VNIVERSITAT ® VALENCIA

FACULTAT DE MEDICINA | ODONTOLOGIA
Programa de Doctorado en Fisiologia

“Implicaciéon del canal KATP en las modificaciones que la
realizacion de ejercicio fisico cronico produce sobre algunas
propiedades electrofisioldgicas en el miocardio. Estudio en

corazon aislado sometido a isquemia global aguda”

Tesis doctoral presentada por:
Carlos Soler Lépez.

Dirigida por:

Dr. D. Luis Such Belenguer.
Dr. D. Antonio Iradi Casal.

Dr. D. Fco. Javier Chorro Gasco.

Valencia, noviembre 2018.






Luis Such Belenguer, Catedratico de Universidad del Departament de Fisiologia
de la Universitat de Valéncia-Estudi General, Antonio Iradi Casal, Catedratico de
Universidad del Departament de Fisiologia de la Universitat de Valéncia-Estudi
General y Francisco Javier Chorro Gascd, Catedratico de Universidad del
Departament de Medicina de la Universitat de Valencia-Estudi General,

CERTIFICAN: que el trabajo experimental que lleva por titulo “Implicacion del
canal KATP en las modificaciones que la realizacién de ejercicio fisico
crénico produce sobre algunas propiedades electrofisiologicas en el
miocardio. Estudio en corazon aislado sometido a isquemia global aguda”,
presentado por Carlos Soler Lépez para optar al Grado de Doctor, ha sido
realizado bajo su direccion en el Departament de Fisiologia de la Universitat de

Valéncia-Estudi General.

Y para que asi conste a todos los efectos oportunos, firmamos la presente en

Valencia, noviembre de 2018.

Luis Such Belenguer. Antonio Iradi Casal. Fco. Javier Chorro Gasco.






El presente trabajo de investigacion ha podido ser realizado, al menos en
parte, gracias a la ayuda concedida al doctorando para la formacion de personal
investigador de caracter predoctoral, en el marco del subprograma “Atraccio de
Talent” Vlc-campus, por el Vicerrectorado de Investigacion y Politica Cientifica de

la Universitat de VValéncia Estudi General.






AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, me gustaria hacer extensivo un sincero y generalizado
agradecimiento a todo el Departamento de Fisiologia, uno de los mas grandes y con
mayor representacion de la Universitat, donde he conocido innumerables personas
de altisimo valor humano que de un modo u otro han influido en mi vida y me han

ayudado a crecer como persona. Gracias a todos.

De forma particular quiero agradecer la confianza depositada a mis tres

directores:

Entré en el Departamento de la mano del Profesor D. Luis Such Belenguer y
siempre le estaré agradecido por abrirme las puertas de su casa y por darme la
oportunidad de conocer desde dentro el mundo de la investigacion, la docencia
comprometida y el espiritu que debe dirigir el quehacer universitario. Gracias de

corazon Luis.

Gracias también al Dr. Francisco Javier Chorro Gascd, nombrado
recientemente Decano de esta Facultad, con una implicacion docente encomiable y
una extraordinaria capacidad de trabajo que le ha llevado a ser uno de los referentes
nacionales de la investigacion en el ambito de la Cardiologia Experimental. Todo

sin perder un &pice de humildad en el trato. Gracias Javier.

Sin olvidar al Dr. Antonio Iradi Casal, que desde que entré a formar parte de
esta gran familia, y hasta hace bien poco, ha desarrollado de forma impecable la
dura labor de Director del Departamento, y a quien siempre recordaré con
admiracion dirigiendo con maestria las siempre complicadas reuniones del Consejo

de Departamento.



Hace ya mas de ocho afios desde que entré a formar parte del Grupo de
Electrofisiologia Cardiaca Experimental (GRELCA), y no puedo dejar de
acordarme de todas y cada una de las personas que a lo largo de este tiempo han
pasado por el laboratorio y por las que lo sustentan en la actualidad, profesores,
investigadores, estudiantes... de entre todos ellos, me gustaria agradecer de forma
especial a Antonio Alberola Aguilar, Fisidlogo de corazon, y donde los haya, por
su generosidad y su disposicién con los alumnos. De igual forma, a Luis Jr.,
German, Manolo, Laia, Irene (jqué paciencia has tenido!... muchas gracias Irene),
Laura, Patri, Oscar, Dani, Catia, Manu, Jaume y un largo etcétera. jAh!... y a Mari
Blanch y Rosario Salvador, por su infinita ayuda durante estos afios, también
jalonada de incombustible paciencia. También al Gran Santiago, que me ha tratado

siempre, casi como a un hijo y me ha hecho sentir también como en mi propia casa.

Finalmente, como no podria ser de otra manera, quiero agradecer a mi
familia y a mis amigos, para mi los auténticos pilares de la vida, su apoyo durante
estos duros afios que nos ha tocado vivir y con un carifio muy especial a mi madre,
que ha tenido que sufrir por partida doble; a mi hermano Curro que se ha “echado a
la familia por montera” y sin él no hubiéramos salido adelante; y a mi tia Mari, por

su interés, su carifio y su ayuda constante.

Por Gltimo, aunque no existen palabras para hacerlo, quiero agradecer y
dedicar especialmente esta Tesis Doctoral, con el maximo carifio, a aquellos que ya
no se encuentran entre nosotros y que, sin duda, habrian disfrutado enormemente

compartiendo este momento conmigo.



/W, . ..
Qb vas a emprender ol viage
hacia Slaca; pide que lu camine
R177% hrga, rico en %pﬁﬁ'ﬁﬂa’d v on

conocimiento...

Ride que tu camine sex largo
Qe numerosas sean las maranas
de verano on que con  placer,
Jelizmente arribes a bathias nunca

VIslas,

etente en loa emporios

de CStenicia p adguicre hermosas
MErcancias, madrgperlas y coral p
dmbar p ébano, cerdmicas deliciosas

v diversas

G uanto pucdas invierte on
volupluoses p delicados perfumes,
visita muchas ciudeades de GLaiplo,

Y Con avides aprende de sus sabios.

Con siempre & Slaca on lx
memoriz. Klegar alli és tu meta

s no apresures el viage

Mgor que se extionds largos
arlos; p en lu veies arvibes o i iska
con cuanlo hayas ganado cn el
CaMinG, Sin esperar que e te

mﬂqzzegm

Saca le r@ar/ﬁ’ un hermaso vide.
Qbin dller no hubieras emprendide
d camino. CMus nz'ﬂgwm olra

cosa /)Mé’&fﬁ darite

Aungue  pobre  la - encuentres,
Daca no le ha  cngariado
Rico en saber p vida, como has

Hegeds, comprendes ya
quié significan las Slacas”

Konstantinos Kavafis






INDICE

L. INTRODUGCCION ..ot e e, 15
1.1, OBIETIVOS .o e e oo et e e e e e e e e ea e e e e e s e e ee e an s 17
1.2. JUSTIFICACION DE LOS OBJIETIVOS....ocieeeeeeeeeeeeeeereeeseeeeensens 18

1.2.1. Estudio de las modificaciones cardiovasculares por el ejercicio
fisico crénico, con especial referencia a las modificaciones

eleCtrofiSiOlOQICAS. ......ccvviie e s 18

1.2.1.1 Generalidades..........coeveiriiinienenie e 18
1.2.1.2 Estudio especial de los efectos sobre la refractariedad y
heterogeneidad como parametros estrechamente relacionados con la

instauracion de fenOMeEN0S de reENTrAdA..........vveevveeeeee e e 25

1.2.2. Generalidades sobre los efectos bioldgicos de la isquemia
YT Tor: Lo [Tor: OO SO ESRPERTRP SRR 34

1.2.2.1 Procesos bioguimicos en el corazon isqUéMICO............c.cccverveeennas 34

1.2.2.2 Modificaciones de las concentraciones de iones: Na*, K*, Ca*

1.2.3. Estudio especial de la participacion del canal KATP

en las modificaciones electrofisioldgicas por la isquemia aguda............ 51

1.2.4. Efectos protectores del ejercicio fisico cronico sobre las
consecuencias electrofisioldgicas miocardicas de la isquemia aguda:

implicacion del canal KATP ... 57



1.2.4.1 Dinadmica del canal KATP en la isquemia aguda del miocardio y su
relacién con el efecto protector del ejercicio fiSiCO .......ccocvvvvvveviiiiiiiciiciens 57
1.2.4.2 Aparentes controversias respecto a la participacion del canal KATP

en los efectos beneficiosos del ejercicio fiSico Cronico .........c.ccoeevvreiricnne. 62

1.3. RESUMEN DE LA JUSTIFICACION DE LOS OBJETIVOS E

HIPOTESIS DE TRABAJO ..ot 65
1.4. PLAN DE TRABAUJO ..ottt 66
2. MATERIAL Y METODOS ...oootiieiieiieeereneeseeeesssssssssesessseesssens 67
2.1 MATERIALES ...ttt 69
2.1.1. Animales de experimentacion ...........ccocoerrernerinense s 69
2.1.2. REACTIVOS ....oveiieieit sttt 69
2.1.3. APAIALOS. ... ettt e e 70
2.1.4. Sistemas y programas informatiCos...........cocooverrienniiieineesees 71
2.1.4.2 Sistema de soporte metabolico tipo Langendorff .............cccooennnee. 71
2.1.4.3 Sistemas de estimulacion ..o 75
2.1.4.3 SiStEMAS A€ MEYISIIO ....cuveveeiieiiiiieie st 76
2.1.4.4 Programas infOrMAtiCOS .........courueireinieiseiee e 77

2.2. METODOS ....ccooouiieieiiieiie sttt 79
2.2.1. Grup0S 0 ESTUAIO ......eveeereeiieiieiesieete et 79
2.2.2. Protocolo de entrenamiento..........ccoevererierieieieesese e 79
2.2.3. Protocolo experimental............ccocooiiie i 80

2.2.4. Protocolo electrofiSiolOgiCo........c.cocevviieiiiiieicce e 82



2.2.5. Parametros electrofisioldgicos objeto de estudio: definicién y

AELEIMINACION ....vevieeie et 84
2.2.5.1 Para la valoracion del cronotropismo...........cccceevevveveivenenne. 84
2.2.5.1.1 Longitud del ciclo sinusal (LCS) ........cccovvvvrininenciciee, 84

2.2.5.2 Para la valoracion de la conduccién auriculoventricular ....85

2.2.5.2.1 Longitud del intervalo A-V ......cccccvveieiieiiieicceece e 85
2.2.5.3 Para valorar la refractariedad miocardica ...........cc.cccuevnnne 86
2.2.5.3.1 Periodo refractario efectivo ventricular (PREV)................. 86
2.2.5.3.2 Periodo refractario funcional ventricular (PRFV)............... 86
2.2.5.3.3 Frecuencia dominante (FD) de la FV ......cccccoeiieiiivciene 87

2.2.5.3.4 Periodo refractario funcional durante la FV (PRFFV)......... 88

2.2.5.3.5 Intervalos diast6licos del ciclo fibrilatorio (V-V)............... 89
2.2.5.4 Para valorar la heterogeneidad electrofisioldgica................. 90
2.2.5.4.1 Coeficiente de variacion de los PRFV (CVPRFV).............. 90
2.2.5.4.2 Concentracién espectral (CE) delaFV......cccooveveivivennne. 92

2.2.5.4.3 Coeficiente de variacién de los intervalos diastélicos

del ciclo fibrilatorio (CVVV)......ccooiiiiieiee e 93
2.2.5.5 Para valorar arritmogénesis..........ccccccevreireierenseneseseeeas 93
2.2.5.5.1 Inducibilidad de la fibrilacion ventricular (IFV)................ 93
2.2.5.5.2 Incidencia de desfibrilacion espontanea (DFV)................. 94
2.2.5.6 Para valorar la viabilidad eléctrica..............ccccocerriinniennnnns 94

2.2.5.6.1 Incidencia asistolia €lECIIICA ........ccvvvevveriie e 94



2.3. ANALISIS ESTADISTICO ..coviiiiieieiniieieieissieiessesseiessesse e 96

2.4, LEGISLACION ..ot eses st 96
3. RESULTADAOS ...ttt 97
3.1. CRONOTROPISMO ..ottt sttt 99
3.1.1 Longitud del ciclo Sinusal (LCS)......cccoviiiriiieiniiece e 99
3.2. CONDUCCION......ooooeiieeeeieseeeee et 100
3.2.1 Longitud del intervalo A-V ... 100
3.3. REFRACTARIEDAD MIOCARDICA ........cooveveeeeeeeeveeeree s, 101
3.3.1 Periodo refractario efectivo ventricular (PREV) ........cccccoevvvvivevvinennn. 101
3.3.2 Periodo refractario funcional ventricular (PRFV) .......c.ccocvviinviiiinnns 103
3.3.3 Frecuencia dominante (FD) de Ia FV ... 104
3.3.4 Intervalos diastdlicos del ciclo fibrilatorio (V-V) ....c.cccoovvvvveviivenenn. 105
3.3.5 Periodo refractario funcional durante la fibrilacion ventricular ............ 106
3.4. HETEROGENEIDAD MIOCARDICA........cccoooiieeeeeeeeeeeeeeeeeen, 108
3.4.1 Coeficiente de variacion del PRFV (CVPRFV).......ccocoevrennennenieienns 108
3.4.2 Concentracion espectral (CE) de 1a FV ....coovooeieieiiiceeeceees 109

3.4.3 Coeficiente de variacién de los intervalos diastélicos del ciclo

FIDFIALONIO (CVVV) .o 110
3.5. ARRITMOGENESIS ......ooiieiiiseeieeiceeee e 111
3.5.1 Inducibilidad de la fibrilacion ventricular (IFV) ......ccccooovovveiiieicianns 111
3.5.2 Incidencia de desfibrilacion espontanea (DFV) ......cccccoovvvvenenniieennnns 112
3.6. VIABILIDAD ELECTRICA ......ooiiiiceceeeeeeeeee e 113

3.6.1 Incidencia de asistolia ElECIIICA ........ueevvveieiieeeee et 113



4. DISCUSION ..o oo ee et e e e et e e e s e e e et e e et e e es et enere e, 117

4.1. CONSIDERACIONES RELATIVAS A LOS MATERIALES Y

METODOS EMPLEADOS. ..ot ssissiesas s seess s 119
4.1.1. Respecto al modelo animal utilizado............ccccceeevevviiiiiiiccce e, 119
4.1.2. Respecto al sistema de perfusion Langendorff............ccccooveininiennn 120
4.1.3. Respecto al protocolo de entrenamiento............cceeeeereeereenierneeesieennens 122

4.1.4. Respecto a la metodologia para la determinacion de los parametros

CleCtrOfISIOIOZICOS ..veuvveiviririie it 123

4.2. CONSIDERACIONES RELATIVAS A LOS RESULTADOS

OBTENIDOS ...ttt sttt e 126
4.2.1. Respecto al cronotropismo SInuSal ..........cccevveiiieiienieiieniecieeeeniene 126
4.2.2. Respecto a la conduccion auriculoventricular...........ccooceeviiiiiieieennnne 127
4.2.3. Respecto a la refractariedad miocardica...........coovervrerennsnenencenenn 128
4.2.4. Respecto a la heterogeneidad electrofisioldgica..............ccocoeevevennennnne. 137
4.2.5. Respecto a la inducibilidad de la fibrilacion ventricular ...................... 142
4.2.6. Respecto a la desfibrilacion eSpontanea............ccceeeervvereenreevieenieennens 144
4.2.7. Respecto a la viabilidad eléctrica miocardica..........ccccvevveeveeneeveennenns 145

5. CONCLUSIONES.......c ottt 149

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........cooveeeeeieeeeeeeeeeeeeeens 155






1. INTRODUCCION






1. Introduccién

1.1. OBJETIVOS.

Investigar la participacion del canal KATP en las modificaciones
electrofisiolégicas cardiacas intrinsecas, relacionadas con la instau-
racion, mantenimiento y cese de la fibrilacion ventricular (FV),
producidas por el ejercicio fisico cronico en el miocardio ventricular,
bajo perfusion normalmente oxigenada, y en el sometido a isquemia

global normotérmica.

En concreto, pretendemos determinar en corazones aislados de
conejo pertenecientes a un grupo de animales control, a un grupo de
animales sometido a un protocolo de entrenamiento fisico y a dos
grupos experimentales, uno tratado con glibenclamida, bloqueante del
canal de potasio ATP-dependiente, y otro con pinacidil, agonista del
mismo, el automatismo y la conduccién cardiacas, la refractariedad y
heterogeneidad electrofisioldgicas, la inducibilidad de la fibrilacion
ventricular y las caracteristicas del patron fibrilatorio tanto en
condiciones de normal oxigenacion como durante el periodo de cese
completo de la perfusion coronaria, prestando especial atencion a la
incidencia de desfibrilacién espontanea y asistolia eléctrica, con el
objetivo de establecer similitudes, o en su caso divergencias, entre el
comportamiento electrofisiolégico de los grupos tratados y el grupo
entrenado que puedan contribuir a esclarecer la participacion y el grado
de modulaciéon del mencionado canal en las modificaciones electro-
fisiologicas producidas por el entrenamiento que han sido objeto de

estudio en la presente tesis doctoral.
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1. Introduccién

1.2. JUSTIFICACION DE LOS OBJETIVOS.

1.2.1 Estudio de las modificaciones cardiovasculares por el
gjercicio fisico cronico, con especial referencia a las

modificaciones electrofisiologicas.
1.2.1.1. Generalidades.

La practica regular de ejercicio fisico aerobico, de suficiente
intensidad, frecuencia y duracién, produce adaptaciones morfologicas
y/o funcionales en numerosos Organos y sistemas, que generalmente
tienen una repercusion positiva sobre la salud. Durante la realizacion de
gjercicio se producen variaciones en los requerimientos metabolicos de
los diferentes tejidos lo cual condiciona un aumento de la ventilacién e
intercambio de gases a nivel pulmonar, un incremento en la frecuencia 'y
el gasto cardiaco asi como la redistribucion del flujo sanguineo hacia
los territorios con mayores demandas energéticas como el musculo
esquelético o el propio miocardio. Exposiciones continuadas a estas
respuestas hemodinamicas, metabdlicas, nerviosas y endocrinas agudas,
induce adaptaciones, a medio-largo plazo, en el organismo que determi-
nan un incremento en la capacidad de reaccion frente al esfuerzo
(Astrand et al., 2003). Estas adaptaciones fisiologicas derivadas del
ejercicio fisico cronico suelen ser resultado de regulaciones de retro-
alimentacion negativa que se ponen en marcha para ayudar a minimizar
los cambios homeostéticos que ocurren durante el esfuerzo (Lamb et al.,
1989).

18



1. Introduccién

EEEGIID Cambios enel i
medio ambiente RECEPTOR VIAS DE
CRONICO: cekilar RESPUESTA
ViAS DE ADAPTACION
ORGANO (S)
RESPUESTA OBJETO (S) DE
ADAPTADA O ADAPTACION
CAMBIO FUNCIONAL

Figura 1.1. Interrelaciones que implica la respuesta al entrenamiento. Modificado de
Lamb, 1989.

El conjunto de estas modificaciones constituye un estado o
situacion de entrenamiento que permite al individuo desarrollar mayores
cargas de trabajo con menores frecuencias cardiacas, a cualquier nivel
por debajo del méaximo de ejercicio (Fletcher et al., 2001). En el
individuo entrenado confluyen adaptaciones metabdlicas, bioquimicas,
endocrinas, respiratorias y circulatorias, entre otras, que contribuyen a
la optimizacion de procesos como el aumento de la captacion de
oxigeno o la eliminacién de productos de desecho metabdlico que
contribuyen a reducir la susceptibilidad a la fatiga y a incrementar la

capacidad para la ejecucion de ejercicio fisico (Segal, 2017).

En el masculo esquelético, el ejercicio fisico aerdbico regular
produce un aumento en el contenido de mioglobina, un incremento del
nUimero, tamafio y area de superficie de las mitocondrias, junto a un
incremento de la actividad y concentracion de las enzimas involucradas
en el ciclo de Krebs y el sistema de transporte de electronico,

fendmenos que determinan una mayor capacidad del organismo para la
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1. Introduccién

oxidacion de los hidratos de carbono. De manera analoga, el
entrenamiento facilita el metabolismo de las grasas, reduciéndose la
deplecion de glucdgeno, la produccion de acido lactico y la
concentracion de lactato en plasma, lo que se traduce en el individuo
entrenado en un aumento del umbral anaerébico. Se ha demostrado que,
para una misma carga de trabajo, la concentracidn plasmatica de lactato
es menor en los individuos que han seguido programas de
entrenamiento, evidenciando una menor liberacién por los tejidos y una
mayor capacidad de eliminacion del metabolito derivada del
entrenamiento (Zarzoso, 2011). También se ha publicado que el
entrenamiento eleva los niveles cardiacos de glucégeno lo que
representaria un incremento de la reserva energética disponible bajo
circunstancias de estrés metabdlico como durante el esfuerzo o la

isquemia miocardica aguda (Powers et al., 2008).

Respecto a los cambios que acontecen a nivel del sistema
cardiovascular destacan las modificaciones en la masa miocardica, en la
propia funcion mecéanica y en las propiedades electrofisiol6gicas de
automatismo, conduccién, refractariedad, heterogeneidad y estabilidad
eléctrica que describiremos en profundidad en apartados posteriores.
También se han documentado efectos vasculares sobre la circulacion
coronaria como el aumento del didmetro de arterias y arteriolas o la
preservacion de la densidad capilar en relacion al grado de hipertrofia
cardiaca (Laughlin et al., 2012). Asimismo, se ha de resaltar la mayor
diferencia arteriovenosa de oxigeno encontrada en deportistas de
resistencia respecto a la poblacion general (Mitchell et al., 2005). Como
sabemos, la mayor captacion de oxigeno por los tejidos resulta

imprescindible para que el organismo pueda asumir el incremento en los

20



1. Introduccién

requerimientos metabdlicos que supone la realizacion de ejercicio fisico
aerobico. Las siguientes adaptaciones que se producen en el propio

miocardio contribuyen a proveer a los tejidos con el oxigeno necesario:

A pesar de que el entrenamiento aerdbico produce una dis-
minucién de la frecuencia cardiaca en reposo (Bonaduce et al., 1998;
Levy et al., 1998) y submaxima durante el ejercicio (Wilmore et al.,
2001; Skinner et al., 2003) se ha documentado que el gasto cardiaco no
suele variar (Saltin et al., 1968, citado por Fletcher et al., 2001), por lo
que la menor frecuencia cardiaca se compensaria con un aumento
concomitante del volumen sistélico. Schaible y Scheuer (1985),
atribuyeron el aumento de la capacidad de eyeccion del corazon al
incremento en el volumen de las camaras cardiacas que albergarian una
mayor cantidad de sangre durante la diastole, facilitando el retorno
venoso, una mayor distension de las paredes cardiacas, y un mayor
volumen sistolico asociado al mecanismo de Frank-Starling. En la
misma direccién, Pelliccia et al., (1991) llegaron a la conclusién de que
el mayor volumen sanguineo devuelto a la circulacion sistémica en cada
latido estaria relacionado con el mayor llenado ventricular. Diversos
estudios experimentales, tanto en corazén aislado (Fitzsimons et al.,
1990; Jin et al., 2000) como en cardiomiocitos (Molé et al., 1978; Diffe
et al., 2001; Wisloff et al., 2001) han demostrado que, efectivamente,
existe una mejora en la funcion contractil intrinseca de los individuos
entrenados y que un estado inotropico aumentado podria jugar un papel
importante en la mejora del corazon como bomba (Fletcher et al.,
2001).
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1. Introduccién

Ademas del volumen telediastolico (Hepp et al., 1974; Levine et
al., 1991; Blomqvist y Saltin, 1983), se ha comprobado que las
variaciones en la postcarga (Jin et al., 2000) influyen de manera
determinante sobre los cambios que se producen en la morfologia
cardiaca tras un periodo de entrenamiento. EI aumento de la presién que
el miocardio debe wvencer en los individuos entrenados se puede
traducir, ademas de en un incremento del tamafio de las camaras
cardiacas, en una hipertrofia o engrosamiento de la pared del ventriculo
izquierdo. Sin embargo, el grado y tipo de hipertrofia es variable y se
encuentra directamente relacionado con la duracion, la clase de practica
deportiva y la intensidad del entrenamiento (Boraita y Serratosa, 1998).
Spirito et al., (1994), en un estudio en el que contaron con la
participacion de 947 deportistas de élite, encontraron dimensiones
cardiacas y grosores ventriculares mayores en ciclistas, remeros y
nadadores. Existen dos formas principales de adaptacién del corazén del
deportista: respuestas a deportes dinamicos con un alto componente
aerdbico que conllevan un incremento del volumen de las cdmaras
(hipertrofia excéntrica) y respuestas a deportes estaticos con un elevado
componente anaerdbico que produce cambios en la masa del ventriculo
izquierdo, dando lugar a una hipertrofia fundamentalmente concéntrica
sin apenas aumento del volumen de la cavidad ventricular (Pelliccia et
al., 1991). El remo, el ciclismo o la natacion constituirian una forma
mixta de remodelacion en la que se combinarian ejercicios dindmicos y
estaticos de grandes grupos musculares a intensidades elevadas que
explicarian los incrementos tanto en tamafio como en espesor del

ventriculo izquierdo hallados en ciclistas y remeros (Pluim et al., 2000).
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1. Introduccién

A pesar de que no se han esclarecido totalmente, parece que los
mecanismos, a través de los cuales, se producirian estas adaptaciones
comprenderian por tanto: el aumento de la carga y del volumen de
llenado, el aumento de la presion y segln algunos autores, la
estimulacién continuada por catecolaminas (Opie, 2004) e incluso

factores relacionados con la predisposicion genética.

