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ABREVIATURAS

ATPi: adenosina trifosfato intracelular.

DDE: despolarizacion diastélica espontanea

DMSO: dimetil sulfoxido.

DPA: duracién del potencial de accion.

Ena: potencial de equilibrio para el sodio.

FD: frecuencia dominante.

FDM: frecuencia dominante media.

FDMax: frecuencia dominante maxima.

FDMin: frecuencia dominante minima.

HSP: proteinas de choque térmico.

Iv: corriente de entrada (inespecifica).

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

It: corriente de entrada (marcapasos).

Ik: corriente de potasio rectificadora retardada.

Ik10 Ikir: corriente de rectificacion interna de potasio.
Ikaa: corriente de potasio rectificadora externa.

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

Ikna: corriente de potasio activada por sodio.

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

Inos: 6xido-nitrico-sintasa.

IR: isquemia-reperfusion.

Isus o llate: corriente repolarizante de potasio de inactivacion lenta.

Ito: corriente transitoria de salida de potasio.



Katp: canal de potasio ATP dependiente.

KCOs: abridores de los canales de potasio.

Kir: canal de potasio de rectificacion interna.

Kir6.2: subunidades de canal de potasio rectificador interno.
Kr: canal rectificador retardado rapido de potasio.

Ks: canal rectificador retardado lento de potasio.

mitoKATP: canal de potasio ATP dependiente mitocondrial.
MnSOD: superdxido dismutasa de manganeso.

P5: percentil 5.

PRA: El periodo refractario absoluto.

PCI: precondicionamiento isquémico.

PMR: potencial de membrana en reposo.

PRE: periodo refractario efectivo.

PRFFV: periodo refractario funcional de la fibrilacion ventricular.
PRR: periodo refractario relativo.

PSN: periodo supernormal.

SarcKare: canal de potasio ATP dependiente sarcolémico.
SUR: subunidades reguladoras del receptor de la sulfonilurea.
TMD: dominio transmembrana.

Tpeak+Tend: indice de pico y final de laonda T.
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derecha: DMSO. Abajo lzquierda: filtros Whatman. Centro: jeringas de
50ml. Abajo derecha: micropipeta Eppendorf.

Figura 2.3.A. Sistema de control del tapiz.

Figura 2.3.B. Tapiz rodante

Figura 2.4. Material quirdrgico y rack de inmovilizacion para anestesia.
Figura 2.5. Detalle del material quirargico y beaker con solucién Tyrode a
4°C.

Figura 2.6. Columnas de vidrio, de doble camisa, del sistema de perfusién
Langendorff.

Figura 2.7. Bafio termostatico con bomba de recirculacion.

Figura 2.8. Al fondo de la imagen: botellén con Tyrode. Adelante: bomba
peristaltica bombeando el Tyrode al sistema de perfusion.

Figura 2 9. Corazon de conejo conectado a la canula de perfusiéon del
Sistema de Langendorff.

Figura 2.10. Bomba de jeringa para anestesia P4000 IVAC.

Figura 2.11. Grabacion del registro electrocardiografico durante el
experimento.



Figura 2.12. Estimulador GRASS S88R (abajo), con unidad de aislamiento
de estimulos SIU5 (arriba).

Figura 2.13. Sistema de cartografia MapTech®.

Figura 2.14. A. Electrodos de registro bipolar auricular. B. Electrodo de
estimulacion ventricular. C. Electrodo de registro de multiple canal.
Figura 2.15. Detalle del electrodo de registro multicanal, con sus 256
electrodos unipolares.

Figura 2.16. Preparacion de Langendorff, con los sistemas de perfusion y
de registro.

Figura 2.17. Desfibrilador ad hoc.

Figura 2.18. Racks para estabulacion de los conejos

Figura 2.19. Izquierda: conejo al interior de la jaula de estabulacion.
Derecha: conejo sobre el tapiz rodante, durante el entrenamiento fisico.
Figura 2.20. Conejo durante el entrenamiento de carrera sobre tapiz rodante.
Figura 2.21. Distintos momentos de la preparacion experimental: peso del
animal, anestesia, cirugia para extraccion del corazén, fijacion del 6rgano en
el sistema de Langendorff y posicionamiento de los electrodos.

Figura 2.22. Balanza de precision

Figura 2.23. Captura de un registro electrografico basal auricular y
ventricular.

Figura 2.24. Desfibrilando un corazdén mediante la aplicacion de un choque
de onda, a través de las placas metalicas del desfibrilador ad hoc.

Figura 2.25. Registro electrografico de FV visualizado con el programa
PaceMap®.

Figura 2.26. Registro electrogréfico de FV en el que se pueden apreciar las
marcas efectuadas sobre los momentos de activacion del proceso fibrilatorio
y consecuentemente los intervalos VV entre dichos momentos.

Figura 2.27. Representacién de la distribucidén gaussiana a partir de los
intervalos VV.

Tabla 3.1. Media del PRFFV, en los grupos control, glibenclamida y
entrenado, en situacién basal, previamente a la oclusién arterial coronaria, y
tras 5 mil después de la misma.

Figura 3.1. Media y desviacion estandar de la FD de la FV, en los grupos
control, glibenclamida y entrenado, en situacion basal (previamente a la
oclusion arterial coronaria) y tras 60 s y 180 s, posteriores a la misma.
Tabla 3.2. Media y desviacion estandar de la FD de la FV, en los grupos
control, glibenclamida y entrenado, en situacion basal (previamente a la
oclusion arterial coronaria) y tras 60 s y 180 s posteriores a la misma.
Tabla 3.3. Media y desviacién estandar de la FDMin y FDMax de la FV, en
los grupos control, glibenclamida y entrenado, en situacion basal
(previamente a la oclusion arterial coronaria), y tras 60 s y 180 s posteriores
a la oclusion. Los valores estan expresados en Hz.



Figura 3.2. Media y desviacion estandar de la EN de la sefial fibrilatoria,
en los grupos control, glibenclamida y entrenado, en situacion basal
previamente a la oclusion arterial coronaria (OAC) y durante 60 s, 180 s y
300 segundos posteriores a la misma.

Tabla 3.4. Media y desviacion estandar de la EN de la sefial fibrilatoria, en
los grupos control, glibenclamida y entrenado, en situacion basal
previamente a la oclusion arterial coronaria (OAC) y durante los 60's, 180 s
y 300 segundos posteriores a la misma.

Figura 3.3. Mediay error estandar de la minima energia que fue necesaria
aplicar para desfibrilar los corazones de conejos, en cada uno de los tres
grupos.

Tabla 3.5. Media y desviacion estandar de la LCS, en los grupos control,
glibenclamida y entrenado, antes y después de la infusion.

Figura 3.4. Porcentaje de los corazones de conejos pertenecientes a los
grupos control, entrenado y glibenclamida que desfibrilaron
espontaneamente, tras haberles inducido una fibrilacién ventricular.

Tabla 3.6. Frecuencia de desfibrilaciones espontaneas ocurridas en cada
uno de los corazones pertenecientes a los grupos control, entrenado y
glibenclamida.

Figura 3.5. Comportamiento desfibrilatorio espontaneo y recidivas
fibrilatorias espontaneas exhibidas por los corazones de conejos
pertenecientes a los grupos control, glibenclamida y entrenado.

Tabla 3.7. Numero de fibrilaciones espontaneas (recidivas) ocurridas,
después de haber revertido la fibrilacion (inducida con el TEEV), mediante
choque de ondas bifasicas, en cada uno de los corazones de conejos
pertenecientes a los grupos control, entrenado y glibenclamida.

Tabla 8. Media y desviacion estandar del peso corporal del conejo, peso de
su corazon, ratio del peso del corazdn/peso corporal y flujo coronario en
cada uno de los tres grupos de estudio.
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RESUMEN

Se ha investigado en corazones de conejo aislados, perfundidos y en fibrilacion
ventricular (sin interrumpir la perfusion global) en situacién de perfusion
normalmente oxigenada y durante isquemia regional, el efecto de la aplicacion de un
protocolo de ejercicio fisico sobre la refractariedad ventricular, la heterogeneidad
electrofisioldgica y la reversibilidad de la fibrilacion tras la aplicacion de choques
eléctricos de ondas bifasicas (durante la isquemia regional). Han sido investigados,
en otro grupo de conejos y con la misma metodologia para el aislamiento del
corazén, en normoxia y durante isquemia regional, el efecto de la infusion del
blogueante del canal Kare, glibenclamida, sobre los parametros mencionados, para
evidenciar las similitudes o las discrepancias, con las respuestas electrofisioldgicas
de los corazones de animales entrenados; todo ello con el fin de contribuir a
dilucidar, al menos en parte, el papel del mencionado canal en los efectos protectores
cardiovasculares del entrenamiento. Las propiedades y/o los parametros analizados
han sido: la refractariedad ventricular, determinando el periodo refractario funcional
durante la arritmia (percentil 5 de los intervalos fibrilatorios) y a través del analisis
espectral de la arritmia; la energia normalizada de la sefial fibrilatoria (indicador de
heterogeneidad electrofisiologica) y la respuesta del corazén en fibrilacién a los
choques eléctricos de ondas bifasicas y asi determinar el “umbral desfibrilatorio”.
Concluimos que 1. El efecto beneficioso del ejercicio fisico crénico sobre la
instauracion de arritmias que amenazan la vida podria ser debido, al menos en parte,
al incremento de la refractariedad miocardica ventricular intrinseca observada en el
presente trabajo, en situacion de normoxia. 2. EI mantenimiento de los valores de
refractariedad, tras la oclusion coronaria, en la fase temprana de la isquemia, en los
corazones de animales entrenados, contribuye a asentar que el ejercicio fisico
cronico parece mantener mejor el estatus metabdlico de los cardiomiocitos. 3. Las
modificaciones de los parametros de refractariedad en la isquemia, en los corazones
tratados con glibenclamida, parecen descartar la idea de que el entrenamiento
protege bloqueando el canal. 4. El ejercicio fisico cronico ejerce un efecto protector
antiarritmico dado el menor requerimiento de energia para revertir la fibrilacion con
choques. 5. La similitud de repuesta de los corazones tratados con glibenclamida y
los de conejos entrenados, en el umbral desfibrilatorio, sugiere que el ejercicio opera
a través del blogueo del canal Kare. 6. Si la proteccion exhibida por el ejercicio fisico
crénico, opera a través del incremento de la corriente vehiculada por el canal Kare,
gue en opinion de la mayor parte de autores es arritmogénica, ;como explicar que el
gjercicio que exhibe proteccion antiarritmica, lo hace a través de incrementar la
corriente vehiculada por el mencionado canal, como se sostiene actualmente?






ABSTRACT

The effect of applying a physical exercise protocol on the ventricular
refractoriness, the heterogeneity electrophysiological and the reversibility of
fibrillation after the application of electric shock of biphasic waves (during regional
ischemia), has been investigated rabbit hearts which were isolated, perfused and in
ventricular fibrillation (without interrupting global perfusion) in a situation of
normally oxygenated perfusion and during regional ischemia. The effect of the
infusion of the KATP channel blocker, glibenclamide, on the mentioned parameters,
has been investigated in another group of rabbits and with the same methodology for
the isolation of the heart, in normoxia and during regional ischemia, to show the
similarities or the discrepancies with the electrophysiological responses of the hearts
of trained animals. This shall help elucidate, at least in part, the role of the
aforementioned channel in the cardiovascular protective effects of training. The
analyzed properties and/or parameters were the following: the ventricular
refractoriness, determining the functional refractory period during arrhythmia (5th
percentile of fibrillatory intervals) and through spectral analysis of arrhythmia; the
normalized energy of the fibrillatory signal (indicator of electrophysiological
heterogeneity) and the response of the heart in fibrillation to the electric shocks of
biphasic waves and thus determine the “defibrillation threshold”. We conclude that
1. The beneficial effect of chronic physical exercise on the establishment of life-
threatening arrhythmias could be due, at least in part, to the increase in intrinsic
ventricular myocardial refractoriness observed in the present study, in a situation of
normoxia. 2. The maintenance of the refractoriness values, after coronary occlusion,
in the early phase of ischemia, in the hearts of trained animals, contributes to
establishing that chronic physical exercise seems to better maintain the metabolic
status of cardiomyocytes. 3. The modifications of the refractory parameters in
ischemia, in hearts treated with glibenclamide, seem to reject the idea that training
protects by blocking the channel. 4. Chronic physical exercise exerts an
antiarrhythmic protective effect given the lower energy requirement to reverse shock
fibrillation. 5. The similarity of response of the hearts treated with glibenclamide and
those of trained rabbits, in the defibrillation threshold, suggests that the exercise
operates through the blockade of the Katr channel. 6. If the protection exhibited by
chronic physical exercise operates through the increase in the current carried by the
Kate channel, which in the opinion of most authors is arrhythmogenic, how can
could we explain that the exercise that exhibits antiarrhythmic protection, does it by
increasing the current carried by the aforementioned channel, as it is currently
supported?
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1. INTRODUCCION

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general

Diversas investigaciones apoyan el efecto beneficioso del ejercicio fisico
cronico sobre diversos parametros cardiovasculares (Harris y Starnes, 2001, Demirel
et al., 2001, Ramirez y Ji, 2001, Brown et al., 2003). No obstante, los mecanismos
por los que el ejercicio fisico cronico protege frente a la muerte subita, al menos en
su totalidad, y pese que han sido mdaltiples los investigados, estan por dilucidar, lo
que ya venia planteandose desde hace algo mas de una década y aln en la actualidad
(Wannamethee y Shaper, 2001, Ascensao et al, 2007, Hamer y Stamatakis, 2008,
Lavie et al., 2019). Investigaciones realizadas por diversos autores y por nosotros
evidencian que el entrenamiento modifica beneficiosamente las propiedades
electrofisioldgicas que originan la instauracion de fendmenos reentrantes
(refractariedad y heterogeneidad electrofisiologica) y de la fibrilacion ventricular
(FV) (Hajnal et al., 2005, Such et al., 2008, Such-Miquel et al., 2018). En este
estudio se pretende seguir ahondando, en el corazén normalmente oxigenado y en el
sometido a isquemia aguda regional, en el conocimiento de las modificaciones que
produce el ejercicio fisico crénico sobre la refractariedad funcional durante la
fibrilacion ventricular inducida, la estabilidad eléctrica del miocardio y las
propiedades que subyacen a la mayor o menor facilidad para la desfibrilacion
mediante la aplicacién de choques eléctricos como son la complejidad de la
activacion eléctrica, la heterogeneidad electrofisiologica y la refractariedad. Y
ahondar también en algunos aspectos contradictorios en relacion con la participacion
de los canales que vehiculan la corriente IKateen las modificaciones por el gjercicio,
antes citadas.
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1.1.2. Objetivos especificos

e Investigar en corazones aislados de conejos pertenecientes a un
grupo sometido a un protocolo de entrenamiento fisico o a un
grupo control, ambos bajo situacion de perfusion normalmente
oxigenada y tras provocar isquemia regional:

e El periodo refractario funcional durante la fibrilacion
ventricular.

e La frecuencia dominante media, madxima y minima de
laFV.

e Laenergia normalizada de la sefial fibrilatoria.

e Investigar en un grupo bajo situacion de perfusion
normalmente oxigenada y tras bloquear los canales que
vehiculan la corriente lkate y provocar isquemia regional:

e El periodo refractario funcional durante la FV.
e La frecuencia dominante media, maxima y minima de
laFV.

e Laenergia normalizada de la sefial fibrilatoria.

e Determinar en los tres grupos experimentales, exclusivamente
tras provocar isquemia regional, la energia minima necesaria
para revertir la fibrilacion ventricular, mediante la aplicacién

choques eléctricos de ondas bifasicas.

El significado de los parametros investigados es el siguiente: el periodo
refractario funcional esta relacionado con la instauracion y el mantenimiento de
arritmias por reentrada, como la propia FV. La frecuencia dominante de la FV nos
da una informacion indirecta de la refractariedad, propiedad con la que se halla

relacionada. Asimismo, las modificaciones de este pardmetro en la zona sometida a
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oclusion coronaria se relacionan con el grado de deterioro de dicha zona. La energia
normalizada de la sefial nos da informacion indirecta de la regularidad de la sefial y
por tanto de la estabilidad electrofisioldgica y de alguna manera pensamos también
que indirectamente de la homogeneidad. Y finalmente, la energia minima necesaria
para desfibrilar nos puede dar una idea de la facilidad con que puede ser revertida la
FV e indirectamente de las propiedades que subyacen al mantenimiento de la

arritmia.

Por tanto, los objetivos especificos, que hemos enumerado anteriormente,
pretenden dar respuesta a unos objetivos mas amplios: conocer los efectos del
gjercicio fisico crénico sobre las modificaciones que la isquemia coronaria aguda
produce a nivel de los parametros relacionados con la instauracién de la FV,
principal causa de muerte subita de origen cardiaco, e investigar la posible
participacion de los canales que vehiculan la corriente de potasio ATP dependiente
(Ikate), como mecanismo basico potencialmente implicado en las citadas

modificaciones.

1.2. JUSTIFICACION DE LOS OBJETIVOS (ANTECEDENTES)

“En la especie humana, las arritmias cardiacas son muy prevalentes en todos los
grupos de edad y pueden darse tanto en el contexto de una cardiopatia subyacente
como en corazones estructuralmente normales. Aunque las formas de presentacion
clinica de las arritmias son muy diversas, en las células comparten propiedades
electrofisioldgicas comunes. Los 3 mecanismos principales de las arritmias cardiacas
son las alteraciones en el automatismo, la actividad desencadenada y la reentrada.
Aunque la identificacion del mecanismo especifico a veces pueda resultar dificil para
el clinico y requerir un estudio electrofisioldgico invasivo, diferenciar y comprender
el mecanismo subyacente puede ser crucial para desarrollar una correcta estrategia

diagnostica y terapéutica” (Gaztafiaga et al., 2012).
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1.2.1. Consideraciones fundamentales sobre la electrofisiologia

cardiaca normal

Los cardiomiocitos son células altamente especializadas, que se encargan
tanto de la conduccién de los impulsos eléctricos a nivel cardiaco como de la
contraccion mecéanica. Para cumplir dicha funcién, las células miocardicas poseen
cuatro propiedades fundamentales que se describen a continuacion:

e Automatismo o cronotropismo. Es la propiedad inherente a alguno
de los tejidos del corazdn que permite originar dentro de si mismos
el impulso eléctrico que determina su posterior contraccion. Los
tipos celulares que exhiben esta propiedad son capaces de sufrir una
despolarizacion diastolica espontanea e iniciar un impulso eléctrico
en ausencia de estimulos externos (Opie y Downey, 2005). El
automatismo normal esta determinado por un fenémeno de
despolarizacién espontanea que poseen las células del nodo sinusal
y que también exhiben las células del sistema de conduccion y que
no estd presente en condiciones fisiolégicas en las células
“normales” de trabajo del miocardio. La frecuencia de
despolarizacién intrinseca de cada tipo celular es especifica para
cada parte del sistema de células marcapaso, nodales o automaticas,
siendo més alta en condiciones fisioldgicas en el nodo sinusal (60-
100 Ipm en reposo y de la del sistema de las ramas de Haz de His 'y
fibras de Purkinje 20-30 Ipm), con amplio solapamiento de
frecuencia entre las zonas. Por ese motivo el “marcapasos
fisiologico” del corazon es el nodo sinusal, ya que su frecuencia de
despolarizacién intrinseca es la mas alta (Efimov y Nikolski, 2006;
citados por Salguero, 2012).

e Conductibilidad o dromotropismo: (de dromos = correr) es la
propiedad de propagar los estimulos o potenciales de accion, a partir

del marcapaso, a toda la musculatura cardiaca. Puesto que de ella
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depende la velocidad con que viajan los estimulos se la conoce
también como “propiedad dromotrépica”, (Segarra, 2006).

e Contractibilidad o inotropismo: (de inos = fibra) es la propiedad
que tiene el corazon de contraerse al excitarse como consecuencia
de los estimulos intrinsecos o extrinsecos. Casi todo el tejido
cardiaco es potencialmente capaz de iniciar una onda de excitacion
eléctrica bajo ciertas condiciones y transmitirlo a las células vecinas,
las cuales se contraeran (Segarra, 2006).

e Excitabilidad o bathmotropismo: (de bathmos = umbral) es la
propiedad que tienen todas las células cardiacas de cambiar la
polaridad eléctrica de su membrana en respuesta a un estimulo de
amplitud suficiente, (Rodriguez y Cabrera, 2014), ya sea de tipo

eléctrico, quimico o mecénico (de los Nietos, 2006).

Como sabemos, cuando las células cardiacas se encuentran en estado de
reposo, mantienen una diferencia de potencial entre su interior y su exterior
denominado potencial de membrana en reposo (PMR), que a nivel de los miocitos
ventriculares llega a ser aproximadamente de -90 mv. Este potencial, es causado
fundamentalmente por la difusién de potasio desde el interior de la célula hacia el
exterior, dado el gradiente de concentracién entre ambos compartimentos, siendo la
una concentracion de potasio [K7] intracelular unas 30 veces mayor que el
extracelular mantenido por la bomba Na-K. Si se produce un estimulo eléctrico o
mecanico la permeabilidad de la membrana se altera, y ocurre un rapido intercambio
de iones, que provoca la despolarizacion celular. Este movimiento i6nico pasa por
varias fases hasta que retorna al valor inicial del potencial de membrana en reposo.
El conjunto de estos cambios se denomina potencial de accion (PA) transmembrana
(Rodriguez y Cabrera, 2014).
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Los PA originados espontdneamente se propagan a través de los miocitos,
que son células «excitables», es decir, capaces de responder a un estimulo con un
PA regenerativo (Grant y Durrani, 2007). La correcta propagacion del impulso
cardiaco es posible gracias a las uniones gap o de hendidura, que son estructuras de
membrana especializadas formadas por maltiples canales idnicos intercelulares que
facilitan la comunicacién eléctrica y quimica entre las células (Gaztahaga et al.,

2012), funcionando asi como un sincitio cardiaco.

Nédulo RN Haz AV
sinusal e

Vias

internodulares Rama

izquierda
del haz
Nodulo AV
Rama
. derecha
. del haz

Figura 1.1. Sistema de conduccion eléctrica del corazén. Nédulo sinusal y sistema
de Purkinje del corazén, que muestra también el nicleo auriculoventricular (AV), las
vias internodales auriculares y las ramas de los haces ventriculares. Tomado de Hall,
2016.

En condiciones normales, el nédulo sinusal (sinoauricular), con un potencial
de membrana en reposo aproximado de -60 mv, es el marcapasos principal del
corazon. Este nodulo presenta una actividad eléctrica espontanea, denominada
despolarizacién diast6lica espontanea (DDE) o prepotencial, en la que segln

estudios (Barbuti et al., 2007) la despolarizacion diastélica (proceso de
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despolarizacion espontanea) durante la fase 4 del potencial de accion (PA), es la
caracteristica fundamental de las células del nddulo sinusal o sinoauricular. Las
Ilamadas corrientes de entrada de calcio: la transitoria lc.t y la de larga duracion
IcaL SON, en parte, responsables de este potencial de marcapaso.

Cuando el potencial de membrana en reposo alcanza aproximadamente -40
mV, se dispara el potencial de accidn, cuya pendiente de ascenso es claramente mas
lenta que la de las células miocardicas de trabajo debido a que en este caso no hay
corrientes de entrada rapidas de sodio. En la fase de ascenso del potencial de accién
participan las corrientes de entrada de calcio lca., participando también la corriente

I+ (funny).

