tras 5 minutos de oclusién, el grupo
tratado con pinacidil present6é un CVvv significativamente mayor, al
compararlo con el grupo control (64 + 16 vs 38 + 3%, p<0,05) ¥

entrenado (64 + 16 vs 38 + 6 %, p<0,05).
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3.4.3. Coeficiente de variacion de la FD de la FV.

En la figura 3.6 observamos los resultados referentes al coeficiente de
variacion de la frecuencia dominante de la FV analizados previamente a
la oclusion y 3 minutos después de la misma, como medida de

heterogeneidad electrofisiol6gica miocardica.
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Figura 3.6. Coeficiente de variacion de la frecuencia dominante de la fibrilacion
ventricular (CVrp) en los grupos control, entrenado y pinacidil, antes y después de 3
minutos de la oclusién coronaria. Grupo control n = 13, grupo entrenado n =11y
grupo pinacidil n= 8. #p<0,05 respecto a entrenado. Las barras de error
corresponden al error tipico.

Cuando analizamos el efecto de la oclusion dentro de cada grupo
no hallamos diferencias estadisticamente significativas entre el valor
previo a la oclusién y el determinado a los 3 minutos tras la misma. El

valor del CVrp en el grupo entrenado fue significativamente menor que el
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grupo control (15 + 2 vs 19 + 2 %, p<0,05) y que el grupo tratado con
pinacidil (15 + 2 vs 21 + 1 %, p<0,05) al realizar la comparacion
previamente a la oclusiéon coronaria. Tras 3 minutos de oclusion
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
entrenado y pinacidil, siendo mayor el CVrp en este tltimo grupo (18 + 6

Us 26 + 8 %, p<0,05).

3.4.4. Indice de regularidad.

En la figura 3.7 mostramos los resultados correspondientes al
indice de regularidad de la senal fibrilatoria como medida indirecta de

heterogeneidad electrofisiol6gica miocardica.
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Figura 3.7. Indice de regularidad de la sefial fibrilatoria (IRrv) en los grupos control,
entrenado pinacidil, antes y después de 5 minutos de la oclusién coronaria. Grupo control n =
13, grupo entrenado n =11 y grupo pinacidil n= 8. Tp<0,05 respecto a control. #p<0,05
respecto a entrenado. *p<0,05 respecto al valor previo a la oclusion. Las barras de error
corresponden al error tipico.
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Como podemos observar, la oclusion coronaria produjo una
disminucion en la regularidad de la sefial tras 5 minutos de oclusion en
los grupos entrenado (0,87 + 0,02 vs 0,79 + 0,03, pP<0,05) y control
(0,85 + 0,02 vs 0,76 + 0,02, p<0,05). Por otro lado, el grupo tratado con
pinacidil, que ya presentaba un menor IR antes de la oclusién, no se vio
afectado por la isquemia (0,48 + 0,03 vs 0,44 + 0,03, ns). Cuando
comparamos este parametro entre los grupos de experimentacion,
hallamos que el grupo tratado con pinacidil present6 un IR menor que

los grupos control y entrenado, tanto antes como después de la oclusion.

3.5. Parametros utilizados para la valoracion de la

frecuencia de activacion de la FV.

3.5.1. Frecuencia dominante media (FDM) de la fibrilacion

ventricular.

En la figura 3.8 podemos observar los resultados correspondientes
ala FDM de la FV, este parametro fue determinado antes de la oclusion y

en los minutos 1, 2 y 3 posteriores a la misma.

Cuando analizamos el efecto de la oclusion en la frecuencia
dominante media en cada grupo, encontramos que dicho parametro
descendi6 significativamente tras la oclusiéon coronaria en todos los
tiempos analizados tanto en el grupo control (pre: 15+3, posti: 111,
post2: 11+1 y post3: 12+3 Hz, p<0,05) como en el tratado con pinacidil
(pre: 2643, post1i: 23+3, post2: 24+3 y post3: 23+3 Hz, p<0,05). Sin
embargo, en el grupo entrenado la frecuencia dominante media se
mantuvo tras la oclusiéon (pre: 13+1, post1: 12+2, post2: 13+2 y post3:

14+2 Hz, ns).
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3. Resultados.

Figura 3.8. Frecuencia dominante media (FDwm), en los grupos control,
entrenado y pinacidil, antes de la oclusién (pre-oclusion) y tras 1 minuto (post-
1), 2 minutos (post-2) y 3 minutos (post-3) de la oclusioén coronaria. Los valores
estan expresados en Hz. Tp<0,05 respecto a grupo control. Grupo control n =
13, grupo entrenado n =11 y grupo pinacidil n= 8. #p<0,05 respecto a grupo
entrenado. *p<0,05 respecto al valor previo a la oclusion. Las barras de error
corresponden al error tipico.

Cuando realizamos una comparacion entre grupos en los distintos

momentos analizados, después de la oclusion coronaria, no observamos

diferencias estadisticamente significativas al comparar el grupo

entrenado con el grupo control. Sin embargo, al comparar el valor de la

frecuencia dominante media del grupo entrenado frente al grupo control

previamente a la oclusion encontramos que este valor fue menor en el

grupo entrenado (13+1 vs 15+3 Hz, p<0,05). Cuando comparamos el
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grupo tratado con pinacidil con los grupos entrenado y control
observamos una frecuencia dominante media significativamente mas

alta, en todos los momentos analizados (Fig. 3.8).

3.5.2. Media de los intervalos VV o intervalos de activacion

ventricular.

En la figura 3.9 mostramos los resultados referentes a las medias
de la longitud del ciclo fibrilatorio determinadas durante la FV, previa y

posteriormente a la oclusiéon coronaria.
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Figura 3.9. Media de los intervalos VV (Myv), en los grupos control, entrenado y pinacidil,
antes (pre-oclusion) y tras 5 minutos de la oclusiéon coronaria (post-oclusién). Los valores estdn
expresados en milisegundos. Grupo control n = 13, grupo entrenado n =11 y grupo pinacidil n=
8. Tp<0,05 respecto a control. #p<0,05 respecto a entrenado. *p<0,05 respecto al valor previo a
la oclusidn. Las barras de error corresponden al error tipico.
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Cuando analizamos el efecto de la oclusi6on coronaria en cada
grupo de experimentacion, encontramos que en el grupo entrenado no
hubo diferencias estadisticamente significativas (78 + 5 vs 82 + 9 ms,
P<0,05). Sin embargo, se produjo un incremento significativo del
referido parametro tras 5 minutos de oclusiéon coronaria en el grupo
control (76 + 7 vs 85 + 6 ms, p<0,05) y en el grupo tratado con pinacidil
(39 + 5 vs 59 + 24 ms, p<0,05).

Cuando realizamos una comparacién entre grupos, observamos
que la longitud del ciclo fibrilatorio fue menor en el grupo tratado con
pinacidil respecto a los grupos control y entrenado, tanto previamente a

la oclusién coronaria, como pasados 5 minutos de la misma.

3.6. Parametros utilizados para la valoracion de la
inducibilidad de la fibrilaciéon ventricular (arritmogénesis)

y la reversion de la fibrilacién ventricular.
3.6.1. Inducibilidad de la fibrilacién ventricular.