Ademas de las modificaciones citadas, de caracter bioquimico y
mecéanico, la practica regular de ejercicio fisico de resistencia produce
cambios en varios parametros electrofisiol6gicos cardiacos en reposo
tales como el automatismo y la conduccién auriculoventricular. Las
primeras observaciones de algunos cambios electrofisiologicos del
miocardio producidos por la préactica de ejercicio fisico se publicaron a
principios del siglo XX, cuando se detectd la depresion del
cronotropismo sinusal en reposo en atletas olimpicos (Bramwell y Ellis,
1929). Posteriormente se describid, de nuevo, la disminucion de la
frecuencia cardiaca en reposo y durante la realizacion de ejercicio de
intensidad submaxima en comparacion a los individuos sedentarios
(Blumenthal et al., 1990; Bonaduce et al., 1998; Levy et al., 1998;
Wilmore et al., 2001; Skinner et al., 2003; citados por Zarzoso, 2011).
Otras observaciones experimentales (Such et al., 2002 y 2008) y en
atletas sometidos a bloqueo farmacolégico de los sistemas simpético y
parasimpatico (Stein et al., 2002) han contribuido, no solamente a
asentar estas observaciones previas sobre los efectos que el entre-
namiento fisico produce sobre el automatismo sinusal, si no que
ademas, dicho efecto se debe a modificaciones tanto de la actividad del
sistema nervioso autbnomo como a factores intrinsecos cardiacos (Such
et al., 2002, 2008; Zarzoso et al., 2012).
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Se han descrito también efectos del ejercicio regular sobre la
conduccion auriculoventricular. Bjgrnstad et al., (1993) encontraron una
depresion de la conduccion del impulso eléctrico desde auriculas a
ventriculos al observar una mayor incidencia de bloqueos AV de primer
grado en atletas, que ademas, coexistia con la mencionada disminucion
de la frecuencia cardiaca en reposo e intuyeron que este bloqueo podria
ser inducido asimismo por el entrenamiento. ElI hecho de que la
resolucion de los bloqueos auriculoventriculares suela ocurrir durante la
practica de ejercicio (Bjegrnstad et al., 1994), permite atribuir la
depresion de la conduccién AV también a un aumento del tono vagal
(Northcote et al., 1989). Posteriormmente, Stein et al., (2002),
investigando también en atletas de resistencia, realizaron un bloqueo
farmacoldgico del sistema nervioso vegetativo y encontraron que tanto
la longitud del ciclo de Wenckebach como la longitud del intervalo AV
eran mas largos en los atletas que en los sujetos control, evidenciando
asi, que en la depresion de la conduccién auriculoventricular atribuida
hasta la fecha a un aumento del tono vagal, participan también factores
miocardicos intrinsecos. Such et al.,, (2002), confirmaron estas
observaciones, esta vez de forma experimental en corazon aislado de
conejo, al encontrar de nuevo valores mas elevados de ciclo
Wenckebach en los corazones procedentes de animales que habian sido
previamente entrenados, contribuyendo asi a confirmar, que en la
depresion de la conduccion AV participan factores de carécter

intrinseco.
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1.2.1.2. Estudio especial de los efectos sobre la refractariedad y
heterogeneidad como pardmetros estrechamente relacionados

con la instauracion de fendémenos de reentrada.

Son numerosas las investigaciones que describen propiedades
antiarritmicas derivadas de la practica habitual de ejercicio fisico
aerobico. El entrenamiento parece incrementar la estabilidad eléctrica y
conferir proteccion frente a la muerte subita de origen cardiaco, que en
la mayoria de los casos se produce tras la instauracion de arritmias por
reentrada, principalmente de la fibrilacion ventricular (Billman, 2002).
Sin embargo, los mecanismos subyacentes a estas adaptaciones
protectoras siguen sin estar completamente dilucidados. El estudio de la
modificacion de las propiedades electrofisioldgicas cardiacas
relacionadas con la arritmogénesis a través del entrenamiento puede
contribuir a la comprension de este fenémeno. Comenzaremos re-
saltando la importancia de la refractariedad miocardica, como propiedad
relacionada con la excitabilidad y su posible modificacion resultado de

adaptaciones al ejercicio fisico continuado:

Una caracteristica comudn de las células excitables es que, una
vez activadas, debe transcurrir un determinado periodo de tiempo para
que se pueda generar un segundo potencial de accion (PA). Este
intervalo temporal durante el cual la célula no puede ser reexcitada
recibe el nombre de periodo refractario. El periodo refractario de las
células cardiacas es considerablemente mayor que el de otras células
excitables como las neuronas o las células musculares esqueléticas. Este
periodo prolongado de inexcitabilidad impide la contraccion ténica

(tetania) del corazon; fendomeno que, de producirse, tendria fatales
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consecuencias para el individuo (Jalife, 2009). La recuperacion de la
excitabilidad de los miocitos se produce de forma gradual y varia
durante las distintas fases del ciclo cardiaco. Se han desarrollado
numerosas investigaciones para caracterizar estas modificaciones de la
excitabilidad a lo largo del PA tratando de determinar, en cada una de
las fases, la intensidad minima de corriente (intensidad umbral)
necesaria para producir un potencial de accién propagado (Mountcastle,
1974).

Se han descrito cuatro estados de excitabilidad: el periodo
refractario absoluto que constituye el periodo de tiempo durante el cual
la membrana no puede generar una respuesta ni local ni propagada ante
un estimulo externo, independientemente de la intensidad del mismo. Se
ha demostrado, sin embargo, que un estimulo de suficiente intensidad y
duracidén puede iniciar una respuesta local o influir sobre el proceso de
recuperacion en cualquier fase del ciclo cardiaco (Hoffman y
Cranefield, 1960; citados por Marshall 1974) por lo que seria mas
apropiado denominar a esta fase periodo refractario efectivo (PRE). El
periodo refractario relativo (PRR) comienza al final del PRE y cons-
tituye el intervalo de tiempo tardio en el PA durante el cual si es posible
la generacién de un PA propagado aplicando un estimulo despolarizante
de intensidad mayor de lo normal. Esto ocurre una vez avanzada la
repolarizacion, cuando la diferencia de potencial de membrana vuelve a
valores de alrededor de -60/-70 mV, los canales de Na* voltajede-
pendientes, hasta el momento inactivos, comienzan a ser de nuevo
activables y las células recuperan algo de excitabilidad. Sin embargo, la

tasa de movimiento de entrada de Na* es tan lenta que es necesaria una
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intensidad de corriente mucho mayor para que la entrada de Na* pueda

generar un nuevo PA propagado.

En la figura 1.2 se puede observar la variacién de la magnitud de

corriente umbral (I+,) durante las distintas fases del potencial de accion.

Vi L—
ARP RRP

Figura 1.2. Periodo refractario. a) Cambios en la amplitud de corriente umbral (l,)
durante el PA. b) Registro de voltaje durante el PA. El periodo refractario absoluto
(barra roja) se extiende desde la fase de despolarizacidon rapida hasta el final de la fase
de plateau (Jalife, 2009).

En el instante de despolarizacion rapida correspondiente a la fase
0 del PA, cuando los canales de Na* se encuentran inactivos, la I, se

vuelve infinita (linea discontinua) y no es posible generar un nuevo PA.

Existe un corto intervalo de tiempo que comienza poco antes de
finalizar el PRR en el que se invierte la situacion y el umbral es
ligeramente inferior al requerido durante la fase de excitacion diastélica

normal. Esta fase se conoce como periodo supernormal (PSN), y en ella,
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la célula es méas excitable que en situacion de reposo; es decir, que con
un minimo estimulo despolarizante se puede iniciar un PA propagado
por lo que representa un periodo especialmente vulnerable y crucial en

la génesis de arritmias (figura 1.3).

:
W

B

ARP RRP SN

Figural.3. Excitabilidad supernormal. a) Cambios en la amplitud de corriente umbral
(Iy) durante el potencial de accién. b) Registro de voltaje durante el potencial de

accion. En algunos tipos celulares, a la fase de PRR, le sigue un breve intervalo de
tiempo durante el cual el umbral es menor que en situacion de reposo (Jalife, 2009).

La refractariedad del tejido cardiaco determina, junto a la
velocidad de conduccion (VC) del impulso eléctrico, la longitud de
onda (LO) del proceso de activacion del miocardio, factor estrecha-
mente relacionado con la aparicion y la estabilizacion de las arritmias
por reentrada (Wijffels et al., 1995; citado por Such et al., 2008). El
primer autor en describir los fenémenos de activacion eléctrica cardiaca
circulares como responsables de la instauracion de arritmias por
reentrada fue Mayer en anillos de tejido de medusa de la especie

Sychomedusa cassiopea (Kléber y Rudy, 2004).
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Figura 1.4. Modelo de reentrada. Tejido excitado, refractario, marcado en negro;
excitable en blanco; refractario relativo a puntos. (a) Cuando el impulso llega al lugar de
origen, éste se encuentra en periodo refractario y el impulso se extingue. (b) Tras el
giro, el impulso encuentra siempre tejido excitable: se genera la reentrada (modificado
de Mines, 1914).

Observo que tanto la iniciacion como el mantenimiento de la
reentrada requerian de un bloqueo unidireccional de la conduccién y
que era asimismo dependiente tanto de la VC del impulso eléctrico
como del periodo refractario (PR). Definié la LO como el producto de
la VC y el PR. En la medida en que la extension de la zona refractaria
que sigue a la onda de excitacién es menor que la longitud total de la
via anatémica por la que discurre el impulso, existe una zona de tejido
excitable (el llamado gap excitable) entre la cola de la onda precedente
y la cabeza de la siguiente (Kléber y Rudy, 2004). La existencia de este
“hueco” excitable es imprescindible para que se mantengan estables los
movimientos circulares ya que si la LO del proceso de activacion fuera
mayor que la zona anatémica por donde discurre la reentrada, el frente
de despolarizacion se extinguiria al encontrar el tejido en periodo
refractario (Kléber y Rudy, 2004). Por lo tanto, periodos refractarios
més prolongados son signo de una menor excitabilidad del tejido y de

una menor susceptibilidad frente a alteraciones del impulso eléctrico.
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Diferentes trabajos han estudiado el efecto del ejercicio fisico
continuado sobre esta propiedad miocardica. Asi, Brorson et al. (1976)
observaron un aumento de la duracion potencial de accion monofasico
en células auriculares humanas en el grupo de individuos entrenados
que atribuyeron a un incremento intracelular de la concentracién de
potasio, aunque no encontraron modificaciones significativas del
periodo refractario efectivo. Tibbits et al. (1981), también encontraron
un incremento en la duracion del potencial de accion (DPA), esta vez en
células ventriculares, que explicaron por un incremento en la entrada de
calcio. Posteriormente, Gwathmey et al. (1990), en un estudio experi-
mental investigando el efecto combinado del entrenamiento fisico y el
envejecimiento, observaron, de nuevo, un aumento de la DPA de las
celulas miocérdicas ventriculares en el grupo entrenado que explicaron
a través del mismo mecanismo. Nuestro grupo de investigacion también
ha venido investigando las modificaciones que el ejercicio fisico
produce en el miocardio sobre la refractariedad. Los resultados
derivados de nuestros primeros trabajos mostraron que el protocolo de
gjercicio aplicado a los animales modificaba en el corazén aislado y
perfundido, ademas de la frecuencia cardiaca y la conduccién auriculo-
ventricular, la refractariedad intrinseca, observandose periodos
refractarios funcionales ventriculares (PRFV) mayores en los corazones
pertenecientes al grupo de conejos que habia completado el periodo de
entrenamiento (Such et al., 2002). Resultados obtenidos en trabajos
posteriores han confirmado el efecto del entrenamiento fisico sobre esta
propiedad (Such et al., 2008), y se ha demostrado ademas, que estas
modificaciones electrofisiol6gicas son, al menos en parte, de caracter
intrinseco y no estarian mediadas por la actividad parasimpatica post-

ganglionar (Zarzoso et al., 2012; Such-Miquel et al., 2018b).
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Otra propiedad eléctrica cardiaca indispensable para la formacién
de un sustrato favorable a la génesis y mantenimiento de este tipo de
arritmias es la heterogeneidad miocardica. La heterogeneidad electro-
fisioldgica, expresidn y funcidn de los canales idnicos, las conexiones
intercelulares y la estructura tisular, es inherente al tejido cardiaco. El
miocardio de trabajo se comporta, desde el punto de vista electro-
fisioldgico, como un sincitio funcional. Sin embargo, éste no es abso-
lutamente homogéneo. Existe falta de continuidad y homogeneidad
tanto a nivel estructural, como desde el punto de vista de las
propiedades eléctricas de membrana. Encontramos diferencias morfo-
légicas y funcionales entre las distintas regiones ventriculares:
ventriculo izquierdo frente a ventriculo derecho, base frente a apex,
endocardio frente a epicardio, etc. Estas variaciones fisiologicas se
traducen en propiedades electrofisiolégicas distintas a lo largo del
territorio cardiaco. Asi, Chorro et al. (2006) encontraron variaciones en
la frecuencia y distribucion espacial de la fibrilacion ventricular
inducida, y observaron en la pared libre del ventriculo izquierdo, que la
frecuencia dominante es mayor en las zonas apicales. La heterogeneidad
electrofisioldgica se acentla en el remodelado que acontece durante
algunas condiciones patologicas como en el caso de la isquemia
miocérdica (Kléber y Rudy, 2004). Este hecho resulta determinante en
la formacion de ondas de reentrada y la perpetuacion de las propiedades

dinamicas que permiten su mantenimiento (Jalife, 2000).

Por tanto, la heterogeneidad de los periodos refractarios,
producidas por las diferencias regionales en la duracion del PA a lo
largo del tejido, y sobre todo la dispersion espacial de los procesos de

repolarizacién resultan indispensables para la instauracion y perpetua-
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cion de las arritmias por reentrada (Kléber y Rudy, 2004). Moe y
Abildskov (1959) demostraron que la fibrilacion auricular podia
persistir con una serie de caracteristicas, independientemente de su
agente productor, pero Unicamente si existia una “inhomogeneidad” en
la repolarizacién. Posteriormente, Han y Moe (1964), citados por Jalife
(2000), volvieron a establecer la importancia de la heterogeneidad en
los periodos refractarios para la induccién de la fibrilacion ventricular.
Este sustrato favorece los blogueos unidireccionales en la conduccion
cuando el impulso atraviesa zonas de mayor refractariedad facilitando la
reentrada y finalmente el desencadenamiento de la FV (Janse y Wit,
1989).

Se ha publicado que el ejercicio fisico atenta estos efectos de la
isquemia sobre la heterogeneidad en diferentes preparaciones
experimentales donde se ha encontrado una mayor homogeneidad
electrofisiolégica miocéardica y una menor incidencia de arritmias
letales tras la oclusion arterial coronaria en los animales entrenados
(Babai et al., 2002; Hajnal et al., 2005). Resultados obtenidos en
nuestro grupo de investigacion apuntan en la misma direccion. Asi,
Such et al. (2006), analizando las caracteristicas espectrales de la
fibrilacion ventricular en condiciones de normal oxigenaciéon y tras
oclusion coronaria en corazones aislados de conejo, encontraron que el
coeficiente de variaciéon de la frecuencia dominante de la sefial
fibrilatoria se mantenia a los 30 minutos del cese de la perfusién en el
grupo de animales entrenados mientras que aumentaba de manera
significativa en los controles. Como explicaremos més detalladamente
en los apartados correspondientes, el analisis de la sefial fibrilatoria,

tanto en el dominio del tiempo como en el de la frecuencia, aporta
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informacidn indirecta sobre la refractariedad (Chorro et al., 2003) con
lo que las observaciones acabadas de comentar indicarian una menor
dispersién de la refractariedad en el tejido ventricular isquémico de los
animales entrenados. Sin embargo, disponemos de menos informacion
sobre los efectos que la préctica regular de ejercicio fisico tiene sobre la
mencionada propiedad en el corazon normalmente oxigenado.
Pelechano et al. (2007) estudiaron, utilizando las mismas técnicas
espectrales de analisis de sefiales las caracteristicas de la fibrilacion
ventricular inducida, sin interrumpir la perfusion. Encontraron también
una menor dispersion de la frecuencia dominante en los corazones de
los animales entrenados, lo que indicaria una menor dispersion de la
refractariedad miocérdica intrinseca, es decir, una mayor homogeneidad
electrofisioldgica del miocardio tras el entrenamiento. Resultados
obtenidos en trabajos mas recientes, utilizando la misma metodologia,
parecen indicar que efectivamente el entrenamiento estabiliza de algun
modo las propiedades electrofisiol6gicas del miocardio ventricular. Asi,
Such et al. (2008), Parra (2011), Zarzoso et al. (2012), Parra et al.
(2012), Koninckx (2014) y Alves (2015), relataron disminuciones de la
frecuencia dominante de la fibrilacion ventricular inducida con respecto
a control en los animales previamente entrenados. Existe una corre-
lacion directa entre la frecuencia de activacion miocérdica durante la
fibrilacion ventricular, en condiciones de normal oxigenacion, y la
heterogeneidad electro-fisioldgica (Zaitsev et al., 2000) por lo que estos
resultados apuntarian a una mayor homogeneidad y estabilidad de los
corazones tras el entrenamiento. Mas recientemente, Such-Miquel et al.,
(2018b) han confirmado el efecto estabilizador del entrenamiento al
registrar de forma directa una disminucién de la heterogeneidad intrin-

seca y una mayor estabilidad electrofisiologica en los corazones de los

33



1. Introduccién

conejos sometidos a entrenamiento. Los Gltimos trabajos experimentales
sobre ejercicio desarrollados en nuestro laboratorio se enmarcan, al
igual que el presente estudio, en la linea que investiga la participacién
de los canales KATP en las adaptaciones cardiacas al entrenamiento. Se
utilizé el coeficiente de variacion de los intervalos fibrilatorios como
indice de heterogeneidad en los dos estudios y en ambas investigaciones
se pudo constatar una menor dispersion de los citados intervalos en los
instantes previos a la oclusion arterial en los grupos entrenados.
Ademas se observd que la apertura de los canales tras la administracion
de pinacidil aumentaba significativamente la heterogeneidad respecto a
entrenado (Alves, 2015) y que contrariamente, la glibenclamida
producia efectos de homogeneizacion similares a los apreciados tras el
entrenamiento (Koninckx, 2014).

1.2.2. Generalidades sobre los efectos bioldgicos de la isquemia

miocéardica.
1.2.2.1. Procesos bioquimicos en el corazén isquémico.

Se denomina isquemia, del griego iskhaimos y constituida por
iskhein (detener), haima (sangre) y el sufijo- ia (condicion patoldgica
o enfermedad), al estrés celular causado por la disminucion transitoria o
permanente del riego sanguineo y el consecuente cese del aporte
de oxigeno, nutrientes y de la eliminacion de productos de desecho del
metabolismo de un tejido bioldgico. Este sufrimiento celular, se
manifiesta en el corazén, con el fracaso de la contraccion y el deterioro
del comportamiento eléctrico, pudiendo ocasionar la muerte del tejido

afectado si resulta de suficiente intensidad (Opie, 2004). Diversos
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autores han descrito las consecuencias bioquimicas de la isquemia
miocardica y los trastornos electrofisiol6gicos derivados de estas
alteraciones que van a generar en el tejido isquémico unas condiciones
favorables para el desencadenamiento de arritmias por reentrada.
Destacamos la ya clasica revisién realizada por Edward Carmeliet
(1999) que expondremos resumidamente junto a adicionales estudios

originales y de revision:

En condiciones de normal perfusion, el NADH + H" y el FADH,
formados durante la glucdlisis y ciclo del acido citrico transfieren sus
electrones al O, a traves de la cadena de transporte electronico para
generar la energia con la que se mantiene el gradiente quimiosmotico
necesario para la sintesis de ATP. Por lo tanto, cuando el nivel de
oxigeno en el citosol cae por debajo de un umbral critico, se detiene la
mencionada cadena de transporte, y junto a ella, el proceso de extrusién
de protones en el interior de la mitocondria. En el tejido miocardico
isquémico, esta reduccion del metabolismo oxidativo favorece la
glucdlisis anaerobia y el consiguiente acimulo de lactato e
hidrogeniones que puede llevar a una reduccién en el pH intracelular de
hasta una unidad en los primeros 10 minutos (Kirkels et al., 1989).
Reimer et al. (1981), observaron que alrededor de los 20 primeros
segundos ya se detenia la respiracién mitocondrial y se ponia en marcha
la glucolisis anaerobia dando lugar a una cantidad limitada de ATP.
Establecieron una correlacion entre los niveles de fosfatos de alta
energia y el dafio miocérdico producido por la isquemia y describieron
dafios en membrana junto a alteraciones en funciones celulares
integradas a partir de concentraciones tisulares de ATP inferiores a 2

umol/g. En estudios posteriores establecieron que estos cambios en la
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concentracién de ATP comienzan prematuramente. Griese et al. (1988),
establecieron una tasa de recambio para los fosfatos de alta energia de
31 a 40 moles/gramo de tejido himedo/minuto. Teniendo en cuenta que
la capacidad de almacenamiento no excede los 15 moles/gramo de
tejido himedo/minuto se puede deducir que bastan 30 o 40 segundos de
isquemia para agotar las reservas de ATP. Sin embargo, existen
diferentes mecanismos mediante los cuales el tejido isquémico es capaz
de garantizar, al menos en una primera fase tras el cese de la perfusion,
unas concentraciones minimas de adenosin-trifosfato (ATP) cruciales

para frenar el deterioro tisular:

En primer lugar, se ha descrito el fendémeno de hibernacion, a
través del cual se reducirian los requerimientos energéticos mediante la
inhibicion del proceso contractil. Este fendmeno empieza a apreciarse
alrededor de 30 segundos tras el cese de la perfusion coronaria y
representa un considerable ahorro energético que permite la
redistribucién de los sustratos de alta energia disponibles para su
utilizacién en procesos tales como el mantenimiento del potencial de
membrana mitocondrial o la inhibicion de reacciones irreversibles que
conducen a la muerte celular (Piper et al. 1994). Existe, ademas, en esta

primera fase, una via de reposicion de ATP condicionada por la

reaccion de equilibrio: ATP + creatina ADP + fosfocreatina y catalizada
por la enzima creatinfosfoquinasa (CPK) que también va a contribuir a
la viabilidad celular en los primeros minutos de la isquemia. Otros
procesos como el incremento de la glucogenolisis a causa de la
activacion de la enzima glucogenolitica, glucégeno fosforilasa, o la
descarga simpatica asociada a la respuesta isquémica, que a través de la

liberacion de noradrenalina va a facilitar los procesos de captacién y
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utilizacién de glucosa en las células miocérdicas, contribuyen también
al mantenimiento de estas minimas concentraciones de ATP durante un

cierto intervalo de tiempo.

El cambio metabdlico que supone la instauracion de la glucdlisis
anaerobia a través de la activacién de las enzimas fosfofructoguinasa,
piruvatoquinasa y hexoquinasa, implica la formacién de una importante
cantidad de &cido lactico, lo que, si bien puede facilitar la sintesis de
una cierta cantidad de ATP, terminara por frenar dicha ruta metabolica,
reduciendo drasticamente la produccién de fosfatos de alta energia
(Carmeliet, 1999). La caida del ATP acaba teniendo consecuencias
deletéreas sobre los sistemas de transporte activo que afectan a las
concentraciones ionicas a ambos lados de la membrana provocando
cambios en las propiedades electrofisioldgicas de los miocitos que van a
contribuir de forma determinante en el desencadenamiento de las

arritmias que se producen durante la isquemia aguda.