La actividad conjunta de diversas corrientes de iones da lugar a una
disminucion del potencial de membrana. Cuando dicho potencial llega a -40 mV, se
activan las corrientes de calcio (tipo lcat-y tipo lcatong-Lasting), que son los
transportadores idnicos que predominan durante la segunda parte de la
despolarizacion diastdlica, y es la lcaLong-Lasting 12 responsable de la fase de ascenso
del potencial de accion de las células marcapasos dependientes de Ca®* (Opie, 2004,
Barbuti et al., 2007). Posteriormente, se activan las corrientes de salida de potasio
(K" y se inactivan las corrientes de Ca®*. Es entonces cuando el potencial de
membrana disminuye a causa del flujo de salida de K*, el principal ion repolarizante
del corazdn. Asi, al alcanzar el potencial de membrana en reposo, el ciclo se repite

continuamente una y otra vez.

En reposo, los cardiomiocitos ventriculares de trabajo tienen un potencial de
membrana de -90 mV. Al producirse un influjo de Ca®*y Na*, a través de las uniones
gap, el voltaje aumenta y hace que se aproxime al umbral (aprox. -65 mV)
desencadenando un potencial de accidon, en el cual es posible distinguir 5 fases
(Gaztafiaga et al., 2012; Salguero, 2012):
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e Fase 0 o de despolarizacién rapida: se produce el cambio

repentino del potencial de reposo a la despolarizacion por la entrada
rapida de Na*. En este punto se abren los canales de Na*, lo que
origina una gran corriente de entrada de Na*, pero transitoria.

Fase 1 o de repolarizacion rapida temprana: se debe a una
corriente transitoria breve de salida de potasio. La corriente de
Na" de la fase anterior, se inactiva rapidamente, tras lo cual se
produce una corriente de salida de K* que inicia la repolarizacion.
Fase 2 o de meseta: la meseta, de aproximadamente 100 - 200
milisegundos de duracion, se produce por el flujo de salida constante
de K* con el ingreso adicional de Ca2*. Durante esta fase, la mayoria
de los canales de Na® estan inactivados. Durante esta fase la
lca desemperia un papel importante, al oponerse a la corriente de
K*. La lca. es la principal via de entrada de Ca?* y desencadena la
liberacion de Ca?* del reticulo sarcoplasmico, con lo que se inicia la
contraccion del miocito.

Fase 3 0 de repolarizacién rapida tardia: debido a la salida
continua de iones de K*, causada por la activacion de los canales de
K* rectificadores tardios, y a la inactivacion de los canales de Ca?*,
se produce una interrupcion de la fase de meseta y se inicia la
repolarizacién tardia, marcada por la caida del potencial de
membrana en direccion al potencial de membrana de reposo. La
produce la corriente de salida de K* por el canal llamado rectificador
anomalo.

Fase 4 o de potencial de membrana de reposo y despolarizacion
diastolica: quien determina esta fase es el rectificador anémalo, el

inward rectifier.
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Potencial de accién
+20 mV
0

intracelular

Membrana

extracelular

K+

Figura 1.2. Potencial de accion: fases y flujo i6nico correspondiente. Tomado de
Salguero, 2012.

La excitabilidad del miocardio varia a lo largo del potencial de accion (PA),
distinguiéndose varios periodos de tiempo con diferente excitabilidad (Hoffmann,
1969, citado por West, 1998):

e EIl periodo refractario absoluto (PRA), durante el cual la
membrana no puede ser re-excitada por un estimulo externo, con
independencia del nivel de estimulo aplicado. El estimulo no es
capaz de producir una respuesta propagada, ni tampoco local. El
PRA no puede determinarse con exactitud en las redes de células, a
causa de los diferentes tiempos de recuperacion de las diversas
células en la red.

e El periodo refractario efectivo (PRE) de una célula o red celular
constituye el periodo durante el cual sélo puede producirse una
respuesta local por un estimulo despolarizante méas grande de lo
normal. Asi, durante el periodo refractario efectivo, la membrana
puede responder, pero no puede generarse un potencial de accion

propagado que transporte el impulso a traves de toda la red celular.
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e Periodo refractario relativo (PRR) durante el cual puede
generarse un potencial de accion propagado, pero con un estimulo
despolarizante que es mayor de lo normal; es decir, el minimo
estimulo despolarizante que pueda iniciar un potencial de accion
propagado.

e En fibras de Purkinje y bajo ciertas condiciones en el musculo
cardiaco de trabajo, hay un breve periodo de tiempo al final de la
repolarizacion en el cual las células son realmente mas excitables
gue en reposo: el periodo supernormal (PSN), tiempo en el que se
puede generar un potencial de accién propagado, a partir de un

estimulo inferior al umbral.

El tiempo de recuperacion total esta constituido por el periodo desde que

empieza el potencial de accidn hasta el final del periodo supernormal, como se puede

observar en la Figura 1.3.
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Figura 1.3. A. PA de membrana normal y respuestas a una serie de estimulos aplicados durante y al
final de la repolarizacion y después de ella. B. Duraciones aproximadas del periodo refractario absoluto
(PRA), periodo refractario total (PRT), periodo refractario efectivo (PRE), tiempo de recuperacion total
(TRT), periodo supernormal (PSN) y periodo refractario relativo (PRR). Tomado de West, 1998.
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En las células ventriculares, que en general conducen con rapidez, la
recuperacion de la excitabilidad o refractariedad es principalmente dependiente del
voltaje, mientras que, en las células de respuesta lenta, en general asociadas con una
velocidad de conduccidn lenta, la recuperacion es sobre todo dependiente del tiempo.
De este modo, en las células del tipo de respuesta lenta, la repolarizacion de la célula
hacia su potencial en reposo no coincide necesariamente con la recuperacion de la
excitabilidad (West, 1998).

Los diferentes periodos refractarios ya mencionados, estan basados en una
serie de mecanismos i6nicos que se detallan a continuacion:

e PRA: en él no se dispone de mas corrientes activas de entrada para
conseguir despolarizar la membrana. Los canales de Na* comienzan
a inactivarse, a no conducir, durante la despolarizacién. Desde la
inactivacion, se requiere un periodo de recuperacién para que estos
canales puedan comenzar a conducir de nuevo (Jalife et al., 1999).

e PRE: aqui no existe practicamente movimiento de entrada de Na*
(Jalife et al., 1999).

e PRR: ocurre cuando el potencial de membrana disminuye de -60 a
-70 mV y entonces puede producirse un potencial de accion
propagado. La tasa de movimiento de entrada de Na*es tan lenta que
es necesaria una intensidad de corriente mucho mayor para que el
movimiento de entrada de Na" alcance la suficiente rapidez para
generar el potencial de accién, que serd pequefio y lento,
caracteristico del bajo nivel de potencial de membrana que lo
origina. Ademas, existe un movimiento de salida de iones de K™ a
través de la membrana durante la repolarizacion, el cual tiende a
contrarrestar los efectos de la estimulacién catddica y de la corriente
de entrada de Na* (Mountcastle, 1974).
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e PSN: ocurre cuando suficientes canales de Na* son reactivados y el
umbral para la activacion esta suficientemente cercano al normal
(Jalife et al., 1999).

En lo que respecta al proceso de conduccion del impulso eléctrico por el
miocardico ventricular, como lo ilustra la Figura 1.3.A., al aplicar un impulso de
corriente de despolarizacion en un extremo de una matriz de células dispuestas
linealmente se producira un potencial de accion en ese sitio, creando de esta manera
un gradiente de voltaje entre la célula que ha disparado el potencial de accién y las
otras células mas distantes. Asi pues, la corriente eléctrica se movera a lo largo de
este gradiente. La corriente de entrada (despolarizante), asociada con el incremento
del potencial de accion en la célula activa, se convierte en una fuente de carga
eléctrica para las células que estan distales, pero en la misma direccion por la que
cursa el impulso, las cuales actian como un sumidero de corriente. Estas células,
"gue reciben™ el impulso, se despolarizan debido a la llegada de cargas positivas por
su interior. Para las células que estan lejos de la fuente, el potencial electrotdnico es
subumbral, y su amplitud decae exponencialmente con la distancia (siguiendo
propiedades de cable). Sin embargo, para la célula 2, la fuente de corriente provoca
una despolarizacién suficiente para llevar esa célula a su potencial umbral, lo que

dispara el potencial de accidn.

En la Figura 1.3.B., el inicio de un potencial de accién en la célula 2 genera
una nueva afluencia de corriente de entrada, en la misma direccion, en la matriz de
células. La célula 2 ahora se convierte en una fuente de corriente para aquellas
células que estan mas distales, y el proceso se repite mientras el potencial de accion

se desplaza a lo largo de la fibra.
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Figura 1.4. Distribucion de las cargas intracelulares durante la
propagacion de un potencial de accidn, desde la despolarizacién (fuente)
al resto de la célula (sumidero). A: la fuente esta localizada en la célula
1. B: la fuente se extiende a la célula 2. Modificado de Jalife et al. (1999).

Contrariamente al caso de un Unico miocito, donde todas las corrientes
internas que entran al circuito descargan lo que es el capacitador de la célula, o sea
la membrana celular, en el caso de la matriz solamente una fraccion de la corriente
despolariza cada célula. Una buena proporcién de la corriente es usada para
despolarizar las células contiguas. En otras palabras, hay un “efecto carga” impuesto
por las células contiguas sobre la célula que esta siendo activada. El “efecto carga”
atrae cargas lejos del capacitor local (p.e., el capacitor en el lugar de excitacion) y,

consecuentemente previene la despolarizacién. (Jalife et al., 2009).

El potencial de membrana en reposo esta determinado por la corriente de
salida de potasio, por lo tanto, cuando una célula se despolariza, el potencial de
membrana se aleja del potencial de equilibrio para el potasio (Ex). Sin embargo, sus
canales de potasio permanecen permeables y por tanto se produce un flujo de salida
de potasio. La corriente repolarizante se opone a la influencia de la corriente

despolarizante, por lo que, en el caso del potencial de accién propagado, hay
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corrientes de entrada y salida en movimiento, al mismo tiempo, en diferentes puntos
de la fibra. Asi como en el sitio de la excitacion hay una entrada de cargas positivas,
en los distales las cargas abandonan la fibra, a través de una corriente repolarizante.
La “fuente” de corriente no es un elemento puramente pasivo en el circuito de
propagacion, sino que desempefia un papel activo importante, ya que de forma

dindmica se opone a la despolarizacion de la fibra. (Jalife et al., 2009).

La velocidad de propagacion del impulso eléctrico, en los miocitos
ventriculares, va a estar relacionada de una manera muy estrecha con la corriente de
entrada despolarizante (fase 0 del potencial de accion) de Na*, a diferencia del tejido
nodal en el que tal corriente la produce el movimiento de Ca**. De hecho y como es
sabido, los antiarritmicos de la clase | actian sobre la fase 0 del potencial de accién,
disminuyendo la corriente de entrada de sodio, y por tanto, la velocidad de
conduccién, como ocurre al administrar sustancias tales como la quinidina,

procainamida o disopiramida, encainida, flecainida, etc., (Jalife, 1999).

La velocidad de la propagacion del impulso eléctrico también puede
modificarse en funcion de la mayor o menor densidad de comunicaciones
intercelulares. Asi, por ejemplo, en situaciones en las que se produce un incremento
en la concentracion de protones, como es el caso de la isqguemia miocérdica, pueden
causar cierre de los canales de las comunicaciones llamadas “gap junctions” o
uniones en hendidura, y por tanto disminuir el movimiento de cargas eléctricas desde

la fuente, para despolarizar a las células adyacentes (Jalife, 1999).

El tejido cardiaco no es un sincitio eléctrico totalmente homogéneo, puesto
gue contiene discontinuidades estructurales y heterogeneidades, tanto de las
propiedades de la membrana celular, como de los componentes estructurales, tal
como sucede con la distribucion de las gap junctions (para revision ver cita de Kléber

y Rudy, 2004). Estos autores enfatizaron que los elementos que contribuyen a la
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heterogeneidad presentan una mayor importancia en un sustrato remodelado por
condiciones patoldgicas y son los principales determinantes de la formacion de
blogueos de conduccion, de la dispersion espacial de la repolarizacion, etc., factores
estos implicados directamente en el establecimiento y perpetuacion de las arritmias

reentrantes.

A la heterogeneidad eléctrica se atribuye un papel fundamental en la
aparicion y perpetuacion de las arritmias por re-entrada (para revision ver cita de
Jalife, 2000). Han y Moe (1964) citados por Jalife (2000), establecieron la
importancia de la heterogeneidad en el periodo refractario para la induccion de
fibrilacion ventricular. Se habia demostrado anteriormente que la fibrilacion
auricular podia persistir con una serie de caracteristicas (p.ej.: autosostenida e
independiente de su agente productor), pero Unicamente si existia una
inhomogeneidad en la repolarizacion (Moe y Abildskov, 1959). Sabemos que el
miocardio es un sincitio funcional, pero no es absolutamente homogéneo desde el
punto de vista electrofisiolégico. 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, como hemos dicho en el parrafo anterior, lo
gue se agrava ostensiblemente en situaciones patoldgicas, como es el caso de la
isquemia. Este incremento de heterogeneidad es responsable de la aparicion de
bloqueos en la conduccidn, dispersion espacial de la repolarizacién etc. (Kléber y
Rudy, 2004), lo que a su vez facilita la aparicién del fendmeno de la re-entrada y las

arritmias ligadas al mismo.
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1.2.2. Alteraciones miocardicas producidas por la isquemia

aguda

1.2.2.1. Generalidades

Para entender las consecuencias a nivel cardiaco es necesario conocer,
y por lo cual describiremos a continuacion, las consecuencias que a nivel general
genera la isquemia, especialmente a nivel bioquimico, asi como también a nivel de
las corrientes idnicas a través de las membranas del cardiomiocito, al igual que sobre
las concentraciones de los diferentes iones y sobre algunos otros parametros,
siguiendo la clasica revision de Carmeliet (1999) y revisiones que tratan el tema
refiriéndose a algunos aspectos de forma més concreta (Billman, 1994; Kloner y
Jennings, 2001; Opie, 2004; Buja, 2013).

A nivel bioquimico, bajo condiciones aerdbicas normales, la tasa de
recambio de fosfatos de alta energia es de 31 a 40 moles/g de tejido himedo/min y
la tasa de almacenamiento es de 15 moles/gramo de tejido himedo, por lo cual el
tiempo méximo para el agotamiento de los fosfatos es corto y es tan solo de 15-30 s.
Al caer el oxigeno a un nivel critico en el citoplasma, el transporte de electrones y el
proceso de eyeccién de H* en las mitocondrias se detienen. Como la energia
almacenada se vuelve insuficiente para sintetizar el adenosintrifosfato (ATP) en
cantidades apropiadas, entonces parte de la energia en forma de ATP podria ser
usada para mantener el potencial de membrana mitocondrial (En) Yy para inhibir las
reacciones irreversibles que conducen a la muerte celular, lo que podria esperarse
gue cause un descenso de la [ATP] y un aumento de la concentracion de
adenosindifosfato (ADP). Sin embargo, la célula tiene diferentes maneras de
mantener los niveles adecuados de ATP: (1) las demandas de energia caen muy
rapidamente durante los primeros 30 s de isquemia a consecuencia de una falla en la
contraccion, (2) una importante cantidad de fosfocreatina es continuamente usada

para realmacenar ATP a partir de ADP con un incremento concomitante en fosfato
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inorgénico (Pi), y (3) la glucdlisis anaerobia comienzay se intensifica. A pesar de lo
anterior, es posible seguir manteniendo una eficiente cantidad de ATP en situacion
de deprivacion de oxigeno porque se dan las siguientes circunstancias: 1) El propio
fallo de la contraccion debido a la isquemia provoca una disminucion de las
demandas energéticas muy rapidamente durante los primeros 30 segundos. 2) Se
produce formacién de ATP gracias a la fosfocreatina, que fosforiliza al ADP a través
de la reaccién catalizada por la creatinfosfoquinasa (CPK); 3) Hay produccion de
ATP a expensas de la glucolisis anaerobia que en situacion de isquemia cobra
especial importancia muy especialmente por la activacion de las enzimas
fosfofructoquinasa, piruvatoquinasa y la primera enzima de la glucolisis que
transforma a la glucosa en glucosa-6-fosfato, esto es la hexoquinasa_(desde las
terminaciones nerviosas, se produce una liberacion masiva de catecolaminas que
estimulan la actividad glucolitica y produccion de lactato). 4). Hay un incremento de
la glucogenolisis que proporcionara glucosa ya que la fosforilasa a se transforma en
fosforilasa b (forma activa) lo cual es facilitado por el incremento de AMP
(adenosinmonofosfato), Pj, calcio y AMP 3°,5” ciclico. Y finalmente el transporte de
glucosa a través de la membrana celular estd aumentado. Estas situaciones permiten
mantener una concentracion de ATP bastante constante durante los primeros minutos

de isquemia (para revision ver Carmeliet, 1999).

En cuanto al metabolismo de los acidos grasos ocurren dos principales
cambios. Primero, la inhibicion isquémica de la oxidacién de los acidos grasos
(basicamente por deprivacion del flujo y oxigeno) conduce a una acumulacion de
metabolitos lipidicos, incluyendo &cidos grasos libres a nivel intracelular, acetil-CoA
y acetilcarnitina. Como el contenido de los metabolitos incrementa, se cree que se
inhiben varios aspectos de la funcién de la membrana, tales como la translocasa
mitocondrial, labomba de sodio y los ciclos fosfolipidicos. Segundo, los fosfolipidos
de la membrana estan degradados por la accion de las fosfolipasas, activadas por una

acumulacion de calcio dentro de la célula isquémica. Las altas concentraciones de
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productos de desecho acumulados forman micelas, las cuales son de membrana
altamente activa. Tales eventos podrian en parte explicar las arritmias ventriculares

en la isquemia temprana (para revision ver Opie, 2004).

No obstante, a pesar del efecto beneficioso que puede significar la
puesta en marcha de la glucdlisis anaerobia, ésta produce un gran incremento del
lactato a expensas del piruvato ya que éste Gltimo no puede oxidarse aerdbicamente
y la lactato deshidrogenasa (LDH) conjuntamente con la nicotinamida adenina
dinuclettido deshidrogenasa (NADH) reduce al piruvato para, como acabamos de
decir, transformarlo en lactato. La formacion de lactato y el acimulo del mismo
implica un incremento en la produccién de H*, siendo esta disminucién del pH
debida a la activacion de la glucélisis la que acabara frenando dicha ruta metabdlica
y por lo tanto reduciendo drasticamente la produccion de ATP. La caida del ATP
junto con el incremento del ADP acaba teniendo consecuencias deletéreas sobre los
transportadores que requieren ATP. Un cambio adicional que se produce como
consecuencia de que la energia libre de la hidrolisis del ATP excede a la energia
almacenada en el gradiente electroguimico de protones es que puede haber una
hidrolisis neta de ATP y la ATP-sintasa actlla como una ATP hidrolasa utilizdndose
la energia para reponer el gradiente eléctrico en la mitocondria. Otra alteracion que
acaba produciéndose en la mitocondria es la despolarizacién de su membrana,
aungue esto no ocurre de modo inmediato ni ligado a la interrupcion del flujo de
electrones, sino que ocurre ligeramente mas tarde, ya que todavia se produce ATP a
expensas de la glucolisis. Cuando este Ultimo proceso se bloguea se produce una
importante deplecion de ATP y un incremento de la concentracion intracelular de
calcio. Por otra parte, la caida del ATP por debajo de ciertos niveles y el incremento
de la concentracién de protones, calcio, fosfato y acilcarnitinas de cadena larga acaba
originando la activacién del llamado poro de transicion o megacanal por el cual la
mitocondria llega a ser anormalmente permeable en el sentido de dejar salir una serie

de sustancias desde el interior de la misma, siendo este poro activado en la membrana
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interna de la mitocondria. Al fin, todas estas circunstancias (bloqueo en el
metabolismo oxidativo, disminucion del cociente ATP/ADP, etc.) acaban
produciendo consecuencias tales como las alteraciones del metabolismo lipidico, la
produccion del estrés oxidativo, la liberacion de catecolaminas, las alteraciones de
las concentraciones ionicas, etc. Los poros que se abren atravesando la membrana
interna mitocondrial crean una situacion similar a la que crean los agentes
desacopladores de la fosforilacion oxidativa. En condiciones de normal oxigenacion,
con concentracién normal de oxigeno y ATP estos poros de transicion o megacanales
estan inactivos, mientras que se activan en la isquemia, situacién en la que la
situacion bioquimica se invierte en lo que al calcio y al ATP se refiere. Estas
consecuencias seran en gran medida la base sobre la que se asientan las
modificaciones electrofisiologicas propias de la isquemia, alguna de las cuales son
las que presentamos en el presente trabajo de investigacion (para revision ver cita de
Carmeliet, 1999).

La oncosis y la apoptosis son el resultado de la activacion de vias
subcelulares distintas pero superpuestas que involucran a los receptores de muerte
de la membrana celular, el reticulo endoplasmico y las mitocondrias. Sin embargo,
varias lineas de evidencia han convergido para mostrar que las mitocondrias tienen
un papel central en la patogénesis de la lesion celular. En las células estresadas, los
efectos nocivos y benéficos que actlan sobre las mitocondrias estan mediados por
los canales de muerte y rutas de “rescate”, respectivamente. Los canales
mitocondriales de muerte incluyen el poro de transicion de permeabilidad
mitocondrial (PTPm) y el canal de la apoptosis mitocondrial. El poro de transicion
de permeabilidad mitocondrial es un canal dependiente de voltaje que esta regulado
por el calcio y por el estrés oxidativo. La via mitocondrial parece ser dominante en
el componente de la apoptosis de la lesion isquémica del miocardio. Un evento
central en oncosis es la apertura temprana del PTPm en la membrana mitocondrial

interna, que se produce sin la liberacion del citocromo c. La apertura del poro de
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transicion de permeabilidad mitocondrial resulta en una pérdida inmediata de la
diferencia de potencial eléctrico a través de la membrana interna, con el resultante
cese de la sintesis de ATP, afluencia de soluto e hinchazon mitocondrial. Entre otros
mecanismos, un modesto aumento en la expresion de la proteina desacoplante-2
puede causar una rapida disminucién en el potencial de membrana mitocondrial y en
el nivel de ATP, lo que resulta en oncosis. Las interrelaciones entre la apoptosis y
la oncosis han sido confirmadas por los modelos que implican la apoptosis inicial
seguida de oncosis y a la inversa, oncosis seguida por apoptosis. En cardiomiocitos
isquémicos, la falta de oxigeno impide el transporte de electrones en la mitocondria,
con lo que se dispone de componentes de la cadena de transporte de electrones que
pueden generar radicales libres de oxigeno cuando se restablezca el oxigeno. De
hecho, en la reperfusion se produce alli, en la forma de un estallido oxidativo, una
desviacion masiva de electrones desde el sistema de transporte de electrones para la
generacion de radicales de oxigeno. Simultdneamente, se produce una gran entrada
de calcio. Un primer objetivo del exceso de radicales libres y de calcio es el poro de
transicion de permeabilidad mitocondrial, los cuales resultan abriendo el poro de
transicion de permeabilidad mitocondrial y colapsando la funcién mitocondrial. Este
es un evento central en la lesion isquémica por reperfusion (para revisién ver Buja,
2013).