En la figura 3.10 mostramos los resultados referentes a la
capacidad para desencadenar la FV utilizando el TEEV. Como podemos
observar de los 8 corazones tratados con pinacidil, 5 entraron en
fibrilacion ventricular al realizar el TEEV. Sin embargo, no se
desencadené la FV en ningtan corazén de los otros dos grupos de estudio,

ni en el grupo control, ni en el grupo entrenado.
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Inducibilidad de la FV

Pinacidil 68%

Entrenado

Control

O Fibrilaron W No fibrilaron

Figura 3.10. Inducibilidad de la fibrilacién ventricular a través de la aplicacion del test
del extraestimulo ventricular (TEEV). Se observa una relacién estadisticamente
significativa entre el grupo y la inducibilidad de la FV (x2: 20,957; p<0,001).

3.6.2. Reversion de la FV.

En la figura 3.11 podemos observar los resultados referentes a la
capacidad para revertir la fibrilacion ventricular utilizando wun
desfibrilador, mediante aplicacion de choques de ondas bifasicas con una
energia ajustable entre 0,05 y 2,99 julios. En efecto, como podemos
observar de los 8 corazones tratados con pinacidil solamente en 1 fue
posible revertir la FV. Por otro lado, la reversion de la FV fue posible en
todos los corazones del grupo entrenado y en 12 de un total de 13 del

grupo control.
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Reversion de la FV

Pinacidil 12%

Entrenado 100%

Control 9% 2%

O Desfibrilaron W No desfibrilaron

Figura 3.11. Capacidad de reversion de la fibrilacion ventricular mediante aplicacién de
choques de descargas de ondas bifasicas. Observamos una relacién estadisticamente
significativa entre el grupo y la reversion de la FV (x2: 36,000 p<0,001).

3.6.3. Umbral desfibrilatorio.
En la figura 3.12 estan representados los resultados referentes a la

media de la energia minima, en julios, necesaria para desfibrilar los

corazones objeto de este estudio tras 5 minutos de oclusién coronaria.
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Umbral desfibrilatorio
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Figura 3.12. Energia minima necesaria para desfibrilar (umbral desfibrilatorio). Los valores
estan expresados en julios. T = 1 Gnico experimento en el que fue posible revertir el proceso
fibrilatorio de un total de 8. * p<0,05 vs control. Nimero de experimentos entre paréntesis.

Como podemos observar, la energia media necesaria para
desfibrilar los corazones en el grupo entrenado fue menor al compararlo
con el grupo control (0,11 + 0,02 vs 0,16 + 0,02 julios, p<o0,05).
Asimismo, en el Gnico caso en que se pudo revertir la fibrilacion en el
grupo pinacidil la energia necesaria para desfibrilar fue mayor que la
necesaria en los otros dos grupos de estudio (0,25 julios). En los demas
corazones del grupo tratado con pinacidil, no se pudo revertir el proceso
fibrilatorio, aplicando incluso energia diez veces mayor que la que pudo

conseguir la reversion en el grupo entrenado.
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4. Discusion.

4.1. Comentarios sobre la metodologia.
4.1.1. Sobre el animal de experimentacion.

El animal de experimentacion ha sido el conejo de laboratorio, que
es un animal relativamente barato y de facil disponibilidad. Si bien los
animales mas utilizados en estudios experimentales “in vivo” sobre
isquemia y reperfusiéon miocardica son ratas, cerdos y perros, los conejos
vienen siendo utilizados como un modelo alternativo para el estudio de
arritmias producidas como consecuencia de la isquemia y reperfusion.
Segun Billman (2002) el conejo es considerado como el modelo animal
optimo para estudios similares al desarrollado por nuestro grupo de
investigacion, ya que es mas facil de inducir y mantener la FV debido al
tamafio de su corazdn y por el ritmo cardiaco en reposo, que es mas lento
que animales méas pequenos, como la rata o el ratén. El animal usado por
nosotros, el conejo de laboratorio, desde hace més de una década exhibio
signos cardiovasculares de entrenamiento, manifestados en el corazon
aislado, cuando se us6 un protocolo similar, en los tiempos y en las
series, pero aplicando una velocidad de alrededor de un 30 por ciento
superior a la usada en la presente tesis (Such y cols., 2002). Si bien en
animales como el cerdo el consumo maximo de oxigeno es similar al de
los humanos, con un rango de entre 25 a 55 ml de O,/kg-min-, presentan
inconvenientes como son su capacidad limitada para disipar el calor
durante el ejercicio fisico por su pobreza en glandulas sudoriparas (para
revision ver Carey, 1997). El perro presenta rango de consumo maximo
de oxigeno muy superior al humano, de 53 a 130 ml O,/kg-min (para
revision ver Carey, 1997). Por otra parte, la manipulacién y otras

caracteristicas que hacen mas viable la investigacién que mas adelante
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comentaremos, ademas del objetivo de la propia investigacién de la tesis,

lo hacen menos idoneo que el conejo de laboratorio.
Idoneidad en relacion a los efectos del entrenamiento.

Hemos pretendido investigar qué efectos ejerce el ejercicio crénico
de resistencia sobre los parametros cardiovasculares electrofisiologicos
relacionados con la instauraci6én, mantenimiento y cese de la FV.
Asimismo como sobre la estabilidad de esta arritmia inducida y sobre
parametros que ademads informan indirectamente sobre el “estatus”
metabdlico del miocardio ventricular. Se trata de emular la situacién de
la persona habitualmente sedentaria y en la que se plantea la realizacion
de un protocolo de ejercicio con caracter presuntamente protector, y
como alternativa no farmacologica, frente a la instauracion de arritmias
reentrantes. Por tanto la especie animal escogida por nosotros exhibe las
caracteristicas de ser sedentaria y manifestar signos electrofisiologicos de
entrenamiento con poco tiempo de ejecuciéon del protocolo. El conejo de
laboratorio es un animal mas bien sedentario y sometido a pocas sesiones
de ejercicio fisico, incluso no de gran intensidad, presenta signos propios
de entrenamiento presentando en el ECG longitudes de ciclo sinusal
menores que los animales control tanto “in situ” como en “in vitro” (Such
y cols., 2008) asi como también signos de caracter bioquimico como son
que el incremento en la concentracion de lactato en sangre venosa
detectada al final de las diferentes series de entrenamiento, al inicio del
mismo, ya no se evidenciara al finalizar el proceso de entrenamiento. Por
otra parte también se consiguen incrementos de la expresion de
proteinas de choque térmico y de 6xido nitrico sintasa inducible de
miocardio (Such y cols., 2008). Como sabemos el entrenamiento se
asocia con un incremento en los niveles relativos de las proteinas de

choque térmico HSP40, HSP72 y HSP9o (Hamilton y cols. 2001).
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Idoneidad en la manipulacién.