1.2.2.2. Modificaciones de las concentraciones de iones: Na*, K*,
Ca® y H".

En la figura 1.5 puede observarse una tabla resumen donde se
aprecia la distribucion asimétrica normal de los principales iones a
ambos lados de la membrana de una célula miocéardica de trabajo.
Durante la agresion isquémica se produce una alteracion de estas
concentraciones idnicas relativas, hecho que condiciona alteraciones
electrofisioldgicas caracteristicas que trataremos de resumir a
continuacion: casi de forma inmediata se produce un aumento

significativo de la concentracion extracelular de K* (Harris, 1966).
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Intracellular ~ Extracellular Nernst
(mM) (mM) equilibrium
potential (mV)

K+ 140 4 ~94
Na* 10 140 +70
Ca?* 0.0001° 1.2¢ +124
cr 30 120 g7
pH 7.0-7.1 7.4 -

Figura 1.5. Concentraciones ionicas de los principales iones a ambos lados de la
membrana de una célula miocéardica de trabajo y su potencial de equilibrio de Nerst.
(Modificado de Levick, 2010).

Muchos trabajos han tratado de analizar y caracterizar este
fendmeno. Asi, Kléber (1984) observé que la [K'], practicamente se
duplicaba tras 5 minutos de oclusién coronaria, Ilegando a multiplicarse
por 4 o 5 veces durante los 15 primeros minutos. Sin embargo, el
mecanismo a través del cual se produce esta fuga de potasio ha sido
tradicionalmente objeto de grandes controversias (Billman, 1994). Para
algunos autores, la reduccion en la actividad de la bomba Na'-K*
tendria un papel fundamental (Allen y Orchard, 1987). El agotamiento
de las reservas de ATP provoca una caida del gradiente electroquimico
generado por este intercambiador a valores inferiores a los 50 kJ/mol
(Cascio, 2001; citado por Zaitsev et al., 2003). Como es sabido, la
bomba Na’-K" transporta, contra gradiente de concentraciones, 3 iones
Na" desde el interior celular hacia el espacio extracelular acoplando al
mencionado transporte la entrada de 2 iones K*. De este modo, este
sistema de intercambio con actividad ATP-asa genera un flujo neto de
cargas positivas hacia el exterior celular contribuyendo, gracias a su

actividad electrogénica, al mantenimiento del potencial de reposo. La
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reduccién de su actividad durante la isquemia contribuiria a la rapida
acumulacion de K* en el espacio extracelular. Otros factores podrian
contribuir, como la falta de lavado debida a la estasis circulatoria, o un
aumento de la permeabilidad al K* de la membrana celular afectada por
la isquemia (Yan et al., 1993). También las corrientes de potasio
dependientes de ligando IKAA (&cido araquiddnico) o asociadas a la
extrusion de los acidos débiles, como el lactato, formados en las células
durante el metabolismo anaerobio (Kléber, 1984). Sin embargo, desde
que Noma (1983) descubriera la corriente producida por la activacion
de los canales de potasio dependientes de ATP, objeto de estudio de
este trabajo de investigacion, se ha generado una fuerte evidencia
cientifica de que la acumulacion extracelular de potasio inducida por la
isquemia es consecuencia, en gran medida, de la apertura de estos

canales.

2K 3Na
ATP
3Na* Ca**
A K* Na* Ca** i
150 140 10 0.0001
A
b
ik ,‘ o
A~ K* Na* Ca**
145 4 140 1.2

Figura 1.6. Gradientes i6nicos, corrientes, bombas e intercambiadores contribuyentes al
potencial de membrana en reposo (Modificado de Levick, 2010).
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Si bien es cierto que su activacién durante la isquemia es
importante para la prolongacion de la vida celular y la preservacion
funcional, también es cierto que la fuga de potasio no se produce de
forma homogénea en todo el territorio afectado lo que puede contribuir
al incremento de la heterogeneidad y al establecimiento de unas

condiciones que podrian promover la propia FV (Billman, 1994).

Por otra parte, se ha descrito un aumento del sodio intracelular
([Na'T)) que también duplicaria su concentracion normal llegando a
valores de alrededor de 20 mM. La disminucion de la actividad de la
bomba Na*-K" estaria implicada también en este fenémeno que se veria
agravado por la activacion del intercambiador Na*-H" a causa del
aumento en la concentracién citosolica de hidrogeniones secundario al
metabolismo anaerébico de la glucosa. A su vez, este incremento de la
concentracion intracelular de sodio va a provocar un aumento de la
concentracion intracelular de calcio debido a que el intercambiador
3Na‘/Ca”" comienza a actuar en su forma reversa, hecho que promueve
un flujo neto de cargas positivas hacia el interior del miocito y la
despolarizacion parcial del potencial de membrana que puede propiciar
la génesis de post-despolarizaciones tempranas y tardias implicadas en
la mayoria de las arritmias caracteristicas de la isquemia miocérdica. La
inhibicion de la actividad de la bomba Ca®*-ATPasa contribuye también
a la sobrecarga de este ion durante la diastole, produciendo efectos
deletéreos al activar enzimas como las fosfolipasas, que producen un
acumulo de sustancias como la lisofosfatidilcolina que, probablemente
debido a su caracter anfifilico, interaccionan con la membrana y el
citoesqueleto contribuyendo a agravar estos efectos arritmogénicos
(Opie, 2004).
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1.2.2.3. Modificaciones electrofisioldgicas en la isquemia aguda.

En relacién a las alteraciones electrofisiolégicas que produce la
isquemia miocéardica y que se encuentran directamente relacionadas con
el desencadenamiento de arritmias que amenazan la vida, como la
fibrilacidn ventricular, y en las que subyacen fenémenos de reentrada,
comentaremos de forma somera algunas de las principales (Carmeliet,
1999, Sutton, 2000, Billman, 2008):

La interrupcion del flujo coronario origina rapidamente (durante
los tres primeros minutos) una despolarizacion del potencial de reposo
normal (-85 mV) a valores cercanos a los -60 mV. Este hecho origina
un ligero aumento inicial de la excitabilidad, debido al acercamiento al
potencial umbral, que sin embargo se revierte posteriormente
coincidiendo con un escape de potasio al exterior de la célula que deja
hiperpolarizadas a las células isquémicas. Se produce también una
disminucion de la pendiente de ascenso en la fase de despolarizacion
inicial del potencial de accién, debida a la inactivacion parcial de los
canales de Na" que se produce a potenciales tan positivos, y por tanto,
una disminucién de la excitabilidad que tras dos minutos de isquemia va
a afectar gradualmente también a la conduccion. El proceso de
activacion de los ventriculos que normalmente requiere alrededor de 80-
100 ms puede llegar a retrasarse hasta los 200-300 ms. Ademas, en los
primeros instantes, se produce una alteracion caracteristica sobre la
duracion del potencial de accidn. Inicialmente se prolonga ligeramente,
dando paso a continuacion, a un a un acortamiento significativo del
mismo. También es tipico de la isquemia que tras los potenciales de

accion acortados sobrevengan largos periodos refractarios efectivos, 1o
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que ha sido descrito por diversos autores (Sutton et al., 2000), por lo
gue la modificacién de estos dos parametros se da en sentidos opuestos.
En la zona situada entre el miocardio sano y el mas afectado por la
isquemia se acortan, tanto el periodo refractario efectivo como la
duracion del potencial de accion. En la parte isquémica la excitabilidad
se halla aumentada. La razon de que en la parte no isquémica la
excitabilidad se halle también aumentada se debe a la corriente de
lesion, que tiene un efecto despolarizante. Tras 15-20 minutos las
celulas que se encuentran en la zona central del infarto pueden
recuperar temporalmente su excitabilidad aunque la pendiente del
potencial de accion y la amplitud continten deprimidas, lo que se halla
en relacion con una liberacion masiva de catecolaminas y con la
apertura de la circulacion colateral que va facilitar mediante el “lavado”
una ligera disminucion en la [K"], Alrededor de los 30 minutos de
isquemia, si bien los cardiomiocitos contindan despolarizandose, la

conduccion del potencial de accion se bloquea completamente.

La dispersion de la refractariedad y otras propiedades fisiolégicas
existe en condiciones fisioldgicas normales; de hecho, hay gradientes en
la duracion del potencial de accién entre el epicardio y el endocardio,
entre el apex y la base, y entre el ventriculo derecho y el izquierdo.
Sabemos que el miocardio es un sincitio funcional, pero no es
absolutamente homogéneo desde el punto de vista electrofisioldgico.
Existe falta de continuidad y falta de homogeneidad en el mismo, tanto
a nivel estructural, como desde el punto de vista de las propiedades
eléctricas de la membrana, lo que se agrava ostensiblemente en
situaciones patoldgicas, como es el caso de la isquemia. Este

incremento de heterogeneidad es responsable de la aparicién de
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dispersién espacial de la repolarizacion, blogueos en la conduccion
(KlIéber y Rudy, 2004) y fenémenos de reentrada. En la zona borde
endocérdica, la corriente de lesidén puede afectar al sistema de Purkinje

haciendo que la actividad espontanea enmascarada se vuelva evidente.

En la figura 1.7 podemos apreciar alguno de los efectos
electrofisiolégicos caracteristicos de la isquemia y su traduccién al

electrocardiograma:

50 mv

200 msec

Figura 1.7. Electrocardiogramas y potencial de accidn registrados en corazén de cerdo
al principio del periodo isquémico (A), tras 12 minutos del mismo (B) y durante la
reperfusion (C). Adaptado de Carmeliet, 1999.

Encontramos, a) una depresion inicial del segmento T-Q como
expresion de la disminucion del potencial de reposo en zona isquémica;
b) Una elevacion del segmento S-T; c¢) Ensanchamiento del complejo
QRS y retraso de la deflexion intrinseca. En la zona central necrosada el
electrocardiograma muestra morfologias monofésicas. La activacion
local se recupera transitoriamente, lo que a veces produce alternancia de

laondaT.
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Cuando se produce una reperfusion antes de los 30 minutos de
isquemia, las células se hiperpolarizan rapidamente mientras que los
potenciales de accion se vuelven temporalmente muy cortos. Se da
asimismo una marcada heterogeneidad tanto en la duracion del
potencial de accién como en los periodos refractarios efectivos. Aunque
la excitabilidad esta deprimida puede aparecer actividad espontanea,
probablemente como consecuencia de post-despolarizaciones tardias, y
cuando los potenciales de accion se alargan, también a causa de las post
despolarizaciones tempranas. Asimismo, como comentaremos MAas
adelante, durante el proceso isquémico se origina una depresion de la
velocidad de conduccion de los potenciales de accién, fenémeno que

también contribuird al incremento de la arritmogénesis.

Yang et al., (2007), usando tintes sensibles a voltaje (di-4-
ANEPPS) para el desarrollo de técnicas de mapeo dptico de la actividad
eléctrica, confirmaron los mencionados cambios electrofisiologicos
asociados a la isquemia aguda. En un modelo de corazén aislado de
conejo encontraron decrementos en la frecuencia de activacion eléctrica
durante la fibrilacién ventricular y de la velocidad de conduccion, asi

como un incremento en la refractariedad.

La figura 1.8 muestra un ejemplo de la preparacion experimental
y el registro de los potenciales de accion en cinco puntos arbitrarios de
mapeo antes de la isquemia. Tras un periodo de estabilizacion de la
preparacion experimental, se llevo a cabo una reduccion répida de la
perfusion para producir las condiciones de isquemia global aguda y se
procedié a la monitorizacion continua de las variaciones electro-

fisioldgicas asociadas a la misma.
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Figura 1.8. Preparacion experimental () y registros de los potenciales de accion en
situacion control (b). Yang et al., 2007.

La figura 1.9 muestra la evolucién de los registros durante una
hora y media de la preparacion sometida a una rapida reduccion del
flujo para reproducir las condiciones de isquemia global. Se observa un
progresivo acortamiento de la duracion de los potenciales de accion de
las células isquémicas acompafiada de una desaparicion también

progresiva de la meseta, asi como una disminucion de la amplitud y la

pendiente de ascenso correspondiente a la despolarizacion ventricular.

(a) 0 min (b) 10 min (¢) 30 min

o PN o

A

. r\w;
(d) 50 min (e) 70 min (f) 90 min
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Figura 1.9. Registros opticos en diferentes periodos de isquemia. Yang et al 2007.
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En relacion a los mecanismos subyacentes a los cambios
electrofisiolégicos durante la isquemia y reperfusién, comentaremos lo
que sigue: los posibles mecanismos implicados en la despolarizacién, en
reposo, que se da durante la isquemia son el aumento en la
concentracién extracelular de potasio y la existencia simultanea de una

corriente hacia el interior de Na*, Ca®*y CI".

La disminucion, tanto de la pendiente de ascenso del potencial de
accion como de la amplitud del mismo, se debe a una menor entrada de
Na* (probablemente debida a la inactivacion de los canales de Na* por
la caida del potencial de reposo, asi como por la acciéon sobre el
mencionado canal, de sustancias anfifilicas como son la lisofosfatidil
colina y los acilcarnitina de cadena larga, de &cidos grasos, de estrés
oxidativo y de la acidosis y el aumento simultaneo de corrientes hacia el
exterior que provoca un efecto de cortocircuito. La entrada de Na* se
reduce posteriormente todavia mas por una caida en el gradiente
quimico debido principalmente al aumento de la concentracion
intracelular de sodio [Na'];, En una etapa mas tardia (15 minutos)
aumenta mucho la resistencia celular longitudinal, resultando en una

marcada caida de la conduccion.

El acortamiento de la duracién del potencial de accion
(previamente aumentada quiza por una disminucion regional de la
temperatura y/o a una modificacion de la actividad electrogénica de la
bomba de Na‘/Ca™, a una disminucion en la corriente lx; como
consecuencia del acumulo de protones, o la inhibicién aguda de ly,), se
debe principalmente a la aparicion de corrientes repolarizantes que se

activan a potenciales positivos propios de la fase de meseta y que en
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condiciones fisiolégicas no se expresan. Estas corrientes, que so6lo
participan en la génesis del potencial de accion durante la isquemia, son
en su mayoria flujos de K™y CI". Cabe destacar el papel de IKATP, IKNa
e IKAA.

Datos aportados por Weiss et al., en un estudio publicado en
1992, demostraron que existia una relacién temporal entre el detrimento
de la duracion del PA y el acumulo de K" extracelular en tabiques
interventriculares aislados de conejo (para revision ver Billman, 2008;
figura 1.10). Asimismo parece contribuir, debido a una accion
adrenérgica beta, (y otros factores como la edematizacion osmética, el

estiramiento mecanico, etc) la activacion de los canales de CI'.

250 .

APD (ms)
g
)

150 -

Ischemia

[K7], (mM)
orrec%.‘

Time (min)

Figura 1.10. Relacion temporal entre el acortamiento del PA y la salida de K* durante
la isquemia (Weiss et al., 1992; Tomado de Billman, 2008).

Es de destacar que el acortamiento de la duracién del potencial de

accion en la zona limitrofe situada entre el miocardio necrosado y el
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tejido no afectado por la lesidn isquémica, se debe principalmente a la
“corriente de lesion” generada por la diferencia de potencial entre el
miocardio isquémico y el normoéxico, mas que a los cambios que se
producen en la conductancia ionica. La corriente de lesién que reduce
ligeramente el potencial de reposo (Er,) invierte la direcciéon durante la

actividad y aumenta la tasa de repolarizacion.

En relacion con los cambios de la refractariedad, parece ser que
la prolongacion de la misma en la zona afectada por el dafio isquémico
se halla relacionada con un incremento del tiempo de repolarizacion a
partir de la inactivacién de los canales de sodio debida a la acidosis, a la
formacion de lisofosfatidilcolina y de acilcarnitinas de cadena larga, a
productos derivados del estrés oxidativo, y a la apertura de los canales

de K"y CI"y su efecto de cortocircuito.

Paradojicamente tanto la duracion del potencial de accion como
de la refractariedad, en la llamada zona limitrofe entre la isquémicay la
sana, ademas de la marcada dispersion de estos parametros, estos se
acortan. En esto ultimo parece influir la corriente de lesién. Como es
sabido, la dispersion en el PRE, que aumenta con la activacion
simpatica, es una condicion favorece la aparicion de arritmias por
reentrada (Han y Moe, 1964).

Como antes hemos comentado, durante la isquemia también se
deprime la velocidad de conduccién. El incremento extracelular de [K*],
secundaria a la activacion de estas corrientes durante el proceso
isquémico y a la falta de “lavado” debida a la estasis circulatoria, reduce
el potencial de equilibrio de Nernst para el potasio y de ese modo el

potencial de reposo de membrana de los miocitos. Este hecho es

48



1. Introduccién

determinante en la disminucién de la amplitud y de la pendiente de
ascenso del potencial de accién (fase 0) caracteristica de la isquemia.
Como se ha comentado con anterioridad, a potenciales tan positivos,
muchos canales de Na* permanecen en estado inactivo (a un potencial
de reposo de -70 mV alrededor de la mitad de las compuertas de
inactivacién se encuentran cerradas) lo que atenua la corriente rapida de
sodio (INa*), responsable del rapido ascenso de la fase 0 del potencial de
accion durante la despolarizacion celular. La velocidad de conduccion
del impulso eléctrico a través del tejido cardiaco depende en gran
medida de la magnitud y rapidez de ascenso de los potenciales ya que
estos van a generar la corriente necesaria para la propagacion de la
excitacion. En la figura 1.11 observamos el efecto que exhibe el
incremento de la concentracion extracelular de K* sobre el potencial de
reposo, sobre la duracion del potencial de accion y la amplitud del

mismo y sobre la velocidad de conduccion del impulso eléctrico.

—80
[K'],=3mM [K'l,=10mM [K*],= 16 mM

Figural.l1l. Efecto de distintos grados de hiperkalemia sobre el potencial de membrana
en una fibra de Purkinje: aumento del tiempo de conduccion (la espiga a la izquierda del
PA marca estimulacion externa), disminucién del potencial de reposo, reduccién de la
amplitud del potencial de accion y de su pendiente de ascenso (Modificado de Levick,
2010).
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La propagacion de la excitacion también es dependiente de la
arquitectura tisular que va a determinar las propiedades pasivas que
condicionan la trasmision eléctrica como la resistencia de la membrana
celular, la resistencia celular, longitudinal y trasversal, asi como la

resistencia eléctrica que ofrece el compartimento extracelular.

Durante la isquemia también se ven afectadas todas estas
propiedades afectando negativamente a la velocidad de conduccién. En
los primeros instantes, la resistencia extracelular aumenta
considerablemente en parte debido al colapso de la red vascular y al
edema que sufren los cardiomiocitos. En una etapa mas tardia (15
minutos) se produce una afectacion a nivel de acoplamiento, célula a
célula, cuando se ve comprometida la funcionalidad de muchas uniones
en hendidura, pese a que curiosamente, éstas tienen un papel
especialmente importante en la necrosis del tejido, a través de un
proceso en el que una célula “mata a otra” precisamente debido a la
fuga de calcio que se produce por estas comunicaciones intercelulares
(Garcia-Dorado et al., 2004).

El bloqueo de las gap junctions, que aumenta dramaticamente la
resistencia longitudinal celular, no se produce de manera homogeénea a
lo largo del tejido isquémico y va contribuir, junto a la dispersion
espacial de los periodos refractarios, a la generacion de un sustrato

favorable para la aparicion de arritmias por reentrada.

En la figura 1.12 se resumen algunos de los efectos cardiacos

causados por la isquemia.
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Figura 1.12. Esquema resumen de los multiples mecanismos a través de los cuales la
isquemia miocérdica provoca alteraciones en la contractilidad y en la arritmogénesis.
(Modificado de Levick, 2010).

1.2.3. Estudio especial de la participacion del canal KATP en las

modificaciones electrofisioldgicas por la isquemia aguda.

El canal de potasio ATP-dependiente (KATP) fue descubierto y
descrito por primera vez en 1983 por Akinori Noma cuando trabajaba
en parches de membrana aislada procedentes de miocitos ventriculares
de cobaya (Noma, 1983). Los canales KATP (figuras 1.13, 1.14 y 1.15)
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son hetero-octameros compuesto por cuatro subunidades del receptor de
las sulfonilureas (SURX), que actuarian como subunidades reguladoras,
a las que se uniria el ATP intracelular bloqueandolo, y cuatro
subunidades Kir6.x, proteinas de la familia de los rectificadores internos
de potasio, que conformarian el poro del canal, en una relacion 1:1
(Hibino et al., 2010).

A kie@  SURE@
Out TMDO TMD1 TMD2
In
c
c

extra
~cellular

intra
-cellular

Figura 1.13. Componentes moleculares de los canales KaTp. Tomado de Nichols et al.,
(2013).

La combinacion de las diferentes subunidades SUR y Kir dan
lugar a los distintos tipos de canales KATP encontrados en las diferentes
localizaciones anatomicas (figura 1.14). Se ha confirmado su presencia
en gran variedad de tejidos y células excitables incluyendo neuronas del
sistema nervioso central (Ashcroft et al., 1990), masculo esquelético
(Spruce et al., 1985) y liso (Standen et al., 1989), epitelio renal y
traqueal, y en el pancreas, donde actian como moduladores de la
liberacion de insulina por las células beta pancreéaticas (Cook y Hales,
1984).
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Canales KaTp

Dos subunidades proteicas

\
[ |

Subunidad que forma el poro (Kir 6.X) Subunidad reguladora (SUR)

Kir 6.1 Kir 6.2 SUR 1 SUR 2A SUR 2B
Musculo liso Celulas Celulas 5 Corazon y musculo Musculo liso
vascular corazén, cerebro, esquelético vascular
musculo esquelético
y liso vascular

Figural.14. Combinacion de diferentes subunidades SUR y Kir dan lugar a los distintos
tipos de canales KATp en diferentes localizaciones anatémicas (Tamayo, 2007).

En el miocardio, los canales KATP se encuentran localizados en el
sarcolema y en las membranas internas mitocondriales y se componen
principalmente de la combinacion de las subunidades SUR2A y Kir6.2
(para revision ver Flagg, 2010). Deben su nombre a la regulacion
inhibitoria que ejerce la concentracién fisiol6gica de ATP intracelular.
El descenso del ratio ATP/ADP citos6lico que se da en situaciones de
estrés metabdlico (Vajda et al., 2007) favorece su apertura, de modo
que la actividad del canal dependeria de la concentracion de fosfatos de
alta energia exitente en el cardiomiocito. Permitien acoplar los
requerimientos metabdlicos celulares a la actividad eléctrica al detectar
modificaciones en los niveles de ATP y adenosina bifosfato de
magnesio (Li y Dong, 2010). Regulan, por tanto, la actividad eléctrica
de la membrana plasmatica ajustando el potencial de reposo y
modulando la duracion del potencial de accion, desempefiando un papel

fundamental en multitud de procesos fisioldgicos (Tamayo, 2007).
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R conformation

Figura 1.15. Modelo de apertura y cierre del canal de potasio SUR2x/Kir6.2 cardiaco
basado en el cambio conformacional de la subunidad SUR2x (de Yamada et al., 2004,
tomado de Hibino et al., 2010).

Otro factor regulador de los canales KATP es el pH, que hace que
puedan ser activados, incluso bajo condiciones fisiolégicas, cuando se
produce un aumento de la demanda metabodlica. El incremento de la
frecuencia cardiaca y la contractilidad miocardica propiciado durante la
activacion simpética resulta en una mayor demanda de oxigeno. La
produccion de energia anaerdbica en el corazon durante la realizacion
de ejercicio fisico intenso favorece la acumulacion de lactato. Se ha
publicado que el lactato intracelular puede activar las canales sarcKarp
en células ventriculares de cobaya y conejo (Edmund y Qian, 1991; Jin
et al., 1993), e investigaciones en corazones humanos (Nakaya, 2014)
apuntan a que el acortamiento de la duracion del potencial de accion

durante la realizacion de ejercicio intenso y la estimulacién simpatica
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podria ser debido, al menos en parte, a la activacion de los KATP

sarcolemales (Figura 1.16).

Rest

Iva lea KK Ca
<D ® Extracellular
d ——RRIRERRRRR
(“I'/ Intracellular
Na* Ca¥ [y I 3Na*
Vigorous Exercise
Sympathetic Stimulation
Ing Ico KrKrK* Ca?