En relacion a las modificaciones de las concentraciones iénicas, durante
la isquemia se producen una serie de alteraciones ligadas a la modificacién de las
concentraciones de diferentes iones y que describiremos de manera sucinta a
continuacion (para revision ver cita de Carmeliet, 1999). En la célula
prematuramente isquémica las alteraciones en el potasio extracelular se producen en
tres fases: Durante los primeros 10 - 15 minutos se produce un rapido incremento en
su concentracion extracelular, seguida por una fase de meseta, que dura
aproximadamente otros 15 minutos y durante la cual las concentraciones de K* no

varian notablemente. Finalmente se produce un nuevo incremento, méas lento e
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irreversible. El incremento de la salida de K* se debe a la existencia de una corriente
de fuga hacia adentro (INa, INSC e ICI) la cual mantiene el potencial de membrana
positivo con respecto al potencial de equilibrio del potasio, concomitante con un
incremento de la conductancia al K* (activacion de IKate, IKaa and 1Ky,). El efecto
de la elevada concentracion de K* extracelular, es indirecta a través de la
despolarizacion. El resultado final es inexcitabilidad y bloqueo de la conduccion.
Los incrementos rapidos de potasio extracelular durante la isquemia miocardica se
correlacionan con el inicio de las arritmias ventriculares. La acumulacion de potasio
extracelular puede inducir a anormalidades en la conduccion y en la generacion del
impulso. Las inhomogeneidades en la conductancia del potasio provocaran
diferencias regionales en la duracion del potencial de accion y en la repolarizacion.
La resultante de la dispersion espacial del periodo refractario permitird por
fragmentacion de la conduccion del impulso en los tiempos subsiguientes, la
formacidn de vias de reentrada irregulares y la fibrilacion ventricular. En una manera
similar, la propagacion de la corriente de lesion desde el tejido isquémico al tejido
circundante normal puede desencadenar extrasistoles inducidas por despolarizacion
automatica (Billman, 1994). También durante la isquemia, la concentracién de Na*
intracelular ([Na']i) aumenta de 10 a 20 mM tras 20-30 min. EI mecanismo es el de
una reduccion del bombeo hacia fuera de la célula (por la caida en la energia libre
de hidrélisis de ATP por las acilcarnitinas de cadena larga y radicales libres), y un
incremento en el flujo hacia el interior (a través del intercambiador Na*/H", y las
corrientes INa, INSC, e ICI). El efecto del incremento de la [Na']i es la activacion
de la bomba y eventualmente de la IKna. En situacion de isquemia las corrientes de

potasio activadas por ligando (IKate y 1Kaa) llegan a ser primordiales.

La concentracion de calcio intracelular [Ca**] varia en funcion del
compartimento celular (citosol, mitocondria y reticulo sarcoplasmico) y de las fases
del ciclo cardiaco, en condiciones aerdbicas. Se produce un aumento importante del

calcio citosélico durante la isquemia, pero la salida de calcio es heterogénea en
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funcion de la fase del ciclo. Mientras la [Ca®*"] sistdlica puede aumentar
transitoriamente durante los primeros min, la [Ca?*] diast6lica solamente incrementa
después de un retraso de 10-20 min. En la mitocondria, la [Ca?*] sigue los cambios
en el nivel citosdlico, aunque puede existir una liberacion inicial si la [Ca*] en la
mitocondria es mayor que en el citoplasma al inicio de la isquemia. El incremento
de la [Ca* citosdlica se debe a una menor eficiencia de la eliminacion hacia el
espacio extracelular a través del intercambiador Na*/Ca®*, a una reduccion en la
captacion en el reticulo sarcoplasmico, a una fuga hacia adentro incrementada y a un
desplazamiento por los protones desde el sitio de union. Un aumento citosélico de la
[Ca*7 activa un nGmero de canales, transportadores y enzimas y modula otros. El
resultado es la ocurrencia de postdespolarizaciones tardias y arritmias. Al
incrementarse el calcio citos6lico, se activan multiples y diferentes canales,
transportadores y enzimas. El resultado de esta activacion conduce finalmente a

arritmias letales (para revision ver Carmeliet, 1999).

También en la isquemia, en cuanto al pHi y el pH, se sabe que caen una
unidad o més. La caida es causada por una produccion incrementada de protones y
una reduccién de la eliminacion los mismos. La mayoria de los canales de la
membrana plasmatica, con excepcion del Kare y el Kaa, asi como también las
uniones gap, el canal de Ca?* del reticulo sarcoplasmico y la corriente de intercambio
Na2*/Ca?*, estan inhibidos; algunos por la acidosis extracelular y otros por la acidosis
intracelular. Los mecanismos para los canales son una disminucion en la
conductancia y/o una reduccién en la probabilidad de apertura. En la mayoria de
casos, excepto para el K, el efecto es independiente del voltaje. Esos cambios
resultan en despolarizacion, prolongacion del potencial de accién y ocurrencia de las

postdespolarizaciones tardias (para revision ver Carmeliet, 1999).
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50 mv

200 msec

Figura 1.5. A, By C: Registros de electrocardiogramas y potencial de accion de un corazén
de cerdo al principio de un periodo isquémico (A), tras 12 min de isquemia (B), y en
reperfusion (C). El potencial cero para electrogramas se indica por una linea de puntos.
Notese el decremento en el potencial de accién en la reperfusion, asociado con un pico de
la onda T y un cambio del nivel TQ en una direccién positiva. Estos cambios estan
acompariados por una caida de la [K*]o bajo control (adaptado de Carmeliet, 1999)

Entre otros efectos sobre canales idnicos activados por ligando (para
revisién ver Carmeliet, 1999): encontramos los producidos por una liberacién de
catecolaminas al sistema circulatorio, seguido més tarde (10 min) por una liberacion
local causada por el bloqueo de los mecanismos de recaptacidn en las terminaciones
nerviosas. Al mismo tiempo, el nimero de receptores a y B estan acoplados a sus
canales efectores a través de complejas vias: el acoplamiento podria ser directo a
través de la proteina G o indirecta a través de un nimero de fosfolipasas (receptores
o) 0 adenilato ciclasa (receptores B). La estimulacion del receptor B causa el
incremento de algunas corrientes IK* pero la disminucién de otras, causa también la
disminucién de la conductancia de las uniones gap y la estimulacion de los
intercambiadores Na*/Ca?*, Na*/K* y Na'/H*. A nivel celular, el potencial de reposo
podria despolarizarse o hiperpolarizarse; el potencial de accion en la mayoria de
preparaciones es prolongado. Las postdespolarizaciones tardias estdn aumentadas
cuando han sido causadas por la fuga incrementada de corriente hacia adentro de

Ca?*; ellas podrian ser inhibidas cuando se induce por bloqueo de la inhibicion de la
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bomba Na*-K*. La activacion del receptor B resulta en estimulacion de la mayoria
de las corrientes de membrana plasmatica (corrientes hacia afuera o hacia adentro),
canales de uniones gap y el canal de liberacion de Ca* del reticulo sarcoplasmico.
Electrofisiolégicamente, la activacion del receptor [ incrementa la actividad
marcapaso, mejora la conduccion nodal y eleva y acorta la meseta del potencial de
accion. La estimulacion excesiva podria resultar en una sobrecarga de calcio y una

actividad de desencadenada.

Ademas de catecolaminas, se produce también una liberacion de
adenosina y acetilcolina (esta Gltima por estimulacion de reflejos vagales durante la
isquemia). En general, los efectos producidos por estas sustancias al estimular los
receptores muscarinicos y purinérgicos respectivamente son opuestos a los

producidos por la estimulacion p-adrenérgica.

Los receptores muscarinicos son activados por la adenosina. El receptor
cardiaco muscarinico dominante es el llamado M2. Su densidad es entre 2 y 5 veces
mayor en las auriculas que en los ventriculos. Estos receptores se ligan directamente

al canal de potasio, facilitando la salida de K* y repolarizando la célula.

Los receptores denominados purinérgicos son activados por la
acetilcolina. El receptor cardiaco purinérgico dominante es el llamado Al. Su
densidad es mayor en el nodo sino-auricular, en el nodo auriculo-ventricular y en las
auriculas. Este receptor se liga al canal de potasio, facilitando la salida de potasio,

acortando el potencial de accion y permitiendo la hiperpolarizacién.
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1.2.2.2. Estudio  especial de las  modificaciones

electrofisioldgicas por la isquemia

La interrupcion de la circulacién coronaria provoca la despolarizacion
del potencial de membrana en reposo, acortamiento de la duracién del potencial de
accion, y prolongacion del periodo refractario efectivo. La excitabilidad puede
incrementarse temporalmente, pero cae después de 2-3 min. Los cambios no son
uniformes. A nivel electrocardiogréafico, los segmentos de TQ y ST se desplazan y
las ondas T se invierten. El aumento de la concentracion extracelular de potasio y la
existencia de la corriente de entrada de sodio son responsables de la despolarizacion.
La menor duracién del potencial de accion es producida por un incremento en la
salida de potasio y de cloruro. En la zona limitrofe entre la zona normalmente
perfundida y la mas dafiada, el acortamiento es inducido por una corriente de lesion.
La prolongacién del periodo refractario efectivo se debe a la recuperacion mas lenta
de la inactivacion de los canales de Na*. El aumento de la excitabilidad seguido de
una disminucion estd relacionado con la extension de la despolarizacién. La
recuperacion parcial de la excitabilidad ha sido explicada por la liberacion de
catecolaminas. Una caida en la conductancia de las uniones “gap” puede también ser
responsable de un incremento en el factor de seguridad de la conduccién. La
alteracion de la conduccion es debida a una caida en la conductancia al Na*™y méas

tarde a un aumento de la resistencia longitudinal (para revision ver Carmeliet, 1999).

Se sabe clasicamente que la velocidad de conduccién disminuye con el
proceso isquémico y multiples revisiones ya clasicas también recogen esta
observacion (Carmeliet, 1999). La velocidad de conduccion se halla deprimida en
circunstancias de incremento de la concentracién extracelular de potasio, como
ocurre en la isquemia, especialmente durante el periodo refractario relativo. Desde
los primeros instantes de la isquemia, el aumento de la concentracion extracelular de
potasio causa inactivacion de los canales rapidos de sodio y por tanto una depresion

en la corriente generada durante el trazado ascendente del potencial de accidn, con
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lo que disminuye la resistencia de la membrana y disminuye la eficacia estimuladora
de la corriente de sodio, todo lo cual lleva a una caida de la velocidad de conduccion

del potencial de accion (Carmeliet, 1999).

Asi mismo, Harper et al (1993) observaron, en el corazén porcino
aislado, que el componente dependiente de frecuencia en el estado estacionario,
responsable del enlentecimiento de la conduccion intraventricular inducido por la
isquemia aguda, ocurre por el aumento de potasio, en ausencia de un componente
dependiente de frecuencia.  Asimismo, el incremento de la concentracion
extracelular de potasio por eflujo del mismo desde los tejidos isquémicos produce
una reduccion en la duracién del potencial de accion, lo que puede producir

anomalias en la conduccién del impulso (Billman, 2008).

Por otro lado, mediante un sistema de mapeo Gptico de la actividad
eléctrica del corazon, Yang et al., (2007) detectaron cambios progresivos en los
efectos electrofisioldgicos producidos por la isquemia, encontrando lo que ya mas
clasicamente y con medios mas “rudimentarios” se sabia, en el sentido de una
reduccion en la duracion del potencial de accidén de la pendiente de ascenso del
mismo, la refractariedad post-repolarizacién y un claro enlentecimiento de la
velocidad de conduccion, lo que concordaba con sus resultados obtenidos mediante
simulaciones por ordenador. La isquemia también puede originar el bloqueo

unidireccional de la conduccidn, que puede ser la causa de inicio de la reentrada.

Segun Billman (2009), se ha demostrado que la isquemia miocérdica
induce anormalidades en la repolarizacién que pueden proveer un sustrato para las
arritmias ventriculares (Dun et al., 2004; Jiang et al., 2000; Lue et al., 1992; Nattel
et al., 2007; Pinto y Borden, 1999; Roden y Yang, 2005; Sridhar et al., 2008).
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Pues bien, los cambios anteriormente mencionados no ocurren
homogéneamente en el miocardio ventricular, ocasionandose una heterogeneidad
gue es especialmente acusada en la zona intermedia entre el miocardio sano y la zona

isquémica mas dafada.

Ademas de las consideraciones precedentes, ha sido demostrada
experimentalmente la existencia de una respuesta diferente del epicardio ventricular
respecto al endocardio. En concreto, en felinos se ha evidenciado una mayor
sensibilidad a la isquemia del epicardio ventricular (Gilmour y Zipes, 1980; Kimura
et al.,, 1986, 1990, 1991; Taggart et al., 1988, Furukawa, 1991, citados por
Antzelevitch et al., 1991). Estudios de isquemia in vivo han mostrado que, si bien la
conduccion en el epicardio se halla deteriorada y fraccionada, no ocurre igual en el
tejido sub-endocardico, que presenta una conduccion mas conservada (Boineau y
Cox, 1973; Scherlag et al., 1974; Williams et al., 1974; Elharrar et al., 1977; Ruffy
et al., 1979; citados por Antzelevitch et al., 1991).

La isquemia produce una sensibilidad no homogénea entre las células
endocardicas y epicardicas en cuanto a la activacion del canal de potasio dependiente
de ATP, de tal modo que la diferencia entre endocardio y epicardio estriba en que
pequefas reducciones en la concentracion de ATP son suficientes para activar el
correspondiente canal de potasio (Furukawa et al., 1991, citado por Billman, 2008),
guien como resultado de su activacion generara heterogeneidad por una serie
cambios: concentracion extracelular de potasio, refractariedad, duraciéon del
potencial de accion (Zipes y Wellens,1998; Kimura et al.,1986; Furukawa et
al.,1991, citados por Billman, 2002). Precisamente la heterogeneidad en los periodos
refractarios da origen a procesos re-entrantes y a arritmias tan graves como la propia

fibrilacién ventricular.
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El periodo refractario (PR) y la duracion del potencial de accion (DPA)
estan intimamente ligados en el masculo ventricular no isquémico. Después de un
minuto de isquemia, la correlacién entre el periodo refractario y la duracion del
potencial de accion se pierde en corazones humanos. Debido a la difusion de iones
en la zona fronteriza de la isquemia, se observé que los periodos refractarios eran
mas cortos en una parte intermedia de la zona fronteriza que en la zona normal,
mientras que hacia la region isquémica central se alargaban considerablemente
(Zipes y Jalife, 2006).

Sutton et al. (2000), encontraron que el periodo refractario efectivo
(PRE) se alarg6 durante un corto periodo de isquemia global en el corazén humano,
tanto usando estimulos de alta como de baja intensidad. El potencial refractario
efectivo se aproximo a la duracion del potencial de accion monofasico y hubo una
buena correlacién entre ambos previamente a la isquemia. No obstante, durante la
isquemia se acorto la duracion del potencial de accién monofasico, mientras el PRE
se incrementd, produciéndose una refractariedad tras la repolarizacion desde los
instantes mas prematuros de la isquemia. El alargamiento de la refractariedad por la
isquemia ya habia sido descrito por diversos autores (Elharrar, 1977; Horacek, 1984.,
y Capucci, 1995; citados por Sutton et al., 2000); si bien otros autores (Elharrar,
1977; Kuppersmith, 1975; Ramanathan, 1977; Batsford, 1978; Stewart, 1980;
Kimura, 1986; y Wolk, 1998; citados por Sutton et al., 2000) hallaron un
acortamiento de los periodos refractarios. Probablemente los diferentes resultados
estan en relacion con las diferentes metodologias empleadas para medir los periodos

refractarios.

En relacion a la refractariedad post-repolarizacion que se produce en la
isquemia, completada la repolarizacién, sigue estando refractario el miocardio
ventricular y probablemente se debe a los efectos combinados de la falta de aporte

de oxigeno y el acumulo extracelular de potasio. Los cambios observados en la
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duracion del potencial de accion monofésico y en la refractariedad en humanos en
respuesta a la isquemia, muestran un curso temporal més répido que en los
observados en experimentacién animal (Coronel et al., 1997, citado por Sutton et al.,
2000).

Precisamente la heterogeneidad que produce la isquemia en términos
de dispersion del periodo refractario es una de las principales causas de arritmias
ventriculares. Entre los primeros 10 a 15 minutos de la isquemia se producen la
mayoria de las arritmias derivadas de la misma, que estan provocadas por
activaciones focales y reentradas transparietales. Al inicio de la taquicardia
ventricular contribuyen tanto las diferencias en el flujo sanguineo coronario entre las
regiones isquémicas y las sanas, como las respuestas celulares heterogéneas a la

isquemia.

1.2.3. El ejercicio fisico cronico como maniobra antiarritmica no

farmacologica

La realizacidn de ejercicio fisico ejerce un efecto protector cardiovascular,
no solamente en personas sin trastornos cardiovasculares sino también en sujetos con
problemas cardiovasculares (Jeon et al., 2019). Investigaciones muy recientes han
ido dirigidas a investigar los mecanismos por los que el ejercicio fisico ejerce un
efecto protector en el infarto miocardico (Guo et al., 2020). Que el ejercicio fisico
fuera propuesto por diferentes autores como una maniobra anti arritmica no
farmacoldgica hace ya algunas décadas (Billman, 2002, 2009). Segun diversas
revisiones, (Quindry y Hamilton, 2013; Powers et al., 2014), en los paises
industrializados las enfermedades cardiovasculares (ECV), incluyendo la lesion por
isquemia-reperfusion (IR), contintan siendo una causa importante de morbilidad y
mortalidad, por lo que se ha pretendido investigar los diversos mecanismos por los

cuales el ejercicio actua protegiendo al corazén.
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Ha sido establecido que episodios repetidos de ejercicio mejoran la
tolerancia del miocardio a IR en los animales, lo que se conoce cominmente como
cardioproteccion inducida por el ejercicio. Con tan solo cinco sesiones de ejercicio
en dias consecutivos es posible producir rapidamente un fenotipo cardiaco que
protege contra la lesion miocardica inducida por la IR (Power et al., 2014). De hecho,
un estudio clasico de Paffenbarger et al., en 1970 demostraron que, en contraste con
el ejercicio formal, el trabajo relacionado la actividad fisica por si sola se asoci6 con
una menor incidencia de la mortalidad por ECV y se concluyé que "la asociacién
entre la actividad laboral y la mortalidad coronaria... sugiere que la actividad fisica
influye en el miocardio o su funcién mas que el proceso aterosclerético” (Tomado
de Quindry y Hamilton, 2013).

Algunos estudios demuestran que el corazon ejercitado es resistente a laa la
IR incluyendo arritmias (Hamilton et al., 2004; Quindry et al., 2010), aturdimiento
miocéardico (Starnes J.W., 2007; Starnes J.W., 1995; Starnes J.W., 2005; Starnes
J.W., 2003; Lennon S.L., 2004; Lennon S.L., 2004; Lennon, 2004) e infarto de
miocardio (Demirel et al., 1998; Demirel et al., 2001; Hamilton et al. 2001, 2003;

Quindry et al. 2007), como se observa en la Figura 1.6.

El ejercicio de resistencia protege contra
la lesiéon por IR.
100
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0

Figura 1.6. Con 5 dias consecutivos de entrenamiento se puede observar una proteccion
significativa contra el infarto de miocardio inducido por IR. Tomado de Hamilton et al., 2003.
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En comparacion con diversas investigaciones propuestas para la proteccion
de la lesion por IR, el precondicionamiento ligado al ejercicio constituye un estimulo
Unico para inducir la cardioproteccion. Otros enfoques estudiados incluyen el uso
preventivo de agentes farmacoldgicos (Gross y Gross, 2007), para inducir resistencia
a la lesion por IR, y el precondicionamiento isquémico (PCI) (Murry, 1986). De
manera general, se ha demostrado que al igual que el ejercicio, los farmacos y el PCI
proporcionan una proteccion de similar magnitud contra lesiones por IR (Bolli et al.,
2004; Gross y Gross, 2007; Murry, 1986), aunque los datos existentes sugieren que
la cardioproteccion mediada por cada uno de los mecanismos ya mencionados es

fundamentalmente diferente.

El ejercicio al igual que el PCI produce respuestas protectoras bifasicas
aproximadamente similares contra la IR. Una primera fase, producida en los
primeros minutos a horas después del ejercicio o del PCI, desaparece con la misma
rapidez. La segunda fase, con una ventana temporal mas amplia de proteccion contra
las lesiones por IR dura varios dias. Sin embargo, durante la fase tardia, el ejercicio
y el PCI revelan diferentes perfiles de proteccion puesto que la proteccién por PCI
se pierde después de aproximadamente unas 96 horas mientras que la proteccién
conferida por el ejercicio se mantiene durante 9 dias (Lennon et al., 2004; Bolli et
al., 2004).

La evidencia sugiere que el ejercicio constituye un estimulo cardioprotector
mas robusto al demostrar que el entrenamiento a corto plazo protege los corazones
en edad avanzada (Quindry et al., 2005; Quindry et al., 2010; Starnes et al., 2003),
al contrario que el IPC y el precondicionamiento farmacolégico que son ineficaces
en la obtencion de cardioproteccion en los corazones senescentes (Schulman et al.,
2001).
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Por otra parte, diversos estudios han demostrado que la resistencia al IR
inducida por el ejercicio es independiente de las alteraciones musculares o del flujo
sanguineo y se atribuye a adaptaciones bioquimicas especificas del miocardio
derivadas del ejercicio (Quindry et al., 2013).

Actualmente, muchas investigaciones estan siendo dirigidas con el proposito
de descubrir nuevas intervenciones terapéuticas eficaces contra la IR. Se considera
que la realizacion regular de ejercicio representa una importante intervencion de
estilo de vida en la prevencion y tratamiento de las enfermedades cardiovasculares y
la lesion por IR. Asi pues, la evidencia disponible muestra que el ejercicio aerébico
de intensidad moderada es también un modelo experimental importante para la
comprension de los mecanismos celulares de cardioproteccion contra la lesién y se
ha encontrado que el ejercicio aerébico, continuo y a intervalos de alta intensidad,
producen un fenotipo cardioprotector (French et al., 2006; Sanchez et al., 2008).
Ademas, un estudio reciente sugiere que 12 semanas de entrenamiento de ejercicios
de resistencia proporciona proteccion contra el infarto de miocardio inducido por IR

en ratas (Doustar et al., 2012).

Asi mismo, otros autores han registrado una menor incidencia de muerte
subita de origen cardiaco en individuos con un nivel de actividad fisica regular mayor
gue en aquellos sujetos con un nivel de actividad fisica menor (Bartels et al., 1997;
citados por Orts, 2007). Ekelund et al., (1998), encontraron una menor incidencia de
muerte sUbita en pacientes con un buen estado fisico o con un gasto energético alto
por las caracteristicas de su esfuerzo fisico. Por otro lado, en un estudio realizado en
pacientes con historia previa de infarto de miocardio y que siguieron un programa
de rehabilitacion con ejercicio fisico, se encontré una disminucion significativa en

la incidencia de muerte stbita (Berlin y Colditz, 1990).
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Aunque diversos estudios han pretendido encontrar otros mecanismos por
los cuales se provee al corazon de proteccion frente a la isquemia-reperfusion, lo
cierto es que, hasta el momento la Unica herramienta terapéutica eficaz, segura,
viable y con menos efectos adversos es la practica regular de un programa de
gjercicios. Esto lo sustentan los estudios epidemioldgicos que demuestran que la
préactica de ejercicio, de manera habitual, disminuye el riesgo de muerte por las

lesiones causadas por isquemia-reperfusion en el miocardio.