Uno de los motivos de habernos decidido por el conejo de
laboratorio para, ademas de someterlo al protocolo de entrenamiento,
realizar sobre €l las correspondientes manipulaciones quirdrgicas para
poner a punto el modelo de corazén aislado, ha sido la posibilidad de
realizar estas operaciones con una mas que facil manipulacién. Asimismo
la perfusiéon del corazoén, tanto en lo que al propio montaje sobre el
sistema se refiere, como a la propia perfusion, es que esta se puede
realizar con liquidos de facil disponibilidad y preparaciéon. Esto
representa una gran ventaja si lo comparamos con el corazéon de
animales como el perro, que requiere sangre completa para su perfusion.
Si bien la preparacion de los medios de perfusion y las caracteristicas de
los mismos son similares a las del modelo aislado y perfundido de conejo,
en el caso de los animales mas pequeiios, la manipulacion y las técnicas
quirargicas en general son algo mas farragosas. En el caso de la
extraccion del corazéon de animales mas grandes, como es el caso del
perro o del cerdo, también el proceso quirdrgico, por otras razones, es
méas tedioso y el proceso de la extraccion, al menos en nuestra
experiencia, requiere manipulaciones adicionales para realizar
comodamente el corte de los grandes vasos y la posterior extraccion,
como la administraciéon de dosis letales de anestésicos y/o la fibrilacion

ventricular previa.
Idoneidad en cuanto al estudio electrofisiologico.

Igualmente, el conejo representa una clara ventaja respecto a otros
animales como el ratéon para los estudios de arritmias y farmacos
antiarritmicos. Efectivamente el ratéon no es el modelo mas adecuado;
tiene una masa ventricular pequefia y una frecuencia cardiaca elevada

muy superior a la del conejo y la duracién del PA es muy corta (Riascos y
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cols. 2004). Ademas la induccion 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). Asimismo, las caracteristicas electrofisiologicas del
corazon de conejo son muy similares a las del corazén humano (Panfilov,
2006; Gao y cols., 2007; Gaustad y cols., 2010). Aparte de lo ya
comentado, el corazén de conejo presenta una circulacién colateral
practicamente inexistente, lo cual nos permite poder prescindir de este
factor a la hora de interpretar los resultados ya que la circulacion
colateral influye mucho sobre la respuesta del miocardio a la oclusion
coronaria. El hecho de que haya una gran variedad interindividual (como
ocurre con algunos animales que presentan dicha circulaciéon coronaria),
produce una gran dispersién en los resultados relativos a los parametros

como son el tamafio del infarto y las arritmias.

4.1.2. Sobre el protocolo de entrenamiento.

El presente modelo de protocolo de ejercicio sobre tapiz rodante,
ha utilizado el principio de la evitacion de una molestia (estimulo
eléctrico), que ya en 1951 Miller relaté que era mejor que los basados en
la recompensa de comida o agua (Miller, 1951). El protocolo de
entrenamiento usado por nosotros se diferencia de otros en los que el

ejercicio fisico era voluntario (Natali y cols., 2002, Stones y cols., 2009).

En lineas generales podemos decir que la mayor parte de los
conejos se adaptaron bastante bien al protocolo que se les aplico, y que
ha sido de tipo de aplicacion de intervalos de ejercicio en cada sesion, no
continuo por tanto usado por diversos autores, ademéas de por nuestro
grupo (Meng y Pierce, 1990). Solamente un bajo porcentaje de los

mismos fueron desechados desde el principio, en la semana de
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adaptacion, en relacion a los que se adaptaron al protocolo de ejercicio.
En este sentido, la “aceptaciéon” del protocolo es similar a lo que
indicaron otros autores, que usaron conejos y relataron la buena
disposicion de los animales a realizar protocolos de carrera a velocidades
similares a las que nosotros hemos usado (De Moraes y cols., 2008);
aunque debemos sefialar discrepancias al respecto (Faris y cols., 1982.
Jover y cols., 1987) fundamentadas probablemente en que los conejos no
fueron de la misma raza y en otras razones como la diferente tolerancia a
la fatiga, y que al parecer no habrian poder seguido nuestro protocolo,

dada la velocidad impuesta.

Cuando usamos un protocolo similar, en los tiempos y en las series,
pero aplicando una velocidad de alrededor de un 30 por ciento superior a
la usada en la presente tesis (Such y cols., 2002), el conejo exhibi6 signos
cardiovasculares de entrenamiento, manifestados en el corazén aislado,
por una mayor longitud del ciclo sinusal que los animales del grupo
control, y asimismo una conduccién auriculoventricular mas deprimida,
manifestada por una menor longitud del ciclo de Wenkebach en los
corazones procedentes de los animales entrenados. Con la aplicacion del
protocolo usado en la presente tesis, nosotros publicamos una mayor
longitud del ciclo sinusal tanto “in vivo” como “in vitro”, signos estos de
efectividad del protocolo de entrenamiento. Hemos publicado que la
aplicacion del protocolo propio de la presente tesis produce signos
electrocardiograficos y metabdlicos de entrenamiento (Such y cols.,
2008) y que en lineas anteriores hemos comentado en relaciéon de la

idoneidad de los efectos del entrenamiento.
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4.1.3. Sobre el estudio electrofisiolégico.

Como hemos senalado en estudios previos (Such-Miquel, 2005), el
analisis de la activacion ventricular durante la FV es complejo debido a
las caracteristicas de la arritmia y a las limitaciones de las técnicas
utilizadas para su estudio, que ha sido abordado utilizando métodos y
técnicas diversas (para revision ver Such-Miquel, 2005), entre los que se
encuentran el analisis de las caracteristicas del ECG, registros
endocardicos, intracelulares o de los potenciales de accién monofasicos,
el analisis de las caracteristicas espectrales de las sefiales fibrilatorias, los
estudios basados en técnicas -cartograficas y la utilizacion de

simulaciones mediante ordenador.

La cartografia epicardica de la activacién ventricular usada por
nosotros en la presente tesis doctoral, empleando electrodos miultiples
con los que se registran potenciales extracelulares (Rogers y cols., 1999,
Brugada y cols., 1990) indican los cambios del potencial transmembrana
de grupos de células proximas entre si (Witkowski y cols., 1998, Efimov y
cols., 1999), y aporta informacion sobre las caracteristicas de la
activacion miocardica durante las arritmias ventriculares y han supuesto
el soporte metodolégico de diversos trabajos sobre la FV en los que se
han objetivado los patrones de activacién y la existencia de activacion
reentrante tanto en el inicio de la arritmia como durante la evolucion de
la misma (Rogers y cols., 1999, Chorro y cols., 2000, Witkowski y cols.,
1998). Otros estudios se han basado en técnicas cartograficas que
permiten la obtencién de informacién tanto espacial como temporal,
sobre la activacion miocardica durante las arritmias ventriculares.
Mediante este método, se identifican los momentos de activaciéon en
diferentes lugares explorados pudiéndose construir lineas is6cronas.

También se pueden construir mapas isopotenciales, esto es, que
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muestran las zonas con idéntica amplitud de los voltajes en un momento
determinado y por tanto, las variaciones de los mismos a lo largo del
tiempo. Estos procedimientos, suponen el registro de electrogramas
obtenidos con electrodos multiples epicardicos, endocardicos y/o
intramiocérdicos, habiendo sido usados por maultiples autores como son
Rogers y cols. (1999), Brugada y cols. (1990), Rankovic y cols. (1999),
autores estos citados por Canoves (2001). El anélisis de los parametros
electrofisiol6gicos obtenidos en la presente tesis ha sido posible
fundamentalmente, gracias al uso de métodos de cartografia epicardica
que nos ha facilitado la extraccién de datos, tras el procesamiento de los
electrogramas ventriculares durante la fibrilacion, en el dominio del

tiempo.