Extracellular

RRRARARARRRA)

l | g Intracellular
Na* Ca* Jig, I I arp3Na*

Figura 1.16. Relacion entre el canal KATP y el potencial de accidn en situacién de
reposo y durante ejercicio intenso (Nakaya, 2014).

Como se ha comentado, existe una fuerte evidencia de que la
acumulacion extracelular de potasio y la reduccién de la duracion del
PA inducidos por la isquemia es resultado, en gran medida, de la
apertura de canales KATP (Billman, 1994; y Billman, 2008). La apertura
de los canales eleva rapidamente la concentracion extracelular de
potasio provocando la despolarizacion del tejido circundante y el
acortamiento de la duracion del potencial de accién. Los efectos
protectores estarian asociados a este acortamiento del PA que
incrementaria la viabilidad celular durante los periodos de isquemia al
reducirse la sobrecarga intracelular de Ca®* (Golbidi y Laher, 2012). La

salida de potasio al espacio extracelular que facilita la apertura de estos
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canales tiene un importante efecto repolarizante que acorta la duracion
del potencial de accidn cardiaco y reduce la fase de meseta, inhibiendo
ICaL, por lo que se evitarfa la sobrecarga intracelular de Ca** (Noma,
1983). Al reducirse el influjo de Ca?*, las reservas de ATP, que de otro
modo serian utilizadas por la célula en los procesos contractiles y para
abastecer a las bombas e intercambiadores con los que reestablecer las
concentraciones fisiol6gicas del ion, se preservan. Por otro lado, la
sobrecarga de calcio puede conducir a la muerte celular por necrosis y
apoptosis por lo que la activacion de los canales sarcKarp, en efecto,
podria constituir un mecanismo cardioprotector desarrollado para

afrontar las agresiones isquémicas.

Sin embargo, hay que recordar que la activacion de la corriente
IKATP se acompafia de una marcada dispersion de la repolarizacion y
de la refractariedad miocardicas, siendo esta una condicion basica sobre
la que se desarrollan las arritmias por reentrada (Di Diego vy
Antzelevitch, 1993; Billman, 2008). Si bien es cierto que la activacion
del canal que vehicula la corriente citada es importante para la
prolongacion de la vida celular y preservacién funcional, no lo es menos
gue la activacién de este canal produce, como acabamos de comentar,
un acortamiento de la refractariedad y del potencial de accion, lo que si
se produce inhomogéneamente podria promover la arritmogénesis. El
incremento en los niveles de potasio extracelular produce, un efecto
despolarizante, indirectamente, una inactivacion de los canales de Na*y
la despolarizacion celular, reduciendo la amplitud y duracion del PA y
por tanto una disminucion de la excitabilidad y el blogueo de la

conduccion.
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1.2.4. Efectos protectores del ejercicio fisico crénico sobre las
consecuencias electrofisiolégicas miocardicas de la isquemia

aguda: Implicacién del canal KATP.

1.2.4.1. Dinamica del canal KATP en la isquemia aguda del
miocardio y su relacion con el efecto protector del ejercicio

fisico.

Se ha demostrado, a través de diversos estudios epidemioldgicos,
que el ejercicio fisico regular reduce el riesgo de muerte durante la
agresion isquémica miocardica (Paffenbarger y Hale, 1975; Hertzeanu
et al., 1993). También se ha descrito una reduccién de la incidencia de
muerte sUbita en pacientes con historia previa de infarto de miocardio,
tratados utilizando protocolos de ejercicio fisico (Berlin y Colditz,
1990).

Los mecanismos que intervendrian en la cardioproteccion
mediada por el ejercicio durante la isquemia han sido objeto de profusa
investigacion. Entre ellos encontramos la mejora en la circulacion
coronaria (Brown et al., 2003), el aumento de los niveles de proteinas
de choque térmico (Harris y Starnes, 2001; Demirel et al., 2003; Such et
al., 2008), la mejora en la capacidad antioxidante cardiaca (Ramires y
Ji, 2001; Quindry et al., 2010), la activacion de la proteincinasa-C
(YYamashita et al., 2001), cambios en las proteinas reguladoras del
calcio (Lujan et al., 2006; Collins et al., 2005), sensibilidad reducida a
la apertura del poro de transicion mitocondrial inducida por Ca*
(Marcil et al., 2005), y/o la reduccion de factores que modifican el
consumo de oxigeno como la frecuencia cardiaca (Billman y Kukielka,
2007).
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Las evidencias recientes revelan que la elevada actividad de la
enzima superéxido dismutasa (MnSOD) miocardica también jugaria un
papel importante en la cardioproteccion inducida por el entrenamiento
(Powers et al., 2008). Asimismo, ha sido documentado que el aumento
en la produccién de 6xido nitrico por una actividad incrementada de la
oxido nitrico sintetasa endotelial inducida por el ejercicio también
intervendria. Ademas, también ha sido propuesto que el efecto
cardioprotector del ejercicio fisico crénico podria estar relacionado con
modificaciones del equilibrio existente en el sistema nervioso
autébnomo, entre las ramas simpatica y parasimpatica, en favor de esta
Gltima, dadas las investigaciones en las que al aumentar la actividad
parasimpatica se obtiene un efecto protector (Zuanetti et al., 1987;
Billman, 1990). No obstante y a pesar de las anteriores consideraciones,
en opinion de un numero importante de autores, en la actualidad aun
estan por dilucidar los mecanismos exactos por los que el entrenamiento
fisico exhibe un efecto protector frente a la muerte stbita cardiaca
(Hamer y Stamatakis, 2008).

Son numerosas las investigaciones que se han llevado a cabo
tratando de dilucidar la participacion del canal de potasio sensible al
ATP en los efectos protectores del ejercicio fisico cronico. Desde hace
aproximadamente una década se han desarrollado investigaciones
dirigidas a conocer si el efecto del ejercicio podria modificar de alguna
manera la corriente IKATP en el corazon isquémico (Jew y Moore,
2002; Powers et al., 2008; Quindry et al., 2012) y si ello podria
relacionarse con el efecto protector del mismo. La mayoria de
investigadores sostienen la hipdtesis de que el entrenamiento fisico

induciria una sobreexpresion de estos canales que facilitaria la corriente
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IKATP durante la isquemia miocardica confiriendo cardioproteccién al

miocardio isquémico a través de los mecanismos de ahorro energeético

gue hemos comentado (figura 1.17).
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Figura 1.17. Mecanismos propuestos de cardioproteccion durante los procesos de
isquemia-reperfusion (modificado de Golbidi y Laher, 2012).

Estudios en ratones genéticamente modificados (Kir 6.27) han
mostrado que los canales KATP son necesarios para la adaptacion del
corazon al ejercicio vigoroso. En el estudio llevado a por Zingman et
al., (2002), los animales modificados, que carecian de la subunidad
conformadora del canal, presentaron una menor tolerancia al estrés

durante la estimulacién simpatica.

Posteriormente, como se puede apreciar en la figura 1.18,
encontraron un incremento significativo en la expresion de subunidades
Kir6.2 y SUR2A en ventriculo de ratones entrenados y lo atribuyeron a
la remodelacion cardiaca inducida por el ejercicio que conferia una
mayor resistencia a la lesion isquémica a aquellos ratones que habian

sido entrenados (Zingman et al., 2011).
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Figura 1.18: incremento significativo de la expresion de subunidades Kir6.2 y SUR2A
en ventriculo izquierdo de ratones entrenados (Zingman et al., 2011).

A pesar de la evidencia descrita hasta el momento, hay una gran
cantidad de autores que defienden que la apertura del canal KATP ejerce
un efecto deletéreo, puesto que la salida de potasio no se produce de
forma homogénea, fendmeno que promueve heterogeneidades en los
procesos de repolarizacion y un demostrado efecto proarritmico (Di
Diego y Antzelevitch, 1993; ver revisiones de Billman, 2008 y Flagg et
al., 2010).

Por otra parte, Jew et al., (2002), empleando técnicas de “patch-
clamp”, investigaron el efecto del entrenamiento sobre las propiedades
de la corriente vehiculada por los canales KATP en cardiomiocitos
procedentes de animales entrenados y encontraron, contrariamente a lo
expuesto hasta el momento, que la apertura de los canales se producia
més tarde que en los controles y que ademds, el pico méaximo de
corriente era menor, evidenciando esta vez un efecto de bloqueo del

canal derivado del entrenamiento (figura 1.19).
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Figura 1.19. Pico de densidad de la corriente IKap inducida por la anoxia en
cardiocitos de ratas entrenadas (Tr) y sedentarias (Sed). Parte derecha: tiempo para la
expresion de la corriente IKATP después de la anoxia. Cardiocitos en el grupo entrenado
(barra blanca; n=26) expresaron IKATP més tarde (p<0,05) que los cardiocitos en el
grupo Sed (barra negra; n=28). Tomado de Jew et al., 2002.

Observaciones realizadas por nuestro grupo (Soler et al., 2014,
del Canto et al., 2012) tampoco parecen apoyar la idea de que el
gjercicio fisico ejerza su efecto protector a través de la apertura del
mencionado canal, por lo que nos planteamos si los efectos electro-
fisioldgicos beneficiosos del ejercicio fisico crénico en el corazon
isquémico, se pueden realmente relacionar, al menos en parte, con la
activacion IKATP. Resulta dificil comprender que el ejercicio fisico
proteja a través de un efecto abridor del canal KATP 0 a través de
efectos que determinen una mayor actividad de la corriente que vehicula
si tenemos en cuenta que: el ejercicio fisico cronico ha sido propuesto
como maniobra protectora no farmacologica frente a ciertas arritmias
(Billman, 2008) y que numerosos estudios cientificos experimentales
han demostrado el efecto arritmogénico de la apertura del canal KATP
(Chi, 1990; Di Diego y Antzelevitch, 1993; Quintanilla e al., 2013).
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Apoyando este Ultimo planteamiento se ha demostrado un efecto
protector por parte de los farmacos que bloquean el canal KATP; para
tales autores los farmacos que bloquean esta via son agentes
antiarritmicos particularmente eficaces, y de hecho de tal modo se

comportan (Farid et al., 2011).

1.2.4.2. Aparentes controversias respecto a la participacion del
canal KATP en los efectos beneficiosos del ejercicio fisico

crénico.

Como hemos ya comentado en lineas anteriores, no parece
explicarse bien el efecto protector antiarritmico del ejercicio fisico a
través de la activacion los canales KATP. Haciendo alusion a las
publicaciones antes mencionadas de Del Canto et al., (2012) y Soler et
al., (2014) comentaremos los resultados que, obtenidos en un modelo de
corazo6n aislado sometido a isquemia regional aguda, y en los que se
cuantific6 la energia minima necesaria para revertir el proceso
fibrilatorio mediante la aplicacién de choques eléctricos, se encontrd
que la energia necesaria para la desfibrilacion de los corazones fue
mayor en los corazones control que la requerida para revertir la arritmia
en los corazones de los animales que habian sido entrenados y en
aquellos que fueron tratados con glibenclamida. En un estudio posterior,
desarrollado también en nuestro grupo de investigacion, se administro
pinacidil para evaluar el efecto de la apertura de los canales sobre el
mismo parametro y se pudo constatar que la energia necesaria para
desfibrilar, una vez activada /KATP, fue muy superior consiguiéndose
la vuelta a ritmo sinusal en un solo caso (Alves, 2015). Hay que decir

no obstante, que si bien estos resultados reflejan una mayor estabilidad
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eléctrica ventricular en los grupos glibenclamida y entrenado, el
bloqueo los canales provoco la caida de la frecuencia dominante de la
fibrilacion ventricular tras la oclusion arterial coronaria que puede
reflejar signos deletéreos (Strohmenger et al, 1997) asociados a
deterioro metabolico del miocardio (Neumar et al, 1990). Estas
observaciones parecen coincidir con las de los autores que
fundamentalmente se refieren al tamafio del infarto experimental y al
efecto protector que supone la apertura del canal KATP al preservar
recursos energéticos y efectivamente reducir el tamafio del area
necrosada. Sin embargo, en aquellos procesos directamente ligados a la
arritmogénesis, la apertura del canal se ha manifestado claramente
proarritmica en nuestras investigaciones, mientras que el bloqueo ha
reproducido comportamientos electrofisioldégicos acontecidos en el
grupo de animales entrenados que reflejan una mayor estabilidad
eléctrica y una menor propension al desencadenamiento y mante-
nimiento de eventos arritmicos que podria estar relacionada con la
atenuacion de la heterogeneidad espacio-temporal de la refractariedad
miocardica descrita previamente por otros autores (Vajda et al., 2007;

Farid et al., 2011).

Como es sabido y ha sido demostrado, tanto de forma
experimental como en la clinica, el ejercicio fisico cronico ejerce un
efecto protector e incluso ha sido propuesto como maniobra protectora
no farmacolégica frente a la instauracion de determinadas arritmias,
entre ellas la fibrilacion ventricular (Billman, 2002). Se ha constatado
en multitud de estudios experimentales que la realizacion de protocolos
de ejercicio fisico eleva el umbral de aparicion de determinadas

arritmias (Hull et al., 1994; Collins et al., 2005; Lujan et al., 2006) por
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lo que, en nuestra opinidn, las adaptaciones cardiacas, al menos las
relativas a la estabilidad eléctrica y la arritmogénesis producidas
durante el entrenamiento no deberian estar mediadas por la apertura de
los canales de potasio ATP-dependientes. Estudios recientes llevados a
cabo en ratones transgénicos apoyarian incluso que las subunidades que
conforman el canal de potasio no serian necesarias para la proteccion
durante la agresion isquémica mostrando incluso reducciones en el
tamafio del infarto frente a los animales control (Stoller et al., 2007;

Elrod et al., 2008).
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1.3. RESUMEN DE LA JUSTIFICACION DE LOS OBJETIVOS
E HIPOTESIS DE TRABAJO.

Dado que ha sido publicado que la realizacion de ejercicio
fisico aerdbico de forma regular ejerce efectos protectores frente al
desencadenamiento de arritmias por reentrada como la fibrilacidn
ventricular, principal causa de muerte slbita de origen cardiaco en el
mundo industrializado, y existiendo la controversia en torno a si esta
cardioproteccion del entrenamiento se encuentra mediada por un efecto
facilitador, o por el contrario, blogueante de IKATP durante la isquemia
miocardica, hemos planteado la presente investigacion en corazén
aislado y perfundido de conejo, sometido a isquemia global
normotérmica, en la que realizaremos una comparacion de los efectos
electrofisioldgicos intrinsecos producidos por la realizacién de ejercicio
fisico cronico y los derivados de la distinta modulacion de los canales
KATP, tanto en situacion de normal oxigenacién como bajo condiciones
de isquemia global, con el objetivo de establecer similitudes o
divergencias entre el comportamiento electrofisiolégico de los grupos
tratados y el grupo entrenado que puedan contribuir a esclarecer la
participacion y el grado de modulaciéon del mencionado canal en las
modificaciones electrofisiologicas producidas por la adaptacion al
entrenamiento. Nuestra hipdtesis de trabajo ha sido: el ejercicio fisico
cronico produce modificaciones en los parametros electrofisiol6gicos
ligados a la instauracion y mantenimiento de arritmias por reentrada en
un sentido beneficioso, tanto en situacién de normoxia como tras
isquemia global normotérmica, y la administracion de un bloqueante del
canal KATP ejerce un efecto electrofisioldgico similar al que exhibe el

ejercicio fisico cronico.
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1.4. PLAN DE TRABAJO.

Para la consecucion de los objetivos propuestos planteamos el

siguiente plan de trabajo:

1. Disefio y puesta a punto del modelo experimental necesario
para reproducir las condiciones de isquemia global normotérmica y del

protocolo electrofisioldgico.

2. Estabulacion de los animales y aplicacién del protocolo de
entrenamiento en tapiz rodante durante 6 semanas, a los conejos

pertenecientes al grupo entrenado.

3. Estabulacion, durante el periodo de tiempo de entrenamiento,
de los animales pertenecientes a los grupos control, glibenclamida y

pinacidil.

4. Tras el periodo de entrenamiento y/o estabulacion, desarrollo
del protocolo electrofisiolégico en corazon aislado para la deter-
minacion de los pardmetros objeto de estudio en los grupos control,
entrenado, pinacidil (abridor canal KATP) y glibenclamida (bloqueante
del mismo), bajo condiciones de normal oxigenacion y tras isquemia

global normotérmica.

5. Andlisis de los resultados y aplicacion de los tests de
inferencia estadistica correspondientes con el fin de extraer las

conclusiones mas apropiadas.
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2.1 MATERIALES.
2.1.1 Animales de experimentacion.

Para completar este trabajo de investigacion utilizamos 45 conejos
macho de raza Nueva Zelanda (oryctolagus cuniculus) facilitados por la
Granja San Bernardo S.L. Los animales permanecieron siete semanas
estabulados en el animalario de la Unidad Central de Investigacion de la
Facultad de Medicina (UCIM) de la Universitat de Valéncia. Los
conejos fueron alimentados ad libitum y alcanzaron un peso medio al
final del periodo de estabulacién de 3,87+0,25 Kg. Las condiciones de
estabulacion fueron: temperatura entre 21-23°C, humedad relativa del
31% y control en los ciclos de luz alternando la luz artificial con la
oscuridad. Durante este periodo de tiempo, se sometié a los conejos
asignados al grupo entrenado (n=12) a un protocolo de entrenamiento
aerdbico en cinta rodante. Una vez finalizada la fase de entrenamiento
y/o estabulacion, se dio paso a la preparacion experimental para el
estudio electrofisiologico de cada uno de los corazones. En ese

momento, los conejos tenian una edad de 16 semanas.
2.1.2 Reactivos.

- Solucién de Tyrode, compuesta por CaCl, (2.2 mm), MgCl, (0.6 mm),
KCI 4.7 mm), NaH,PO,4 (1.2 mM), NaHCO; (24.2 mM), NaCl (130 mm) y

glucosa (12 mmy), todos ellos de Panreac Quimica® S.A.

- Solucién de heparina sodica al 5% (Rovi®) para la heparinizacion del

animal y la prevencion de episodios trombo-embdlicos.
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- Tiopental s6dico (B Braun Medical, Barcelona, Espafia) para el

sacrifico del animal.

- Dimetilsulfoxido, Panreac Quimica® como vehiculo para la

disolucién e infusion de los farmacos.

- Glibenclamida de Sigma-Aldrich Quimica®, para el bloqueo de los

canales KATP.
- Pinacidil de Sigma-Aldrich Quimica®, para la apertura de los canales
KATP.

2.1.3 Aparatos.

- Balanza para el pesado de los animales (Soehnle®).

- Balanza de precision para para el pesado de los reactivos (Precisa
Gravimetrics AG).

- Bomba de jeringa IVAC® P4000 para el ajuste de la concentracion de

farmaco infundido.

Figura 2.1. Bomba de infusién IVAC® P4000.
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- Tapiz rodante LE8700 disefiado expresamente para el entrenamiento
de conejos (Panlab® S.L.). La unidad de control permite regular la

velocidad de la cinta y el tiempo de carrera.

Figura 2.2. Tapiz rodante y unidad de control.

2.1.4 Sistemas y programas informaticos.

2.1.4.1 Sistema de soporte metabolico tipo Langendorff.

« Sistema de perfusion para corazon aislado. Mediante una bomba
peristaltica y un sistema de termostatacion es posible perfundir el
6rgano con una solucion nutritiva de Tyrode oxigenado atemperado, y
asi, preservar su integridad metabdlica durante el protocolo
electrofisiolégico.

« Bomba peristaltica (Cole-Parmer Instrument co.) que impulsa la
solucion de Tyrode desde un recipiente reservorio externo, donde se

carbogena (95% O, y 5% CO,), hasta la parte superior de la columna
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del sistema Langendorff, previo paso por un filtro de particulas de 0,5

micras.

. Bomba circulante de termostatacion (Neslab Instruments, inc) que
mantiene un flujo de agua caliente a través de un circuito que envuelve
al conducto por donde fluye la solucién de Tyrode, para atemperarla a

37°C antes de su llegada al corazon aislado.

Figura 2.3. Detalle del sistema de soporte metabdlico tipo Langendorff y vaso

termostatico.

El método Langendorff nos permite suministrar al corazon aislado
el oxigeno y los metabolitos necesarios, asi como el mantenimiento de
la temperatura fisiolégica gracias a la perfusion del liquido nutricio a

través de una canula insertada en la aorta ascendente.
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El Tyrode perfunde el tejido cardiaco a través de las arterias
coronarias durante la fase diastolica, como ocurre durante el ciclo
cardiaco normal. Con esta técnica, las camaras izquierdas del corazédn
permanecen esencialmente vacias y los ventriculos se contraen contra la
presion atmosférica de su interior, siendo, por tanto, un sistema de

soporte metabolico de corazon aislado sin carga.

La utilizacién de modelos experimentales en los que se mantiene
la perfusion coronaria durante la FV inducida (modelo utilizado
tradicionalmente por nuestro grupo) permite mantener un estado
metabdlico adecuado durante el proceso fibrilatorio, excluyendo esta

variable a la hora de analizar sus caracteristicas.

Adquisicion de datos
37C
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calentamiento,

Bomba
peristaltica

Pacemap
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Senales del electrodo

003
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Figura 2.4. Representacion esquematica del sistema Langendorff.

No ocurre asi en el desarrollo fisiopatol6gico habitual asociado a
la citada arritmia: el desencadenamiento de la FV in vivo implica la

abolicion de la perfusion coronaria, la aparicién de isquemia y el
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deterioro metabdlico del miocardio, que por si mismos modifican las

caracteristicas del proceso fibrilatorio.

El desarrollo de esta tesis doctoral ha supuesto, por tanto, la
puesta en marcha de un modelo, que posibilita el estudio de la FV de
modo aproximado al modelo in vivo, y que pretende evaluar si el
gjercicio fisico de caracter regular puede atenuar el deterioro
electrofisiolégico asociado al proceso isquémico que implica dafio

tisular.

Para poner en marcha este nuevo modelo se ha tenido que disefar
y construir, ex profeso, un bafio termostatico de vidrio (figura 2.5) que
nos permitiese reproducir las condiciones necesarias para generar una
isquemia global sin que la temperatura en el miocardio disminuyese tras

el cese de la perfusion coronaria (figura 2.5).

Figura 2.5. Detalle del vaso termostatico artesanal, construido ex professo para el
desarrollo de la tesis doctoral y disposicion de los electrodos de estimulacion y registro.
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Este bafio, elaborado a partir de técnicas artesanales de vidrio,
consta de una doble “camisa” a través de la cual se puede recircular
agua atemperada a 40,2+0,3°C (la misma que calienta la solucion
nutritiva de Tyrode con la que perfundimos el corazén) lo que nos
permite disponer, tras las correspondientes pérdidas calorificas con el

entorno, de un medio a 37,6+0,4°C donde queda sumergido el corazén.

Asimismo ha sido necesario disefiar y complementar (también de
modo artesanal) el anterior bafio, con dispositivos, para hacerlo
manipulable y permitir su adaptacion a nivel de corazon y electrodos de

estimulacion y registro.
2.1.4.2. Sistemas de estimulacion.

« Electrodo bipolar de estimulacién ventricular de acero inoxidable
de 0.125 mm de diametro y separacion interelectrodo de 1 mm. Este
electrodo se ubica en la pared libre del ventriculo izquierdo y se

encuentra conectado al estimulador Grass®.

« Estimulador Grass® S88 (Grass Instruments, Inc., Quincy, M.A.,
U.S.A.) provisto de unidad de aislamiento (SIU5). El sistema permite
controlar pardmetros como la frecuencia, la intensidad y la duracion de
los pulsos rectangulares de corriente que nos permiten llevar a cabo los
tests electrofisioldgicos en ritmo estimulado y la induccion de la

fibrilacion ventricular.
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Figura 2.6. Estimulador Grass® S88 y unidad de aislamiento SIU5.

« Sistema computarizado conectado al estimulador para estimulacion

programada.

2.1.4.3. Sistemas de registro.

« Electrodo bipolar de plata de 0,5 mm de didmetro y separacion

interelectrodo de 1 mm para el registro del electrograma auricular.

« Placa multielectrodo compuesta por 256 electrodos unipolares de
acero inoxidable de 0.125 mm de didmetro y distancia interelectrodo de

1 mm, utilizada para el registro de los electrogramas ventriculares.