Entre los mediadores potenciales del precondicionamiento derivado del
ejercicio se incluyen las proteinas de choque térmico (HSP), Ca?* proteinas de
manipulacion, los canales Katp y los antioxidantes enddgenos. Para resumir una gran
cantidad de investigacion reporta que la cardioproteccion derivada de PCI es
esencialmente dependiente del aumento de la actividad y del contenido de proteinas
de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y de la forma inducible de la 6xido-nitrico-sintasa
(iNOS) dentro del miocardio (Shinmura et al., 2002). Quindry y Hamilton (2013),
no encontraron niveles de iNOS ni de la COX-2 sobre expresados en los corazones
de animales jovenes ejercitados que exhibieron cardioproteccion contra la IR global
(Quindry et al., 2005), lo que podria indicar que el ejercicio no sobreexprese este
tipo de proteinas. Ademas, dado que los niveles de iINOS cardiacas aumentan con la
edad y que es evidente la estrecha relacion entre edad avanzada y la incidencia de
enfermedades del corazon, se encontr6 que con unas pocas semanas de
entrenamiento fisico es posible invertir eficazmente dicha relacion (Lawler et al.,
2009).

1.2.3.1. Efectos del entrenamiento fisico sobre las propiedades
eléctricas del corazén
Puesto que son diversos los autores que evidencian como el desarrollo

de arritmias por reentrada esta intimamente relacionado con las alteraciones de las
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propiedades eléctricas del corazon, es necesario conocer los efectos que ejerce la
préctica del ejercicio fisico cronico sobre propiedades tales como la refractariedad,
la heterogeneidad, etc.

Para empezar, es necesario resaltar que la refractariedad miocardica es
una propiedad que junto con la velocidad de conduccion determinan la longitud de
onda del proceso de activacion del miocardio, la que a su vez esta relacionada con la
aparicion y estabilizacion de las arritmias por reentradas. De esta manera, es preciso
ahondar mas sobre como el ejercicio fisico modifica la refractariedad miocardica, lo
que parece aumenta la estabilidad eléctrica cardiaca y ejerce proteccién contra la
muerte sUbita cardiaca producida frecuentemente por las arritmias por reentrada
(Billman, 2002).

Such et al. (2002), empleando un modelo de corazon, aislado y
perfundido, de conejo encontraron que el periodo refractario funcional del ventriculo
izquierdo era un 20 % mayor en los animales entrenados respecto a los controles,
aungue no se encontraron diferencias significativas en otros parametros asociados a
la refractariedad entre los animales entrenados y los no entrenados. Posteriores
estudios corroboraron estos hallazgos en los que se demostré nuevamente que el
entrenamiento fisico cronico exhibia modificaciones de la refractariedad ventricular
por la prolongacién del periodo refractario efectivo ventricular y del periodo
refractario funcional ventricular, al igual que la disminucion de la frecuencia
dominante de la FV. Esto se traduciria en que dichas modificaciones podrian ser un
factor protector frente a las diversas perturbaciones eléctricas que desencadenan las
arritmias como la FV (Such et al., 2008). Se observ6 también una disminucion en la
FD de la FV conejos entrenados, lo que segun opinién de algunos otros autores
(Chorro et al., 2000a) esta modificacién representa el mismo significado
electrofisioldgico que la producida en el periodo refractario puesto que hay una

relacién inversa entre la FD de la FV y la refractariedad.
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Con respecto a la heterogeneidad electrofisiologica se puede hacer
alusion a otros trabajos de investigacion que sugieren de manera indirecta que el
entrenamiento disminuye la heterogeneidad. De este modo, en un estudio con
corazones aislados de oveja a los que se les provocd FV, se encontré que el
coeficiente de variacion (CV) de la frecuencia dominante de la FV se correlacionaba
directamente con la frecuencia dominante de la FV, de forma que a mayor frecuencia
dominante mayor CV y por lo tanto ello evidenciaba mayor heterogeneidad.
Diversos estudios, como el de Such et al. (2008) y Zarzozo et al. (2012), relataron
una disminucion de la frecuencia dominante de la FV en animales sometidos a un
protocolo de entrenamiento igual al empleado en esta tesis. En otros trabajos de
investigacion se observd un efecto directo del ejercicio fisico cronico sobre la

heterogeneidd electro fisioldgica (Hajnal et al., 2005, Such-Miquel et al., 2018).

Del mismo modo, en otros estudios con animales se encontrd una menor
incidencia de arritmias letales y una menor heterogeneidad electrofisiolégica en
corazones de perro sometidos a protocolos de ejercicio fisico (Babai et al., 2002), y
un mantenimiento del coeficiente de variacidn de la frecuencia dominante de la FV

en conejos entrenados mientras que en los controles aumento.

Por consiguiente, es probable que el ejercicio fisico cronico produzca
una disminucién en la heterogeneidad electrofisioldgica del miocardio, lo que
coincide con diversas investigaciones reportadas por nuestro grupo de investigacion
(Parra et al., 2010; Parra, 2012; Such et al., 2018).
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1.2.3.2. Las modificaciones electrofisioldgicas miocardicas

por el ejercicio fisico cronico como mecanismo basico protector

antiarritmico

En relacion al efecto protector cardiovascular del ejercicio, en la
actualidad se dispone de recopilaciones y revisiones amplias y completas que nos

han servido de base para cumplimentar el presente apartado (Dor-Haim, 2013).

Muchos estudios epidemiolégicos apoyan que el concepto de que el
gjercicio regular se correlaciona con la reduccién en la mortalidad, tanto total como
de origen cardiovascular en individuos aparentemente saludables (Blair et al., 1996;
Manson et al., 2002; Paffenbarger et al., 1993; Sandvik et al, 1993); y en pacientes
con enfermedad cardiovascular (Myers et al., 2002). Recientemente, Kokkinos et
al. (2008), demostraron una inversa y graduada relacion entre la capacidad de
gjercicio y todas las causas de mortalidad en humanos. Mozzaffarian et al. (2008),
mostraron ademas que actividades fisicas de ligeras a moderadas estan asociadas con
una incidencia significativamente més baja de fibrilacion auricular (FA) en adultos
mayores. Estudios epidemioldgicos también documentan que la actividad fisica
regular reduce la incidencia de arritmias ventriculares (Berlin y Colditz, 1990), y de

muerte sUbita cardiaca (Bartels et al., 1997).

El efecto protector del ejercicio fue también demostrado en modelos
animales. Billman et al., (1984), mostraron que el ejercicio diario previene la FV
inducida por la isqguemia miocardica aguda en una subpoblacién de perros que fueron
identificados como susceptibles de padecer una muerte sibita cardiaca. Ellos
también demostraron que el ejercicio alteré el tono autondmico a favor del
parasimpatico. Posel etal., (1989), revelaron que el entrenamiento fisico incrementa
el umbral ventricular del corazén aislado de rata, previamente infartado antes y
después del inicio del reinfarto. Este efecto fue atribuido nuevamente al tono

autondmico alterado a favor de la rama parasimpatica. Ademas, fue demostrado que
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el entrenamiento fisico acompafiado por un cambio a través de la actividad vagal
aumentada reduce la mortalidad en pacientes tras isquemia miocérdica (La Rovere
et al., 2002).

Segun la revision de Billman de 2009, los efectos que el entrenamiento
fisico de resistencia ejerce sobre las anormalidades de la repolarizacion no han sido
investigados ampliamente. Se ha demostrado que el acondicionamiento aerdébico
reduce el intervalo QT en pacientes con sindrome de QT largo tipo 1 (Perhonen et
al., 2006) y en mujeres saludables jévenes y en edad avanzada (Genovesi et al., 2007;
Schwartz y Zipes 2000).

Bonilla et al. (2012), en su estudio realizado en un modelo canino,
analizaron los efectos de un periodo de entrenamiento fisico o de sedentarismo,
(durante 10 semanas), sobre las variables del ECG, en respuesta al ejercicio méas
isquemia, y encontraron por un lado que: el intervalo QT aumentd significativamente
(p < 0,02) durante la isquemia tanto en el grupo sedentario + FV, como en el grupo
entrenado + FV, antes del inicio del periodo de 10 semanas de estudio. Por el
contrario, el intervalo QT aumentd aln mas durante la isquemia en el grupo
sedentario + FV, pero no lo hizo en el grupo de perros entrenados + FV, al final del
periodo de entrenamiento de 10 semanas. De manera similar, el Tpeak+Tend (indice
de pico y final de la onda T), una medida de la dispersion de la repolarizacion,
también aumento durante la isquemia antes del inicio del periodo de estudio, tanto
en el grupo sedentario como en el de ejercicio, pero solo en el grupo sedentario al

final de las 10 semanas del periodo de entrenamiento (p < 0,0002).

Asi también, la isquemia miocardica provocé un mayor incremento en
el intervalo QT vy en el Tpeak-Tend en perros sedentarios comparados con perros
entrenados, que se habia visto previamente eran susceptibles a sufrir una fibrilacion

ventricular (Billman, 2007). Datos preliminares (11 células obtenidas de 2 perros)
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indican que la préctica de ejercicio también puede disminuir la DPA en animales
susceptibles (en ese modelo canino, la susceptibilidad a la muerte subita cardiaca fue
definida como taquiarritmias ventriculares, flutter ventricular o fibrilacion
ventricular, que fueron inducidas por isquemia aguda miocérdica durante el ejercicio
subméaximo (Billman, 2006), a tal punto que ya no difieren de los animales sin
infarto. Por ultimo, la préctica de ejercicio aerdbico reduce la diferencia regional en
la repolarizacion ventricular en pacientes con insuficiencia cardiaca (Ali et al., 1999)
e incrementa la refractariedad efectiva ventricular en conejos (Such L. et al., 2008).
Considerados en conjunto, estos datos sugieren gque el entrenamiento de resistencia
puede reducir las heterogeneidades inducidas por isquemia en la repolarizacion y

con ello podia proteger contra la fibrilacion ventricular.

1.2.4. Implicacion del canal Kate en la fisiopatologia de la

isquemia miocardica

En las lineas siguientes relataremos en primer lugar unas generalidades
acerca del canal de potasio ATP dependiente. A continuacién, haremos referencia a
los distintos trabajos de investigacion en los que se atribuye un efecto protector al
bloqueo de los canales Karp en el miocardio isquémico, para a continuacion
referirnos a aquellos trabajos de investigacion que, por el contrario, atribuyen un
efecto protector a la activacion de los canales citados. Finalmente nos referiremos a
los trabajos de investigacidn que postulan el bloqueo de los canales Karp (en un caso)
o0 la apertura de los mismos (en otro caso) como los mecanismos basicos por los que

el ejercicio fisico cronico ejerce un efector protector en la oclusion coronaria aguda.

1.2.4.1. Generalidades del canal de potasio ATP-dependiente
Los canales de potasio sensibles al ATP (canales Katp), inicialmente

descubiertos en corazén por Noma (1983), en parches de membrana aisladas
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preparadas a partir de miocitos ventriculares de cobaya, fueron posteriormente
identificados en otros tejidos incluyendo el cerebro, neuronas centrales (Ashcroft y
Ashcroft, 1990), el musculo esquelético (Spruce et al., 1985) y liso (Standen et al.,
1989), el epitelio renal y traqueal, el masculo liso del tracto urinario y el pancreas
(Cook y Hales, 1984), en el cual actian como moduladores de la liberacién de

insulina por las células pancreaticas beta (Kersten, et al.,1998); entre otros.

Los canales Kare, deben su nombre a la regulacidn inhibitoria conferida
por el ATP intracelular, por lo que un descenso en la concentracion de este
nucledtido favorece la activacion del canal (Tamayo, 2007). En todas las células los
canales Kare acoplan el estado metabdlico celular con la actividad eléctrica de la
membrana plasmatica (Aguilar-Bryan y Bryan, 1999). Estos canales ademas de
regular el potencial de reposo también modulan el potencial de accién, y esto puede

desempefiar un importante papel en los procesos fisiologicos (Lara et al., 1999).

En los miocitos cardiacos se ha propuesto que estos canales funcionan
como un mecanismo de defensa celular, ya que se activan en condiciones de hipoxia
e isquemia, causando una hiperpolarizacién de las células, disminuyendo su
excitabilidad y reduciendo asi sus demandas metabodlicas (Ashcroft S.J. y Ashcroft
F.M., 1990; tomado de Tamayo, 2007).

Los canales de Kartp son hetero-octameros conformados por cuatro
subunidades de canal de potasio rectificador interno del (Kir6.2) y por cuatro
subunidades reguladoras del receptor de la sulfonilurea (SUR) (Inagaki et al., 1995),

y se encuentran en las membranas internas mitocondriales y sarcolemales.
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Figura 1.7. Base estructural de la actividad del canal Katp. (A) Los canales Katp estan formados
por las subunidades Kir6 (izquierda) y SUR (derecha). El Kir6 esta constituido por una estructura
tetramérica de subunidades, cada una formada por dos hélices transmembrana (M1, M2), una region de
formacion de poros (que incluye la hélice -P y el poro de selectividad), el extremo N-citoplasmatico
(incluida la hélice deslizante anfipéatica) y el extremo C. El SUR esta conformado por las regiones TMO
y L0 que interacttan entre ellas y modulan la activacion de Kir6, sequidas de dos regiones TM de 6
hélices adicionales, cada una seguida por un pliegue de unién a nucleétidos (NBF). Los dos pliegues
de unién de nucle6tidos se unen para generar dos sitios de interaccion de nucledtidos en su interfaz. (B)
El canal Katp es una estructura octamérica de las subunidades Kir6 y SUR (tomado de Flagg et al.,
2010).

Los canales Kate son inhibidos por el ATP; y activados por el MgADP,
de modo que la actividad del canal es regulada por la proporcién de ATP/ADP
(YYellen, 2002). Diferentes factores desensibilizan los canales Kare, incluyendo los
nucle6tidos difosfatos, el lactato, los radicales libres derivados del oxigeno y por
estimulacion del receptor Al de la adenosina (Seino y Miki, 2003; Yokoshiki et al.,
1998).

Fue Noma, quien inicialmente formulé que la apertura de los canales de
Karte acorta la duracion del potencial de accion cardiaco a través de la aceleracion de
la fase 3 de la repolarizacion. Una incrementada repolarizacion de la fase 3 podria
inhibir la corriente de entrada de Ca*" a través de los canales tipo L y prevenir la
sobrecarga celular de Ca?*. Ademas, el enlentecimiento de la despolarizacion podria
también reducir la entrada de Cay retardar o prevenir la reversion del intercambiador

Na‘/Ca?". Esas acciones podrian incrementar la viabilidad celular por medio de una
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reduccion en la sobrecarga de Ca?* durante la isquemia y la reperfusion temprana.
Existe considerable apoyo experimental para el papel protector de los canales de
Katp del sarcolema en la funcion miocéardica (Halestrap, 2006; Cole et al., 1991; Tan
et al., 1993; Yao y Gross, 1994; Yao y Gross, 1994. Tomado de Golbidi y Laher,
2012).

En opinidn de un gran ndmero de autores, los canales Kare sarcolemales
son un blanco potencial para la proteccion, inducida por el ejercicio, contra la
isquemia-reperfusion. Durante la isquemia, las celulas cardiacas recurren
metabolicamente a la glucdlisis anaerébia incrementada para compensar la
reduccion de ATP. La acidosis resultante incrementa el influjo de Na* hacia el
interior celular a través del intercambiador Na+/H+ y se inhibe la Na*/K-ATPasa
sarcolemal dependiente de ATP, lo que aumenta la acumulacién inicial de Na*
(Ladilov et al., 1995; Piper et al., 2004). La alta concentracién de Na* intracelular
provoca que el intercambiador Na*/Ca?* trabaje en el modo reverso, produciendo una
sobrecarga de Ca?* citosolica y mitocondrial tras la reperfusion, al tiempo que una
rafaga de radicales libres derivados del oxigeno es generada por las mitocondrias,
mientras que la sobrecarga intracelular de Na® continla como resultado de la

alteracion de la funcién de Na*/KATPasa.

1.2.4.2. Importancia de los canales de Katp a nivel cardiaco
El presente apartado ha sido objeto de amplias y minuciosas revisiones

y gque de modo sucinto expondremos a continuaciéon (Tamargo et al., 2004).

Los canales estan cerrados a concentraciones normales de ATP. En
presencia de bajos niveles de ATP (< 0,5 mM), tal como sucede durante la isquemia
la apertura de los canales Katp provoca una salida de potasio y la hiperpolarizacion

de la célula (Jalife et al., 2009), lo que disminuye la entrada de Ca*" a través de los
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canales tipo L y acorta la duracién del potencial de accion. Estos efectos previenen
la sobrecarga de Ca**, preservan los niveles de ATP e incrementan la supervivencia
celular (Grover y Garlid, 2000; Gogelein, 2001).

La activacion de los canales Kare juega un papel importante en el
precondicionamiento isquémico (PCI), en el que breves periodos, individuales o
maltiples, de isquemia miocéardica confieren proteccion contra una posterior
isquemia prolongada, reduciendo el tamarfio del infarto de miocardio, la gravedad del
aturdimiento y la incidencia de arritmias cardiacas. Sin embargo, la activacion de los
canales Katp también dio lugar a un acortamiento de la duracion del potencial de
accion, a la acumulacion de K* extracelular, a la despolarizacién de la membrana y
a una velocidad de conduccion lenta, efectos que hacen que el corazén isquémico

sea vulnerable a arritmias por reentrada (Evans et al., 1996).

Se observo que los farmacos abridores del canal de potasio el pinacidil,
cromakalim, rimakalim y nicorandil ejercen efectos cardioprotectores en modelos de
isquemia/reperfusidén en miocardio y en pacientes con infarto agudo de miocardio
(Evans et al., 1996, Grover y Garlid, 2000).

Sin embargo, estos farmacos también activan los canales Katp €n vasos
(Kir6.1/SUR2B) y producen efectos hipotensores que limitan su uso en el
tratamiento de la isquemia miocérdica. Ademas, ya que la densidad de los canales
Kate €s mayor en el epicardio, los KCOs producen un mas marcado acortamiento de
la duracién del potencial de accidén en células epicardicas, conduciendo a una
marcada dispersién de la repolarizacion y al desarrollo de actividad extrasistélica a
través de un mecanismo de reentrada en la fase 2 (Di Diego y Antzelevitch, 1993).
Sin embargo, los KCOS acortan la duracién del potencial de accion (intervalo QT),
reduce la dispersion transmural de la repolarizacion y suprime las tempranas y

tardias postdespolarizaciones inducidas, en pacientes con LQT1.
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Por otro lado, los canales Kate son bloqueados por las sulfonilureas (i.e.
glibenclamida, glicazide, glipizida, glimepirida, tolbutamida), glinidas (repaglinida,
nateglinida) y diversos farmacos antiarritmicos (Carmeliet y Mubagwa, 1998; Liu et

al., 2001; Sakuta et al., 1992; Sakuta et al., 1993; Wang et al., 1995, Ripoll et al.,

1993). Los bloqueadores de los IKatp cardiacos previenen el acortamiento de la
duracion del potencial de accion y la incidencia de fibrilacion ventricular durante la
isquemia miocardica, aun cuando en modelos de isquemia/reperfusion ellos son

principalmente arritmogénicos (Evans et al., 1996; Grover y Garlid, 2000).

Ademés, ya que los canales Karp estan presentes en las células f
pancreaticas y en el musculo liso (Seino y Miki, 2003), los bloqueadores del canal
Kate pueden producir hipoglicemia y vasoconstriccion coronaria, efectos que
podrian descartar su interés como agente antiarritmico. Los bloqueadores
cardioselectivos de los canales Karp (clamikalant, HMR 1098), inhiben el
acortamiento de la duracion del potencial de accion, inducido por hipoxia, y
previenen la fibrilacion ventricular, inducida por la oclusion de la arteria coronaria,
en perros conscientes post-infartados, a dosis que no producen efectos sobre la
liberacién de insulina, la presién sanguinea o el flujo sanguineo coronario (Grover y
Garlid, 2000). Por lo tanto, estos canales podrian representar una aproximacion al
tratamiento de las arritmias ventriculares, en pacientes con enfermedad cardiaca

coronaria.

1.2.4.3. Comportamiento del canal Karp en la isquemia

miocardica

Segun Cole et al., (1991), es sabido que la fase de meseta del potencial
de accion cardiaco se reduce de manera marcada y las contracciones se disminuyen
durante la depresion metabolica provocada por la isquemia, hipoxia, anoxia, 0 por

tratamientos con venenos metabolicos (Carmeliet, 1978). Sin embargo, los
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mecanismos responsables de estas alteraciones funcionales y su importancia para la
supervivencia del miocardio durante la isquemia aun no se entienden
completamente. La mas rapida repolarizacion del potencial de accién podria deberse
a: 1) una disminucion de la corriente hacia el interior, 2) un aumento en la corriente
hacia el exterior 0 3) una combinacion de ambos. Estudios de voltaje clamp insintan
que la alteracion primaria en las corrientes de la membrana durante la intoxicacion
metabdlica, la anoxiay la hipoxia es el desarrollo de una gran conductancia de salida
de K, (Vleugels et al., 1985; Noma y Shibasaki, 1985) resultante de la activacion de
canales de Kare independientes del tiempo, (Tanganuichi et al., 1983; Fosset et al.,
1988; Stern et al., 1988; Lederer et al., 1989). Los canales de potasio sensibles a
ATP se observaron inicialmente en parches de membrana extirpados expuestos a
soluciones que carecian de ATP (Noma, 1983). Estos canales estan cerrados a
concentraciones intracelulares fisiologicas de ATP (5-10 mM), pero cuando la
concentracion se reduce su probabilidad de apertura incrementa (Noma, 1983; Kakei
M. etal., 1985). Estudios recientes proporcionan evidencia de que la 1Kt también
se activa por los llamados farmacos de apertura del canal de potasio, tales como
nicorandil, cromakalim (Hiraoka y Fan, 1989; Sanguinetti, 1988 y pinacidil (Arena
y Kass, 1989; Tseng y Hoffman, 1990). Por otra parte, la inhibicion de los canales
es proporcionada por sulfonilureas, antidiabéticos orales, como la glibenclamida y
la tolbutamida (Fosset et al., 1988). Los farmacos que acttan abriendo el canal de
K", acortan el potencial de accion cardiaco notablemente y causan un inotropismo
negativo (Mestre et al., 1988; Osterrieder, 1988), que puede ser revertido con las
sulfonilureas (Mestre et al., 1988). Noma (1983), postula que la activacion de la
IKate ¥ un descenso en la duracion potencial de accion podrian conducir a una

preservacion del ATP celular y a la prevencidn de la lesion isquémica irreversible.

Bajo condiciones metabdlicas normales, los canales de Karp
sarcolemales estan predominantemente cerrados y ellos no contribuyen

significativamente a la excitabilidad celular. Sin embargo, esos canales se abriran
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cuando sean expuestos a una gran cantidad de estrés metabolico tal como en la
anoxia, en la inhibicion metabdlica o en la isquemia. Al acortarse el potencial de
accion, la entrada de calcio se reduce y consecuentemente la contraccién del miocito
falla. Al reducirse la entrada de Ca?*, los almacenamientos de energia que podrian
de otro modo ser utilizados en la contraccion celular podrian ser preservados y la
sobrecarga de Ca®" seria minimizada, protegiendo a la célula. Tal “estrategia” de
preservacion es por supuesto autolimitada, puesto que si demasiados miocitos paran
de contraerse, el corazon para de bombear y el animal morira, pero parece una idea
razonable pero no comprobada de que la proteccion temporal de un pequefio nimero
de células o de una region del corazon, contra el dafio por sobrecarga de Ca?* durante
la isquemia, es probable que opere en el corazén. Para apoyar la idea de que la
activacion de que el canal de Karp s protector durante la isquemia, se ha demostrado
que los farmacos abridores de los canales de potasio mejoran la preservacion del
ATP (McPherson, Pierce y Cole, 1993), y producen efectos anti-isquémicos por

acortamiento del potencial de accion (Grover y Garlid, 2000).