Los métodos basados en el analisis del dominio de la frecuencia,
también wusados en este trabajo de investigacién, examinan la
distribucién de la energia de los electrogramas como una funcion de la
frecuencia (Ropella 2001). Para el anélisis espectral puede ser usado un
método matematico como es el de la transformacion rapida de Fourier; el
anélisis de Fourier es un método no paramétrico que descompone las
sefiales en una suma de componentes sinusoidales. La utilizacién de
técnicas situadas en el dominio de la frecuencia ha ampliado la capacidad
de andlisis de las ondas fibrilatorias obtenidas con el ECG de superficie o
mediante electrodos epi o endocardicos. En el espectro de frecuencias los
componentes principales de las sefiales fibrilatorias se agrupan en
bandas alrededor de valores definidos que se pueden identificar con
facilidad y permiten caracterizar mejor las fases evolutivas de la arritmia.
La informacion proporcionada por las técnicas espectrales y la obtenida
mediante la determinacion de parametros en el dominio del tiempo como

la media, mediana y percentil 5 de los intervalos VV durante la FV,
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proporciona informacién superponible (Chorro y cols., 2000) y son
instrumentos ttiles para caracterizar las acciones de farmacos u otros
procedimientos terapéuticos. Varias son las caracteristicas del poder
espectral que han sido analizadas en la fibrilacion ventricular con el fin
de establecer su caracter predictivo en relacién con las consecuencias de

la misma tras la desfibrilacion.

4.2. Sobre los resultados.
4.2.1. Comentarios generales.

Como ha sido relatado en el capitulo de introduccion, el ejercicio
fisico aer6bico produce modificaciones electrofisiologicas que van desde
las clasicamente conocidas (Scheuer y Tipton, 1977, Such y cols., 2002 y
Billman y cols., 2015) que afectan al cronotropismo del nodo sinusal
(disminuciéon de la frecuencia cardiaca en reposo y con ejercicios
subméximos, en relacién a los individuos sedentarios) y a la conduccion
en el nodo auriculoventricular (alargamiento del tiempo de conduccion
en este territorio, e incluso bloqueos auriculoventriculares), hasta las
modificaciones electrofisiolégicas mas recientemente estudiadas en
relacion con la refractariedad y otras propiedades, como la
heterogeneidad, velocidad de conduccién y longitud de onda del proceso
de activacion eléctrica del miocardio; todas ellas ligadas a la instauraciéon
de arritmias reentrantes y a la arritmogénesis en general (Hajnal y cols.,
2005, Such y cols., 2008, Billman, 2009). En la actualidad han sido
estudiados también alguno de los mecanismos basicos que estan
implicados en las modificaciones electrofisiologicas a las que acabamos
de hacer alusién, de las que resaltamos las relacionadas con el aumento

de la duracion del potencial de accién, en situaciéon de normoxia, y por
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tanto de la refractariedad, por efecto del entrenamiento (Gwathmey y

cols., 1990; Natali y cols., 2002; Yang y cols., 2010).

4.2.2. Relativos a la refractariedad.

En relacion a este parametro comentamos a continuacion los
resultados sobre el mismo, tanto cuando nos referimos al mismo,
determinado como el percentil cinco de los intervalos entre los trazados
de activacion determinados durante la FV, como cuando expresamos la

frecuencia de la arritmia como medida indirecta de la refractariedad.

La refractariedad miocardica junto con la velocidad de conduccion,
que determina la longitud de onda del proceso de activaciéon miocardico
es un factor relacionado con la aparicion y la estabilizacion de arritmias
reentrantes respecto al tiempo (Wijffels y cols., 1995). El mayor periodo
refractario de los animales entrenados es, en principio, un efecto
protector frente a las alteraciones electrofisiologicas, pudiendo participar
como un mecanismo basico por el que la realizacion de ejercicio fisico
aerdbico ejerce un efecto protector frente a las arritmias reentrantes que
producen la muerte stbita, y puede constituir parte de la base por la que
el ejercicio fisico se ha propuesto como una intervencion frente a las

arritmias, de caracter no farmacologica (Billman, 2002).

Aunque no se ha investigado en la presente tesis ningin
mecanismo béasico por los que la aplicacion del protocolo de ejercicio ha
aumentado la refractariedad, exponemos a continuacion investigaciones
previas cuyos resultados son interesantes a tener en cuenta por la posible
implicacion, en unos casos, o por el contrario, la falta de implicaciéon, de
una serie de mecanismos basicos potencialmente participantes en
nuestros resultados. El entrenamiento fisico, se ha demostrado por

muchos investigadores, usando diversas metodologias experimentales,

105



4. Discusion.

que incrementa la duracion del potencial de accion (Gwathmey y cols.,
1990, Mokelke y cols., 1997, Natali y cols., 2002). Como sabemos el
aumento de la duracién del potencial de accién, en circunstancias de
normal perfusién miocardica, corre paralela a la refractariedad (Wu y
cols., 2006). De hecho trabajos posteriores de investigacion experimental
han publicado, de modo similar a lo acontecido con la duracion del
potencial de accion, un incremento de la refractariedad ventricular como
uno de los resultados del ejercicio fisico cronico aerdbico (Such y cols.,
2008, Zarzoso y cols., 2012). Este incremento de la refractariedad se ha
publicado que ocurre en atletas, en otros territorios miocardicos, que no
son el ventricular (Stein y cols., 2002). Ademas en las investigaciones
animales que acabamos de comentar la variacién por el ejercicio fisico se
ha manifestado en el corazén aislado y por tanto no sometido a
influencias nerviosas centrales ni humorales, o en la situacién de los
atletas, se ha manifestado en el corazon tras bloqueo del sistema nervioso

auténomo.

Entre los mecanismos que podrian estar implicados en los
resultados que presentamos, y que si bien no han sido investigados por
nosotros, si que podrian encontrar respuesta en investigaciones
realizadas por otros autores. Asi, Jew y cols. (2001) encontraron en
cardiomiocitos aislados de ventriculo izquierdo de ratas sometidas a
entrenamiento en carrera, y utilizando la técnica de patch-clamp, que el
entrenamiento produjo una reduccién en la densidad de corrientes
repolarizantes de potasio de inactivacibn lenta o sostenida.
Contrariamente Yang y cols. (2010) encontraron que la hipertrofia
miocérdica fisioldgica debida al ejercicio fisico, en ratones entrenados
con natacién, se acompanéd de una regulacion paralela, al alza, de los

canales repolarizantes de potasio. Por otra parte las investigaciones
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llevadas a cabo para conocer la posible participacion de las
modificaciones de la corriente lenta de entrada de calcio (Ica-L),
responsable de la meseta del potencial de accién del cardiomiocito
ventricular, en las modificaciones de dicho potencial no parecieron
indicar variaciéon alguna de dicha corriente, por el ejercicio crbonico
(Mokelke y cols., 1997). No obstante, algo mas de una década més tarde
Yang y cols. (2010, 2012) encontraron en los ratones entrenados,
haciéndoles nadar, un aumento de la expresion de transcriptos
codificantes de los canales de Ca2* y de potasio y de otros canales, en
paralelo con el aumento del tamafio de los miocitos. Jew y cols. (2001) en
ratas entrenadas en carrera encontraron en los cardiomiocitos
ventriculares un aumento en la pendiente para alcanzar el pico de la
corriente transitoria de potasio, I, y un incremento de la densidad de la
citada corriente; paraddjicamente, mas tarde Stones y cols. (2009) en
ratas sometidas a ejercicio voluntario hallaron una disminuciéon de la
corriente I, que atribuyeron a una cantidad menor de canales

funcionales en los cardiomiocitos ventriculares subepicardicos.