Figura 2.7. Multielectrodo de registro ventricular.
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« Sistema de cartografia de la actividad eléctrica (MapTech®,
Waalre, Holanda) para la adquisicion, digitalizacion y procesado de las
sefiales epicardicas ventriculares. El sistema consta de 256 canales para
el registro de los electrogramas que se amplifican con una ganancia de
50-300 y se filtran con un ancho de banda de 1-400 Hz (frecuencia de
muestreo 1 kHz, resolucion 12 bits). Los registros se almacenan en

soporte digital para su posterior analisis a través del software indicado.

Figura 2.8. Sistema de cartografia MapTech®.

2.1.4.4. Programas informaticos.

- Pacemap®, software asociado al sistema de adquisicion MapTech®
utilizado para la captura de los electrogramas ventriculares y su
posterior analisis. Permite la visualizacion canal a canal y la realizacién
de diversas determinaciones relacionadas con la cartografia de la
actividad eléctrica cardiaca o el marcado de instantes de activacion en

los electrogramas obtenidos.

Realiza las funciones de configuracion de la adquisicidn,

permitiendo el cambio de la ganancia, frecuencia de muestreo, control
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del registro, edicidn del registro, seleccion de tramos de las sefiales, etc.
Posibilita, por tanto, el almacenamiento de los registros electrograficos
obtenidos durante el protocolo electrofisioldgico en el ordenador y su
extraccion rapida y sencilla para la realizacion de diversas operaciones
relacionadas con la cartografia de la actividad eléctrica cardiaca o el
marcado de los instantes de activacion. Para todo ello es necesaria la
utilizacién de las matrices de correspondencia electrodo-canal que

codificaran la distribucion espacial de las sefiales.
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Figura 2.9. Detalle del programa Pacemap®.

- Matlab® (R2009a), programa que ofrece un entorno de desarrollo
integrado con un lenguaje de programacién propio, sobre el que se han
programado diversas aplicaciones para el tratamiento de los datos del
estudio. Se programé una aplicacion con el fin de realizar el analisis de
las sefiales de FV y obtener los parametros estadisticos que la
caracterizan, llamada MedMap. Esta aplicacion se utilizd para

comprobacion y validacion de mapas y espectros de frecuencia de las

sefiales de FV.
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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® 22, utilizado para la gestion y el anélisis estadistico de los

resultados obtenidos de los diferentes parametros analizados.

- Microsoft® Excel® 2010, para la gestion y tratamiento de los

resultados obtenidos de los diferentes parametros analizados.

- Microsoft® Word® 2010, como soporte informatico para la
elaboracion del presente trabajo.

2.2 METODOS.
2.2.1 Grupos de estudio.

Los animales fueron distribuidos en 4 grupos experimentales:
control, n=13; entrenado, n=12; pinacidil (abridor de los canales
KATP), n=9; y glibenclamida (blogueante de los mismos), n=11. El
grupo entrenado fue sometido a un protocolo de entrenamiento aerébico

en cinta rodante durante seis semanas.
2.2.2 Protocolo de entrenamiento.

El entrenamiento de los animales consistié en la aplicacion de un
protocolo de carrera continua en cinta rodante durante 6 semanas, a
razon de 5 sesiones por semana. Cada sesion se compuso de 6 series de
carrera de 4 minutos de duracién, con 1 minuto de descanso entre series

a una velocidad de 0,33 m/s (20 m/min). Esto supuso un entrenamiento
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diario de 29 minutos de lunes a viernes con un periodo de descanso de
dos dias durante el fin de semana. Los conejos de los grupos control,
glibenclamida y pinacidil, permanecieron estabulados en sus respectivas
jaulas durante el periodo de tiempo que dur6 el entrenamiento, esto es,
seis semanas mas la semana que entrafia la familiarizacion de los

conejos con el treadmill adaptado.

Figura 2.10. Animal entrenando en cinta rodante.

2.2.3 Protocolo experimental.

Tras el periodo de estabulacion y/o entrenamiento, se dio paso a
la fase experimental para el aislamiento de los corazones en el sistema
de soporte metabdlico (figura 2.11) y la ejecucion del correspondiente
protocolo electrofisioldgico. Los animales fueron sacrificados mediante
inyeccion intravenosa de tiopental sédico (60 mg/kg) y heparina (0.2
ml/kg) y se extrajo el corazon a través de toracotomia medioesternal y
pericardiotomia, para inmediatamente introducirlo en Tyrode a baja
temperatura (1-5°C) y llevar a cabo la diseccion de los grandes vasos
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para su incorporacién al sistema de perfusion a través de la aorta
ascendente. Una vez conectado al sistema Langendorff, mediante hilo
de seda, para su perfusién a presion constante de 60 mmHg, y
estabilizada la preparacion, se procedié a la inmersion del corazon en el
bafio termostético y a la disposicidn de los electrodos de estimulacion y
registro. 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. Preparacion experimental: inyeccion de tiopental a través de la vena
marginal izquierda para sacrificio del animal (a), extracciéon del corazon mediante
toracotomia y pericardiotomia (b), fijacion del corazén al sistema (c) e inmersién en
vaso termostatico (d).

El registro de la actividad ventricular se realizo por medio de un
electrodo maltiple de registro con 256 electrodos unipolares de acero
inoxidable dispuesto el ventriculo izquierdo. EI registro de los
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electrogramas fue obtenido con un sistema de cartografia de la actividad

eléctrica cardiaca (MapTech®) como se ha comentado anteriormente.
2.2.4 Protocolo electrofisioldgico.

Tras ubicar el corazén en el sistema Langendorff y situar los
electrodos de estimulacion y registro se procedio a la realizacion del

siguiente protocolo electrofisioldgico:

1. Estabilizacion de la preparacién (20°).

2. Estimacion del flujo coronario:
Calculo de la velocidad de infusion de los farmacos.

3. Registro electrogréfico basal pre-inmersion (10°°):
Determinacion de la longitud del ciclo sinusal (LCS).

4. INMERSION del coraz6n en bafo termostatico.

o

Registro electrogréafico basal post-inmersién (10°’):

Determinacion del umbral de excitacion ventricular.

Estimulacion a frecuencia fija: 10%> LCS (10).
Estimulacién a frecuencia fija 4 Hz. (10””).
Estimulacién a frecuencia fija 5 Hz. (10).

© oo N o

10. Test del extra estimulo ventricular (TEEV) (10%>LCS) .
11. TEEV, 250 ms desde 200 ms.
12. TEEV, 200 ms desde 200 ms.

13. INFUSION DMSO 0 DMSO + FARMACO (15°).

14. Registro electrografico basal post-infusion (10°’).
15. REPETICION pasos 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12.

16. Determinacion del umbral de excitacién ventricular.
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17. INDUCCION FV:
Estimulacioén a frecuencias crecientes.

18. REGISTRO FV pre-oclusién (5%).
19. OCLUSION CORONARIA COMPLETA.
20. REGISTRO FV oclusién (57).

21. REGISTRO FV oclusion minutos 6, 7, 8, 9y 10.

El protocolo, disefiado para esta investigacion, consta de una
primera fase en la que estudiamos pardmetros electrofisioldgicos en
condiciones de normal oxigenacién, tanto en ritmo sinusal como en
ritmo estimulado, asi como durante la FV inducida, con el objetivo de
evaluar las propiedades cardiacas relacionadas con el automatismo, la
conduccion auriculoventricular, la refractariedad y la heterogeneidad
electrofisioldgicas intrinsecas, la inducibilidad de la FV y las
caracteristicas del patron fibrilatorio, antes y después de la infusion de
los farmacos (glibenclamida y pinacidil 10uM), para de ese modo,
detectar posibles efectos del entrenamiento o cualquier modificacién de
las propiedades electrofisioldgicas derivada de la distinta modulacién de
los canales KATP.

En una segunda fase procedemos al cese completo de la perfusion
coronaria durante la FV y procedemos al anlisis de la evolucién de los
trazados fibrilatorios bajo condiciones de isquemia global. A
continuacion describiremos los parametros analizados en las respectivas

fases:
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2.2.5 Parametros electrofisiolégicos objeto de estudio:

Definicién y determinacion.

Desfibrilacién esponténea

Inducibilidad de la FV ‘ Viabilidad eléctrica

Fibrilacion ventricula

cs ics ‘| Estabilidad dela FV (FDy CE) |:
AV AV ‘ Refractariedad (FD, p5 y VV) H Refractariedad (FD, p5 y VV) |

PRFV

| | |
| | |

PREV | | PREV | ‘ Heterogeneidad (CVvvy CVps) H Heterogeneidad (CVvvy CVps) |
| | | j

CVPRFV | | |

Figura 2.12. Detalle del protocolo electrofisiol6gico y pardmetros objeto de estudio.

2.2.5.1 Para valorar el cronotropismo.

2.25.1.1 Longitud de ciclo sinusal (LCS). Tiempo,
expresado en milisegundos, que existe entre una despolarizacion
auricular o ventricular espontanea y su consecutiva. Representa la
frecuencia de disparo de las células marcapasos del nodo sinoauricular y
por tanto una estimacioén directa de la frecuencia cardiaca intrinseca de
cada corazon. Se analizd determinando el intervalo V-V, es decir, el
tiempo transcurrido entre dos despolarizaciones ventriculares
espontaneas consecutivas, antes y después de la inmersién en el bafio
termostatico, para descartar posibles efectos del nuevo modelo sobre el
automatismo, y tras la infusion de los farmacos para investigar la

posible influencia de los canales KATP sobre el mencionado parametro.
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Figura 2.13. Determinacion del intervalo V-V.

2.2.5.2 Para valorar la conduccion auriculoventricular.

2.2.5.2.1 Longitud del intervalo A-V. Tiempo, expresado en

milisegundos, existente entre el inicio de la despolarizacion auricular y

la correspondiente despolarizacion ventricular. Representa un tiempo de

conduccion del impulso desde las auriculas hasta los ventriculos y, por

tanto, su estimacion permite la valoracion del sistema de conduccion

auriculoventricular. Se analizé midiendo el tiempo transcurrido desde

el inicio de la despolarizacién auricular hasta la correspondiente

despolarizacion ventricular, antes y después de la inmersién en el bafio

termostatico, para descartar posibles efectos del nuevo modelo sobre la

conduccion auriculoventricular, y tras la infusion de los farmacos para

estudiar la posible participacion de los canales en el citado parametro.

ﬁJl

AV

sA-V»

0

Figura 2.14. Determinacion del intervalo A-V.
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2.2.5.3 Para valorar la refractariedad miocardica.

Se determinaron los periodos refractarios efectivos (PREV) y
funcionales (PRFV) utilizando el test del extraestimulo ventricular
(TEEV). Esta técnica consiste en la aplicacion continuada de trenes de
estimulacién ventricular a los que se acopla un extraestimulo (S2) que se
va acercando al dltimo estimulo del tren fijo, a razon de 5 ms por tren,

hasta que se alcanza el periodo refractario del tejido estimulado.

2.2.5.3.1 Periodo refractario efectivo ventricular (PREV).
Maximo intervalo de acoplamiento del extraestimulo ventricular (S1-S2)
sin captura ventricular (S2 sin V2).

2.2.5.3.2 Periodo refractario funcional ventricular (PRFV).
Minimo intervalo entre la respuesta ventricular producida por el ultimo
estimulo del tren base (S1) y la desencadenada con el extraestimulo (S2)

(minimo intervalo V1-V2).

V2

Jki
«PRFVs

#PREV#

Figura 2.15. Determinacion de la refractariedad ventricular a través del TEEV.
PRFV=periodo refractario funcional ventricular; PREV=periodo refractario efectivo
ventricular (Modificado de Zarzoso, 2011).
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Una vez completadas las pruebas para valorar la refractariedad
miocardica en ritmo estimulado se procedié a inducir la fibrilacion
ventricular mediante estimulacion a frecuencias crecientes, a todos
aquellos corazones que no hubieron fibrilado durante la aplicacion del
TEEV, con el objetivo de llevar a cabo un analisis espectral y en el

dominio del tiempo, de los trazados fibrilatorios.

2.2.5.3.3 Frecuencia dominante (FD) de la FV. La trans-
formada rapida de Fourier permite descomponer la compleja sefial
fibrilatoria en sus distintos armonicos e identificar la sinusoide que
coincide con el de mayor amplitud y que representa la FD de la FV
(figura 2.16).

PSD normalizada

Amplitud
normalizada

)
]
=]
)

1000 1500 2000

0 10 20 30 40 50
Tiempo (ms) Frecuencia (Hz)

Figura 2.16. Trazado fibrilatorio registrado por uno de los 240 electrodos ventriculares
(izquierda) y su correspondiente espectro de potencia (derecha). La FD coincide con el
pico maximo de densidad espectral de potencia. Abreviaturas: PSD=densidad espectral
de potencia; FD=frecuencia dominante; Hz= hercios.

La FD media de la fibrilacion ventricular aporta informacion
directamente relacionada con los ciclos de activacion epicardica durante
la arritmia. Se expresa en Hz y se define como la frecuencia a la que la
distribucion espectral de potencia de la sefial presenta la méaxima

amplitud. Se obtuvo el espectro a partir del periodograma modificado
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de Welch, utilizando ventana de Hanning y 2 tramos no solapados
(resolucién: 0,5Hz). Se analizd la FD media de las sefales fibrilatorias
registradas por la placa multielectrodo durante 300 s de FV (240 canales
validos) en el ventriculo izquierdo, utilizdndose para el analisis el valor
promedio de los 240 canales en cada uno de los segmentos de 4
segundos procesados durante los cinco minutos de estabilizacion bajo

perfusién normalmente oxigenada.

Se mantuvo la arritmia durante 5 minutos sin interrumpir la
perfusion coronaria y se realizd un registro continuo de la actividad
durante este periodo. A partir de dichos registros obtuvimos la FD
media en cada canal y se llevé a cabo un analisis de su evolucion
durante cada uno de los minutos de estabilizacion de la arritmia previos
a la oclusidn de la perfusion como indice de refractariedad y estabilidad
electrofisioldgica. El estudio de la sefial fibrilatoria sin interrumpir la
perfusion elimina el factor de deterioro electrofisiol6gico asociado a la
isquemia y permite la extraccion de informacién indirecta sobre las
propiedades electrofisiologicas del tejido analizado (Chorro et al.,
2000).

2.2.5.3.4.Periodo refractario funcional durante la FV
(PRFFV). Se considera este pardmetro como una aproximacion del
periodo refractario funcional durante la FV (PRFFV). Utilizamos el
percentil 5 (Pct5) de la distribucién normal de todos los intervalos VV.
El Pct5 representa el intervalo méas corto que separa dos respuestas
normalmente propagadas durante la arritmia y por tanto, un pardmetro
representativo de la refractariedad del tejido miocardico (Duytschaever

et al., 2001). El Pct5 representa, en una distribucion normal de los
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intervalos VV, el valor (en ms) por debajo del cual quedan englobados
el 5% de todos los intervalos VV (figura 2.17).
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Figura 2.17. Histograma que muestra la distribucién de los intervalos V-V y la
estimacion del PRFFV a través de la determinacion del Pct5 de los mismos (tomado de
Del Canto, 2014).

A partir de los registros electrograficos se obtuvo la activacion
local en cada uno de los 256 electrodos que forman el multielectrodo
identificando el momento 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, antes de la
oclusion coronaria y cada minuto durante los 10 minutos de isquemia

global normotérmica en los cuatro grupos experimentales.

2.2.5.3.4 Intervalos diastolicos del ciclo fibrilatorio (intervalos
V-V). Definidos como el tiempo transcurrido entre dos activaciones
locales consecutivas en el ventriculo, intervalo de activacion ventricular

o0 intervalo fibrilatorio. ElI marcaje de los electrogramas ventriculares
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obtenidos durante el protocolo experimental se realizé con el programa
Pacemap® mediante un proceso semiautomatico de identificacion de
los momentos de pendiente maxima negativa (dv/dt), correspondientes a

los momentos de activacion de la FV.

iy .
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Figura 2.18. Segmento de electrograma en FV donde se muestran las marcas de los
instantes de activacion e intervalos VV (t;).
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Figura 2.19. Programa Pacemap®, utilizado para la adquisicion y registro de las
sefiales eléctricas y posterior analisis. En rojo las marcas sobre los momentos con
pendiente maxima negativa (dv/dt), o lo que es lo mismo, los momentos de activacion
de la senal fibrilatoria ventricular.

2.2.5.4 Para valorar la heterogeneidad electrofisiolégica.

2.2.5.4.1 Coeficiente de variacion de los PRFV (CVPRFV).
Asi como los PREV son Unicos y corresponden al punto exacto del

tejido donde se ha llevado a cabo la estimulacion eléctrica programada,
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los PRFV pueden mostrar cierta variabilidad en funcion de la
arquitectura tisular, las conexiones intercelulares o la densidad de
canales i6nicos propia del territorio ventricular circundante a la zona de

estimulacion.

Desarrollamos este novedoso parametro para el estudio de la
heterogeneidad de los PRFV seleccionando tres zonas delimitadas del
ventriculo izquierdo (izquierda, central y derecha) y determinando en
nueve electrodos de cada una de las areas los PRFV, antes y después de
la infusion de los farmacos correspondientes.
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Figura 2.20. Detalle de las zonas de eleccion de electrogramas (27 canales) para el
estudio de la heterogeneidad de los PRFV.

A continuacion, se calcul6 el coeficiente de variacion del periodo

refractario funcional mediante la siguiente expresion:

_ DEpgey

CVerry = PREV
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2.2.5.4.2 Concentracion espectral (CE) de la FV. Al igual
que se hizo con la evolucion de la FD media durante el periodo de
estabilizacién de la arritmia sin interrumpir la perfusién, se llevo a cabo
el andlisis en el dominio de la frecuencia de este pardmetro que se
define como el cociente del area del espectro de potencia contenida en
el intervalo FD+0,5Hz, dividido por el area total del espectro de

potencia de la sefial (figura 2.21).

FD-05Hz, FD+0,5Hz
1 -
CE

0.5 1

PSD normalizado

0 T FD‘ T T 1

0 10 20 30 40 50

Frecuencia (Hz)

Figura 2.21. Espectro de potencia correspondiente a una sefial de FV. La concentracion
espectral es el porcentaje del total del espectro de potencia contenido en el intervalo
FD+0,5 Hz. Abreviaturas: PSD=densidad espectral de potencia; FD=frecuencia
dominante; Hz=hercios; CE=concentracion espectral (%).

Se trata por tanto de un parametro relacionado con la
heterogeneidad que utilizamos frecuentemente en nuestros estudios
electrofisiolégicos que aporta informacion acerca de la regularidad de la
sefial fibrilatoria. Cuanto mayor sea la CE mas concentrada alrededor de
la FD, valga la redundancia, serd la distribucion de frecuencias de los
distintos arménicos que componen la sefial fibrilatoria, es decir, mas
regular y homogénea serd la activacion eléctrica epicardica durante la

arritmia y mayor la estabilidad eléctrica.
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2.2.5.4.3 Coeficiente de variacion de los intervalos
diastolicos del ciclo fibrilatorio (CVVvV). indice de dispersion de los
intervalos VV como estimador de la heterogeneidad electrofisiologica
del miocardio ventricular. Calculado como el cociente de la desviacion
tipica de los intervalos VV sobre la media de los mismos multiplicado
por 100. Nos permite obtener una medida de la heterogeneidad

electrofisiolégica del miocardio ventricular.

2.2.5.5 Para la valoracién de la arritmogénesis.

2.2.5.5.1 Inducibilidad de la fibrilacion ventricular (IFV).
Definida como la mayor o menor propensién al desencadenamiento de
la fibrilacién ventricular durante la aplicacion del test del extraestimulo
ventricular (TEEV). Cuando existen ciertas condiciones favorables para
el desencadenamiento de arritmias por reentrada (sustrato
arritmogénico), como periodos refractarios reducidos y heterogeneidad
en la repolarizacion, la simple aplicacién del TEEV puede provocar la

entrada en fibrilacion de los corazones sometidos a estudio
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Figura 2.22. Detalle de cuatro electrogramas en los que se aprecia la entrada en
fibrilacion ventricular de un corazén sometido al TEEV.
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Para determinar la IFV se estudi6 la incidencia de FV durante la
realizacion el test del extrastimulo ventricular (TEEV) y se evalud la
probabilidad de asociacion entre dicho evento y los cuatro grupos

experimentales utilizando una tabla de contingencia Gi-cuadrado.

2.2.5.5.2 Incidencia de desfibrilacion espontanea (DFV).
Transcurridos cinco minutos desde el desencadenamiento de la FV, se
procedi6 a la oclusion y cese completo de la perfusién coronaria y al
estudié la incidencia de desfibrilacion espontanea durante los diez

minutos de isquemia global normotérmica.
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Figura 2.23. Detalle de cuatro electrogramas en los que se aprecia la desfibrilacion
espontanea de uno de los corazones.

2.2.5.6 Para la valoracion de la viabilidad eléctrica.

2.2.5.6.1 Incidencia asistolia eléctrica. Transcurridos cinco
minutos desde el desencadenamiento de la FV, se procedi6 a la oclusion
y cese completo de la perfusion coronaria y se evalud la viabilidad del

tejido determinando la incidencia de asistolia (ausencia total de
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actividad eléctrica en los registros electrogréaficos) durante diez minutos

de isquemia global normotérmica.
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Figura 2.24. Evolucién de los trazados fibrilatorios hacia la asistolia. Noétese el
decremento progresivo en amplitud y frecuencia de la sefial fibrilatoria.
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Figura 2.25. Ausencia total de actividad eléctrica en los registros electrograficos de uno
de los casos del grupo pinacidil que entré en asistolia durante la isquemia.
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2.3 ANALISIS ESTADISTICO.

La normalidad de la distribucién de los datos se verificé mediante
el test de Kolmogorov-Smirnov, y la homogeneidad de varianzas se

contrastd mediante la prueba de Levene.

Para el estudio del efecto del entrenamiento y de la distinta
modulacién de los canales KATP sobre automatismo, conduccion,
refractariedad y heterogeneidad electrofisiol6gica miocéardica, se utilizd
un analisis de varianza (ANOVA) de medidas repetidas con correccién
post-hoc de Bonferroni para comparaciones maltiples.

El andlisis de las diferencias entre variables cualitativas se realizo
mediante el test chi-cuadrado para tablas de contingencia con tres
grados de libertad. Las diferencias se consideraron significativas para
p<0,05.

2.4 LEGISLACION.

Las condiciones de estabulacion y los procedimientos
experimentales usados en la presente tesis doctoral se realizaron de
acuerdo con establecido en la Unién Europea en materia de uso de
animales con finalidad investigadora (2003/65/CE), promulgado en el
Real Decreto 1201/2005 del 10 de octubre sobre proteccion de animales
de experimentacién 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 Investigacion Experimental de la Universitat de Valencia aprobo

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

3.1 CRONOTROPISMO.
3.1.1 Longitud del ciclo sinusal (LCS).

Como se puede apreciar en la figura 3.1 no encontramos ningln
efecto asociado a las nuevas condiciones de ubicacién de los corazones,
tras la inmersién de los mismos en el bafio termostatado, sobre la
frecuencia cardiaca intrinseca en ninguno de los grupos experimentales:
control (284432 vs 299+18 ms, ns), entrenado (35336 vs 349+36 ms,
ns), pinacidil (304+39 vs 304+29 ms, ns) ni glibenclamida (300+30 vs
299£25 ms, ns).

LCS 200 * ¥ M Pre-inmersion
(ms) O Post-inmersionn
350 -

300
250

150 ~
100 A

50 A

O n T T T 1
Control Entrenado Pinacidil  Glibenclamida

Figura 3.1. Efecto de la inmersion sobre la longitud del ciclo sinusal bésico (LCS).
Grupo control, n=10; grupo entrenado, n=11; grupo pinacidil, n=9 y grupo gliben-
clamida, n=10; ms=milisegundos. Las barras de error corresponden al error estandar. *
p<0,05 respecto a control.

La comparacién entre grupos, por su parte, si evidencié una LCS
basico mayor, y por tanto una frecuencia cardiaca intrinseca menor, en
el grupo de animales previamente entrenados: frente a control (353+36
vs 284132 ms, p<0,05), pinacidil (353£36 vs 304+39 ms, p<0,05) y
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glibenclamida (353+36 vs 300+30 ms, p<0,05), que se mantuvo tras la

inmersion en el bafo termostatado.

Al determinar la longitud del intervalo V-V tras la infusion de los
farmacos tampoco se encontraron efectos relacionado con la distinta
modulacion de los canales de potasio ATP-dependientes. Como puede
observarse en la figura 3.2, la longitud del ciclo sinusal permanecio
inalterada tanto tras la apertura, como tras el bloqueo de los canales

KATP en condicién de normoxia.