Segun Zhang et al. (2010), la evidencia disponible indica que la
glibenclamida, un inhibidor selectivo del canal de Katp, abole los efectos anti-
isquémicos por inhibicidn del acortamiento del potencial de accion (Yao y Gross,
1993). En el raton Kir6.27", los canales de Karp sarcolemales estan abolidos
(Suzuki et al., 2002) y los canales de Karp estan reducidos en densidad (Rainbow et
al., 2004)., en miocitos cardiacos de ratas transfectada con un fragmento negativo
dominante de SUR2A. En ambos de esos estudios, la cardioproteccién isquémica es
también abolida. En paralelo, la sobreexpresion moderada del SUR2A habria
aumentado los canales de Karp sarcolemales y protegido los corazones contra el
estrés metabolico, incluyendo a la hipoxia y la isquemia/repercusion (Du Q., et al.
2006). La idea general de que la activacion del Kartp provee cardioproteccién contra
la isquemia es ademas apoyada por reciente evidencia que los ratones Kir6.2”~

exhiben una respuesta alterada a la sobrecarga sistolica seguida de la constriccion
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adrtica transversa cronica (Hu X. et al., 2008). Sin embargo, dos estudios mas
parecen contradecir un rol cardioprotector. En esos estudios, de grupos
independientes, encontraron que ratones SUR1 ™y SUR2™ fueron mas tolerantes a
la isquemia-reperfusion global que los ratones control, con reduccion del tamarfio del
infarto (Stoller et al., 2007; Elrod et al., 2008) Ya que los ratones SUR2 ™" tiene una
gran reduccion de los canales de Karp sarcolemales en el ventriculo, la
cardioproteccion aumentada es opuesta al fenotipo esperado (es decir, la proteccion

esta alterada). La cardioproteccion en los ratones SUR2 ™"~

concebiblemente podria
ser debido a la pérdida del componente vascular SUR2B de los canales Kare, pero
una similar cardioproteccion en los ratones SUR1™ (Elrod et al., 2008) podria no

ser explicada por un mecanismo como este.

1.2.5. Efectos de la activacion y bloqueo de los canales Katp en la

isquemia miocéardica. Efectos especificos de las actuaciones sobre

el canal Katp del sarcolema frente al canal Katp mitocondrial

La implicacién del canal de potasio sensible a ATP en los efectos deletéreos
de la isquemia miocéardica aguda ha sido objeto de controversias hasta la actualidad.
Asi si bien un importante nimero de autores considera la apertura de dichos canales,
gue se produce espontaneamente durante la isquemia miocardica, como un efecto
beneficioso, otros autores plantean el bloqueo de los mencionados canales, como una
maniobra protectora frente a las arritmias por reentrada (como la fibrilacion
ventricular) en los momentos méas prematuros del proceso isquémico en el

miocardio.

En el presente apartado realizaremos una exposicion sobre las dos posturas
mencionadas, presentando las diversas investigaciones al respecto por los autores
gue ven como una ventaja a la apertura de los canales Kare frente a los que la ventaja

la atribuyen al bloqueo de los mismos.
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Ha sido relatado por diversos autores (Powers et al., 2008, citados por
Quindry et al., 2012) que numerosos mecanismos proporcionan la cardioproteccion
a través de la reduccion del estrés oxidativo y el desacoplamiento energético
experimentado durante la isquemia y reperfusion (IR). Relacionado tanto con el
equilibrio redox miocardico como con la disponibilidad de energia, los canales de
potasio sensibles a ATP, mitocondriales (Kate mito) y sarcolemales (Kate sarco),
han recibido una atencién significativa como potentes mediadores protectores contra
la lesion por IR, aunque, como sefialan Boli y colaboradores (2004), citados por
Quindry et al., (2012), la activacion sostenida de estos canales ha sido dificil de

alcanzar.

Pese a que es importante para alargar la supervivencia y asimismo la
funcionalidad del cardiomiocito, la activacién del canal de Karp del sarcolema en la
isquemia aguda, no es menos cierto que tal activacion produce un acortamiento de
la duracién del potencial de accion y del periodo refractario, lo que si se produce
inhomogéneamente podra promover la propia FV, ya que la heterogeneidad
espaciotemporal es especialmente deletérea y arritmogeénica (Janse y Wit, 1989), ya
gue estos efectos son claramente arritmogénicos, facilitando los fendmenos
reeentrantes. Ademas, cambios en la duracién del potencial de accion inducidos por
alteraciones en la salida del potasio pueden provocar anormalidades de la conduccion
del impulso (Billman, 2008).

Son numerosas las investigaciones que han atribuido un efecto protector al
bloqueo del canal Karp habiendo dado lugar a diversas revisiones al respecto
(Billman, 2008).

Durante la isquemia miocérdica, un nimero de factores promueven
disminucion de la excitabilidad y fallos en la conduccion, incluyendo: hipercalemia,

acidosis y activacion de la IKare (Shaw and Rudy, 1997, tomado de Taylor et al.,
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2012). Billman (2008), ha publicado que, segun diversos estudios, la activacion
selectiva de los canales Karp conduce a la salida de potasio de las células isquémicas,
al acortamiento de la duracidon del potencial de accién y a la dispersion de la
refractariedad, lo que supone cambios electrofisioldgicos que son responsables de la
produccidn de arritmias ventriculares letales (Wilde, 1993; Bilman, 1994; Wilde y
Aksnes, 1995). Por lo tanto, los farmacos que inhiben selectivamente estos canales,
podrian ser particularmente efectivos en la prevencion de la muerte subita cardiaca.
Asimismo, la sobreexpresion de canales es pro-arritmica y promueve la muerte

prematura en ratones transgénicos.

Flagg et al. (2010), afirma que la hiperactividad del canal de Kare del
sarcolema cardiaco disminuye la estabilidad eléctrica del corazén. Los cambios en
la duracion del potencial de accidn inducido por alteraciones en la salida del potasio
pueden también provocar anormalidades en la conduccién del impulso (Billman,
2008). Durante la isquemia, un namero de factores promueven la depresion de la
excitabilidad y la falla en la conduccion, incluyendo la hipercalemia, la acidosis y la
activacion de la Ixate (Shaw y Rudy, 1997, tomado de Taylor et al., 2012). Es por
tales razones, que el blogueo de los canales citados debe ejercer un efecto protector
frente a las arritmias asentadas sobre el fendmeno de la reentrada y que son causa de

muerte sUbita cardiaca. (Englert et al., 2003).

Ha sido publicado, por diversos autores, un efecto protector frente a la
fibrilacion ventricular, derivado del bloqueo de los canales Katp, con el uso de
bloqueantes del grupo de las sulfonilureas, en el modelo experimental de la rata
(Lepran et al., 1996; El Reyani et al., 1999, tomado de Quindry et al (2012).

Se ha demostrado que, el blogqueo del canal Kate durante la FV promueve la
desfibrilacion espontanea de corazones humanos, lo que también fue observado en

animales por los investigadores que acabamos de citar, mediante la atenuacion de la
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dispersion espacio-temporal isquemiodependiente de la refractariedad al inicio de la
FV, siendo probablemente la base molecular: la expresion heterogénea y alterada de
las subunidades del canal Kartp en corazones cardiomiopéticos (Farid et al., 2011).
Aunque ha sido publicado que el bloqueo de los canales de Katp puede agravar la
lesion isquémica aguda, autores afirman que puede ser posible mantener un efecto
antiarritmico por bloqueo del canal de Karp Sin consecuencias adversas para la
cardioproteccion mediante la selectividad de los canales de Kare del sarcolema,

dejando intactos los canales de Karp mitocondriales (Farid et al., 2011).

Esta Ultima investigacion, asi como la que citaremos a continuacion reviste
especial importancia en la actual polémica acerca de la bondad o la poca idoneidad
de bloquear los canales Kate. Taylor et al. (2012), en un modelo de corazén de perro,
aislado, fibrilando y sometido a isquemia global, encontraron que el bloqueo de los
canales Karp con glibenclamida protegio frente a la instauracion de zonas de
inexcitabilidad eléctrica cardiaca, a diferencia de lo que ocurri6 con la activacion de
dicho canal, en cuyo caso se presentaron zonas de depresion de la actividad eléctrica

y asistolia.

En contraposicién a los muchos trabajos de investigacion dirigidos a estudiar
el efecto antiarritmico que exhibe la inhibicién farmacolédgica de los canales que
vehiculan la Ixate, para otros autores la activacién de los canales Katp durante la
isquemia es mas bien cardioprotectora en modelos experimentales “in vivo”. Este
efecto protector lo explican sobre la base de una reduccion de la duracion del
potencial de accion y de la contraccion miocéardica, lo cual mantiene mejor los
depdsitos de ATP que serian consumidos para el proceso contractil. Efectivamente,
en condiciones normales del metabolismo, los canales Katp del sarcolema estan en
su mayoria cerrados, y no contribuyen de manera significativa a la excitabilidad
celular. Sin embargo, estos canales se abriran cuando se expone la célula a un estrés

metabdlico grave, como la anoxia, la inhibicion metabdlica o la isquemia. Al
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acortarse el potencial de accion por activacion del canal Kare sarcolémico, la entrada
de calcio se reduce, y en consecuencia se deprime el proceso contractil (Lederer et
al., 1989, citado por Zhang et al., 2010). Al reducir la entrada de Ca®*, las reservas
de energia que de otro modo serian utilizados por la célula, para la contraccién, serian
preservadas y la sobrecarga de Ca?* se reduciran al minimo, protegiéndose asi a la
célula. Si bien es cierto, si muchos miocitos detienen la contraccion, el corazén deja
de bombear y el animal muere, pero parece una razonable, si no probada, idea que la
proteccién temporal de un pequefio nimero de células, o de una region del corazén,
contra los dafios de la sobrecarga de Ca®* durante la isquemia, es probable que opere

en el corazon.

McPherson et al., (1993), usando una sustancia abridora del canal Kare, €l
pinacidil, en un modelo de isquemia global de ventriculo derecho de cobayas,
encontraron que se redujo la duracién del potencial de accion, se inhibié la deplecién
de los niveles celulares de ATP y fosfocreatina, lo que probablemente se hallara
ligado a su efecto sobre la contractura isquémica y a un fallo prematuro contractil.
La relacion entre los niveles de fosfato de alta energia y las alteraciones de la
maquinaria contractil ha sido publicada por diversos autores (Nichols C.G.., et al
1990).

Otros autores encontraron un deterioro de la funcion contractil en modelos
de isquemia y reperfusién en corazones de raton in situ, tras la administracion de
bloqueadores del canal Kare. El tamafio del infarto disminuy6, en relacion a los
corazones procedentes de ratones con deficiencia de la subunidad Kir6.2 del canal
Kate (Suzuki et al., 2002, citados por Flagg et al., 2010). Ademas de la preservacion
del ATP, la activacion de los canales Katpe puede reducir la excesiva entrada de Ca**
y sus destructivas secuelas, incluyendo las arritmias, la disfuncién contractil y la

muerte celular (Bers, 2008, tomado de Flagg et al., 2010).
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La existencia también de canales de Katp mitocondriales y el papel del canal
Katemitocondrial versus el canal Karp del sarcolema no esta claro en absoluto (Zang
et al., 2010). Si bien hace ya tiempo se planted la hipdtesis de que el canal Karp del
sarcolema era responsable de la proteccion del miocardio isquémico en el caso del
precondicionamiento, evidencias posteriores han sugerido que el canal de Kare
mitocondrial (mito Kare) puede ser el que medie la cardioproteccién inducida por el

precondicionamiento (Gross y Fryer, 1999).

Diversas observaciones cientificas han llevado a un debate sobre las distintas
funciones del canal Karp del sarcolema y de la mitocondria en la proteccion frente a
la isquemia miocardica. Asi, Vajda et al. (2007), observaron que la inhibicién del
canal Karp del sarcolema redujo la incidencia de arritmias ventriculares letales y
mejord la supervivencia tanto durante la isquemia aguda del miocardio como en
la reperfusion en ratas. Este efecto beneficioso se correlaciond con la prolongacion
de la repolarizacion. La inhibicion del canal de Kate mitocondrial no mejoré la
supervivencia ni redujo la aparicion de isquemia y/o arritmias inducidas por
reperfusion y no prolongo el intervalo QT. (Vajda et al., 2007). Estos ultimos autores
compararon el efecto de la glibenclamida, que, como es sabido, es un inhibidor no
selectivo de los canales Katp, frente a un inhibidor selectivo de los canales de Katp
mitocondriales, el 5-HD, y frente a un inhibidor selectivo de los canales Karp
sarcolemales, el HMR 1883. La glibenclamida y el HMR 1883 redujeron la FV
irreversible inducida por isquemia y mejoraron la supervivencia durante la isquemia
miocérdica y durante la reperfusion; también la incidencia de arritmias inducidas por
reperfusion fue reducida por la glibenclamida y el HMR 1883. El 5-HD no influyé

en la supervivencia y en la incidencia de arritmias ventriculares.

En corazones de rata aislados sometidos a 25 minutos de isquemia global y
30 minutos de reperfusion, la administracion de un abridor, fundamentalmente, del

canal Katp mitocondrial (el diazéxido), y de un abridor del canal Karp sarcolémico
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y mitocondrial, el cromakalin, se observé que el primero exhibié menos efectos
deletéreos de caracter electrofisioldgico, desde el punto de vista de crear un sustrato
para las arritmias reentrantes (i.e.: menor acortamiento en la duracién del potencial
de accion, de lo que lo hizo el abridor del canal sarcolémico), si bien ambos abridores
produjeron efectos beneficiosos de caracter mecanico (i.e.: aumento del tiempo para
la aparicion de contractura) asi como la mejora de la recuperacion funcional post-
isquémica. Inversamente el bloqueo de estos canales mitocondriales abolié los
anteriores efectos. Estos experimentos mostraron que el diazoxido fue
significativamente menos potente que el cromakalim en el aumento de corrientes de
K" del sarcolema y pérdida del mismo por el miocito, y en el aumento extracelular
de este ion (Garlid et al., 1997).

Gonca y Bozdogan (2010), realizaron un estudio con el fin de evaluar el
efecto de la inhibicidn del canal Kare del sarcolema y contrariamente de la apertura
del citado canal a nivel mitocondrial, en la isquemia y reperfusién miocéardica en
ratas de géneros masculino y femenino. Estos autores concluyeron que el bloqueo
selectivo del canal Katp del sarcolema y la apertura selectiva del canal Kartp
mitocondrial, ejercid efectos anti-arritmicos protectores, asi mismo fue protector
antiarritmico el uso simultdneo de un bloqueante selectivo del canal sarcolémico y
un abridor no selectivo del canal sarcolémico y mitocondrial. Los resultados del
presente estudio indicaron que tanto la activacion del canal de Karp mitocondrial y

la inhibicion del canal de Katp del sarcolema ejercen una accién antiarritmica

Pérez et al. (2011), en un modelo de corazon aislado de rata y con el fin de
evaluar la participacion de los canales mitocondriales en el efecto protector sobre el
miocardio isquémico, de la inhibicion del intercambiador Na+/H+ con cariporide,
hallaron un efecto beneficioso al aumentar la actividad de los canales Karp

mitocondriales con el abridor especifico diazoxido. Yang et al. (2009), atribuyeron

66



INTRODUCCION

un efecto protector frente a la isquemia y reperfusion en el miocardio de rata, tanto

a la apertura del canal Karp del sarcolema, como al mitocondrial.

1.2.6. Papel de los canales Katp como posible mecanismo por el

gue el ejercicio fisico ejerce su efecto protector antiarritmico

En la actualidad, se han desarrollado muchas intervenciones dirigidas a la
proteccion miocardica frente al dafio producido por la isquemia y reperfusion
miocardicas. De entre tales maniobras, destaca la realizacion de ejercicio fisico. A
pesar de esto, los mecanismos y/o mediadores por los que el ejercicio fisico es
protector no se hallan totalmente dilucidados hasta el momento, asi como tampoco
el mecanismo exacto de su participacién. De entre los mecanismos probablemente
implicados (v. gr.: estatus de la defensa antioxidante, respuesta de las proteinas de
choque térmico, “disregulacion” de las proteinas reguladoras de los movimientos del
calcio intracelular), se ha enfatizado a la posible accion sobre el canal de potasio

ATP dependiente (para revision ver Quindry et al., 2011).

La implicacion del canal de potasio sensible a ATP en los efectos
beneficiosos del ejercicio fisico ha sido objeto de controversias hasta la actualidad.
Se ha planteado por diversos investigadores la participacion, en las modificaciones
por el ejercicio fisico, del canal Kare, al que se le atribuye un papel de “diana” sobre
la que actuar para combatir las arritmias letales, cuyo mecanismo bésico es la re-
entrada (para revisiéon ver Billman, 2008). Efectivamente, como hemos visto, la
activacion de la corriente de potasio Ikate Se acomparfia de una marcada dispersion
de la repolarizacion y de la refractariedad dentro del miocardio, siendo esta una
condicién basica sobre la que, como es clasicamente conocido, se desarrollan
arritmias (Di Diego y Antzelevitch, 1993; Billman, 2008).
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1.2.6.1. ¢Bloquea el ejercicio fisico cronico los canales Katp,

en el miocardio isquemico? Investigaciones que apoyan este

mecanismo

Jew y Moore (2001), usando la preparacion de corazon aislado y
perfundido de rata sometido a un protocolo de isquemia-reperfusion global,
observaron un incremento significativo de la rigidez diastélica en el ventriculo
izquierdo en los animales sedentarios, pero no en los entrenados. El bloqueo del
canal Kare con glibenclamida durante la reperfusién provocé una normalizacion en
todos los indices de la funcidn contréctil en el ventriculo izquierdo. El entrenamiento
aumento la sensibilidad del corazén a la glibenclamida ya que los valores de la
presion desarrollada en el ventriculo izquierdo se normalizaron tanto en los controles
como en los entrenados, aunque mas en este Ultimo grupo. Para estos autores el
incremento de la sensibilidad a la glibenclamida en los corazones entrenados es un
nuevo hallazgo que podria implicar un papel de los canales de potasio ATP-
dependientes en la cardioproteccidn inducida por el ejercicio contra el dafio por
isquemia/reperfusién. Para estos autores, el entrenamiento tiene un efecto supresor
respecto a la apertura del mencionado canal, o de modo similar que el entrenamiento
aumenta la afinidad al blogueo de estos canales con glibenclamida, que actua tanto
sobre los canales del sarcolema, como sobre los existentes en la pared mitocondrial.
A partir de los datos mecanicos, los autores suponen que la normalizacion mecanica
derivada de la normalizacién de la morfologia del potencial de accion, podria
explicar que los animales entrenados recuperaran su funcion contractil prontamente

tras la reperfusion post-isquémica.

Jew y Moore (2002), usando la técnica del “patch clam” en células
procedentes de miocardio de rata, y sometidas a un periodo de anoxia, encontraron
gue: en las células procedentes de animales entrenados hubo un porcentaje mucho
menor de expresion de corriente IKare (sensible al bloqueante glibenclamida) y el

pico de densidad de corriente vehiculada por el canal Karp era significativamente
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menor que en los controles. En opinion de estos autores, estas alteraciones en la
IKatp serian el reflejo del proceso que contribuye a la cardioproteccion inducida por

el entrenamiento. Embota

Las observaciones comentadas hasta el momento, parecen indicar que
el ejercicio fisico confiere cardioproteccion al corazon contra el dafio isquémico,
probablemente al aumentar la sensibilidad del corazon al bloqueo de los canales
Kate, ¥ por ello, estos hallazgos han servido de base para plantear que los efectos
electrofisioldgicos beneficiosos del ejercicio fisico crénico en el corazén isquémico,
pueden relacionarse, al menos en parte, con un efecto blogueante de la corriente que

vehiculan los canales mencionados. En ello insistiremos con posterioridad.

1.2.6.2. ¢Abre el ejercicio fisico cronico los canales Katp, €n

el miocardio isquéemico? Investigaciones que apoyan este

mecanismo

Ademas de que el papel que los canales Karp de membrana celular, en
la proteccion miocardica permanece relativamente poco investigado hasta la fecha
(Powers et al., 2008), y pese a los comentarios realizados en los parrafos anteriores
sobre la posibilidad de que el ejercicio fisico cronico actuara blogueando el canal
Kate en la isquemia, existe un gran nimero de trabajos que apuntan en la direccion
contraria, pese a que observaciones nuestras (Del Canto y et al., 2012, Soler y et al.,
2015) y lo que entendemos que se desprende de las investigaciones de Jew y Moore
(2001, 2002), parecen apuntar hacia una menor actividad del canal, e incluso a un
efecto bloqueante del mismo por el ejercicio, como hemos dejado a entender

anteriormente.

Brown et al. (2005), publicaron que el entrenamiento fisico,

contrariamente a lo que hemos relatado hasta ahora, aumenta la expresion de los
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canales Karp de membrana. Otros autores también postulan, como uno de los
mecanismos mas claramente implicados en el efecto protector del ejercicio fisico, la
existencia de niveles elevados de canales Kare de membrana celular (Kong et al.,
2001, Gross et al., 2003, Powers et al., 2008); incluso algunos autores, usando un
modelo de corazon aislado similar al que pretendemos utilizar nosotros, publicaron
que la inhibicion farmacoldgica de los canales Katp de membrana celular empeora
los efectos beneficiosos del ejercicio fisico, producidos por la isquemia-reperfusion
(Brown et al., 2005).

Quindry et al. (2010), realizaron un estudio en ratas para analizar si los
canales Katp mitocondriales y sarcolemales proveian una proteccién antiarritmica
en corazones ejercitados, contra la isquemia-reperfusion. La inhibicién de los
canales Katep mitocondriales mitigd los efectos antiarritmicos del ejercicio fisico,
mientras que ello no ocurrié con la inhibicién del canal sarcolémico. Estos hallazgos
sugieren que el canal de Karp mitocondrial proporciona la proteccion anti-arritmica
como parte de la cardioproteccion contra la isquemia-reperfusion mediada por el
gjercicio. Quindry et al., (2012), realizaron un estudio con el fin de investigar la
implicacién del canal Kare mitocondrial y sarcolémico en el efecto del
entrenamiento fisico sobre la muerte celular y la apoptosis post isquemia y
reperfusién en ratas, y aunque ninguno de los canales mencionados ejercid
proteccion contra la apoptosis, cuando el canal Kare del sarcolema fue bloqueado,
se redujo el efecto protector del ejercicio fisico sobre la magnitud del miocardio

infartado.

Trabajos mas recientes implican claramente al canal Kare en los
efectos beneficiosos del ejercicio fisico regular y demuestran que el ejercicio ejerce
una regulacion positiva del canal Kare, que es reflejado por el contenido elevado de

las subunidades del canal, por la densidad de corriente y la contribucion del canal al
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acortamiento de la duracion del potencial de accién a altas frecuencias de activacion
(Wang y Fitts. 2018).