En relaciéon a la corriente Ina1, implicada en la duracién del
potencial de acciéon y por tanto de la refractariedad, queremos enfatizar
que no hemos encontrado ninguna informacion en relaciéon a su posible
participaciéon en las modificaciones electrofisiologicas por el
entrenamiento. En relaciéon a esta corriente diremos que se sabe desde
hace décadas que la tetrodotoxina (bloqueante de los canales de sodio)
reduce la duracion de la meseta del potencial de accion de la célula
muscular cardiaca (Attwell y cols., 1979; Callewaert y cols., 1984, citados
por Saint y cols., 1992). También se encontraron, usando patch clamp en
membrana de musculo cardiaco, que habia algunas aperturas "tardias" y

"ultra-lentas" de los canales de sodio (Patlak y Ortiz, 1985; Kunze y cols.,
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1985, citados por Saint y cols., 1992) y estas fueron consideradas como
responsables de la corriente de sodio que contribuye a la fase de meseta
del potencial de accion. Usando técnicas de fijacion de voltaje con sellado
hermético de células enteras, con el fin de registrar las corrientes idnicas
en cardiomiocitos de rata adulta aislados, y sustrayendo las corrientes
registradas en presencia y ausencia de tetrodotoxina, se revel6 la
existencia de una pequena corriente, persistente, hacia el interior que
seguia a otra mucho mayor, transitoria, y hacia el interior celular (Saint y
cols., 1992). Asi pues esta corriente estd implicada en la duraciéon del
potencial de accion de los cardiomiocitos siendo un determinante de la
misma (para revisién ver Guasch y Mont, 2010) y circunstancias como la
hipoxia incrementan la corriente persistente (Ju y cols., 1996, para
revision ver Tamargo y cols., 2010). El hecho de que la mencionada
corriente participe en el alargamiento en el tiempo del potencial de
accion, es razonable que plantee si el alargamiento del mismo, y por ende
de la refractariedad esta relacionada con la modificacion de la corriente
tardia o persistente de sodio por el ejercicio; pero como hemos sefialado,
a dia de hoy, no hemos encontrado ninguna referencia que aluda a la

posibilidad citada.

Como hemos visto en el capitulo de resultados la administracion
de pinacidil acorté el periodo refractario (determinado con la aplicacion
del test del extraestimulo), previamente a la oclusion arterial coronaria.
En relaciéon al acortamiento de la refractariedad producida por la
administraciéon de pinacidil, se sabe desde hace tiempo, tal y como relatd
Ferrero (2005) en su revision al respecto, que la activaciéon de la
corriente IKstp acorta la duracion del potencial de accién cardiaco,
reduce la entrada de calcio, preserva los niveles de ATP (ahorrando

energia) e incrementa la supervivencia celular durante la isquemia
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miocardica (ver revisiones de Powers y cols., 2008 y Li y Dong, 2010). La
activacion de dicha corriente, por la administracion de pinacidil, da como
resultado una reduccion de la DPA y del PR (Wilde y cols., 1994) sin
afectar a la velocidad de conduccién (Smallwood y Steinberg, 1988,
Uchida y cols., 1999, citados por Ferrero, 2005), produciendo también
una tendencia a la hiperpolarizaciéon, disminuyendo la excitabilidad
celular, en principio. Nuestros resultados son coincidentes con algunas

de las observaciones citadas.

El incremento del periodo refractario tras la oclusiéon arterial
coronaria, que ocurri6 en el grupo control, lo interpretamos como un
signo de deterioro. Si bien 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
para manifestar el deterioro morfofuncional del tejido. Por ello, el
mantenimiento de la refractariedad en el grupo entrenado, como luego
veremos, lo interpretamos como un efecto beneficioso del ejercicio fisico
cronico. Efectivamente Strohmenger y cols. (1997) relataron que ademaés
de que la isquemia progresiva debida a la fibrilaciéon 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 disminucién de frecuencia auricular y en un aumento
de la probabilidad de disociacion electromecénica tras choques eléctricos
(Zipes, 1975; Neumar y cols., 1990; Hillsley y cols. 1994; citados por
Strohmenger y cols., 1997), también se manifestaba por una caida de la
frecuencia de la fibrilacién ventricular. Por tanto, podemos dar una
consideracion de efecto deletéreo al decremento de la frecuencia de la FV

coincidente con un deterioro metabdlico (Neumar y cols., 1990).

109



4. Discusion.

En el grupo tratado con pinacidil, hemos visto que en el caso de la
isquemia aguda, por una parte el periodo refractario funcional (ahora
determinado durante la FV) fue menor en el grupo tratado con pinacidil
que en los grupos control y entrenado. El pinacidil ejerceria un efecto
proarritmico en estas circunstancias. Siguiendo la revision de Ferrero
antes mencionada encontramos que los resultados experimentales con
modelos de isquemia y reperfusion en animales han sido contradictorios.
Asi hay autores que en experimentos en perros con infartos cronicos de
miocardio y sometidos a oclusion coronaria aguda, observaron un
aumento de la incidencia de fibrilacion ventricular por el pinacidil (Chi L
y cols., 1990). Uchida y cols. (1999) en tejido epicardico de perros
encontraron que el cromakalin, agonista de los canales Katp, aumentaba
la ventana vulnerable. Grover y cols. (1990), sin embargo, no
encontraron efecto proarritmico inducido por el pinacidil. En corazon de
cerdo sometido a isquemia aguda; y D’Alonzo y cols. (1994b)
encontraron que el pinacidil tenia efecto antifibrilatorio. En otras
especies como en el conejo y la rata, los resultados fueron igualmente
contradictorios, en cambio en un modelo “in vivo” de isquemia en ratas
se encontré que el pinacidil hizo mas facilmente inducible la FV (Lu y
cols., 1993) por otra parte, D"Alonzo y cols. (1994a) obtienen como

resultado un efecto antiarritmico del mismo.

Si bien las alteraciones electrofisiol6gicas que mas predisponen a la
reentrada son la reduccion de la VC y las heterogeneidades en la
excitabilidad producidas principalmente por las heterogeneidades en la
concentracion extracelular de K* y en la duracion del potencial de accion,
las disminucion de la refractariedad, y por supuesto la dispersion de esta
propiedad por el miocardio, son también un factor claramente

arritmogénico, y en este sentido la apertura del canal Karp, en nuestra
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investigacién, ha modificado el comportamiento electrofisiolégico del
miocardio ventricular, en una direccién pro-arritmogénica; y no
solamente en la situacion de isquemia regional, sino también en el

corazo6n aislado y nutrido con una perfusién normalmente oxigenada.

Hay que decir que si bien el valor del periodo refractario en el
grupo tratado con pinacidil, alargado tras la oclusién coronaria aguda,
fue menor que en los demés grupos, dicho parametro sufrié también un
incremento en la situacion citada, en relaciéon con la situacion basal para
este grupo. Esto, que ocurrié también en el grupo control, como en su
momento indicamos, lo interpretamos como signo de deterioro

miocardico.