LCS *

W Pre-infusién
(ms) 4000 *

O Post-infusion
350,0

300,0
250,0
200,0
150,0 -
100,0 -

50,0

0,0 - r ' r ‘
Control Entrenado Pinacidil  Glibenclamida

Figura 3.2. Efecto de la infusidn de farmacos sobre la longitud del ciclo sinusal basico
(LCS). Grupo control, n=10; grupo entrenado, n=11; grupo pinacidil, n=8 y grupo
glibenclamida, n=10; ms=milisegundos. Las barras de error corresponden al error
estandar. * p<0,05 respecto a control.

3.2 CONDUCCION.

3.2.1 Longitud del intervalo auriculoventricular (A-V).

Las mediciones realizadas en los cuatro grupos experimentales

para la valoracion de la conduccion auriculoventricular muestran que el
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intervalo A-V, también fue mayor en el grupo entrenado que en el resto
de grupos experimentales: control, pinacidil y glibenclamida (736 vs
63+8 vs 6248 vs 63+14ms, p<0,05), respectivamente.

La administracion de farmacos tampoco afect6 a la duracién del
intervalo A-V en condicion de normal oxigenacion (figura 3.3).

AV 90,00 - m Pre-infusién
(ms) * %
80,00 -
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 -
10,00 -

D,OO i T T T 1
Control Entrenado Pinacidil Glibenclamida

OPost-infusion

Figura 3.3. Efecto del entrenamiento fisico y la distinta modulacién de los canales
KATP sobre la longitud del intervalo auriculoventricular (intervalo A-V). Grupo
control, n=9; grupo entrenado, n=10; grupo pinacidil, n=8; y grupo glibenclamida,
n=10; ms=milisegundos. Las barras de error corresponden al error estandar.* p<0,05
respecto a control.

3.3 REFRACTARIEDAD MIOCARDICA.
3.3.1 Periodo refractario efectivo ventricular (PREV).

En la figura 3.4 se recogen los resultados correspondientes a la
media de los PREV obtenidos utilizando el test del extraestimulo

ventricular (TEEV), con una longitud de ciclo de estimulacion un 10%
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menor a la LCS basico, previa y posteriormente a la infusién de

pinacidil y glibenclamida.

PREV W Pre-infusion
(ms) 180,00 O Post-infusion
160,00 -

140,00 -

-l
H=

120,00

100,00
80,00 4
60,00 -
40,00

20,00 1

0,00 +
Control Entrenado Pinacidil Glibenclamida

Figura 3.4. Periodo refractario efectivo ventricular antes y después de la infusion.
Grupo control, n=11; grupo entrenado, n=11; grupo glibenclamida, n=10 y grupo
pinacidil n=5; ms=milisegundos. Las barras de error corresponden al error estandar.
#p<0,05 respecto al valor previo a la infusion. $p<0,05 respecto a entrenado.

Cuando analizamos el efecto de la infusion no encontramos
diferencias estadisticamente significativas en los grupos control
(124+23 vs 119+18 ms, ns), entrenado (135+18 vs 128+22 ms, ns) ni
glibenclamida (117416 vs 121+10 ms, ns). Sin embargo, la infusion de
pinacidil si disminuy6 el PREV, manifestando una alteracion de la
refractariedad miocardica derivada de la apertura de los canales de
potasio ATP-dependientes (117+17 vs 98+11 ms, p<0,05).

Previamente a la infusion no se encontraron diferencias entre los
grupos experimentales. Sin embargo, tras la infusion, el PREV en el
grupo tratado con pinacidil se redujo significativamente en relacion al

del grupo entrenado (p<0,05).
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3.3.2 Periodo refractario funcional ventricular (PRFV).

El PRFV obtenido también en situacion de normoxia y durante la
aplicacién de los mismos tests en ritmo estimulado, antes y después de
la infusion, se muestra en la figura 3.5. De manera similar a lo
observado en el andlisis de los PREV, la infusién de farmacos tampoco
produjo diferencias estadisticamente significativas en los grupos control
(142418 vs 134+17 ms, ns), entrenado (152+14 vs 149+21 ms, ns) ni
glibenclamida (135+16 vs 132+12 ms, ns), mientras que la
administracion de pinacidil si tuvo como efecto una reduccion de la
refractariedad miocérdica (144+14 vs 113+ 8 ms, p<0,05).

PRFV M Pre-infusion
(ms) 180,00 1 OPost-infusién

160,00 - T

140,00 - T #

120,00 -

100,00 -

80,00

60,00 -

40,00

20,00 -

0,00 :
Control Entrenado Pinacidil ~ Glibenclamida

Figura 3.5. Periodo refractario funcional ventricular antes y después de la infusion de
farmacos. Grupo control, n=11; grupo entrenado, n=11; grupo glibenclamida, n=10 y
grupo pinacidil n=5; ms=milisegundos. Las barras de error corresponden al error
estandar. #p<0,05 respecto al valor previo a la infusion. Tp<0,05 respecto a entrenado.

Al realizar la comparacién entre grupos, previamente a la
infusion, tampoco se encontraron diferencias. Sin embargo, tras la
misma, el PRFV disminuy0, de nuevo, en el grupo tratado con pinacidil

al compararlo con el grupo entrenado (p<0,05).
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3.3.3 Frecuencia dominante (FD) de la FV como parametro

relacionado con la refractariedad miocardica.

En la figura 3.6 se representa la evolucion de la FD media de la FV
en los cuatro grupos experimentales durante los diferentes intervalos de
tiempo analizados durante el periodo de estabilizacion de la arritmia
previos a la oclusion arterial coronaria. Se puede observar como los
valores maximos de FD durante la FV se dan en los grupos control y
pinacidil cuyas frecuencias iniciales de entrada en la arritmia (243 y
235 Hz, respectivamente) son significativamente mayores que las de los
grupos entrenado y glibenclamida (1945 y 19+3 Hz, p<0,05).

25

g CONtrol

\ /-\ o —.—illl)llelh\do
Pinacidil

|

*

FD (Hz)

0 1 2 3 4 5
PRE-OCLUSION (min.)

Figura 3.6. Evolucion de la FD media de la FV. *p<0.05 respecto a control. #p:0.065
respecto a control +p<0.05 respecto al valor previo a la oclusion.

La FD media se encuentra relacionada de manera inversa con los
periodos refractarios (Chorro et al., 2000; Ropella, 2001) por lo que estos
resultados sugieren una modificacién del patrén fibrilatorio ventricular

tras el entrenamiento y el bloqueo de los canales KATP en situacion de
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normoxia, evidenciado por un descenso significativo de la frecuencia
dominante media, que seria signo de una menor excitabilidad y una
mayor estabilidad eléctrica en ambos grupos experimentales. Se observa
también al analizar la evolucion de la FD durante los 5 minutos de
estabilizacién de la arritmia que las frecuencias de activacion permanecen
relativamente constante en todos los grupos salvo en el grupo tratado con
glibeclamida donde comienzan a disminuir significativamente a partir del

tercer minuto.

3.3.4 Intervalos diastoélicos del ciclo fibrilatorio como parametro

relacionado con la refractariedad.

En la figura 3.8 mostramos los resultados relacionados con la
media de las longitudes de los ciclos fibrilatorios determinadas durante

la FV (intervalos VV), previa y posteriormente a la oclusion coronaria.

300

250

WV (ms)

100 200

80 g ContrO!

*
| * 150
T i Entrenado
60 T 100 Gb
Pinacidil
40 - ’
50
20
0
04

Pre-oc Min1 Min2 Min3 Min4 Min5 Min7 Min 10

Pre-oclusion

Figura 3.8. Intervalos VV, en los grupos control, entrenado, glibenclamida y pinacidil,
en el instante previo al cese completo de la perfusion coronaria y evolucion de la media
de los mismos durante el periodo de isquemia global normotérmica. ms=milisegundos.
Grupo control n = 10, grupo entrenado n =11, grupo glibenclamida n= 9 y grupo
pinacidil n= 8. *p<0.05 respecto a control. 1p<0.07 respecto a control.
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Como se puede apreciar, la longitud del ciclo fibrilatorio en los
instantes previos a la oclusién coronaria fue significativamente mayor
en los grupos glibenclamida y entrenado que en los grupos control y
pinacidil respectivamente (66+11 y 6316 vs 49+12 y 47412, p<0,05).
Estos valores se encuentran en consonancia con los obtenidos en el
analisis de la FD registrados al final del periodo de estabilizacion de la
FV en condiciones de normal oxigenacion y reflejan una menor

frecuencia de activacion asociada a una mayor refractariedad.

Cuando analizamos el efecto del cese completo de la perfusion
coronaria sobre los intervalos fibrilatorios dentro de cada grupo de
experimentacion, encontramos un incremento significativo de la
longitud del referido pardmetro en los primeros minutos en los grupos
pinacidil (postl: 118+38, post2:158+28 p<0,05), glibenclamida (post1:
91+13, post2: 132425, post3: 153+1 Hz, p<0,05) y control (post3:
126+12, postd: 146+25, post7: 213+38 y postl0: 275+69 Hz p<0,05).
Sin embargo, en el grupo entrenado se mantuvo la frecuencia de
activacion en relaciéon al grupo control hasta el final del periodo de

isquemia global normotérmica.

3.3.5 Periodo refractario funcional durante la fibrilacion

ventricular (PRFFV).

En la figura 3.7 observamos los resultados correspondientes a la
media de los periodos refractarios funcionales determinados durante la

FV (PRFFV), antes y después de la oclusion coronaria completa.
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W CONTROL

P5 (ms) = ENTRENADOS
GLIBENCLAMIDA
PINACIDIL
140 -+
120 *
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Figura 3.7. PRFFV (P5) en los grupos control, entrenado, glibenclamida y pinacidil,
previamente a la oclusion y durante los diez minutos de isquemia global. Las barras de
error corresponden al error estandar.*p<0,05 respecto a control, Tp=0,075 respecto a
control.

El andlisis de los PRFFv en situacion previa a la oclusién
coronaria, muestra como los valores mas elevados del percentil 5 de los
intervalos, en situacion de normal oxigenacion, fueron los de los grupos
glibenclamida (40+6 vs 33+6 ms, p<0,05) y entrenado (39+8 vs 33+6
ms, 1=0,075). El Pct5 representa el intervalo mas corto que separa dos
respuestas normalmente propagadas durante la arritmia y por tanto, un
parametro representativo de la refractariedad del tejido miocérdico
(Duytschaever et al., 2001).

Cuando analizamos el efecto de la oclusion coronaria en la
refractariedad durante la FV, encontramos que tras la oclusién coronaria
completa, el grupo entrenado exhibi6 los valores méas bajos de pct5,

manteniendo la refractariedad durante la isquemia.
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3.4 HETEROGENEIDAD MIOCARDICA.

3.4.1 Coeficiente de variacion del PRFV (CVPRFV).

El andlisis de la heterogeneidad de los PRFV no reveld
diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes grupos
experimentales ni antes de la infusion, ni con posterioridad a la misma
(figura 3.9). La ausencia de significacion estadistica probablemente sea
debida a las grandes desviaciones encontradas en las distintas areas de
miocardio ventricular analizado y al hecho de que solamente se pudo
determinar este pardmetro en un numero reducido de casos del grupo
pinacidil (puesto que cuatro de los nueve corazones tratados con el
abridor de los canales KATP fibrilaron antes de haber alcanzado el
periodo refractario funcional ventricular durante la aplicaciéon del
TEEV). Sin embargo, los resultados obtenidos en el grupo entrenado
sugieren una mayor homogeneidad de los PRFV en el grupo de anima-

les que llevaron a cabo el protocolo de entrenamiento.

2,5% H Pre-infusion
O Post-infusién

2,0% A

1,5%

1,0%

0,5%

0,0% -+
Control Entrenado Pinacidil Glibenclamida

Figura 3.9. Coeficiente de variacion del periodo refractario funcional ventricular antes
y después de la infusion. Los valores estan expresados en milisegundos. Grupo control,
n=10; grupo entrenado, n=11; grupo glibenclamida, n=8 y grupo pinacidil n=5.
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3.4.2 Concentracion espectral (CE) de la FV como pardmetro

relacionado con la heterogeneidad.

En la figura 3.10 se puede observar la evolucion temporal de la
CE de la FV durante los 5 minutos de estabilizacion previos a la
oclusion arterial coronaria en los grupos control, entrenado,

glibenclamida y pinacidil.
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Figura 3.10. Evolucién de la CE de la FV en los instantes de estabilizacion de la
arritmia previos a la oclusién coronaria. *p<0.05 respecto a control. #p=0.065 respecto
a control.

Se puede apreciar que la concentracién espectral es mayor en el
grupo entrenado en relacion al resto de grupos experimentales: control,
glibenclamida y pinacidil (pre ocl. 1: 32+4 vs 25+4 vs 25+7 vs 23+2%,
p<0.05; pre ocl. 2: 30£5 vs 24+6 vs 26x7 vs 20£4%, p=0.065; pre ocl. 3:
323 vs 2316 vs 2417 vs 21+5%, p<0.05; pre ocl. 4: 34+5 vs 257 vs
235 vs 23+£3%, p<0.05; pre ocl. 5: 32+8 vs 26+7 vs 257 vs 23+£7%,
n.s). Estos resultados reflejan una mayor homogeneidad y estabilidad
electrofisiolégicas en la actividad fibrilatoria del grupo entrenado en

condiciones de normal oxigenacion.

109



3. Resultados

3.4.3 Coeficiente de variacion de los intervalos diastdlicos del

ciclo fibrilatorio (CVvv).

El resultado correspondiente al coeficiente de variacion de los

intervalos VV (CVvV) se observa en la figura 3.11.

W CONTROL
CVVV (ms) BENTRENADOS
GLIBENCLAMIDA

PINACIDIL

,7000 -
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,0000 -
Pre-oclusién  Min1 Min2 Min3 Min4 Min5 Min7 Min 10

Figura 3.11. Coeficiente de variacion de los intervalos VV (CVwv), en los grupos
control, entrenado, glibenclamida y pinacidil, antes y durante los 10 minutos de
isquemia global normotérmica. Grupo control n = 10, grupo entrenado n =11, grupo
glibenclamida n=9 y grupo pinacidil n= 8. *p<0.05 respecto a control.

Previamente a la oclusion arterial coronaria, el valor del CVvv
en el grupo tratado con pinacidil fue mayor que el del resto de grupos
experimentales: control (0,36 £ 0.02 vs 0,28 + 0,03 p<0,05), entrenado
(0,36 £ 0.02 vs 0,30 + 0,06 p<0,05) y glibenclamida (0,36 + 0.02 vs
0,25 £ 0.18 p<0,05).

Al analizar la evolucidn este parametro durante los diez minutos
de cese completo de la perfusion arterial coronaria podemos observar
como la heterogeneidad se mantiene en el grupo tratado con
glibenclamida durante los primeros minutos y que el grupo entrenado
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mantuvo la estabilidad electrofisioldgicas durante los 5 minutos de
isquemia (0,45 + 0.08 vs 0,36 + 0,07; min.5 p<0,05).

3.5 ARRITMOGENESIS.
3.5.1 Inducibilidad de la fibrilacion ventricular (IFV).

En la figura 3.12 mostramos los resultados referentes a la
incidencia de FV durante la aplicacion del TEEV. Como podemos
observar, en condiciones de normal oxigenacion, 4 de los 9 corazones
tratados con pinacidil (44,44%) entraron en FV durante la aplicacién del
mencionado test. S6lo en 2 casos del grupo control (15,38%) y en uno
de los grupos entrenado (8,33%) y glibenclamida (9,1%) se desen-

cadeno la arritmia durante la estimulacion programada.

Control

Entrenado

Glibenclamida

Pinacidil
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Pinacidil Glibenclamida Entrenado Control
H RV 4 1 1 2
ENo FV 5 10 11 11

Figura 3.12. Detalle en el que se muestra el nimero de casos de entrada en fibrilacion
ventricular durante el TEEV. (¥*(3)=6,056; t p=0,109).
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Al comparar las incidencias relativas en los cuatro grupos
experimentales se encontr6 que si bien no existe una asociacion directa
significativa entre la probabilidad de entrada en FV y el grupo
experimental (x2(3)=6,056; tp=0,109), si que se aprecia una mayor
tendencia al desencadenamiento de la arritmia en el grupo tratado con
pinacidil. Esta tendencia se acent(a si llevamos a cabo una comparacién
individualizada entre los grupos entrenado y pinacidil (%*(1)=2,854; §
p=0,084).

3.5.2 Incidencia y tiempo de instauracion de desfibrilacion
esponténea (DFV).

Al analizar la incidencia de DFV durante la isquemia global
observamos que en todos los casos del grupo glibenclamida (n=11)
revirtié espontaneamente el proceso fibrilatorio, pasando los corazones

a ritmo sinusal en los primeros minutos tras el cese de la perfusion.

Control

Entrenado

Glibenclamida

Pinacidil

0%

20%

40%
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Glibenclamida

Entrenado

Control

HDFV

0
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4
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E No DFV

9

0
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11

Figura 3.13. Detalle en el que se muestra que en el 100% de los casos del grupo
glibenclamida tras la isquemia global se produce desfibrilacion espontanea en los
primeros instantes tras el cese de la perfusion coronaria (%(3)=31,873;*p =0,000).
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La comparacion entre las incidencias relativas de DFV dentro de
los cuatro grupos experimentales (Figura 3.13) también mostr6 una
asociacion directa significativa entre la probabilidad de desfibrilacion
espontanea y el grupo experimental, en este caso, el grupo gliben-
clamida (y?(3)=26,456; p<0,001).

En la figura 3.14 se puede apreciar el momento de DFV de los
casos registrados en cada grupo experimental. Cabe destacar también
los 4 casos (33,33%) de interrupcion espontanea del proceso fibrilatorio
registrados en el grupo entrenado.

100% 7
Pinacidil
80% - Glibenclamida
gy Entrenado

60% 7 s==@== Control
40% -

20% A

0% -

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Min

Figura 3.14. Frecuencia acumulada de desfibrilacion espontanea durante los 10 minutos
de isquemia global.

3.6 VIABILIDAD ELECTRICA.

3.6.1 Incidenciay tiempo de instauracion de asistolia eléctrica.

Transcurridos cinco minutos desde el desencadenamiento de la
FV, se procedié a la oclusién y cese de la perfusion coronaria y se

evalud la viabilidad del tejido determinando la incidencia de asistolia
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(ausencia total de actividad eléctrica en los registros electrograficos)

durante diez minutos de isquemia global normotérmica.

Como se observa en la figura 3.15, en todos los corazones
tratados con pinacidil se produjo la pérdida total de actividad eléctrica,
0 asistolia, dentro del tiempo de isquemia global analizado. Al comparar
las incidencias relativas en los cuatro grupos experimentales se
encontrd, de nuevo, una fuerte asociacion directa entre la probabilidad
del suceso y el grupo experimental, en este caso, el grupo pinacidil
(¥3(3)=28,079; p<0,001).

Control

Entrenado

Glibenclamida

Pinacidil
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Pinacidil Glibenclamida Entrenado Control
HESE. 9 2 1 1
M No S.E. 0 9 11 12

Figura 3.15. Casos en los que se produjo “silencio eléctrico” (SE) en granate, y en los
que no se produjo (No SE), en azul, tras la isquemia global, en los diferentes grupos
experimentales durante los diez minutos de cese de perfusion coronaria (x*(3)=28,079;
p<0,001).

La figura 3.16 refleja la frecuencia acumulada y el momento de
aparicion de asistolia eléctrica en los registros electrogréaficos durante
los 10 minutos de isquemia global y se puede apreciar la fuerte
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asociacion del suceso con el grupo pinacidil, donde el 60% de los
corazones entr6é en inexcitabilidad completa entre el segundo y tercer

minuto tras el inicio de la agresion isquémica.

100% 1
Pinacidil
80% Glibenclamida
b Entrenado

60% - s Control
40% -
20% A
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0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Min

Figura 3.16. Frecuencia acumulada de asistolia eléctrica durante los 10 minutos de
isquemia global normotérmica.
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4, Discusién

4.1 CONSIDERACIONES RELATIVAS A LOS MATERIALES
Y METODOS EMPLEADOS.

4.1.1 Respecto al modelo animal utilizado.

Para el desarrollo de esta investigacion hemos utilizado conejos
de raza Nueva Zelanda debido a que presentan caracteristicas
electrofisioldgicas miocardicas mas aproximadas a las observadas en
humanos que las de los pequefios roedores (Panfilov, 2006; Stengl,
2010; Gaustad et al., 2010). Ademas, las ratas y ratones de laboratorio
no representan el modelo mas adecuado para el estudio de la fibrilacion
ventricular, dado que en estos animales resulta dificil el des-
encadenamiento y mantenimiento de la arritmia, ya que el pequefio
tamafio de los corazones carece de la masa critica necesaria para la
formacion de los circuitos reentrantes. Su frecuencia cardiaca en reposo
es muy elevada y presentan duraciones del potencial de accidon muy
breves, presentando poca o ninguna dispersion de los periodos
refractarios (Billman, 2002). Por otra parte, el conejo resulta idoneo
para el estudio de las adaptaciones cardiovasculares producidas por el
gjercicio fisico, ya que utilizando protocolos adecuados se obtiene una
respuesta cardiovascular y signos propios de entrenamiento en poco
tiempo (Di Carlo y Bishop, 1990; Such et al., 2002, 2008; Zarzoso et
al., 2012; Such-Miquel et al., 2018b).

Otros motivos que justificaron la eleccion del conejo fueron la
posibilidad de perfusion del corazén con soluciones de facil adquisicion
y preparacion, como el Tyrode, o su 6ptima manipulabilidad, tanto en

los procedimientos quirdrgicos inherentes a esta investigacion como en
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la instrumentalizacion previa al desarrollo del procedimiento

electrofisiolégico.
4.1.2 Respecto al sistema de perfusion Langendorff.

El principio basico del sistema de soporte metabolico tipo
Langendorff que utilizamos en nuestro modelo experimental de 6rgano
aislado consiste en la perfusion del corazén a través de una canula
insertada en la aorta. Cuando la presion del liquido nutricio alcanza un
determinado umbral se cierra la valvula adrtica, desviandose el flujo
hacia el sistema coronario. Oscar Langendorff describio la técnica en
1895 y se ha consolidado como uno de los procedimientos metodo-
I6gicos que mayor avance ha permitido en los conocimientos basicos
sobre la funcién miocardica, la regulacion del flujo sanguineo coronario
y el metabolismo cardiaco (Zimmer, 1998; Riascos et al., 2004). La
reproducibilidad, el bajo coste y la posibilidad de excluir factores
extrinsecos, como la influencia neurohumoral o la actividad del sistema
nervioso central, hacen del sistema Langendorff un modelo ideal para el
estudio de las propiedades electrofisioldgicas intrinsecas del miocardio.
Ademas, el hecho de que en el modelo no haya precarga ni postcarga
nos permite asegurar que las diferencias observadas entre los grupos no
se atribuyen a diferencias en el trabajo cardiaco, sino al efecto de las
distintas intervenciones acometidas en los estudios. En el presente, la
administracion de los distintos farmacos, el entrenamiento y la

generacion de isquemia global normotérmica.

El sistema permite mantener la perfusion coronaria durante la
fibrilacion ventricular evitando de ese modo la isquemia asociada. El

andlisis de las caracteristicas del patron fibrilatorio bajo normal
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perfusion puede ser utilizado como una herramienta metodol6gica para
el estudio indirecto de propiedades electrofisiol6gicas miocardicas y la
evaluacion de los efectos de distintas intervenciones sobre las mismas
(Chorro et al., 2000a, 2003 y 2006). En nuestro grupo de trabajo,
utilizando esta herramienta, hemos llevado a cabo estudios de los
efectos electrofisiologicos producidos tras la administracion de diversos
farmacos (Chorro et al., 2000b; Ferrero et al., 2007; Del Canto et al.,
2016, 2018; Such-Miquel et al., 2018a), o por la aplicacion de distintas
manipulaciones como el estiramiento miocérdico local (Chorro et al.,
2000c, 2005, 2009; Brines et al., 2012; Del Canto et al., 2016, 2018;
Such-Miquel et al., 2018a), lesiones por radiofrecuencia (Chorro et al.,
2008; Chorro et al., 2012; Chorro et al., 2013) y cambios de
temperatura (Chorro et al., 2002; Tormos et al., 2008), o como es, en el
caso de esta investigacion, la aplicacion de protocolos de ejercicio fisico
aerobico (Such et al., 2002, 2008; Zarzoso et al., 2012; Koninckx,
2014; Alves, 2015; Such-Miquel et al., 2018b).