1.3. RESUMEN DE LA JUSTIFICACION DE LOS

OBJETIVOS E HIPOTESIS DE TRABAJO

Dado que: 1. Se ha publicado que el ejercicio fisico crénico ejerce efectos
protectores frente al desencadenamiento de la fibrilacion ventricular, que es la
principal causa de muerte subita cardiaca; 2. De entre los mecanismos bésicos
propuestos para explicar el efecto protector se ha planteado una mayor actividad de
la corriente vehiculada por la apertura del canal de potasio sensible a ATP del
sarcolema del cardiomiocito ventricular; 3. Ha sido relatado que la apertura del
mencionado canal ejerce un efecto arritmogénico; 4. Este efecto contrasta con el
efecto antiarritmico del ejercicio fisico crénico; y 5. Que observaciones previas
realizadas por nuestro grupo parecen asemejar mas bien el bloqueo, y no la apertura,
del canal Karp a los efectos electrofisiologicos del entrenamiento fisico; nos hemos
propuesto investigar la similitud, o por el contrario, la discrepancia, entre los efectos,
a nivel de algunos pardmetros electrofisiologicos relacionados con la instauracion de
fibrilacion ventricular, que produce el ejercicio fisico crénico y el bloqueo del canal
Kate. Estos pardmetros los estudiaremos en un modelo de corazén aislado de conejo
(no sometido por tanto a influencias nerviosas centrales ni humorales) en el que
provocaremos isquemia regional aguda, procedente de un grupo de animales
sometidos a un protocolo de ejercicio sobre tapiz rodante, de un grupo tratado con
un bloqueante del canal Karp y de un grupo control. Con ello podremos, comparando
los resultados entre grupos, contribuir a evidenciar, en su caso, efectos
electrofisioldgicos del ejercicio fisico que no pueden explicarse a través del efecto
activador de la corriente Ixate (que es lo que sostiene la casi totalidad de autores), e
incluso que, por el contrario, parecen mas bien ligados al bloqueo de la mencionada

corriente.
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Nuestra hipotesis es que el ejercicio fisico cronico ejercerd efectos
electrofisioldgicos contrapuestos a los originados por la apertura del canal Kare.

1.4. PLAN DE TRABAJO
Para poder alcanzar los objetivos propuestos en la presente tesis doctoral, hemos

disefiado el siguiente plan de trabajo:

e Determinar en corazones aislados provenientes de conejos, de un grupo
control, de un grupo sometido a un protocolo de entrenamiento fisico y
de un grupo de conejos cuyo corazén aislado sera tratado con un
blogueante del canal Katp (glibenclamida); y sometidos a fibrilacion
ventricular, sin interrumpir la perfusion, normalmente oxigenado y tras

isquemia regional aguda, las modificaciones electrofisiolgicas sobre:
1. Larefractariedad ventricular.

2. Las caracteristicas espectrales de la fibrilacion ventricular

inducida.
3. El mantenimiento de la arritmia.

4. La reversibilidad de la fibrilacion mediante choques

eléctricos.

e Comparar, tras la aplicacion de los correspondientes test estadisticos,
los resultados de estos parametros con los procedentes de un grupo
control y con los procedentes de animales sometidos a un protocolo de

entrenamiento fisico.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1. MATERIALES

2.1.1. Animales de experimentacion

2.1.1.1. Modelo animal empleado

La utilizacion de modelos animales para el estudio de las enfermedades
cardiovasculares ha contribuido sustancialmente al mejoramiento del conocimiento
de sus fisiopatologias. En este sentido el conejo, y en particular el de raza Nueva
Zelanda Blanco (Orgytolagus cunniculus) (Figura 1.1.A.), debido a su especiales
caracteristicas: cuerpo cilindrico de tamafio mediano que facilita su manipulacién,
orejas grandes para facilitar la administracion de inyecciones endovenosas a través
de la vena marginal, caracter décil y temperamento ligeramente nervioso (Fuentes et
al., 2010), se ha consolidado como modelo en los laboratorios de investigacion, para
el estudio de enfermedades cardiovasculares, en relacion a la investigacion de la

isquemia miocardica y la remodelacion cardiaca (Verdouw et al., 1998).

Larazon principal para esta eleccion radica en que, el corazon de conejo
(Figura 1.1.B.), es muy similar en ciertos aspectos al corazén humano (Panfilov,
2006; Gao et al., 2007; Gaustad et al., 2010; citados por Zarzoso (2011) y Parra,
(2012)), ya que presenta escasa circulacién coronaria colateral en condiciones
fisioldgicas (Maxwell et al., 1987; Coker, 1989) y bajos niveles de xantino oxidasa
(Downey et al., 1987). Por esto, se ha sugerido que el corazdn de conejo, que tiene
bajo flujo colateral (Maxwell et al., 1987), sea un buen modelo experimental para el

estudio del infarto “sin tiempo”, es decir el infarto no precedido por angina previa
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sea un buen modelo experimental para el estudio de la isquemia (Riccitelli et al.,
1991).

Asi mismo, en un estudio histopatolégico de la evolucion del infarto de
miocardio experimental sin reperfusion, en el conejo, Morales et al. (2001),
observaron su similitud con la del humano, aunque con algunas diferencias (la
hemorragia masiva intramiocardica y la presencia de bandas de contraccién), lo que
convierte al modelo en una referencia para estudios posteriores vinculados a la

isquemia y al infarto de miocardio.

Por otro lado, se sabe que, al emplear un protocolo de ejercicio fisico
con una intensidad, frecuencia y duracion determinada, el conejo exhibe facilmente
signos cardiovasculares de los efectos del entrenamiento fisico (DiCarlo & Bishop,
1990; Such et al., 2002; Such et al., 2008; citados por Zarzoso, 2011).

Y finalmente, y no menos importante, otros aspectos que se han tenido
en cuenta respecto a la eleccion de la especie (Fuentes et al., 2010) son:
o Facil reproducibilidad experimental.

e Facil cuidado y manejo del animal, ademas de bajos costes.

Figura 2.1. A: Conejo de raza Nueva Zelanda Blanco. B: Corazon aislado de conejo.
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2.1.2.2. Numero de animales empleados para el estudio

Para este estudio se emplearon 53 conejos machos de la raza Nueva
Zelanda Blanco, que fueron provistos por el centro de cria y suministro oficial
“Granja Cunicular San Bernardo S.L.” (Navarra, Espaifia). Cada uno de los animales
que participaron, al inicio del estudio, tenian un peso corporal de 2037,4 (x 173) g,

y 9 semanas de nacidos.

2.1.2. Reactivos, farmacos y otros compuestos
Los reactivos, farmacos y demas compuestos utilizados en las diferentes
fases de la preparacion experimental, para el estudio con corazones aislados de

conejo, fueron los siguientes:

2.1.2.1. Para la fase de heparinizacion y anestesia del animal
¢ lodopovidona al 10 % (Betamadrilefio, S.L.).
e Heparina sodica al 5 % de Rovi®.
o Ketamina (Ketolar® de PARKE DAVIS, S.L. Grupo Pfizer,
S.A).

2.1.2.2. Para la fase de perfusion
e Solucion Tyrode para la nutricién
Los reactivos empleados en la elaboracién de la solucidn
Tyrode, fueron provistos por Sigma-Aldrich Quimica® vy
Panreac®. Esta solucidn, preparada en base a agua filtrada tipo
Il, fue perfundida a través de un sistema de Langendorff, y
oxigenada con una mezcla del 95 % de O,y 5 % de CO-. y cuya
composicidn fue la siguiente:
- NaCl 130 mM.
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- NaHCO; 24,2 mM.
- KCI 4,7 mM.

- CaCl;2,2 mM.

- NaH:PO4 1,2 mM.
- MgCl; 0,6 mM.

- Glucosa 12 mM.

e Solucion para el blogueo de los canales Karp
- Se prepar6 una disolucién del farmaco blogueador de los
canales de K dependientes de ATP (glibenclamida (Gb)
1 Mm), disuelta en 2 ml de dimetilsuféxido (DMSQO) mas
Tyrode (figura 2.2.). Se eligio preparar la disolucion a
esta concentracién para que al llegar al tejido cardiaco
fuera de 10 uM (10 veces menos concentrada). Para
lograrlo medimos el flujo coronario de cada corazén, y a
través de una bomba de jeringa para anestesia se infunde
al sistema de perfusién Langendorff, con un flujo 100

veces menor al flujo del Tyrode.

2.1.3. Fungibles
Como se observa en la Figura 2.2., para este estudio, se han empleado
distintos materiales fungibles para la preparacion y administracion de algunas de las
soluciones:
o Filtros de papel Whatman de 1,2 um; 7 bar max.
e Jeringa de 5 ml para heparinizacién y anestesia.
¢ Jeringa de 50 ml para infusion de glibenclamida+DMSO.

e Puntas para micropipetas Eppendorf (100 — 1000 pl).
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b

Figura 2.2. Arriba izquierda: caja de puntas para micropipetas. Arriba
derecha: DMSO. Abajo Izquierda: filtros Whatman. Centro: jeringas de
50ml. Abajo derecha: micropipeta Eppendorf.

2.1.4. Equipos

2.1.4.1. Equipamiento para la preparacion de soluciones

e Micropipeta manual Eppendorf (Figura 2.2.), de volumen
variable (100 — 1000 pl). Empleada para la preparacion de la
solucion de glibenclamida+DMSO.

¢ Balanza de precisién, para la medicion de los solutos.

e Sistema de purificacion de agua Merck Milliporee: con este
sistema se obtuvo el agua filtrada tipo Il, necesaria para la
preparacion de las soluciones empleadas durante el
experimento.

e Termdmetro de mercurio.
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2.1.4.2.

Equipamiento para el protocolo de entrenamiento
Balanza de mesa digital.
Libreta de registro con anotaciones sobre el peso (en g) del
animal, descripcion del estado aparente, y desempefio fisico en
cada una de las sesiones del entremaniento (en el caso de los
conejos entrenados).
Crondémetro.
Sistema de tapiz rodante LE8700 de Panlab-Harvard
Apparatus: como se muestra en la Figura 2.3.A., y en la Figura
2.3.B., esta compuesto por un tapiz rodante y el sistema de
control del tapiz que permite variar la velocidad del mismo
hasta alcanzar los 150 cm/s y elegir la inclinacion de -25 a 25
°C. Adicionalmente, este sistema cuenta con una rejilla
metalica en uno de los extremos del tapiz, que permite generar
una ligera descarga eléctrica al animal, a través de la piel de sus
patas, cuando se detiene al final del tapiz rodante. durante la
sesion de entrenamiento. La intensidad de la corriente con la
que el conejo es estimulado a través de la rejilla es constante y
puede ir de 0 a 2 mA, lo que la hace totalmente inocua, pero a
la vez atil como herramienta de estimulacion para provocar que

el animal corra nuevamente a través de la cinta.

Figura 2.3.A. Sistema de control del tapiz.
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2.14.3.

Figura 2.3.B. Tapiz rodante.

Equipamiento para el aislamiento del corazén

Tal como se muestra en la Figura 2.4., y Figura 2.5., se emplearon los

siguientes instrumentos para el procedimiento quirargico:

1.

© o N o g >~ D

Mesa de operaciones.

Rack para anestesia de animales de mediano tamafio.
Tijera mayo recta.

Separador medioexternal (retractor automatico Weitlaner).
Tijera Mayo curva.

2 pinzas de diseccion simple.

2 pinzas mosquito rectas.

2 pinzas mosquito curvas.

Tijeras pequefas.

10. Porta agujas de Heger.

11. Hilo de suturas y aguja quirurgica.
12. Beaker de 500 ml, con solucién de Tyrode (1 - 5 °C).
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Figura 2.5. Detalle del material quirtrgico y beaker con solucién Tyrode a 4 °C.
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2.1.44. Equipamiento para estudio electrofisioldgico:

Sistema de Langendorff

La implementacion de un sistema Langendorff es la base para
desarrollar la parte experimental de este estudio. Como se observa en la Figura 2.16.,
este sistema consta de dos partes: por un lado, un sistema de perfusion, y por otro,

un sistema de instrumentacion y monitorizacion de parametros.

La primera parte, el sistema de perfusién Langendorff (Figura 2.6.),
consiste en una serie de elementos que, al trabajar en conjunto, permiten mantener
la 6ptima perfusion de un 6rgano, de manera aislada. En este estudio, este sistema se
emplea para mantener perfundido el corazdn aislado de conejo, mientras se registra
su actividad eléctrica sobre la pared epicardica. Asi pues, este sistema se conecta al
corazon, amodo de perfusidn retrograda, a través de la aorta ascendente, permitiendo
asi que las arterias coronarias puedan ser perfundidas con el oxigeno y los nutrientes

necesarios para mantener el adecuado funcionamiento y la viabilidad del 6rgano.

Béasicamente este sistema ha sido disefiado a partir de dos
condensadores Liebig, conectados en serie, uno tras otro. El condensador Liebig esta
formado por dos tubos cilindricos concéntricos (columna de doble camisa) hechos
en vidrio borosilicato. Esta columna de doble camisa cuenta con un sistema de
calefaccioén el cual, a través de un bafio termostatico con bomba de circulacién
(Figura 2.7.), calienta a 40 °C el flujo de agua destilada haciendo que recircule
constantemente por el cilindro exterior. De esta manera, el cilindro exterior actla
como un intercambiador de calor, permitiendo calentar por conveccion el liquido que

circula a lo largo del cilindro interior, en este caso la solucion de Tyrode.
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Figura 2.6. Columnas de vidrio, de doble camisa, del sistema de perfusion Langendorff.
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Figura 2.7. Bafio termostatico con bomba de recirculacion.

Durante la preparacion de Langendorff, a parte, en un botellén de

vidrio, el Tyrode es oxigenado mediante carbogeno y ajustado su pH (Figura 2.8.).

Figura 2.8. Al fondo de la imagen: botellon con Tyrode. Adelante: bomba
peristaltica bombeando el Tyrode al sistema de perfusion.
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A partir de ahi, esta solucion es filtrada a través de una membrana de 5
micras, e infundida a través de una bomba peristéltica (Figura 2.8.), hacia la parte
mas elevada del cilindro interno del primer condensador (Figura 2.6.). Desde ahi, la
solucidn pasa al segundo condensador, igualmente a través de su cilindro interno.
Al este Gltimo estar en contacto con el agua filtrada que recircula a una temperatura
de ~39 °C, su pared de vidrio se calienta, y posteriormente este calor pasa por
conveccion al Tyrode, llegando a calentarlo hasta aproximadamente los 37 °C
necesarios para ajustarse adecuadamente al metabolismo del tejido cardiaco. De
hecho, al finalizar el recorrido por el interior del condensador, el Tyrode finalmente
es infundido al corazén, a través de una canula de perfusién que esta conectada a la

aorta, como se muestra en la Figura 2.9.

Figura 2 9. Corazon de conejo conectado a la
canula de perfusion del Sistema de Langendorff.

De esta manera el corazén puede ser perfundido de forma retrégrada, al
producirse el cierre de las valvulas, y asi permitir la circulacién del Tyrode por las
arterias coronarias, que irrigaran el muasculo cardiaco. La presion de perfusion es
controlada de manera manual, con un dispositivo de fabricacién artesanal, el cual
mediante una columna de liquido indica la presion con la que el Tyrode sale del

sistema.
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Ademaés de todo lo anterior, para permitir la administracion simultanea
de farmacos junto con el Tyrode, se dispuso de una linea de infusién colateral que
conectaba con la canula de perfusion. En este estudio, a través de esta linea de
infusién, y empleando una bomba de jeringa para anestesia (Figura 2.10.), se
administr6 a uno de los grupos de corazones, una solucién de glibenclamida +
DMSO (1 mM).

Figura 2.10. Bomba de jeringa para anestesia P4000 IVAC.

Finalmente, es necesario recordar que no solo el sistema de perfusién
es importante. También lo es el sistema de instrumentacion y monitorizacion de
parametros, Este sistema permite registrar la actividad eléctrica del corazon,
mientras este esta siendo perfundido de manera artificial. Dicho sistema esta
compuesto por diferentes dispositivos electronicos que, en conjunto, permiten el
sensado y el procesamiento de la informacion proveniente de la sefal eléctrica del
musculo cardiaco. Los dispositivos empleados en este sistema se describen a

continuacion:
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e Ordenador de mesa: dispositivo equipado con un sistema

operativo MS-DOS.

Televisor LG®: televisor de plasma, de 32 pulgadas. Funciona
con el ordenador, con el modo de pantalla compartida. Permite
observar a gran escala, en vivo y en directo, lo que ocurre con la

sefial epicérdica, como se observa en Figura 2.11.

Figura 2.11. Grabacién del registro electrocardiogréafico durante el

experimento.

e Estimulador de pulso cuadrado de salida dual GRASS S88R

(Grass Instruments® Inc., Quincy, M.A., EE.UU.): este
sistema es capaz de emitir impulsos eléctricos de variable voltaje
e intensidad, que permiten alterar y controlar de manera directa
la frecuencia de latido del corazon en estudio. El sistema de
estimulacion estd provisto de electrodos bipolares de acero
inoxidable, con un didmetro de 0,125 mm y una distancia

interelectrodo de 1 mm, que permiten la estimulacion eléctrica
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del corazon aislado, tanto a nivel auricular como a nivel
ventricular (Figura 2.14.B.). Adicionalmente, el estimulador
permite ajustar los parametros para entregar pulsos Unicos,
repetitivos y trenes de pulsos idénticos; y es posible programarlos
por medio de un sistema de computacion conectado directamente
con el estimulador GRASS S88R.

Figura 2.12. Estimulador GRASS S88R (abajo), con unidad de
aislamiento de estimulos SIU5 (arriba).

Unidad de aislamiento de estimulos eléctricos SIU5: como se
observa en la Figura 2.12.,, es un circuito transistorizado,
Opticamente acoplado, disefiado para conectarse en serie a la
salida del estimulador. Esta unidad solo es para uso en animales,

nunca debe usarse en humanos.
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e Sistema de cartografia de la actividad eléctrica epicardica

MapTech® (Waalre, Holanda): permite la adquisicion,
digitalizacion y el procesado de las sefiales electrogréficas
(electrogramas) ventriculares. Este sistema (Figura 2.13.) tiene
una frecuencia de muestreo en cada canal de 1 Khz, con una
resolucion de 12 bits. Ademas, permite el multiplexado de los
electrogramas, al combinar dos 0 més sefiales, provenientes de
diferentes canales, que luego son enviadas a través de un solo
medio de transmision. Estas sefiales (electrogramas), fueron
amplificadas con una ganancia de 100 - 300, y posteriormente se
les aplico un filtro pasa-banda de 1 - 400 Hz. Finalmente, los
electrogramas obtenidos en los diferentes experimentos fueron
almacenados en un soporte digital, preparado para la adquisicion
y registro de la actividad eléctrica cardiaca, con el propoésito de

analizarlos detenidamente a posteriori.
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Figura 2.13. Sistema de cartografia MapTech®.
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Electrodo de registro bipolar: tal como se observa en la Figura
2.14.A., este tipo de electrodo se emplea para el registro del
auriculograma. Esté realizado en plata, con un diametro de 0,5

mm y una separacion interelectrodo de 1 mm.

Figura 2.14. A. Electrodos de registro bipolar auricular. B. Electrodo
de estimulacion ventricular. C. Electrodo de registro de mdltiple canal.

Electrodo de registro de multiple canal: se emplea para el
registro de los electrogramas de la pared ventricular
(ventriculogramas), como puede observarse en la Figura 2.14.C.
Esta compuesto por una serie de 256 electrodos unipolares, de
acero inoxidable, con un didmetro de 0,125 mm y una distancia

interelectrodo de 1 mm como se observa en la Figura 2.15.

Figura 2.15. Detalle del electrodo de registro
multicanal, con sus 256 electrodos unipolares.
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2.1.45. Equipamiento para revertir la fibrilacion

El desfibrilador ad hoc (Figura 2.17.), disefiado gracias a un proyecto
de colaboracion con el Grupo de Bioingenieria del Instituto ITACA (BiolTACA),
de la Universidad Politécnica de Valencia, se compone de una unidad de control y
dos palas de desfibrilacion. La unidad de control esta provista de una pantalla LCD
en el frontal, que muestra el nivel de energia suministrada por el equipo, a través de
las palas de desfibrilacion, la cual puede variar de 0,05 a 2,99 J y con un intervalo
de incremento de 0,01 J. El control de la energia transferida se realiza
automaticamente por medio de un microcontrolador que ajusta el tiempo de descarga
del condensador para una diferencia de potencial fija de 100 V. Este equipo emite
descargas de energia de onda bifasica, que son mucho mas efectivas que las
monofasicas al requerir aproximadamente la mitad de energia para desfibrilar. Por
otro lado, las palas de desfibrilacion estan compuestas cada una, en su extremo distal,
por una pequefia placa metalica circular, de 20 mm de didmetro y superficie

semicéncava para facilitar un mejor acople de estas a la pared del epicardio.

Figura 2.17. Desfibrilador ad hoc.
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2.15.

Hardware y software empleado

Para el adecuado procesamiento digital de las sefiales electrogréficas, tanto

durante la fase experimental como en la fase de analisis de la sefial, se empled un

ordenador personal, con sistema operativo MS-DOS, en el que se instalaron los

siguientes softwares:

94

Paquete de procesamiento y registro Pacemap®: software de la
version del afio 2002, del sistema de mapeo cardiaco MapTech.
Funciona bajo sistema operativo MS-DOS en un ordenador personal
de requerimientos minimos. Realiza funciones de configuracion de
la adquisicidn, permitiendo el cambio de ganancia, frecuencia de
muestreo, control de la grabacion, etc. Con el objeto de que puedan
ser analizados facilmente, los electrogramas se almacenan
directamente en el disco duro del ordenador. Ademas, en esta
version la extraccion de los episodios significativos constituye una
tarea mucho maés sencilla y rapida. Este software es el sistema
convencional de mapeo cardiaco empleado por el Grupo de
investigacion en Electrofisiologia Cardiaca, GRELCA, de la

Universidad de Valencia.

MATLAB® 7.6.0.: es un lenguaje de alto nivel y un entorno
interactivo para el calculo numérico, la visualizacién y la
programacién. Mediante MATLAB, es posible analizar datos y se
puede utilizar en una gran variedad de aplicaciones, tales como
procesamiento de sefiales, procesamiento de imagen, sistemas de
control, pruebas y medidas. Sobre este lenguaje se han desarrollado
diversas aplicaciones para el tratamiento de datos de interés en este

estudio.
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MedMap 2.1.: Es un potente analizador multicanal, desarrollado en
el entorno MATLAB®, por el Grupo de Bioingenieria del
Departamento de Ingenieria Electronica de Universidad Politécnica
de Valencia para la investigacién de los procesos fibrilatorios
mediante el analisis de la evolucion de la frecuencia dominante en
el tiempo y para el cual emplea los registros de electrogramas
unipolares provenientes de la pared epicéardica del corazén en

estudio.

Microsoft Excel (Excel): es un programa de hojas de célculo
desarrollado por Microsoft. Es utilizado para el tratamiento de las
bases de datos provenientes de los diferentes registros del estudio.
Aungue no se trata de un paquete estadistico dispone de funciones y
macros para andlisis sencillos, ademéas que permite organizar y
mostrar los datos segln interés, a la vez que facilita el traslado de

los mismos a otros paquetes estadisticos.