En el grupo entrenado, el periodo refractario funcional, medido
durante la fibrilaciéon ventricular, se mantuvo sin cambios durante la
isquemia aguda. Son ya clasicas las evidencias de efectos metabolicos del
entrenamiento que podrian explicar la accién protectora del mismo.
Como relataron Scheuer y Tipton (1977), en una clasica revision al
respecto, hay pruebas de que la cantidad de glucogeno en el musculo
esquelético puede ser un factor limitante en la resistencia muscular y el
desarrollo de la fatiga y en corazones de roedores entrenados fisicamente
se ha demostrado que han aumentado las reservas de glucégeno en
reposo, estando la actividad sintetasa de glucogeno aumentada en los
corazones de cobayas entrenados. Estos altos niveles cardiacos de
glucogeno pueden conferir una mayor reserva de sustrato para la
actividad cardiaca durante el esfuerzo y ser una buena fuente de sustrato
metabdlico-energético durante circunstancias como la isquemia aguda
(Carmeliet 1999). El ejercicio aerdbico aumenta la capacidad de los
intermediarios metabolicos de miocardio canino incrementando

selectivamente las concentraciones de enzimas reguladoras del
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metabolismo de la glucdlisis y del metabolismo oxidativo (Stuewe y cols.,
2000). Es por tanto bien conocido que los animales entrenados exhiben
mayor reserva de glucdgeno en reposo (para revision ver Powers y cols.
2008), y glicolisis anaerobica, que comienza y se intensifica en la
isquemia miocardica, y ello contribuye como medio eficaz para mantener

los niveles de ATP en las primeras fases de este proceso (Carmeliet 1999).

Las razones metabdlicas arriba indicadas se suman a otros
mecanismo que han sido implicados en los efectos protectores del
ejercicio fisico cronico. Estos incluyen cambios fisiologicos y anatémicos
en las arterias coronarias (Laughlin y cols., 2012), induccién de la sintesis
de proteinas de choque térmico (Such y cols., 2008), aumento de la
reserva antioxidante (Frasier y cols., 2013), a los niveles aumentados de
ciclooxigenasa (Bolli, 2006), y a la funciéon aumentada de los canales de
potasio sensibles a ATP del sarcolema (Brown y cols., 2005, Zingman y

cols., 2011, para revision ver Powers y cols. 2014).

De todos estos tltimos mecanismos propuestos, es el que hemos
citado en udltimo lugar el directamente relacionado con la presente tesis.
Y precisamente nuestros resultados parecen poner en cuestiéon este
mecanismo altamente reivindicado como mediador del efecto protector
del ejercicio fisico crénico. Nuestros resultados en lo tocante a los
parametros de refractariedad tras la isquemia regional aguda, en los
grupos entrenado y tratado con pinacidil, nos llevan a pensar en que si
bien lo que interpretamos como signo de deterioro tras la isquemia, es el
incremento de la refractariedad media de la zona explorada, no parece
haberse contrarrestado respecto a la situaciéon basal, por el hecho de
abrir el canal con el firmaco objeto de estudio, ademas del propio efecto
de la isquemia, contrariamente a lo que ha ocurrido con el grupo

entrenado. Asi pues, esto parece cuestionar, al menos en parte, la
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apertura del canal a uno de los mecanismos que se postulan como base
de los efectos beneficiosos del ejercicio fisico cronico y que hemos
comentado en el capitulo de introduccién y no parece que en este sentido
el ejercicio fisico haya operado de modo similar a como lo ha hecho la
apertura del canal Karp, sino més bien al contrario. Este es pues un
aspecto a tener en cuenta y que requiere especial consideraciéon y

contrastes.

En relacion a los resultados obtenidos en lo que respecta al anélisis
espectral de la FV, es decir, el estudio de la frecuencia dominante, como
parametro relacionado con la refractariedad, los resultados se hallan en
consonancia con lo ocurrido para la refractariedad. La frecuencia de la
fibrilacién, como acabamos de comentar se corresponde y se modifica de

modo paralelo a la refractariedad miocardica (Chorro y cols., 2000a).

En cuanto a la menor frecuencia de la fibrilaciéon en el grupo
entrenado, previamente a la oclusién coronaria, esta en relaciéon con la
mayor refractariedad que produce el entrenamiento y que ha sido
comentada en lineas anteriores. La mayor frecuencia de la fibrilacién en
el grupo tratado con pinacidil respecto a los grupos control y tratado, se
corresponde efectivamente con el decremento del periodo refractario
comentado en lineas anteriores y cuyas bases electrofisiolégicas también
han sido abordadas. De modo similar a lo que ocurri6 con el periodo
refractario tras la oclusion en el grupo control y en el tratado con

pinacidil, se produjo una disminuciéon dela FV.

La disminucién de la frecuencia de la fibrilacién tras la oclusién
arterial coronaria, que ocurrié en el grupo control, lo interpretamos
como un signo de deterioro, como asi lo hicimos con el incremento de la

refractariedad post oclusion coronaria.
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Pese a que la frecuencia de la FV, tras la oclusién coronaria, fue
mayor en el grupo tratado con pinacidil que en el control, éste parametro,
como ha sido comentado, también disminuy6 en relacién con su valor
basal. Es por ello que aqui se podrian aplicar las mismas consideraciones

que acabamos de hacer para el grupo control.

En el grupo entrenado, la oclusién coronaria mantuvo la frecuencia
de la FV en valores similares a los basales, durante los momentos més
prematuros de la isquemia. De modo similar, estudios previos realizados
por nosotros evidenciaron una caida de la frecuencia dominante de la
fibrilacion tras la oclusion coronaria, que fue preservada por el

entrenamiento (Such-Miquel, 2007).

La discrepancia entre los resultados obtenidos en este parametro,
entre el grupo entrenado y el tratado con pinacidil, tras la oclusion
arterial coronaria, pone en duda, al igual que comentamos para el caso de
la refractariedad, que la apertura del canal Karp, sea uno de los
mecanismos que se postulan como base de los efectos beneficiosos del
ejercicio fisico cronico, no pareciendo que el ejercicio fisico haya operado
de modo similar a como lo ha hecho la apertura del canal Karp, sino,

como también antes hemos comentado, mas bien al contrario.

4.2.3. Relativos a la heterogeneidad electrofisiologica.

Aunque no en todos los parametros de heterogeneidad
electrofisiologica, si en algunos como el CV de la frecuencia dominante
de la FV y el de los intervalos VV, se manifesto el grupo entrenado con un
miocardio ventricular menos heterogéneo electrofisiolégicamente que el
control, lo que es un efecto claramente beneficioso del ejercicio fisico
cronico. El miocardio es un sincitio funcional, pero no es absolutamente

homogéneo desde el punto de vista electrofisioldgico, que si bien lo es
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ostensiblemente menos en situaciones patologicas, como es el caso de la
isquemia, en condiciones normales existe una cierta 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.
Una cierta heterogeneidad es inherente al tejido cardiaco (expresion y
funcién de los canales idnicos, conexiones intercelulares, estructura
tisular). Una mayor heterogeneidad es responsable de la aparicion de
bloqueos en la conduccidén, dispersion espacial de la repolarizaciéon etc.
(Kléber y Rudy, 2004) lo que a su vez facilita la aparicion del fendmeno

de la re-entrada y las arritmias dependientes.