La puesta en marcha del modelo de isquemia global normo-
térmica que hemos propuesto para esta tesis doctoral, con la inclusion
en el sistema del vaso termostatico disefiado al efecto, tiene como uno
de sus objetivos el de aproximar el estudio de la fibrilacion a su
desarrollo fisiopatoldgico habitual, que implica abolicion de la
perfusion coronaria, aparicion de isquemia y deterioro metabdlico,
fendmenos que por si mismos, modifican las caracteristicas del patron

fibrilatorio.
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4.1.3 Respecto al protocolo de entrenamiento.

El protocolo de ejercicio sobre tapiz rodante empleado en esta
tesis doctoral ha sido puesto en practica en diversos estudios sobre
adaptaciones electrofisiologicas al entrenamiento desarrollados en
nuestro grupo de investigacion (Such et al., 2002, 2008; Zarzoso et al.
2012; Alves, 2015, Such-Miquel et al., 2018) donde se ha comprobado
su efectividad a través de indicadores electrograficos de entrenamiento,
como el descenso de la frecuencia cardiaca, tanto in vivo (Such et al.,
2008) como tras el aislamiento en el sistema de perfusion (Such et al.,
2002, 2008; Zarzoso, 2011), o la depresion de la conduccion
auriculoventricular, manifestada en mayores longitudes del ciclo
Wenckebach (Such et al., 2002, Zarzoso, 2011), asi como a través de
marcadores bioguimicos, como el lactato sanguineo (Pelechano, 2008;
Parra, 2011), el incremento en la expresion miocardica de proteinas de
choque térmico (HSP60) y de la enzima éxido nitrico sintasa inducible
(Gomez-Cabrera et al., 2005; Such et al., 2008) o la mayor actividad de
la citrato sintasa registrada en el soleo de los conejos entrenados
(Marchio et al., 2016).

La investigacion llevada a cabo en conejos ha sido méas escasa
gue en otros modelos animales. En cuanto a los protocolos de
entrenamiento usados han sido heterogéneos, encontrandose en la
literatura protocolos tanto continuos (Chen y Li, 1993; Carroll, 2003;
Becker et al., 2004; de Moraes et al., 2008) como “intervalicos” (Meng
y Pierce, 1990; Such et al., 2002, 2008) con un rango de intensidades
variables. Ademas, se han encontrado discrepancias en cuanto a la

tolerancia de los conejos de laboratorio para la carrera. Mientras que en
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investigaciones como las llevadas a cabo por Faris et al., (1982) o Jover
et al., (1987) encontraron dificultades para entrenar a los animales a
velocidades superiores a los 13 memin™ durante méas de dos minutos,
otros autores hemos observado una mayor capacidad para la realizacion
de ejercicio fisico aerdbico en conejos de raza Nueva Zelanda (Such et
al., 2002, 2008; Zarzoso et al., 2012; Such-Miquel et al., 2018b) e
incluso se ha descrito que estos animales son capaces de realizar carrera
continua en cinta rodante a velocidades de 15-18 memin™ hasta 60
minutos seguidos (Gao et al., 2007, de Moraes et al., 2008). Las razones
a las que podria deberse esta disparidad de apreciaciones en el
comportamiento del conejo al correr en tapiz rodante podrian estar
relacionadas con la raza utilizada, con factores comportamentales o
simplemente con el tipo de manipulacion a las que son sometidos, ya
gue estos animales son extremadamente sensibles y pueden estresarse

con facilidad.

4.1.4 Respecto a la metodologia para la determinacion de los

parametros electrofisiolégicos.

El andlisis de los pardmetros electrofisiolgicos determinados en
el presente trabajo de investigacion ha sido posible gracias al uso de
métodos de cartografia epicérdica de la actividad eléctrica cardiaca. Se
han estudiado propiedades electrofisiolégicas como la refractariedad y
la heterogeneidad miocéardicas en condiciones de normal oxigenacion,
asi como su evolucion durante un periodo de isquemia global normo-

térmica dentro de los cuatro grupos experimentales propuestos.

El hecho de haber usado una placa multielectrodo nos ha

permitido obtener registros en mas de doscientos cuarenta puntos del
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epicardio ventricular lo que nos ha permitido, ademas de conocer la
evolucion de las sefiales eléctricas en una amplia zona del ventriculo
izquierdo, acometer el estudio de la dispersion espacial de los
parametros electrofisiolégicos estudiados a través del célculo de los

respectivos coeficientes de variacion.

El test del extraestimulo ventricular (TEEV), un método clasico
para la determinacion de los periodos refractarios, tanto en la clinica
como en experimentacion (Garcia et al., 2007), ha sido utilizado en esta
ocasion, ademas de para valorar la refractariedad en condiciones de
normal oxigenacion, para el estudio de la arritmogénesis e inducibilidad
de la fibrilacion ventricular, puesto que como hemos argumentado con
anterioridad, bajo ciertas circunstancias en las que la excitabilidad del
miocardio se encuentra modificada, la simple aplicacion del men-

cionado test puede desencadenar la arritmia.

Como hemos explicado, el analisis de la fibrilacion ventricular
sin interrumpir la perfusion, puede ser utilizado como un instrumento
metodoldgico para el estudio indirecto de diversas propiedades electro-
fisioldgicas, en los mas de 240 puntos en los que se adquiere la sefial de
la actividad eléctrica epicardica durante la arritmia. La cartografia
epicardica de la activacion ventricular empleando electrodos multiples
para el registro de los potenciales extracelulares (Brugada et al., 1990;
Cha et al., 1994; Rogers et al., 1999) permite captar los cambios del
potencial trans-membrana de grupos de células préximas entre si
aportando informacion sobre las caracteristicas de la activacion
miocardica durante las arritmias ventriculares y permitiendo la

objetivacién de los patrones de activacion durante la fibrilacion y la
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existencia de activacién reentrante en el inicio y durante la evolucion de
la arritmia (Cha et al., 1994; Zhou et al., 1995; Kwan et al., 1998;
Witkowski et al., 1998; Rogers et al., 1999; ,Efimov et al., 1999; Weiss
et al., 1999; Chorro et al., 2000; citados por Del Canto, 2014).

El analisis del periodo refractario ventricular en condiciones de
normal oxigenacion durante la fibrilacion lo hemos determinado a
través de los analisis de estos registros utilizando técnicas, tanto en el
dominio del tiempo como en el de la frecuencia. Asi, hemos
determinado el percentil 5 (pc5) del histograma de longitudes de ciclo
de la fibrilacion ventricular, intervalos VV, cuyo valor es utilizado
como expresion del periodo refractario funcional durante la activacion
ventricular en fibrilacion. (Duytschaever et al., 2001). La determinacion
del periodo refractario funcional a través de este método, permite
excluir la estimulacion externa que caracteriza al test del extraestimulo

ventricular.

Hemos llevado a cabo técnicas espectrales para el analisis de la
activacion del miocardio ventricular durante la FV. Estos métodos
basados en el andlisis del dominio de la frecuencia examinan la
distribucion de la energia de los electrogramas como una funcién de la
frecuencia (Ropella, 2001). Para el andlisis espectral se ha usado la
transformada répida de Fourier. El andlisis de Fourier es un método no
paramétrico que descompone las sefiales en una suma de componentes
sinusoidales. El andlisis en el dominio de la frecuencia no siempre
proporciona una estimacién mejor o mas fiable de la frecuencia de
activacion ventricular que el andlisis en el dominio del tiempo;

concretamente cuando el electrograma presenta fraccionamiento,
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potenciales dobles, ruido, o una marcada disminucion de la amplitud

como ocurre en la isquemia miocardica (Alves, 2015).

4.2 CONSIDERACIONES RELATIVAS A LOS RESULTADOS
OBTENIDOS.

4.2.1 Respecto al cronotropismo sinusal.

El incremento significativo de la longitud del ciclo sinusal
observado en el grupo entrenado reproduce resultados previos obtenidos
por nosotros (Such et al., 2008; Pelechano, 2008) y vuelve a evidenciar
efectos del entrenamiento sobre el automatismo cardiaco intrinseco. La
bradicardia del deportista es un fendmeno que ha sido ampliamente
estudiado y que tradicionalmente se ha explicado por el incremento de
la actividad parasimpatica en reposo. La acetilcolina, al unirse a los
receptores muscarinicos promoveria la apertura de los canales de
potasio que vehiculan la corriente IKACh produciendo una répida la
hiperpolarizacion de las células marcapasos del nodo SA e
incrementando, por tanto, el tiempo necesario para alcanzar el umbral
de excitacion (Jalife et al., 2009). A su vez, el mencionado neuro-
transmisor, actuaria reduciendo la pendiente de despolarizacion
espontanea del nodo a través de la inhibicion de las corrientes de
entrada ICaL e I; contribuyendo de ese modo al enlentecimiento de la
frecuencia de disparo de las células marcapasos (Snyders, 1999; Levick,
2010). Sin embargo, dado que estas modificaciones se mantienen en el
corazon aislado (no sujeto, por tanto, a influencias neuro-humorales
extrinsecas) y se ha demostrado que son independientes de la actividad

de las neuronas postganglionares parasimpéticas (Zarzoso et al., 2012),
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deben existir mecanismos adicionales de caracter intrinseco gue con-
tribuyan a esta adaptacion cardiaca. Se ha sugerido que la optimizacion
del metabolismo energético podria participar al propiciar una utilizacion
y generacion mas eficiente de la energia (Katona et al., 1982). También
se ha investigado el efecto que podria derivarse de modificaciones
mecanicas en el corazén. Lewis et al. (1980) sugirieron que el
estiramiento ténico de las células del nodo sinoauricular, que se
produciria durante la hipertrofia asociada al entrenamiento, podria

contribuir al enlentecimiento de la frecuencia cardiaca.
4.2.2 Respecto a la conduccion auriculoventricular.

Otra de las adaptaciones cardiacas que se producen a causa del
entrenamiento y que ha sido ampliamente documentada es la depresion
de la conduccidn auriculoventricular. Se ha comprobado la aparicion de
blogueos tipo | y, ocasionalmente, tipo I, en deportistas de élite (Talan
et al., 1982, Viitasalo et al., 1982 y Viitasalo et al., 1984, citados por
Such et al., 2002). Las diferencias que hemos encontrado en la
determinacion de la longitud del intervalo AV reproducen también
resultados previos obtenidos por nuestro grupo de investigacién, que
evidenciaron una depresion de la conduccion AV manifestada por un
incremento de la longitud de ciclo de Wenckebach (Such et al., 2002;
Zarzoso et al., 2012). Este efecto se ha atribuido, generalmente también,
al aumento del tono parasimpético (Northcote et al., 1989; Bjorstad et
al., 1993) y a la participacion de los nervios colinérgicos que a través de
varios mecanismos, proporcionarian estimulos inhibidores que ter-
minarian por reducir la corriente de entrada de calcio, produciendo

como resultado una respuesta dromotropica negativa en la conduccion
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auriculoventricular. Sin embargo, el bloqueo colinérgico mediante
administracion de atropina que se llevo a cabo en la investigacion de
Zarzoso et al., (2012) tampoco maodificd significativamente la
conduccion, lo que parece indicar que la actividad colinérgica del
sistema nervioso intrinseco cardiaco no participaria tampoco en esta

respuesta adaptativa al entrenamiento.

Algunos autores sugieren que los bloqueos de conduccion
podrian deberse del mismo modo a alteraciones mecanicas y
morfoldgicas consecuencia de la préctica habitual de ejercicio aerébico,
como la dilatacion de las camaras cardiacas, hecho que influiria tanto en
el inicio como en la propagacion de la excitacion (Kohl et al., 1999), o
incluso a dafio miocardico producido durante el entrenamiento. Sin
embargo, en nuestra investigacion, las modificaciones encontradas no
parecen estar ligadas a una hipertrofia miocérdica, ya que no hemos
encontrado diferencias en el peso de los corazones entre los diferentes
grupos experimentales, ni existen evidencias que nos hagan sospechar
de dafio miocardico producido por estrés oxidativo ya que utilizando un
protocolo de mayor intensidad no se encontraron incrementos en los

respectivos marcadores (Such et al., 2002).

4.2.3 Respecto a la refractariedad miocardica.

El protocolo electrofisiologico disefiado para esta tesis doctoral y
la puesta en marcha del modelo de isquemia global normotérmica nos
ha permitido evaluar la refractariedad en condiciones de normal
oxigenacion, tanto de forma directa, a través de la utilizacion de tests en
ritmo estimulado (TEEV), como de forma indirecta mediante técnicas

de analisis de la sefal fibrilatoria en el dominio del tiempo y de la
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frecuencia. El andlisis de los trazados utilizando técnicas de
procesamiento digital de sefiales y en ausencia del componente de
deterioro metabolico asociado a la isquemia, aporta, como se ha
detallado en el apartado correspondiente, informacién relacionada con
los ciclos de activacion durante la arritmia y permite la extraccion de
informacién indirecta sobre las propiedades electrofisioldgicas del
tejido analizado. Utilizando la transformada rapida de Fourier podemos
descomponer la sefal fibrilatoria en sus distintos armaénicos e identificar
la sinusoide que coincide con el armoénico de mayor amplitud el cual
representa la frecuencia dominante de la fibrilacion ventricular (FD). La
FD de la fibrilacion ventricular se encuentra relacionada de forma
inversa con los periodos refractarios, por lo que su estudio representa un
instrumento con el que evaluar la excitabilidad del tejido y conocer de
manera indirecta la refractariedad miocérdica (Chorro et al., 2000;
Ropella, 2001). También hemos podido determinar el periodo
refractario ventricular durante la fibrilaciéon en condiciones de normal
oxigenacion a través del analisis de los registros en el dominio del
tiempo. A partir del percentil 5 del histograma de longitudes de ciclo de
la fibrilacién ventricular (intervalos VV) hemos obtenido un valor
indicador aproximado del periodo refractario funcional durante la
activacion ventricular fibrilatoria (Duytschaever et al., 2001). La
caracterizacion de la excitabilidad durante la arritmia en condiciones de
normal oxigenacion, como hemos comentado con anterioridad, permite
evidenciar efectos del entrenamiento, y en esta ocasion de la distinta
modulacion de los canales KATP, sobre las propiedades miocardicas

relacionadas con la refractariedad.
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Si bien la comparacion de las diferencias observadas en los
periodos refractarios efectivos y funcionales ventriculares obtenidos en
ritmo estimulado (TEEV) no alcanz6 grado de significacion estadistica,
el estudio de la sefial fibrilatoria durante la estabilizacion previa al cese
de la perfusién coronaria, utilizando ambas técnicas de anélisis digital
de sefiales, ha mostrado una mayor estabilidad eléctrica en los
corazones procedentes de animales entrenados coincidente con
resultados previos publicados por nuestro grupo de investigaciéon (Such
et al., 2002, 2008; Zarzoso et al., 2012; Such-Miquel et al., 2018b), vy
en esta ocasion, también en aquellos sometidos a bloqueo farma-

colégico de los canales KATP (grupo glibenclamida).

La refractariedad es una propiedad que refleja la excitabilidad del
tejido cardiaco y su estudio, como parametro susceptible de
modificacion a través del ejercicio fisico crénico, resulta de importancia
en nuestra investigacion debido a su posible relacion con la
arritmogeénesis. Como hemos comentado en la introduccion, el producto
de la refractariedad por la velocidad de conduccién determina la
longitud de onda del proceso de activacion miocardico, factor, a su vez,
estrechamente relacionado con la aparicién, la estabilizacion y el cese
de las arritmias por reentrada (Wijffels et al., 1995). En ausencia de
modificaciones en la velocidad de conduccién, un incremento de la
refractariedad aumentaria la longitud de onda del proceso de activacion
miocardico, dificultando el desarrollo y estabilizacion de los circuitos

reentrantes.

Se ha demostrado, a través de diferentes metodologias expe-

rimentales, que el entrenamiento fisico aumenta la duracién del
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potencial de accion (Tibbits et al.,, 1981, Gwathmey et al., 1990,
Mokelke et al., 1997, Natali et al., 2002; citados por Zarzoso, 2011) y
gue este incremento se correlaciona de forma directa con la
refractariedad en circunstancias de normal perfusion (Wu et al., 2006)
perdiéndose esta relacion durante la isquemia miocéardica (Sutton et al.,
2000).

Resultados de trabajos precedentes llevados a cabo en nuestro
grupo de investigacion han confirmado el incremento de la
refractariedad ventricular en los corazones de los animales entrenados
(Such et al., 2002, 2008; Zarzoso et al., 2012; Koninckx, 2014; Such-
Miquel et al., 2018b), que en nuestra opinion, podria contribuir, al
menos en parte, al efecto antiarritmico del ejercicio fisico que ha
llevado a algunos autores a proponer su practica regular como
intervencion no farmacoldgica frente a la aparicion de determinados

tipos de arritmias (Billman, 2002).

Diversos estudios han relacionado el incremento de la
refractariedad ventricular con la estimulacion parasimpatica (Martins y
Zipes, 1980; Prystowsky et al., 1981; Inoue y Zipes, 1987; Morady et
al., 1988; Litovsky y Antzelevitch, 1990; Ellenbogen et al., 1990;
Shimizu et al., 1994; citados por Zarzoso, 2011). Sin embargo, en el
estudio llevado a cabo por Zarzoso et al. (2012), cuya hipdtesis de
partida era que el incremento de la refractariedad ventricular observado
en el corazon aislado de animales entrenados podia estar mediado por la
accion sobre la corriente de salida de potasio dependiente de ACh
(IKACh), se descartd la participacion del sistema nervioso para-

simpaético intracardiaco al no encontrar modificaciones en el incremento
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de la refractariedad por el ejercicio tras la administracion de atropina en
el grupo entrenado. En esta investigacion se contribuyd también a
demostrar que estas modificaciones son, al menos en parte, de caracter
intrinseco dado que se mantienen en el corazon aislado (no sometido a
influencias neurohumorales) y son independientes de la actividad de las
neuronas postganglionares parasimpéticas (Zarzoso et al., 2012; Such-
Miquel et al., 2018).

Otros mecanismos que han sido propuestos y que podrian
explicar el incremento de la refractariedad producido por el
entrenamiento, afectarian a las corrientes repolarizantes de potasio. Asi,
Jew et al., (2001), utilizando técnicas de patch-clamp, encontraron que
la densidad de las corrientes repolarizantes de K* de inactivacion lenta
se encontraban reducidas en el grupo de animales entrenados, hecho que
podria contribuir al alargamiento de la duracion del potencial de accion
observado en miocitos aislados de animales entrenados (Tibbits et al.,
1981; Gwathmey et al., 1990; Natali et al., 2002). Sin embargo, en la
misma investigacion observaron un incremento de la corriente
transitoria de salida de K, Ito, responsable de repolarizacion rapida en

la fase 1 del potencial de accién.

Los movimientos de calcio a través de la membrana también
podrian estar implicados en el alargamiento de la duracion del potencial
de accidn miocardico producido por el entrenamiento fisico y han sido
objeto de investigacion. Mokelke et al., (1997) intentaron determinar si
el entrenamiento producia cambios a nivel de la corriente lenta de
entrada de calcio (ICaL), tal y como parecian indicar las alteraciones

encontradas en el movimiento general del ion en miocitos aislados de

132



4, Discusién

ratas sometidas a entrenamiento fisico (Tibbits et al., 1981; Gwathmey
et al., 1990; Moore et al., 1993). Sin embargo, no encontraron cambios
en las caracteristicas electrofisiolégicas de estas corrientes tras el
programa de entrenamiento, descartando la participacion de ICaL en el
alargamiento del potencial de accion. Otra posible explicacion de la
prolongacion del potencial de accion producida por el entrenamiento
fisico podria encontrarse en la actividad del intercambiador Na‘/Ca?,
que tiene propiedades electrogénicas. Efectivamente, un incremento en
la actividad de este intercambiador, que tiende a incrementar la
electropositividad intracelular durante su funcionamiento habitual,
produciria un alargamiento de la refractariedad miocéardica. Mace et al.
(2003), llevaron a cabo un estudio para analizar los efectos del
entrenamiento sobre la actividad de dicho intercambiador en un modelo
murino pero tampoco encontraron modificaciones por lo que este
sistema tampoco parece contribuir al incremento de la duracion del
potencial de acciéon. Tamargo et al., (2003) estudiaron por su parte la
corriente rectificadora de entrada de K, IK,. Esta corriente es
responsable de las fases de repolarizacion finales y del mantenimiento
del potencial de membrana en reposo (fase 3 y 4), por lo que segun
algunos autores, su modulacion podria tener un profundo efecto sobre la

excitabilidad cardiaca y la arritmogénesis (Dhamoon y Jalife, 2005).

El protocolo electrofisioldgico disefiado para esta tesis doctoral
comprende numerosas pruebas en ritmo estimulado (TEEV a distintas
longitudes de ciclo de estimulacion y estimulacion a frecuencias fijas,
antes y después de la infusion de farmacos, junto a la estimulacion a
frecuencias crecientes para el desencadenamiento de la FV) que pueden

resultar exigentes para el miocardio y representar un cierto estrés
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metabolico. Si bien es cierto que los canales KATP no deberian activarse
en condicién de normal oxigenacién, cada vez se encuentra mas
extendida la idea de que estos canales participarian en el acortamiento
de la duracion del potencial de accién (y posiblemente de la
refractariedad) que sobreviene durante el ejercicio intenso (Nakaya,
2014). La mayor refractariedad estimada en los grupos entrenado y
tratado con glibenclamida en el analisis de la sefial fibrilatoria durante
la estabilizacion previa a la oclusion del sistema coronario (FD,
intervalos VV, pcb) apuntaria, en este caso, a un efecto de bloqueo de
los canales derivado del periodo de entrenamiento. En nuestra opinion,
el mayor periodo refractario ventricular de los corazones procedentes de
los animales entrenados y de aquellos tratados con el bloqueante de los
canales KATP, previamente a la oclusion coronaria, podria representar
uno de los mecanismos basicos a través del cual la realizacion de
gjercicio fisico aerébico ejerceria un efecto protector frente a las
arritmias por reentrada y la muerte stbita y podria constituir parte de la
base por la que el ejercicio fisico se ha propuesto como una
intervencion frente a las arritmias, de cardcter no farmacoldgica
(Billman, 2002).

La apertura de los canales de potasio ATP-dependientes a través
de la administracion de pinacidil, por el contrario, acort6 el periodo
refractario determinado tanto en ritmo estimulado (TEEV) como
durante la fibrilacion ventricular. Ha sido publicado que la activacion
de la corriente IKATP acorta la duracion del potencial de accion
cardiaco por su efecto repolarizante, reduciendo la entrada de calcio,
preservando los niveles de ATP e incrementando la supervivencia

celular durante la isquemia miocéardica (ver revisiones: Powers et al.,
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2008; Li y Dong, 2010). Ha sido observado, asimismo, que la
activacién de dicha corriente en condiciones de normal oxigenacion,
tras la administracion de agonistas del canal KATP, provoca la
reduccion de la duracién del potencial de accion y del periodo
refractario (Smallwood y Steinberg, 1988; Wilde et al., 1990) a través
de una fuga de potasio que se produce de manera heterogénea a lo largo
del tejido miocardico y que tiene como consecuencia una mayor
dispersion de los procesos de repolarizacion y la conformacion de un
sustrato arritmogénico (Chi, 1990; Di Diego y Antzelevitch, 1993;
Billman, 2006; Quintanilla et al., 2013). El estudio de la sefal
fibrilatoria durante la estabilizacion previa al cese de la perfusion
coronaria, utilizando técnicas de analisis digital de sefiales, tanto en el
dominio del tiempo como en el de la frecuencia ha mostrado en el
periodo de estabilizacién de la arritmia previo al cese de la perfusién
coronaria, los intervalos fibrilatorios (intervalos VV) mas breves en los
grupos control y pinacidil, lo que indicaria un alto grado de

excitabilidad en condicién de normoxia.