IBM® SPSS® Statistics 19: es un sistema global para el analisis de
datos. El SPSS Statistics puede adquirir datos de casi cualquier tipo
de archivo y utilizarlos para generar informes tabulares, gréaficos y
diagramas de distribuciones y tendencias, estadisticos descriptivos y

analisis estadisticos complejos.
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2.2. METODOS

2.2.1. Protocolo de mantenimiento de los conejos

El grupo de conejos empleados en este estudio, fueron mantenidos y
supervisados en el animalario de la Unidad Central de Investigacion Médica
(UCIM), perteneciente a la Fundacion de Investigacion Hospital Clinico
Universitario de Valencia (FIHCUV — INCLIVA). Estos fueron alojados de manera
individual, en un rack de jaulas ventiladas de acero inoxidable adecuadas a su
especie, que permitian tanto la manipulacién y la vigilancia del conejo como la
limpieza diaria del lecho. Estos racks, como se observa en la Figura 2.18., estaban
ubicados en un cuarto aislado del de otras especies, a una temperatura aproximada
de 21 - 23 °C, sin alta humedad (31 % de humedad relativa), sin flujo directo de aire,
pero adecuadamente ventilados; y con un fotoperiodo de luz artificial de 12 horas
(12 horas de luz y 12 horas de oscuridad). Los animales fueron alimentados ad
libitum diariamente con agua y pienso estandar (Harlan Teklad Global Rabbit Diet)

y con dos piezas de fruta (150 g de manzana) a la semana.
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Figura 2.18. Racks para estabulacion de los conejos.
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2.2.2. Protocolo de supervision de los animales
Los conejos fueron supervisados desde el primer dia en que llegaron a la
UCIM, hasta el dia del sacrificio, es decir durante las 8 semanas que

aproximadamente permanecian estabulados en el animalario.

Tanto el cuidado, el seguimiento del estado general de los animales, el
control de peso diario, asi como también el desarrollo del protocolo de entrenamiento
fisico, fueron realizados por personal debidamente cualificado, y llevado a cabo
dentro del animalario de la UCIM, en un quiréfano adaptado, y equipado con los

instrumentos necesarios para realizar dichas actividades.

Figura 2.19. Izquierda: conejo al interior de la jaula de estabulacion. Derecha: conejo
sobre el tapiz rodante, durante el entrenamiento fisico.

Durante la supervisién fue importante reconocer los signos de dolor o
ansiedad, en los animales, tales como: conducta de huida, inmovilidad, defensa o
agresividad, taquicardia, agitacion (frecuencia respiratoria elevada), fatiga fisica
evidente, miccion y/o defecacion, vocalizaciones (no siempre audibles para el oido
humano), asi como también el bienestar aparente del animal, disposicion,

comportamiento e ingesta de alimentos y liquidos adecuada; con el proposito de
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garantizar al maximo posible el bienestar animal de las especies, y por ende, en caso
necesario, poder tomar todas las medidas necesarias para el evitarles cualquier tipo
de sufrimiento innecesario. Durante la estabulacion se registraron las ingestas
diarias de agua y alimento, asi como también cualquier cambio en la salud o estado

general de los animales.

2.2.3. Protocolo de clasificacion de los animales empleados en el

estudio

Los animales utilizados en el estudio fueron distribuidos en 3 grupos para su
estabulacion, los cuales permanecieron en condiciones sedentarias, o bien, fueron
sometidos a un protocolo de entrenamiento fisico diario. Una parte de los animales
gue permanecieron en condiciones sedentarias, recibieron durante la fase
experimental una infusién con un farmaco bloqueante de los canales de Karp
(glibenclamida), mientras que el resto de animales recibié la infusion sin el farmaco
bloqueante. Segun lo anterior, los animales fueron divididos en los siguientes grupos

de estudio:

1. Grupo control: corazones provenientes del grupo de conejos que
permanecieron en condiciones sedentarias, es decir, que no fueron
sometidos a ningdn tipo de entrenamiento fisico. Durante la fase
experimental, en estos corazones, después de la valoracién de
parametros electrofisioldgicos se procedié a realizar la ligadura de
la arteria coronaria circunfleja para provocar la isquemia, y
posteriormente inducir la FV mediante electroestimulacion sobre la

pared ventricular a frecuencias crecientes.

2. Grupo entrenado: corazones provenientes del grupo de conejos

sometidos a un protocolo de entrenamiento fisico, a los que después
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de la valoracion de parametros electrofisioldgicos se procedio a
realizar la ligadura de la arteria coronaria circunfleja para provocar
la isquemia y posteriormente se les indujo la FV mediante
electroestimulacion sobre la pared ventricular a frecuencias

crecientes.

3. Grupo tratado con glibenclamida: corazones del grupo de conejos
sin entrenar a quienes se les administrd, durante la fase
experimental, glibenclamida: un bloqueador de canales de Kare. En
estos corazones, después de la valoracion de parametros
electrofisioldgicos, se procedié a infundir por bomba una dosis de
glibenclamida a una concentracion de 100 um, y posteriormente se
realizo la ligadura de la arteria coronaria circunfleja para provocar
la isquemia, y posteriormente se indujo la FV mediante
electroestimulacién sobre la pared ventricular a frecuencias

crecientes.

2.2.4. Protocolo de entrenamiento fisico
Para el protocolo de entrenamiento se empled una cinta rodante
especialmente disefiada para animales de laboratorio de mediano tamafio. Este

protocolo se realizd durante un total de 7 semanas, que comprendié dos fases:

1. Fase de familiarizacion: la primera semana del protocolo
correspondié con la semana de familiarizacion en la cinta rodante,
para facilitar al conejo la adaptacién al ejercicio en este tipo de
sistemas. En esta etapa de familiarizacion se busc6 que el conejo
lograra progresivamente perder el miedo al “treadmill” y pudiera

adaptarse al tipo de movimiento de la banda y a la manipulacion por
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parte del experimentador, con la intencion de que el animal se
involucrara y participara activamente durante el entrenamiento. Para
lograrlo, se estimulaba al conejo con ligeros tactos sobre su lomo
para que se moviera en direccion contraria a la cinta rodante y asi
pudiera correr sobre la cinta 4 series, de 2 minutos cada una, con un
minuto de descanso, a una intensidad inicial al comienzo de la
semana de 0,11 m/s de velocidad, que se fue incrementando
progresivamente, durante cada serie y cada sesion, para que al final
de la semana de familiarizacion corrieran a unos 0,33m/s.

2. Fase de entrenamiento: en esta fase se llevd a cabo el
entrenamiento fisico como tal y se realiz6 5 dias a la semana durante
6 semanas, con una duracion promedio de 29 minutos por dia. Este
entrenamiento consistio en hacer que el conejo corriera 6 series en
la cinta rodante, de 4 minutos de duracion cada una, con intervalos
de 1 minutos de descanso. Durante cada serie se ajustd la intensidad

del ejercicio a una velocidad de 0,33 m/s.

La correcta realizacién del ejercicio sobre la cinta rodante fue
constantemente supervisada por dos colaboradores, cada uno de los cuales se
encargd del entrenamiento de un conejo. Los conejos que una vez iniciado el periodo
de entrenamiento no corrieron adecuadamente durante cinco sesiones consecutivas,
fueron excluidos del grupo entrenado. Se entrené a 4 conejos simultaneamente
durante el mismo periodo, al final del cual se les sacrificd para realizar el estudio

electrofisioldgico.
Los conejos no entrenados (grupo control y el tratado con glibenclamida)

permanecieron en las respectivas jaulas durante el mismo tiempo que los conejos

sometidos a entrenamiento, esto es, seis semanas, mas la semana que entrafia la
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familiarizacion de los conejos entrenados con la cinta, 1o que da un total de 7

semanas. En la octava semana se procedid a sacrificar los animales.

Figura 2.20. Conejo durante el entrenamiento de carrera sobre tapiz rodante.

2.2.5. Medidas correctoras previstas en caso de sufrimiento

animal

En primer lugar, se procuré un manejo adecuado y cuidadoso del animal. Si
se lleg6 a observar un cambio en el estado de salud del conejo se opt6 por brindarle
la asistencia sanitaria y terapéutica que sugiriera la veterinaria del centro. En el caso
de que se debiera a estrés durante los traslados, se intentaba hacerlo de la manera
mas tranquila, rapida y menos molesta para el animal a fin de que pudiera sentirse
maés relajado. Si ninguna de las anteriores estrategias era valida para la situacion, se

optd por una supresion temporal de las manipulaciones.

Para proveer las mejores condiciones al animal, empleamos equipos

especificamente disefiados para la especie, ya sea para realizar el protocolo de
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entrenamiento o para la eutanasia. Para esto los mismos se mantuvieron en

condiciones de limpieza y funcionamiento adecuados.

En caso de que el sufrimiento del animal persistiera o fuera grave, pese a las
medidas terapéuticas tomadas, se procedia al sacrificio del animal, de la misma

manera en que se debe realizar el sacrificio al final de un experimento.

El personal que realice el sacrificio debe estar entrenado para cada método
en particular. Debe disminuirse al minimo posible la ansiedad del animal debida a la
manipulacién o la restriccién del movimiento. Es aconsejable que el sacrificio lo
realice una persona con quien el animal esté familiarizado. En todos los casos, luego
de aplicado el método de sacrificio elegido, debe certificarse la muerte del animal

mediante cese de la respiracion y latido cardiaco o falta de respuesta a los reflejos.

2.2.6. Preparacion experimental

Al iniciar la preparacion experimental, se pes6 a cada uno de los conejos,
con el propdsito de determinar la cantidad exacta de anestesia. Posteriormente, se
introdujo al conejo en un inmovilizador adecuado para su especie y a través de la
vena marginal de la oreja se procedio a la heparinizacién con 800 Ul de heparina
sddica Rovi® al 5 %, y anestesia intravenosa con 12,5 mg/kg de ketamina, Ketolar®.
Luego se sacrificaron mediante contusion cervical. Después de la eutanasia, se
procedio a realizar una toracotomia medioesternal y pericardiotomia, se extrajo el
corazon rapidamente, seccionandolo por su pediculo vascular, y se sumergié en una
solucion de Tyrode fria (1 - 5°C.), para reducir en lo posible el deterioro del corazén
durante su manipulacion, previa a su ubicacion en el sistema de perfusion de tipo

Langendorff.
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Tras seccionar la arteria pulmonar y a continuacion disecar la arteria aorta
ascendente, ésta se secciond también y se conect6 al sistema de Langendorff,
mediante fijacion por nudo con hilo de seda de entre 1 - 2 mm de didmetro,
perfundiendo el corazon retrégradamente con la solucion de Tyrode a 37 °C, y con

una presion de perfusion inicial de 60 mm Hg.

Una vez ubicado el corazon en el sistema, se eliminaron los restos de los
tejidos adyacentes (pulmon, traquea, etc.) y mediante una pequefia seccion en la
auricula izquierda, se procedi6 al corte de las cuerdas tendinosas de la valvula mitral
para hacerla insuficiente y permitir el escape, en caso que fuera necesario, del liquido
por la auricula izquierda, evitando asi posibles acumulaciones de Tyrode en el
ventriculo izquierdo, si se diera la situacion de que la valvula adrtica mostrara cierta
insuficiencia, para evitar la creacion accidental de un modelo de working heart no

deseado.

Posteriormente, y antes de la colocacion de los electrodos, se circundo la
arteria coronaria circunfleja con seda trenzada estéril 2-0 (TC-12 / CT 20 mm 1/2),
de Laboratorio Aragé®, S.A.

A continuacién, sobre la pared epicardica se colocaron los diversos
electrodos, tanto para el registro de la actividad eléctrica como para la estimulacién.
Sobre la auricula derecha se situ6 un electrodo bipolar para la estimulacién auricular
y un electrodo bipolar para el registro electrografico auricular. De la misma forma,
otro electrodo bipolar se ubicé en el ventriculo izquierdo para su estimulacién. Para
el registro de los electrogramas ventriculares, se ubicé sobre la superficie epicardica,
en la pared lateral del ventriculo izquierdo, una placa multielectrodo de 256
electrodos unipolares de acero inoxidable. El electrodo indiferente estaba formado
por una placa de Ag/AgCl, de 4 x 6 mm, y situada sobre la aorta canulada, el cual

actu6é como toma de tierra.
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Figura 2.21. Distintos momentos de la preparacion experimental: peso del animal, anestesia, cirugia
para extraccion del corazon, fijacion del drgano en el sistema de Langendorff y posicionamiento de los
electrodos.

Después de posicionar los electrodos de estimulacién, estos fueron
conectados al estimulador Grass® S88. Mediante este equipo se logré la
estimulacion del tejido epicardico, mediante la emision de impulsos rectangulares,

de una duracion de 2 segundos y con una intensidad del doble del umbral diastdlico.

Durante todo el experimento, el procesamiento de los registros
electrograficos fue realizado mediante el sistema de cartografia de la actividad
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eléctrica cardiaca MapTech®, incorporado a un ordenador con una tarjeta de
adquisicion de datos y junto con el programa informéatico PaceMap®, el cual
permitié monitorizar y posteriormente analizar el comportamiento de las sefiales

obtenidas durante este estudio.

2.2.7. Protocolo experimental

Tras ubicar el corazon, proveniente tanto de animales entrenados, como de
los no entrenados y de los no entrenados tratados con el inhibidor de los canales de
la corriente Ikate; en el sistema de Langendorff y situar los electrodos en el lugar
correspondiente, se dejo estabilizar la preparacién durante 20 minutos, y se procedio

a realizar el siguiente protocolo:

1. Estimacion del flujo coronario: durante 1 minuto, en un vaso de
precipitados, se recogié el Tyrode que drena desde la arteria
pulmonar y se cuantificd por analisis gravimétrico con una bascula

de precisién, como se observa en la Figura 2.22.

Figura 2.22. Balanza de precision.
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2. Determinacion de la velocidad de infusion: se calculé el volumen

del flujo coronario durante una hora, multiplicando el volumen de
Tyrode recogido en 1 minuto por 60 (1 hora); y luego se dividio
entre 100 (factor de dilucion empleado). Esta medicién nos permite
obtener el flujo al cual debia ser infundido el vehiculo o

vehiculo+glibenclamida en el corazén.

. Registro electrografico basal, se grabé durante 10 segundos para

la determinacién de la frecuencia cardiaca, como se observa en la
Figura 2.23.
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Figura 2.23. Captura de un registro electrogréafico basal auricular y ventricular.

. Determinacion del umbral de excitacion ventricular: se

determind el umbral de estimulacién del corazén, con ayuda del
estimulador GRASS S88®, de la siguiente manera: con el electrodo

de estimulacion, ubicado sobre la pared ventricular, se disparé un
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pulso eléctrico (onda de estimulacion) a una frecuencia constante de
4-5 pulsos por segundo y una duracion del estimulo, también
constante, de 2 milisegundos. Luego se fue disminuyendo
progresivamente la intensidad de estimulacion, hasta alcanzar el
umbral diastélico, que es la minima intensidad de estimulacion que
aplicamos capaz de excitar al corazén. Para realizar el protocolo,
estimulamos el corazén con una intensidad del doble del umbral

diastélico.

. Test del extraestimulo ventricular con una longitud del ciclo de
estimulacion 10 % menor que la longitud del ciclo sinusal basico.
Aunque el referente de la refractariedad en este trabajo fue el periodo
refractario funcional durante la fibrilacion ventricular, como

contraste también se determind con el test del extraestimulo

Infusion, de Tyrode (en los grupos control y entrenado) o del
inhibidor de los canales de membrana que vehiculan la corriente

Ikate (en el grupo glibenclamida), en la raiz adrtica.

. Estimulacion a frecuencia fija para el posterior estudio de la
velocidad de conduccion. Este proceso, aunque fue realizado como
parte del protocolo experimental, no fue empleado para determinar

nuestras variables de estudio.

Induccion de la fibrilacion ventricular (FV) mediante
estimulacidn a frecuencias crecientes. Esto nos permitié realizar las
correspondientes medidas de parametros basados en el analisis de la
FV: periodos refractarios funcionales, energia de la sefial, frecuencia

dominante de la FV, y energia para revertir el proceso.

107



NATHALIA GALLEGO ROJAS

9. Tras un periodo de 5 minutos de FV, y sin interrumpir la misma, se
procedio a la oclusion de la arteria coronaria circunfleja en un
punto situado aproximadamente a mitad de su recorrido epicardico.
La oclusidn arterial coronaria se realiz6 pasando una aguja de sutura
con hilo de poliéster a través del miocardio adyacente a la arteria.
Con el hilo de sutura se realiza un nudo alrededor de la arteria, para
interrumpir el flujo coronario. La efectividad de la oclusion se
comprobd mediante la observacion de la presion registrada en la raiz
adrtica y por el desnivel del segmento ST observado en los
electrogramas. El tiempo de oclusion anterior a la desfibrilacion fue

de 10 minutos.

2.2.8. Protocolo para revertir la fibrilacion ventricular

Finalizado el paso anterior, se procedio al estudio de la energia necesaria
para revertir la FV, mediante un desfibrilador ad hoc, tal como se observa en la
Figura 2.24. Para esto, se realizaron sucesivos intentos desfibrilatorios partiendo de
una energia de 0,05 Julios, incrementando dicha energia en escalones de 0,01 Julios
de forma sucesiva hasta la reversion de la FV. En los casos en los que, tras el cese,
hubo recurrencia de la citada arritmia, se reanudd el protocolo de descargas desde la
Gltima energia aplicada. En estos casos, una vez agotados tres episodios sucesivos
de desfibrilacion con recurrencia, se continué incrementando la energia de la manera

habitual hasta recuperar el ritmo sinusal.
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Figura 2.24. Desfibrilando un corazén mediante la aplicacion de un choque
de onda, a través de las placas metalicas del desfibrilador ad hoc.

2.2.9. Protocolo de marcaje de los registros electrograficos

El marcaje de los momentos de activacion del tejido epicérdico ventricular
es imprescindible para determinar los diferentes parametros electrofisiolégicos que
se analizaron en este estudio. Para realizar este marcaje se deben seguir los siguientes

pasos:

1. Seleccionar, del correspondiente archivo de PaceMap®, dos
intervalos de tiempo de 2 segundos. El primero, tras los 5 minutos y
30 segundos de FV mantenida, precisamente antes de la oclusion
arterial coronaria; y luego el segundo, pasados 5 minutos y 30

segundos después de dicha oclusion.

2. Proceder al marcado de la sefial electrogréfica en todos y cada uno
de los electrogramas (Figura 2.25.), operando segun el siguiente

criterio: el marcado de las sefiales electrogréficas se realiza de forma
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semiautomatica, mediante la identificacion por parte del programa
de la maxima pendiente negativa del trazado (dv/dt). ElI umbral
minimo de este parametro, para ser considerado como una deflexion
local, es un 20 % del mé&ximo valor obtenido con cada electrodo. No
obstante, el lugar de ubicacion de la ventana del cursor es escogido
por nosotros mediante la observacién de los electrogramas. En los
trazados con potenciales multiples se asigna el instante de activacion
a la deflexion con méaxima pendiente negativa, situando

manualmente la ventana de marcado sobre el complejo de

activacion.
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Figura 2.25. Registro electrografico de FV visualizado con el programa
PaceMap®. En el canal 97 se observa claramente un trazado de FV, en el que se
han identificado y marcado los momentos de activacion. Por el contrario, los
registros de los electrodos 108-112, muestran una mala sefial y deben ser
eliminados.
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A través de este proceso de marcado es posible realizar el analisis de la sefial

en el dominio del tiempo. Por medio de este se pudieron obtener los intervalos VV,

al igual que los PRFFV, en dos situaciones: pre-oclusién y post-oclusion, en los tres

grupos objetos de este estudio: control, entrenado y glibenclamida (bloqueador del

canal KATP)-

Por lo anteriormente descrito, el resultado del anélisis de la sefial fibrilatoria

en el dominio del tiempo, puede verse alterado de manera indirecta, debido al criterio

subjetivo de valoracién del investigador que realiza el marcaje. Para tratar de

disminuir al maximo este error, y descartar las posibles “malas sefiales”, se estimo

conveniente:

Eliminar los registros de todos los electrodos no operativos, puesto
gue no proporcionaban registro alguno.

Eliminar los registros de los electrodos defectuosos ya que se
observaba una muy baja amplitud al compararlos con los registros
de electrodos cercanos,

Eliminar los registros que no presenten un trazado fiable. Esto es,
gue no se observara una clara pendiente de despolarizacion o que se
apreciaran alteraciones evidentes del trazado eléctrico, debidas
probablemente a manipulaciones de los electrodos sobre la pared
epicardica o a manipulaciones del propio corazén, como también a
cualquier interferencia eléctrica producida por equipos

electromagnéticos.

2.2.10. Parametros electrofisioldgicos: definiciones y

determinacion de los mismos

Después de haber realizado todo el protocolo electrofisioldgico, se procede

al analisis de los diversos parametros electrofisioldgicos de la sefial electrografica,
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proveniente del tejido epicardico, durante la fibrilacion ventricular, antes y después

de realizar la oclusion arterial coronaria (OAC), los cuales se detallan a continuacion.

112

2.2.10.1. Parametros electrofisiologicos utilizados para la

valoracién del cronotropismo

Longitud del ciclo sinusal (LCS): la longitud del ciclo sinusal
es la funcidn inversa de la frecuencia cardiaca. Esta Gltima define
el nimero de despolarizaciones ventriculares espontaneas por
minuto. Por el contrario, la LCS se define como el periodo de
tiempo que transcurre entre una activacion auricular o
ventricular, y la siguiente. La medida de la LCS se realiza
directamente sobre el trazado electrografico y su valor estd

expresado en milisegundos.

2.2.10.2. Parametros electrofisiologicos utilizados para la

valoracion de la refractariedad miocardica

Intervalos VV: el periodo de tiempo (en milisegundos) entre dos
activaciones ventriculares consecutivas durante la FV, se conoce
como intervalo VV. Es a través del marcaje de los momentos de
activacion ventricular (Figura 2.26.), durante un intervalo de 2
segundos, antes y después de la oclusién arterial coronaria; que
es posible definir dichos intervalos, los cuales ademéas son
indispensables para poder determinar el periodo refractario

funcional durante la fibrilacién ventricular.
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Figura 2.26. Registro electrografico de FV en el que se pueden apreciar las
marcas efectuadas sobre los momentos de activacion del proceso fibrilatorio y
consecuentemente los intervalos VV entre dichos momentos.