Desconocemos el mecanismo por el cual el entrenamiento fisico
puede operar sobre este parametro de heterogeneidad fisioldgica del
miocardio. 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 y cols., 1969;
Janse, 1971, citados por Kléber y 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+/Ca2*, y quizas a las
mismas propiedades de las membranas como cable entre otros, y que tal
vez, aunque sea un planteamiento especulativo, el entrenamiento los ha
modificado de modo homogéneo y asimismo aquellas propiedades que se
asientan sobre estos mecanismos como son la refractariedad y la

velocidad de conduccion.

Un resultado espacialmente interesante en relacion al fundamental
objetivo del presente trabajo ha sido que los parametros de

heterogeneidad tras la oclusion arterial coronaria han sido mayores en el
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grupo tratado con el abridor del canal Karp pinacidil, que los
correspondientes a los grupos control y entrenado. Dos consideraciones
son especialmente resaltables: por una parte, el comportamiento de la
apertura del mencionado canal no ha hecho que los corazones tratados
exhibieran la misma heterogeneidad que los corazones procedentes de
los animales entrenados, lo que obliga a cuestionar o a buscar
explicaciones para mantener la idea de que el ejercicio fisico ejerce su
efecto protector en la isquemia aguda, a través de una mayor actividad de
la corriente vehiculada por los canales Karp. Otra cuestion, aunque de
menor relevancia por lo conocida, es que la mayor heterogeneidad
eléctrica es un factor fundamental en la aparicién y perpetuaciéon de las
arritmias por re-entrada (para revision ver Jalife, 2000). Son ya clasicas
las investigaciones de Han y Moe (1964), en las que se estableci6 la
importancia de la heterogeneidad en el periodo refractario para la
induccién de fibrilacion ventricular. De hecho Moe y Abildskov (1959)
demostraron que la fibrilacion auricular podia persistir con una serie de
caracteristicas pero solamente si existia una dispersion de la
repolarizacion. Por tanto si bien en el miocardio ventricular la
heterogeneidad electrofisiologica es menor en el corazén procedente de
un animal entrenado, y por tanto es menos sensible a las arritmias re-
entrantes, en el miocardio sometido a oclusi6én coronaria aguda, la

apertura de los canales Katp ejerce un efecto pro-arritmogénico.

4.2.4. Sobre la arritmogénesis y la reversion de la

fibrilacion ventricular.

Los resultados correspondientes a los experimentos en los que se
ha administrado pinacidil vienen a perfilar la participacion del canal Katp
en los efectos del entrenamiento fisico sobre el miocardio isquémico. En

trabajos previos, el bloqueo del mencionado canal exhibi6 efectos
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beneficiosos de caracter anti arritmogénico, como son una disminucion
de la energia necesaria para revertir la fibrilacién ventricular mediante la
aplicacién de choques eléctricos de ondas bifasicas (del Canto y cols.,
2014), y una aparente disminucion de la heterogeneidad

electrofisiologica del miocardio (Parra y cols., 2011, 2012).

Finalmente en lo que respecta a las posibles similitudes entre el
grupo entrenado y el tratado con pinacidil, desde el punto de vista de la
actividad antiarritmica, como ya vimos en el capitulo de resultados, la
inducibilidad de la fibrilacién ventricular durante la aplicaciéon del test
del extraestimulo ha sido la norma en casi todos los experimentos del
grupo tratado con pinacidil; en cambio ni en el grupo control, ni por
supuesto en el entrenado, se consigui6 inducir la fibrilacion ventricular
con el test antes mencionado. Después de la oclusién coronaria, la
reversion de la fibrilacién no se consiguié en casi ningn corazén del
grupo tratado con pinacidil, habiendo una insalvable diferencia entre
este grupo y el grupo entrenado. Una vez maés, pues, el grupo tratado con
pinacidil, no es solamente que no se comporta igual que el grupo
entrenado sino que se comporta de modo radicalmente diferente al
grupo entrenado. Por tanto las modificaciones que se producen en uno y
otro grupo sobre las propiedades en las que se asienta la facilidad para
fibrilar y la facilidad para la reversion del proceso fibrilatorio, cabe

pensar que siguen sentidos opuestos.

Nuestros resultados en relacion a la energia necesaria para
desfibrilar podrian estar relacionados, en parte, con los efectos
beneficiosos del ejercicio cronico sobre la heterogeneidad del miocardio,
que se muestra en el presente estudio. Efectivamente, se ha propuesto
que la desfibrilaciéon exitosa esta relacionada con la capacidad de los

choques eléctricos para prolongar, sincronizar y disminuir la dispersion
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de la repolarizacién (Dillon 1992, Knisley y cols., 1992). El papel de las
heterogeneidades ventriculares transmurales en la vulnerabilidad
cardiaca a descargas eléctricas se ha publicado hace relativamente poco

tiempo (Maharaj y cols., 2008).

4.3. Limitaciones del estudio.

Salvo para el caso de la determinaciéon del periodo refractario
mediante la aplicacién del test del extraestimulo, cuando el corazon
aislado se halla en ritmo sinusal, el resto de las determinaciones
electrofisiologicas lo han sido a partir del corazén sometido a fibrilacion
ventricular sin interrumpir la perfusion global. Comoquiera que el
proceso de la FV supone la instauracion de un proceso en un medio
tridimensional, el hecho de que registrara con un electrodo multiple de
superficie, implica que se tenga una informacién epicardica
bidimensional, con una importante exclusiéon de las capas mesocardicas y

endocéardicas.

El marcado de las ondas de activacion para el anélisis de 1a FV en el
dominio del tiempo y a través del mismo determinar el periodo
refractario funcional (percentil cinco de los intervalos VV) y la media de
los intervalos VV, como parametro que indirectamente nos informa de la
refractariedad ventricular y que también nos servird para tener
informacion de la heterogeneidad, el marcado de estas ondas, deciamos,
se realiza habitualmente mediante una metodologia semiautomatica
basada en un proceso de identificaciéon de la pendiente maxima negativa
(dv/dt). Si bien en la presente tesis ha sido utilizado un método de
deteccion de las zonas de marcado, este no esta desarrollado totalmente y
se ha de acompanar de una supervisién de las sefiales por parte del

investigador, lo que sigue dandole un cierto grado de subjetividad al
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meétodo. Por otra parte el hecho de 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 céncava, es la causa de
que en algunos electrodos no se obtengan las sefiales con el grado de
“fidelidad” que seria deseable. Pese a ello el estudio de la FV mediante la
utilizacion de electrodos multiples, ha permitido describir y conocer con
bastante precision diversos aspectos del proceso fibrilatorio ventricular
(Chorro y cols., 2000b, 2000¢, 2002, 2003, Pelechano, 2008, Trapero y

cols., 2008).

En el caso del parametro frecuencia dominante de la fibrilacion
ventricular, estimamos que el método usado para el analisis espectral,
ofrece datos no fiables a los cinco minutos de oclusion arterial coronaria,
a la vista de la evoluciéon paradéjica de los mismos y al contrastar este
andlisis con el realizado en el dominio del tiempo. Esta cuestion ha sido
planteada como una limitacién. Esto nos obliga a revisar la metodologia
empleada para la realizacion del analisis espectral y modificar criterios

del programa empleado.