La evolucién de este pardmetro durante los diez minutos de
isquemia global ha aportado informacion adicional sobre el estado
metabdlico de los corazones durante la agresion isquémica. EI andlisis
de los registros evidencid una preservacion significativa de la
refractariedad en el grupo entrenado frente al resto de grupos
experimentales que podria explicarse por la optimizacion de los
sistemas metabdlicos y de reserva energética que se producen durante
los periodos de entrenamiento y que representan una ventaja para
afrontar los efectos de la agresidn por isquemia-reperfusion (Bersohn y
Scheuer, 1978; Bowles et al., 1992; Bowles y Starnes, 1994). Si bien,
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como hemos remarcado, el incremento de la refractariedad en
condiciones de normal oxigenacién puede considerarse un factor
antiarritmogénico, el incremento de la misma tras la oclusién coronaria,
dejaria de exhibir este caracter beneficioso, ya que bajo estas
condiciones se asociaria a una manifestacion de deterioro metabolico.
Por ello, interpretamos el mantenimiento de la refractariedad como un
efecto protector del ejercicio fisico crénico. ElI aumento de la
refractariedad apreciado en todos aquellos parametros relacionados con
la misma, como la media y el pct5 de los intervalos VV (aproximacion
del periodo refractario funcional) o la disminucion de la FD de la sefial
fibrilatoria que observamos en los grupos control, glibenclamida y
pinacidil, lo consideramos, tal y como acabamos de comentar, como un
efecto de deterioro derivado de la deprivaciéon circulatoria (“a tejido
muerto, percentil 5 infinito”). Strohmenger et al., (1997) relataron que
la isquemia secundaria a la fibrilacion ventricular resultaba en un répido
agotamiento de los fosfatos de alta energia del miocardio, al deterioro
de los potenciales transmembrana y a la sobrecarga de calcio
intracelular, que a su vez, se manifestaba por una caida de la frecuencia
de la fibrilacion ventricular. Describieron también como se
incrementaban la probabilidades de una evolucion favorable después de
la desfibrilacion cuando los valores de la frecuencia dominante de se
mantenian tras la isquemia global del miocardio (Stewart et al., 1992;
Strohmenger et al., 1994; Brown y Dzwonczyk, 1996; citados por
Strohmenger et al., 1997). De modo similar, estudios previos realizados
por nosotros evidenciaron la caida de la frecuencia dominante de la
fibrilacion tras la oclusidn coronaria, que sin embargo, se mantuvo tras
el entrenamiento (Such-Miquel et al., 2007). El rapido aumento de la

refractariedad tras la oclusion coronaria en los grupos tratados con
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pinacidil y glibenclamida parece indicar también deterioro al menos en
lo que al estatus metabolico se refiere. Curiosamente nos hemos
encontrado con casos de desfibrilacion espontanea en el grupo tratado
con glibenclamida y la asistolia eléctrica en el grupo tratado con
pinacidil. La apertura del canal y no el blogueo del mismo, ejerce,
segun la mayoria de autores, un efecto protector sobre el miocardio
isquémico. Los efectos se manifestarian en el ahorro energético y la
reduccion de la lesion miocardica (Lederer et al. 1989; Gross y
Auchampach, 1992; Gross y Peart, 2003; Powers et al., 2008; Li y
Dong, 2010). Sin embargo, nuestras observaciones a nivel
electrofisioldgico, indican la pérdida o ausencia total de actividad
eléctrica de todos los corazones tratados con pinacidil dentro del tiempo
de isquemia global analizado, lo que sin duda indica deterioro
electrofisiolégico. Por su parte, el boqueo del canal ha mostrado durante
la isquemia un claro efecto antiarritmico en nuestro modelo con la

desfibrilacién espontanea también de todos los corazones.
4.2.4 Respecto a la heterogeneidad electrofisiolégica.

Como hemos reiterado en la introduccion, el miocardio es un
sincitio funcional, heterogéneo desde el punto de vista electro-
fisiologico, lo que se traduce en diferentes propiedades eléctricas de
membrana a lo largo del territorio cardiaco. La heterogeneidad es
inherente al tejido cardiaco y resultado de la distinta densidad y dis-
tribucion de canales ionicos, de las conexiones intercelulares y de la
estructura y arquitectura tisular. Estas variaciones fisioldgicas se
acenttan durante la remodelacion del tejido enfermo o en situaciones

patoldgicas, como es el caso de la isquemia, lo que resulta determinante
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la aparicion de bloqueos en la conduccion y dispersion espacial de la
repolarizacion (Kléber y Rudy, 2004), factores determinantes para la
formacion de ondas de reentrada y su perpetuacion en determinados

tipos de arritmias cardiacas (para revision ver cita de Jalife, 2000).

Los indices o parametros de heterogeneidad electrofisioldgica
gue hemos analizado en este trabajo de investigacion han sido: el
coeficiente de variacion de los periodos refractarios funcionales
ventriculares (CVPRFV) obtenidos durante la aplicacion del TEEV en
situacion de normoxia; la concentracion espectral (CE) de la sefal
fibrilatoria y su evolucion temporal durante los cinco minutos de
estabilizacion de la arritmia previos al cese completo de la perfusion
coronaria y la instauracion de condiciones de isquemia global y el
coeficiente de variacion de la longitud del ciclo fibrilatorio (CVVvV)
tanto en los instantes previos a la oclusion como durante los diez
minutos de isquemia global con el fin de investigar el efecto del
gjercicio fisico cronico y la distinta modulacion de los canales KATP
sobre esta propiedad, tanto en el miocardio oxigenado como en el

sometido a isquemia global normotérmica.

En la determinacion del coeficiente de variacion de los periodos
refractarios funcionales ventriculares (CVPRFV), determinados durante
las pruebas realizadas en ritmo estimulado, no hemos encontrado
diferencias entre los diferentes grupos experimentales. Pese a que
diferentes autores han puesto de manifiesto el efecto de la apertura del
canal KATP sobre la heterogeneidad electrofisioldgica del miocardio, y
pese a la aparente mayor homogeneidad de los PRFV en el grupo

entrenado, evidenciada a través de este novedoso indice para la
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estimacion de la heterogeneidad electrofisiolégica del miocardio
ventricular, desarrollado expresamente para esta tesis doctoral, el
analisis estadistico no ha resultado significativo. Consideramos que las
grandes desviaciones encontradas entre las diferentes zonas
seleccionadas y el hecho de que solamente se pudo determinar este
parametro en un namero reducido de casos del grupo pinacidil (puesto
gue cuatro de los nueve corazones tratados con el abridor de los canales
KaTp fibrilaron antes de haber alcanzado el periodo refractario
funcional ventricular durante la aplicacion del TEEV) pueden haber
influido en la ausencia de variaciones significativas entre grupos en el

CVPRFV.

Por el contrario, el andlisis de la heterogeneidad durante la
fibrilacion ventricular, si ha arrojado diferencias significativas entre los
distintos grupos experimentales, tanto en condicion de normal
oxigenacion como durante los diez minutos de isquemia global.
Previamente al cese de la perfusion coronaria, en el analisis espectral de
los trazados fibrilatorios durante los cinco minutos de estabilizacion de
la arritmia bajo condiciones de normal oxigenacion (240 electrodos
epicardicos), encontramos diferencias de heterogeneidad entre los
corazones procedentes de los conejos entrenados y en los del resto de
grupos experimentales. Las técnicas espectrales que hemos utilizado
para el andlisis de la activacion del miocardio ventricular durante la FV
estan basadas en técnicas desarrolladas en el dominio de la frecuencia 'y
examinan la distribucion de la energia contenida en los electrogramas
(Ropella, 2001). Mediante la transformada rapida de Fourier es posible
descomponer la sefial fibrilatoria en suma de componentes sinusoidales

definiéndose la concentracién espectral (CE) como el cociente del area
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del espectro de potencia contenida en el intervalo FD+0,5Hz dividido

por el area total del espectro de potencia de la sefial.

Se trata de un parametro utilizado frecuentemente en nuestros
estudios electrofisiolégicos que aporta informacion acerca de la
regularidad de la sefial fibrilatoria. Cuanto méas concentrada alrededor
de la FD sea la distribucion de los armdnicos que componen la sefial
fibrilatoria, mas regular y homogénea serd la activacién eléctrica
epicardica. En el analisis de la evolucion temporal de este pardametro
durante los cinco minutos de estabilizacion de la fibrilacion inducida
previos al cese de la perfusion coronaria, la concentracion CE de los
registros obtenidos en los corazones procedentes de animales que
habian seguido el protocolo de entrenamiento fue mayor que la de las
sefiales obtenidas en el resto de los grupos experimentales evidenciando
una activaciéon mas regular durante la FV en condiciones de normal
oxigenacion. Estos resultados se encuentran en sintonia con los de otros
trabajos precedentes llevados a cabo en nuestro grupo de investigacién
en los que se analiz6 el coeficiente de variacion de la frecuencia
dominante de la fibrilacion o la complejidad de la activacion eléctrica
durante la arritmia (Pelechano et al., 2007; Parra et al., 2012; Such-
Miquel et al., 2018b) y que evidencian un posible efecto estabilizador
del ejercicio fisico sobre la heterogeneidad electrofisioldgica intrinseca

del miocardio.

Las investigaciones realizadas en esta direccion parecen apuntar a
que el ejercicio aerdbico podria alterar favorablemente determinadas
propiedades cardiacas que condicionan la estabilidad eléctrica llegando

algunos autores a proponer programas de ejercicio fisico como
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maniobra antiarritmica no farmacoldgica frente a la muerte sibita de
origen cardiaco (Billman, 2002). Sin embargo, los mecanismos precisos
a través de los cuales el entrenamiento puede operar sobre la
heterogeneidad fisiolégica del miocardio son todavia objeto de
investigacion. Se ha propuesto la expresion diferencial de canales
repolarizantes de potasio, canales tardios de sodio e intercambiadores de
Na‘/Ca?*, entre otros. Aunque la dispersién espacial de gradientes
electroquimicos reviste una importancia crucial en los procesos de
iniciacion de reentradas, las investigaciones en este campo son todavia
escasas (Allessie et al., 1976; citados por Kléber y Rudy, 2004).
Asimismo, se han descrito heterogeneidades fisiologicas en la
conduccion del impulso eléctrico que afectan a la velocidad de
propagacion. Nosotros pensamos, que el entrenamiento podria
homogeneizar, en el corazén en situacion de normoxia, aquellos
mecanismos implicados en propiedades tales como la refractariedad y la
velocidad de conduccién; canales, sistemas de transporte, y quizas a las

mismas propiedades de las membranas como cable.

Resaltamos, por otra parte, que en el grupo tratado con pinacidil,
la heterogeneidad, como expresion del CVVV fue mayor que en el resto
de grupos experimentales previamente a la oclusion arterial coronaria.
También la heterogeneidad tras la oclusion arterial coronaria ha sido
mayor en el grupo tratado con el abridor de los canales KATP que los
correspondientes a los grupos control, glibenclamida y entrenado. El
efecto electrofisioldgico de la apertura del mencionado canal ha
resultado contrario al observado en 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
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en la isquemia aguda, a través de una mayor actividad de la corriente
vehiculada por los canales KATP. Sin embargo, la similitud en el
comportamiento del grupo entrenado y del tratado glibenclamida en el
mantenimiento y la estabilidad de este parametro durante la isquemia
global permite considerar la posibilidad de que el entrenamiento haya
podido operar a través del bloqueo del canal KATP. Efectivamente, los
efectos del entrenamiento, asi como los debidos a la administracién de
glibenclamida, en lo que se refiere a heterogeneidad electrofisioldgica,

parecen coincidir tras la oclusion arterial coronaria.
4.2.5 Respecto a la inducibilidad de la fibrilacién ventricular.

Se ha constatado en numerosos modelos experimentales que la
activacion farmacologica de los canales KATP, incluso en condiciones
de normal perfusion, crea un sustrato favorable que predispone al
miocardio para el desencadenamiento de arritmias por reentrada (Chi et
al., 1990; Di Diego y Antzelevitch, 1993; Quintanilla et al., 2013). El
test del extraestimulo ventricular (TEEV) es un método clasico utilizado
tanto en la clinica como en la experimentacion para el estudio del
periodo refractario efectivo y funcional de diversos territorios
miocardicos (Garcia et al., 2007). En el presente trabajo, el TEEV
ademas de para la determinacion de la refractariedad ventricular, ha
constituido un método con el que investigar la inducibilidad de la
fibrilacion ventricular, ya que en circunstancias en las que la
excitabilidad del tejido se encuentra incrementada, la aplicacion del
mencionado test puede llegar a desencadenar la arritmia. Si bien no
hemos encontrado significacién estadistica, si hemos observado una

tendencia a una mayor incidencia de fibrilacién tras la aplicacion de
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extraestimulos en el grupo pinacidil (el 44,44% de los casos) respecto al
resto de grupos experimentales, en particular respecto al grupo
entrenado (p=0.084). Investigaciones previas realizadas en el grupo si
arrojaron diferencias estadisticamente significativas tras el andlisis de
este parametro, esta vez en un modelo de isquemia regional aguda,
donde el 68% de los corazones tratados con el abridor de los canales
entrd en fibrilacién durante la utilizacién del TEEV (Alves, 2015).
Estos resultados son coincidentes con los obtenidos por otros autores
que utilizando diferentes farmacos activadores del canal como el
cromakalim (Uchida et al., 1999; Wolk et al., 1999) o el diazoxide
(Fedorov, 2011) describieron también una marcada heterogeneidad del
periodo refractario tras la apertura de los canales en condiciones
normoxicas que se tradujo en una mayor vulnerabilidad y facilidad para
la induccion de arritmias en el corazon aislado de diferentes especies.
Quintanilla et al., (2013) volvieron a evidenciar este efecto utilizando
técnicas de mapeo Optico de la actividad eléctrica en corazon aislado de
cerdo y resaltaron que el demostrado caracter pro-arritmico de la
apertura de los canales en situacion de normoxia podria extrapolarse al
corazdn humano dada la ausencia de diferencias electrofisiol6gicas
importantes entre ambas especies (Stengel, 2010; citado por Quintanilla
et al., 2013).

Estos resultados apoyan la idea de que la apertura de los KATP
puede tener efectos deletéreos que promuevan la arritmogénesis incluso
en condiciones de normal perfusion. Trabajos ya clésicos dedicados al
estudio de los mecanismos implicados en el desencadenamiento de la
fibrilacion ventricular (Moe et al., 1941; Han y Moe, 1964) resaltaron la

importancia de la heterogeneidad electrofisioldgica del miocardio como
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un factor fundamental en la aparicién y perpetuacion de las arritmias

por reentrada (para revisién ver Jalife, 2000).

En lo que respecta a las posibles similitudes entre el grupo
entrenado y el tratado con pinacidil, aunque en esta ocasion el estudio
de la inducibilidad de la fibrilacion no ha resultado estadisticamente
significativo, si que apreciamos una clara tendencia reflejada en el
44,44% de los casos del grupo tratado que entraron en fibrilaciéon du-
rante la aplicacion del mencionado test. Pensamos que el acortamiento
de la refractariedad inducida por el pinacidil, que hemos observado en
el presente trabajo, junto a la mayor heterogeneidad electrofisioldgica
también referida por diferentes autores han sido los responsables de la
mayor facilidad para inducir la fibrilacion en el caso de los animales
tratados con el abridor del canal KATP. Una vez mas, el grupo tratado
con pinacidil no se comporta electrofisiologicamente de manera similar
al grupo entrenado. Las modificaciones que se producen en ambos
grupos sobre las propiedades en las que se asienta la mayor 0 menor
facilidad para el desencadenamiento de la fibrilacién ventricular

parecen seguir caminos opuestos.
4.2.6 Respecto a la desfibrilacion espontanea.

En el estudio de las caracteristicas del patrén fibrilatorio, y su
evolucion, durante el periodo de isquemia global hemos encontrado dos
fendmenos importantes relacionados con la distinta modulacion de los
canales KATP. Por un lado, se ha evidenciado un claro efecto anti-
arritmico derivado del bloqueo de los canales ATP-dependientes, como
es la desfibrilacion espontanea de todos los corazones tratados con

glibenclamida (n=11). Este fendmeno, en el que se produce una
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reversion de la arritmia (sin intervencion externa) y el corazén recupera
su ritmo sinusal fisiologico, ha sido descrito por otros autores con
anterioridad (Vajda, 2007) y podria estar relacionado, al menos en
parte, con la disminucion de la heterogeneidad electrofisiologica del
miocardio observada en estudios previos tras el blogueo de la corriente
gue vehiculan estos canales (Parra et al., 2012; del Canto et al., 2012a).
Farid et al., (2011) realizaron un estudio electrocardiografico en
corazones humanos procedentes de pacientes con miocardiopatia y
demostraron que la glibenclamida promovia la desfibrilacion
espontanea de los corazones en los primeros instantes de la FV,
atenuando la heterogeneidad espacio-temporal de la refractariedad
durante la fase prematura de la arritmia. La disminucion de la energia
requerida para la reversion de la fibrilacion ventricular mediante la
aplicacion de choques eléctricos observada en trabajos precedentes (del
Canto et al., 2012b; Alves, 2015) también refuerza esta hipétesis ya que
se ha descrito que la desfibrilacion exitosa esta relacionada con la
capacidad de los choques eléctricos para sincronizar y disminuir la
dispersién de los procesos de repolarizacion (Dillon, 1992; Dillon y
Kwaku, 1998; Maharaj et al., 2008).

4.2.7 Respecto a la viabilidad eléctrica miocardica.

Otro fendmeno interesante derivado de la modulacion los canales
KATP, esta vez de la modulacion positiva, lo hemos encontrado en el
analisis de la incidencia de asistolia eléctrica durante la isquemia global.
En todos los corazones tratados con pinacidil (n=9) se produjo una
pérdida total de la actividad eléctrica dentro del tiempo de isquemia

analizado, hecho que sé6lo de forma excepcional se ha podido constatar

145



4. Discusién

en el resto de grupos experimentales. Se ha publicado que unos de los
factores que pueden afectar significativamente a la supervivencia
durante la instauracion de una fibrilacion ventricular de larga duracion
es el tiempo que transcurre hasta la completa depresion de la actividad
eléctrica. Se ha estimado que el margen para una resucitacion exitosa se
limita a una ventana temporal de alrededor de diez minutos tras la
parada cardiaca que conlleva la fibrilacion ventricular (Roth et al.,
1984, citado por Taylor et al., 2011). Nuestros resultados tras la
administracion de pinacidil parecen indicar que la apertura de los
canales KATP durante la isquemia favorece el deterioro electro-
fisiologico impidiendo el mantenimiento de la actividad eléctrica y
afectando a la viabilidad durante el desarrollo de la arritmia tras la
abolicion de la perfusion. Taylor et al., (2011) investigando también la
instauracion de esta depresion eléctrica y asistolia durante la fibrilacion
ventricular de larga duracion encontraron que, por el contrario, el
tratamiento con glibenclamida ademas de prolongar la duraciéon del
potencial de accion y acortar los intervalos diastolicos contribuyd a
disminuir el porcentaje de areas de inexcitabilidad respecto al grupo de
animales control. Es decir, el bloqueo del canal KATP exhibi6 un efecto
protector que prolongd la viabilidad eléctrica durante la isquemia
global. La progresiva pérdida de excitabilidad durante la isquemia
miocardica ha sido atribuida tradicionalmente al aumento de la
concentracion intersticial de potasio (Wilde et al., 1990), que provocaria
una disminucién del potencial de reposo a voltajes menos negativos
donde numerosos canales de Na" permanecerian en su estado inactivo
(Shaw y Rudy, 1997). Esto provocaria una reduccion de la amplitud y
pendiente de ascenso de los potenciales de accidon que generaria una

menor corriente de propagacion del impulso dificultando la transmision
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eléctrica, fenomeno que en ultima instancia, podria conducir al bloqueo
completo de la conduccion y a la asistolia eléctrica (Levick, 2010). El
comportamiento opuesto que hemos observado en el grupo entrenado,
donde inicamente se produjo la perdida de la actividad eléctrica durante
los 10 minutos de isquemia global en uno de los corazones, parece
indicar que la adaptacion al entrenamiento, al menos en lo que a este
parametro se refiere, no se encontraria mediada tampoco por una

sobreexpresion y apertura de los canales KATP.
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5. Conclusiones

Hemos llevado a cabo esta investigacion, comparando los efectos
electrofisiolégicos intrinsecos producidos por la realizacion de ejercicio
fisico crénico con aquellos derivados de la distinta modulacion de los
canales KATP, con el objetivo de contribuir a esclarecer la controversia
existente en cuanto al papel que juegan estos canales en la cardio-
proteccién mediada por el entrenamiento. Si bien encontramos en la
literatura una mayoria de autores que argumentan que la proteccién
cardiovascular estaria asociada, al menos en parte, a una sobreexpresion
de los mismos, y correspondientemente, a un incremento de IKATP
durante la isquemia miocardica, resultados obtenidos en trabajos
precedentes realizados en nuestro grupo parecen apuntar en una

direccién opuesta.

En esta ocasion, hemos analizado parametros electrofisiol6gicos
en ritmo sinusal, ritmo estimulado y durante la fibrilacion ventricular
inducida, relacionados con el automatismo cardiaco, la conduccion
auriculoventricular, la refractariedad y heterogeneidad intrinsecas, la
viabilidad eléctrica y la arritmogénesis, tanto en circunstancias de
normal oxigenacion como bajo condiciones de isquemia global
normotérmica. De los resultados obtenidos en nuestro modelo de
isquemia global en corazon aislado de conejo podemos extraer las

siguientes conclusiones:

1.  Se reproducen resultados precedentes que confirman que el
entrenamiento fisico promueve modificaciones intrinsecas en el corazon
como son: la depresion del cronotropismo sinusal y la conduccion AV,
el incremento de la refractariedad ventricular o la disminucion de la

heterogeneidad electrofisioldgica que podrian contribuir, al menos en
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parte, a la proteccién que ejerce la realizacion de ejercicio fisico crénico

frente a la muerte sUbita de origen cardiaco.

2. Las adaptaciones cardiacas derivadas del entrenamiento, que han
sido clasicamente descritas y que se traducen en la depresién del
cronotropismo sinusal y la conduccién AV, no se encuentran mediadas

en nuestro modelo, por la participacion de los canales KATP.

3. En condiciones de normal oxigenacidn, el ejercicio fisico crénico
no parece actuar promoviendo la apertura del canal KATP en cuanto a
refractariedad se refiere, si no, mas bien al contrario, dados los
resultados referentes a la frecuencia dominante de la fibrilacion
ventricular inducida, los intervalos VV vy el percentil 5 de los mismos,
donde el grupo entrenado y el tratado con glibenclamida presentan
valores similares que sugieren periodos refractarios mayores que los

exhibidos en los grupos control y pinacidil.

4. En condiciones de normal oxigenacion, el entrenamiento tampoco
parece operar a través de la apertura del canal KATP, en lo que a
heterogeneidad electrofisioldgica se refiere, dado que la activacion del
mencionado canal con pinacidil, ademas de disminuir la refractariedad,
incrementa significativamente la heterogeneidad electrofisiolégica,
creando en el miocardio ventricular un sustrato favorable para el

desencadenamiento de arritmias por reentrada.

5. En condiciones de normal oxigenacidn, el sustrato arritmogénico
favorecido tras la apertura del canal KATP se evidencia por la alta

inducibilidad de la fibrilacion ventricular durante los tests electro-
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fisioldgicos en ritmo estimulado, fenémeno que no se reproduce en los

corazones de los conejos entrenados.

6. En el corazén de animal entrenado, sometido a isquemia global
aguda se mantienen los parametros de refractariedad durante la agresion
isquémica reflejando una mejor preservacién morfo-funcional del
miocardio. El incremento de la citada propiedad durante el proceso
isquémico en los grupos tratados, lo interpretamos como signo de

deterioro del estatus metabélico del miocardio ventricular.

7. En el corazon de animal entrenado sometido a isquemia global
aguda, la heterogeneidad electrofisiol6gica del corazén sigue un camino
opuesto al corazén sometido a la apertura del canal KATP, y paralelo al
sometido al bloqueo del mismo, observandose un incremento de la
estabilidad y una disminucién de la heterogeneidad electrofisiol6gica en
las fases iniciales del proceso isquémico, que al menos en parte, podria

contribuir en los casos observados de desfibrilacion espontanea.

8. El ejercicio fisico crénico tampoco parece actuar a través de la
apertura del canal KATP, durante la isquemia global, dados los resulta-
dos referentes a la viabilidad eléctrica del miocardio, donde todos los
corazones tratados con pinacidil entraron en asistolia eléctrica durante
los primeros minutos de agresion isquémica, fenémeno que no se

reprodujo en los corazones de los animales entrenados.

9. Comogquiera que los resultados correspondientes a los efectos del
entrenamiento y los debidos a la apertura del canal KATP, no van en la

misma direccion, sino mas bien en sentidos opuestos, no parece que al
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menos a nivel electrofisioldgico, la proteccion debida al ejercicio sea

debida a una accién de apertura de los mencionados canales.
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