Otra cuestion a tener en cuenta es que hemos usado pinacidil como
abridor del canal Karp del sarcolema; pero hay que tener también en
cuenta que este farmaco no es especifico del canal del sarcolema, sino
que también tiene accion sobre la mitocondria. Es por ello que lo que
procede es la continuacion de estos estudios pero con el uso de abridores

especificos del canal Karp del sarcolema.

El hecho de trabajar con un corazbén aislado y perfundido
desconectado de influencias nerviosas y/o humorales aleja algo el
comportamiento de este 6rgano de la fisiologia normal, ya que ademas no
ejerce trabajo contra una poscarga y solamente contra una ligerisima

precarga debida al fluido nutricio que discurre por la circulacion
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coronaria y que tras desembocar en la auricula derecha pasa al ventriculo
derecho a través del cual pasa a la arteria pulmonar y de ésta, dado que

esta seccionada, el fluido nuticio es vertido al exterior.

Finalmente, no puede pasar por alto que el estudio se ha realizado
en un corazon de conejo y no humano, con lo que obliga a interpretar los

resultados de cara al ser humano con prudencia.

4.4. Comentarios finales.

Como antes hemos comentado, la caida de la frecuencia de la
fibrilacién en situacion de isquemia, que ocurrid en el grupo tratado con
pinacidil, es un signo de deterioro del “estatus” metabolico del miocardio,
y que no ocurri6 en el corazén procedente de conejos entrenados. Por
tanto esta diferencia de comportamiento entre el corazén del animal
sometido a ejercicio fisico cronico y el sometido a la apertura del canal
Karp contrasta con la similitud entre corazones entrenados y los tratados
en otro grupo de experimentos en el que se us6 un farmaco bloqueante

de los canales Kartp.

Estas consideraciones nos han llevado a cuestionar el incremento
de la corriente de potasio vehiculada por los canales Karp como
mecanismo basico del efecto beneficioso del ejercicio fisico crénico
cuando investigamos los parametros relacionados con la instauracion de

arritmias y sobre la estabilidad de la FV.

Aceptar que el ejercicio fisico cronico protege durante la isquemia
aguda a través de la apertura del canal Karp nos lleva a la pregunta:
écomo interpretar que el ejercicio fisico con probada actividad
antiarritmica, actia mediante la apertura de este canal, situacion ésta
que en nuestra tesis hemos visto que se ha comportado como

arritmogénica, no solamente tras la isquemia aguda, sino también en el
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corazon sometido a perfusion normalmente oxigenada? A esta pregunta
podriamos responder con el siguiente razonamiento: si el ejercicio fisico
cronico disminuye la magnitud de la lesion miocardica debida a la
isquemia aguda, esto podria repercutir también sobre la producciéon de
arritmias tal y como sefiald algin que otro autor (Shigematsu y cols.,
1995). Esto podria darnos la respuesta de modo inapelable de no ser que
tengamos en cuenta las consideraciones realizadas en una revision al
respecto y en la que parece indicar que el razonamiento esgrimido es mas
bien poco compartido (Flagg y cols., 2010). En dicha revision se describe
“La mayoria de los estudios, pero no todos, indican que la activacién
farmacologica de Karp promueve taquicardia y fibrilacion ventricular,
mientras su bloqueo durante la isquemia-reperfusion generalmente
disminuyen la incidencia de taquicardia sostenida y fibrilacion
ventricular, pero de nuevo no en todos los estudios. Por lo tanto los
tratamientos farmacologicos utilizados para desentrafiar los efectos de
los canales Karp en el ritmo cardiaco han arrojado resultados equivocos,
pero en general, la activacion Karp probablemente deberia considerarse

proarritmica en el contexto de la isquemia” (Flagg y cols., 2010) .
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5. Conclusiones.

Hemos realizado un estudio, en corazoén aislado y perfundido de
conejo, con el fin de comparar los efectos electrofisioldgicos intrinsecos
producidos por el ejercicio fisico cronico con los producidos por la
apertura del canal Karp sarcolémico con pinacidil, tanto en circunstancias
de perfusion cardiaca global oxigenada y tras isquemia regional aguda,
con el fin de contribuir a dilucidar el papel del mencionado canal en los
efectos protectores del entrenamiento fisico, dada la idea generalizada de
que este opera beneficiosamente a través de la apertura del mencionado
canal y las observaciones electrofisioldgicas realizadas por nosotros que
no parecen apuntar en esa direccion; al menos en lo que a determinados
parametros electrofisiologicos se refiere. La mayor parte de los
parametros han sido estudiados en el corazén aislado sometido a

fibrilacion ventricular, sin interrumpir la perfusion global del mismo.

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

concluir que:

1. En condiciones de oxigenacion global del corazon, el
entrenamiento no parece operar a través de la apertura del canal
Karr en lo que a la refractariedad y heterogeneidad se refiere; antes
bien al contrario, ya que si bien el entrenamiento aumenta la
refractariedad y disminuye la heterogeneidad electrofisiologica, la
apertura del citado canal disminuye la refractariedad y aumenta la
heterogeneidad electrofisioldgica, y por tanto haciendo al miocardio
ventricular mas sensible a las arritmias reentrantes.

2. En el corazéon de animal entrenado, sometido a isquemia
regional aguda se mantienen los parametros de refractariedad en las
fases mas prematuras del proceso isquémico, y en el tratado con un

abridor del canal Karp, contrariamente, la isquemia incrementa la
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refractariedad en el miocardio afectado por el proceso isquémico, lo
que interpretamos como signo de deterioro del “estatus” metabolico
del miocardio ventricular. En este sentido el entrenamiento no
parece actuar tampoco a través de la apertura del canal Karp.

3. En el corazon de animal entrenado, sometido a isquemia regional
aguda la heterogeneidad electrofisiolégica del corazén sigue un
camino opuesto al corazén sometido al efecto del abridor del canal
Karp; situacion ésta que incrementa la heterogeneidad. También en
este sentido el entrenamiento no parece actuar a través de la
apertura del canal Karp.

4. En condiciones de oxigenacion, la apertura del canal Karp tiene
un efecto claramente arritmogénico evidenciado por la facil
inducibilidad de la fibrilaciéon ventricular, lo que no ocurre en los
corazones entrenados. Ambas situaciones caminan en direcciones
diferentes.

5. En condiciones de isquemia regional aguda, la apertura del canal
Karp tiene un efecto claramente arritmogénico evidenciado por la
dificil reversiéon de la fibrilaciéon ventricular con choques eléctricos,
lo que no ocurre en los corazones procedentes de conejos
entrenados. Ambas situaciones caminan en direcciones diferentes.

6. Comoquiera que los resultados correspondientes a los efectos del
entrenamiento y los debidos a la apertura del canal Karp, no van en
la misma direccién, sino en sentido contrario, no parece que, al
menos a nivel electrofisiolégico, la proteccion debida al ejercicio sea
debida a una acciéon de apertura del canal Karp, lo que obliga al
importante namero de autores que defienden esta hipotesis, a dar

respuesta a qué mecanismos pueden subyacer a nuestros resultados.
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