Periodo refractario funcional durante la FV (PRFFV):
estimado como el percentil 5 de un histograma de todos los
intervalos V-V durante la FV inducida. El percentil 5 de los
intervalos VV se ha obtenido a partir de los citados histogramas

mediante el programa informético PaceMap (Figura 2.27).
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Figura 2.27. Representacion de la distribucion gaussiana a partir de los
intervalos V. El percentil 5 corresponde al area sombreada en azul bajo la
linea del ajuste gaussiano.
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2.2.10.3. Parametros electrofisioldgicos para el andlisis de la

frecuencia de la fibrilacion ventricular (FV)

La frecuencia dominante de la fibrilacion ventricular es, tras la
descomposicidon por la transformada rapida de Fourier de la fibrilacion ventricular
en sus infinitos armonicos, la sinusoide que coincide con aquél armdnico que posee
la mayor amplitud. El andlisis espectral de la fibrilacion ventricular se efectu6
utilizando bloques de datos de 2048 puntos, aplicando la ventana de Hamming. Se
obtuvo para cada blogue la frecuencia dominante. La frecuencia dominante media
(FDM) es la media de las frecuencias dominantes registradas por todos los 256
electrodos unipolares de la placa multielectrodo, en un tiempo determinado de la
fibrilacion ventricular. Para este analisis se ha utilizado el periodograma de Welch,
que se basa en los estudios clasicos de Fourier sobre los armdénicos constituyentes de
una onda compuesta. El procesamiento de datos fue efectuado mediante el programa
informéatico MatLab® 7.6 dentro de la aplicacion MedMap y gracias a este se pudo

obtener las siguientes frecuencias dominantes:

e Frecuencia dominante maxima (FDMax): es la frecuencia
méxima del espectro registrado por el multielectrodos en un

tiempo determinado de la fibrilacion ventricular.

e Frecuencia dominante minima (FDMin): es la frecuencia
minima del espectro registrado por el multielectrodo en un

tiempo determinado de la fibrilacion ventricular.
e Frecuencia dominante media (FDM): es la media de las

frecuencias dominantes registradas por el multielectrodo en un

tiempo determinado de la fibrilacion ventricular.
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2.2.10.4. Parametro utilizado para analizar la regularidad de

la sefial fibrilatoria

e Energia normalizada (EN): al analizar la regularidad
morfologica de la sefial y sus caracteristicas en el dominio de la
frecuencia, se obtuvo el espectro de frecuencias mediante el
periodograma de Welch. A partir de este, se identificd la
frecuencia dominante del espectro (FD) y la energia
normalizada, la cual se define como la energia espectral en una
ventana centrada en FD + 1 Hz, y normalizada por la energia

espectral en la banda de interés (5-35 Hz).

2.2.10.5. Parametros utilizados para la valoracion de la

energia minima necesaria para revertir la FV

e Umbral desfibrilatorio (UD): energia minima necesaria
aplicada mediante el desfibrilador de doble pala, para interrumpir

el proceso fibrilatorio.

2.2.10.6. Parametros utilizados para la valoracion de la

estabilidad electrofisioldgica del corazon que ha fibrilado

o Desfibrilaciones espontaneas: se determina durante el
experimento, cuando el corazon tras ser inducido en FV, sale de

esta, de forma esponténea, y vuelve al ritmo sinusal. Cuando esto
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ocurre, es necesario volver a inducir la FV para continuar con el

protocolo experimental.

La frecuencia de las desfibrilaciones espontaneas se determino
en relacion al numero de veces que un corazon salié de manera

espontanea de la FV inducida.

Recidivas espontaneas: ocurre cuando el corazén, tras ser
desfibrilado mediante la aplicacion de choques de ondas

bifésicas, entra nuevamente en FV de manera espontanea.

La frecuencia de las recidivas se determiné con el nimero de
veces que un corazén entr6 nuevamente en FV, de manera

espontanea, tras ser desfibrilado mediante choques eléctricos.

2.3. ANALISIS ESTADISTICO

Para la comparacién de un determinado parametro en los grupos entrenado y

tratado, frente a control (de manera separada) previamente a la oclusion coronaria,

se aplicé el test de la t de Student, para muestras no apareadas. Para el analisis de

€s0S mismos parametros, pero tras la oclusion arterial coronaria, frente al valor basal

se empled el programa SPSS para aplicar un ANOVA de dos factores, de medidas

repetidas. Al realizar la comparacion del grupo entrenado frente al tratado con

glibenclamida, antes y después de la OAC, se aplicé igualmente el test ANOVA de

dos factores, con medidas repetidas. Solo se consideraron diferencias significativas

cuando el valor de p <0,05.
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2.4. LEGISLACION

Las condiciones de estabulacion y los procedimientos experimentales usados en
la presente tesis doctoral se realizaron de acuerdo con lo establecido en la Union
Europea en materia de uso de animales con finalidad investigadora (2003/65/CE),
promulgado en el Real Decreto 1201/2005 del 10 de octubre sobre proteccién de
animales de experimentacion y otros fines investigadores (B.O.E. nimero 252 del
21 de octubre de 2005). ElI comité ético del Servicio Central de Soporte a la
Investigacion Experimental de la Universitat de Valencia aprob6 todos los

procedimientos para la realizacion de esta tesis doctoral.

2.5. FINANCIACION

Este trabajo de investigacidon fue realizado gracias a la financiacion del proyecto
titulado “Efectos del entrenamiento sobre las modificaciones que la isquemia
miocéardica produce en parametros electrofisiologicos arritmogénicos. Implicacion
de la corriente IKatp”, con referencia DEP2010-22318-C02-01, por parte del
antiguo Ministerio de Ciencia e Innovacién; y cuyo investigador principal es el
doctor Luis Such Belenguer. También ha contribuido en la financiacién la ayuda
otorgada por la Generalitat Valenciana mediante el programa PROMETEO
2010/093.
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3. RESULTADOS

3.1. REFRACTARIEDAD DURANTE LA FIBRILACION
VENTRICULAR

3.1.1. Periodo refractario funcional durante la fibrilacion

ventricular (PRFFV)

Como se observa en la Tabla 3.1., el PRFFV (percentil 5 de los intervalos
fibrilatorios), fue mayor en el grupo entrenado y en el tratado con glibenclamida, que
el valor del grupo control, al comparar cada uno de estos con el valor de dicho
parametro con el del grupo control, previamente a la oclusién arterial coronaria.
Este parametro aumentd tras la oclusidn coronaria, respecto al valor basal (pre-
oclusidn), en el grupo control y en el tratado con glibenclamida, manteniéndose en

el grupo entrenado.

PERIODO REFRACTARIO FUNCIONAL DURANTE
LA FIBRILACION VENTRICULAR

Pre-oclusion 5 min post-oclusion

Control 43 +5 47 + 57
(18) (15)
47 £ 5* 46 +7
Entrenado (12) (11)
48 + 5* 55 + 5f

Glibenclamida (16) (10)

Tabla 3.1. Media del PRFFV, en los grupos control, glibenclamida y entrenado, en situacién basal,
previamente a la oclusion arterial coronaria, y tras 5 min después de la misma. Los valores estan
expresados en ms. El nimero de experimentos en paréntesis.; *p < 0,05 vs. control; 1p < 0,05 vs. pre-
oclusion.
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3.1.2. Frecuencia dominante de la FV

En este apartado se exponen en la Figura 3.1. y Tabla 3.2. los resultados en
relacion a la frecuencia dominante media (FD), y posteriormente en la Tabla 3 se
reflejan los resultados con respecto a la frecuencia dominante méaxima (FDMax) y
minima (FDMin) de la FV, respectivamente.

Se encontré que la FD de la FV, previamente a la oclusién coronaria, fue
menor en el grupo entrenado al compararlo con el grupo control. Este parametro
disminuyé respecto al valor basal, a los 60 segundos y a los 180 segundos tras la
oclusion arterial coronaria, tanto en el grupo control como en el tratado con

glibenclamida, manteniéndose en relacion al valor basal en el grupo entrenado.

Frecuencia dominante media

*p <0,05 frente al control
15 - Tp < 0,05 frente al valor basal

13 1 *\ T =4 Control

N
et
£ == Glibenclamida
11 -
Entrenado
9 .
0 T T 1

Basal 60 s post 180 s post
Tiempos de medicion

Figura 3.1. Media y desviacidn estandar de la FD de la FV, en los grupos control, glibenclamida y
entrenado, en situacion basal (previamente a la oclusion arterial coronaria) y tras 60 s y 180 s,
posteriores a la misma. Los valores estan expresados en Hz. *p < 0,05 vs. control-basal; fp < 0,05 vs.
basal-intragrupo.
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FRECUENCIA DOMINANTE MEDIA DE LA FIBRILACION
VENTRICULAR

Basal 60 s post 180 s post
Control 14+£2 11+ 2f 13 £ 3F
@an (15) (15)
Entrenado 13+1* 12+2 14 +3
(12) (11) (11)
. . 14 +1 11+1° 11 £ 2F
Glibenclamida (14) (13) (13)

Tabla 3.2. Media y desviacion estandar de la FD de la FV, en los grupos control,
glibenclamida y entrenado, en situacion basal (previamente a la oclusion arterial
coronaria) y tras 60 s y 180 s posteriores a la misma. Los valores estan expresados en
Hz. El nimero de experimentos en paréntesis. *p < 0,05 vs. control-basal; Tp < 0,05
vs. basal-intragrupo.

FRECUENCIA DOMINANTE MAXIMA Y MINIMA DE LA FIBRILACION
VENTRICULAR

Frecuencia Dominante Minima Frecuencia Dominante Maxima
(FDMin) (FDMax)

Basal 60 spost 180spost | Basal 60spost 180 s post

Control 10+1 8+1f 8+ 2f 205 17 +4f 20+4
a7 (15) (15) a7 (15) (15)
Entrenado 9+2 8+2 9+2 19+5 16 +2 19+4
(12) (11) (11) (12) (11) (11)
¥ T
Glibenclamida 10+2 8+1 7+1 18+4 15+1 15+2

(14) (13) (13) (14) (13) (13)

Tabla 3.3. Media y desviacion estandar de la FDMin y FDMax de la FV, en los grupos control,
glibenclamida y entrenado, en situacidn basal (previamente a la oclusion arterial coronaria), y tras 60 s
y 180 s posteriores a la oclusion. Los valores estan expresados en Hz. EIl nimero de experimentos en
paréntesis. Tp < 0,05 vs. basal-intragrupo.
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3.2. ENERGIA NORMALIZADA

Al analizar los valores de la energia normalizada (EN) de la sefial fibrilatoria,
se encontrd que la EN se mantuvo tras la oclusién coronaria en el grupo entrenado y
en el tratado, y disminuyo tras la oclusién coronaria respecto al valor basal en el
grupo control, como se observa en la Figura 3.2. y en la Tabla 3.4.

Energia normalizada de la seial fibrilatoria

0,5 -
*p < 0,05 frente a pre-oclusién
0,4 -
@ Control

/ ==@== Glibenclamida

0,3 %
\ Entrenado
*
0 . . . .
Basal 60 s post 180 s post 300 s post
Tiempos de medicion

Figura 3.2. Media y desviacion estandar de la EN de la sefial fibrilatoria, en los grupos control,
glibenclamida y entrenado, en situacion basal previamente a la oclusidn arterial coronaria (OAC) y
durante 60 s, 180 s y 300 segundos posteriores a la misma. Los valores estan expresados en Hz.
*p < 0,05 vs. pre-oclusion.
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ENERGIA NORMALIZADA DE LA SENAL FIBRILATORIA

Basal 60 s post 180 s post 300 s post
Control 0,31+0,08 037+0,05 0,29+0,04 0,26*0,03*
(19) a7 a7 (18)

Entrenado 0,33+0,06 0,34+0,07 0,29+0,05 0,28+0,05
(11) (11) (11) (10)

Glibenclamida 0,34+0,05 0,39+0,06 0,35+0,08 0,34+0,06
(15) (13) (13) (12)

Tabla 3.4. Mediay desviacion estandar de la EN de la sefial fibrilatoria, en los grupos control,
glibenclamida y entrenado, en situacion basal previamente a la oclusion arterial coronaria
(OAC) y durante los 60 s, 180 s y 300 segundos posteriores a la misma. Los valores estan
expresados en Hz. EIl nimero de experimentos en paréntesis. *p < 0,05 vs. pre-oclusion.

3.3. UMBRAL DE DESFIBRILACION MEDIANTE LA

APLICACION DE CHOQUES ELECTRICOS

En la Figura 3.3., se encuentran los valores medios de la minima energia que
fue necesaria aplicar, mediante un desfibrilador ad-hoc, a los corazones aislados
pertenecientes a cada uno de los grupos de estudio, para revertir la fibrilacion

ventricular.

Al comparar la energia media que fue necesaria para desfibrilar los
corazones en los tres grupos de estudio, se encontraron diferencias significativas
entre el grupo entrenado y el grupo tratado con glibenclamida con respecto al grupo
control. Tanto el grupo entrenado como el tratado requirieron una energia menor
gue el grupo control para revertir la fibrilacién ventricular, siendo muy similares las

respuestas en los dos primeros grupos.
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Umbral desfibrilatorio
0,25 -
* p £0,05 respecto a control
0,20 -
0,15 -
o *
5 T
= 0,10 -
0,05 -
0,00 -
Control Glibenclamida Entrenado
Grupos

Figura 3.3. Media y error estandar de la minima energia que fue necesaria aplicar para
desfibrilar los corazones de conejos, en cada uno de los tres grupos. La energia fue aplicada
mediante un desfibrilador ad-hoc. Los valores estan expresados en julios. *p < 0,05 vs. control.

3.4. OTROS RESULTADOS DE INTERES

A continuacién, expondremos los resultados correspondientes a
determinaciones que, si bien no han constituido el objetivo fundamental del presente
trabajo, son consideradas de interés, y se han podido obtener en los correspondientes
experimentos.  Estos resultados estan particularmente ligados a los efectos
electrofisioldgicos del entrenamiento sobre el cronotropismo sinusal (longitud del
ciclo sinusal) y sobre otras respuestas electrofisiologicas (desfibrilaciones
espontaneas y recidivas tras la desfibrilacion con choques) asi como sobre algunas

caracteristicas antropométricas de los animales.
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3.4.1. Respecto al cronotropismo sinusal

En la Tabla 3.5. se exponen los resultados en relacion a la longitud del ciclo
sinusal (LCS) como indicador del cronotropismo sinusal. Al comparar por separado
la LCS, del grupo entrenado y del grupo tratado con glibenclamida separadamente
frente al grupo control, previamente a la infusion de vehiculo o farmaco,
encontramos que dicho parametro fue mayor (p = 0,054) en el grupo entrenado, al
compararlo con el grupo control. Al comparar los valores de este parametro, tras la
infusion (vehiculo o glibenclamida), frente al valor de dicho parametro en situacion
basal dentro de cada grupo, encontramos que el valor del parametro citado aumentd

en el grupo tratado con glibenclamida tras la administracion de la misma.

LONGITUD DEL CICLO SINUSAL

Pre-infusion Post- infusion
Control 314 + 27 313 +39
(14) (14)
358 + 92* 349 + 81
Entrenado (14) (14)
. . 324 +31 335 +28
Glibenclamida (16) (16)

Tabla 3.5. Media y desviacion estandar de la LCS, en los grupos control,
glibenclamida y entrenado, antes y después de la infusion. Los valores estan
expresados en ms. El nimero de experimentos en paréntesis. *p = 0,054 respecto al
grupo control pre-infusion.
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3.4.2. Desfibrilaciones esponténeas

En la Figura 3.4. se observa la capacidad que mostraron los corazones de
cada uno de los grupos, para revertir de manera espontanea la fibrilacion, tras haber
sido desencadenada esta ultima mediante el TEEV. Se observa que, del total de
corazones, el 14 % lograron desfibrilar espontaneamente. De ellos, el 71 %
correspondié al grupo tratado con glibenclamiday el 29 % al grupo control. El grupo
entrenado no exhibio desfibrilaciones espontaneas. Al comparar el grupo control con
el entrenado, no se detectaron diferencias significativas. ElI numero de
desfibrilaciones espontaneas tendid6 a ser mayor en el grupo tratado con

glibenclamida (p = 0,09) que en el grupo control.

Corazones que desfibrilaron espontaneamente

Entrenado
0%

- Control

29%

Glibenclamida
71% *

*p = 0,09 frente al
control

Figura 3.4. Porcentaje de los corazones de conejos pertenecientes a los grupos control, entrenado y
glibenclamida que desfibrilaron espontaneamente, tras haberles inducido una fibrilacion ventricular.
p = 0,09 frente al control.

Otra de las variables que determinamos en este estudio fue el nimero de
desfibrilaciones espontaneas en cada uno de los corazones, de los tres grupos de
estudio (Tabla 3.6.). Se encontr6 que los dos corazones del grupo control que

desfibrilaron espontdneamente, lo hicieron tan solo una vez, mientras que los
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corazones del grupo tratado con glibenclamida mostraron una actividad
desfibrilatoria espontdnea mucho més reactiva, que la del grupo control y que el
grupo entrenado. En el grupo de glibenclamida, de los 5 corazones que desfibrilaron,
al menos uno logré desfibrilar espontaneamente hasta 3 veces, luego de haberle
inducido nuevamente en FV, tras cada desfibrilacién espontanea.

FRECUENCIA DE DESFIBRILACIONES ESPONTANEAS

Desfibrilaciones Control Glibenclamida Entrenado
espontaneas por corazon (18) (16) (15)
3
1
Total 2 (18) 5 (16) 0 (15)

Tabla 3.6. Frecuencia de desfibrilaciones espontaneas ocurridas en cada uno de los corazones
pertenecientes a los grupos control, entrenado y glibenclamida. Los valores estdn expresados en
unidades. El nimero total de experimentos en paréntesis.

3.4.3. Recidivas espontaneas

Con respecto a las recidivas se encontr6 que, del total de corazones
desfibrilados mediante la aplicacion de choques eléctricos, el 32 % de ellos entraron
nuevamente en FV de manera espontanea. De ellos, el 62 % correspondié al grupo

control, seguido del grupo entrenado con el 38 %, como se observa en la Figura 3.5.
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Corazones en los que se produjo, tras la desfibrilacién
mediante choques eléctricos, recidivas de la FV de modo
espontaneo

I S Control

62%

Glibenclamida
0%

Figura 3.5. Comportamiento desfibrilatorio espontaneo y recidivas fibrilatorias espontaneas
exhibidas por los corazones de conejos pertenecientes a los grupos control, glibenclamida y
entrenado.

Con respecto al nimero de veces que un corazon entré de manera espontanea
nuevamente en FV, después de esta haber sido revertida a través del choque de ondas
bifasicas, encontramos lo siguiente (Tabla 3.7.): ninguno de los corazones del grupo
tratado con glibenclamida desencadend una fibrilacion ventricular de manera
espontanea. Por el contrario, en el grupo control, 4 de los corazones presentaron una
vez una FV recidivante, otros 3 corazones desarrollaron 2 veces fibrilaciones
espontaneas, uno fibrild espontaneamente 3 veces y dos corazones del grupo llegaron
a fibrilar hasta mas de 9 veces. Con respecto al grupo entrenado, 3 de los corazones
entraron tan solo una vez en fibrilacion de manera espontanea, 2 lo hicieron dos

veces y solo un corazon de ese grupo presento 3 recidivas.
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FRECUENCIA DE FIBRILACIONES VENTRICULARES
RECIDIVANTES

Recidivas Control Glibenclamida Entrenado
espontaneas (18) (16) (15)
4 0 3
3 0 2
1 0 1
>9 2 0 0
Total 10 (18) 0 (16) 6 (15)

Tabla 3.7. Numero de fibrilaciones espontaneas (recidivas) ocurridas, después de
haber revertido la fibrilacién (inducida con el TEEV), mediante choque de ondas
bifésicas, en cada uno de los corazones de conejos pertenecientes a los grupos control,
entrenado y glibenclamida.

3.4.4. Peso corporal del conejo, peso de su corazon y flujo
coronario

En este apartado podemos observar el comportamiento de estas tres variables

de manera simultanea en cada uno de los tres grupos de estudio (Tabla 3.8.).

Primero, respecto al peso corporal de los conejos, recordamos que este se
determiné antes y después del periodo de estabulacion para cada uno de los tres
grupos: control, entrenado y glibenclamida, pero se tuvo en cuenta solo el valor del
peso al final de la estabulacion para hacer la tabla comparativa, puesto que fue el
momento en el que los animales fueron sacrificados y finalmente se aisl6 el corazén

para su estudio.
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Antes de proceder con la fase quirdrgica, se determind el peso corporal
total de los conejos de cada uno de los grupos de estudio y se encontré como se
observa en la Tabla 3.8., que el grupo tratado con glibenclamida mantuvo un peso
significativamente mayor que el grupo control (tal como se encontr6 al inicio de la
estabulacion). En el grupo entrenado no se observaron diferencias con respecto al

grupo control.

Posterior al sacrificio, se procedid a aislar el corazén y se determind el
peso de cada uno de los corazones de los conejos pertenecientes al grupo control, al
grupo entrenado y al grupo tratado con glibenclamida, en el cual no se encontraron

diferencias significativas entre si.

Con respecto a la razon entre el peso del corazon y el peso corporal del
conejo, esta fue mas alta en el grupo entrenado, que en los grupos control y

glibenclamida, como se observa en la Tabla 3.8.

Finalmente, después de aislar el corazdn y conectarlo al sistema
Langendorff, se determiné el flujo coronario medio antes de administrar la infusion
(del vehiculo o vehiculo+glibenclamida), en los tres grupos de estudio, y se encontrd
que el grupo glibenclamida tuvo un flujo coronario medio significativamente mas

alto al compararlo con el grupo control, tal como se expone en la Tabla 3.8.
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CARACTERISTICAS ANATOMICAS Y FISIOLOGICAS EN EL
CONEJO

Control Glibenclamida Entrenado

3607 £ 0,2 3937 £0,3* 3635%0,3
Peso corporal (g)

(20) (16) (15)
Peso del corazon (g) 14 +2 15+1 15+2
(20) (15) (14)
Razén peso corazon/peso 4 4 4
corporal (mg/g) (20) (15) (14)
Flujo coronario medio 70+9 80 + 14* 75+11
(ml/min) (20) (16) (15)

Tabla 8. Media y desviacion estandar del peso corporal del conejo, peso de su corazén, ratio del peso
del corazén/peso corporal y flujo coronario en cada uno de los tres grupos de estudio. EI nimero de
experimentos en paréntesis. *p < 0,05 respecto al grupo control
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4. DISCUSION

En la presente tesis ha sido investigado el efecto del ejercicio fisico crénico sobre
algunas propiedades electrofisiol6gicas miocardicas relacionadas con la instauracion
de arritmias por reentrada que amenazan la vida, y asimismo la posible participacion
del canal Karp en las modificaciones inducidas por el entrenamiento, a traves del
blogueo de dicho canal. Estas propiedades se han determinado a través del analisis
espectral de la fibrilacion ventricular inducida sin interrupcion de la perfusion global
(frecuencia dominante y regularidad de la sefal) y del andlisis de la arritmia en el
dominio del tiempo, que traducen indirectamente modificaciones de la refractariedad
y de la heterogeneidad. Asimismo, hasido investigada la minima cantidad de energia
necesaria para desfibrilar mediante la aplicacién de choques eléctricos, con ondas
bifésicas, y algunos aspectos del comportamiento eléctrico del miocardio tras la
desfibrilacion (recidivas tras la desfibrilacion con choques). Estos parametros han
sido analizados en el miocardio sometido a perfusion normalmente oxigenada y tras
isquemia regional aguda, no solamente en corazones de animales entrenados
fisicamente, sino también en corazones sometidos al bloqueo del canal Karp con
glibenclamida, y en corazones de animales control. Este estudio ha pretendido, no
solamente asentar los efectos electrofisioldgicos del ejercicio fisico crénico, ya
iniciado su estudio con anterioridad, sino también tratar de contribuir a dilucidar el
papel del canal Kate en las modificaciones electrofisioldgicas inducidas por el
gjercicio. Adicionalmente, y con caracter menor, han sido estudiados otros
parametros como la facilidad con la que se produce reversion espontanea de la

fibrilacion y el cronotropismo sinusal.
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4.1. CONSIDERACIONES RELATIVAS A LOS
MATERIALES Y METODOS EMPLEADOS

4.1.1. Respecto a la idoneidad de la especie seleccionada

La utilizacion de modelos animales para el estudio de las enfermedades
cardiovasculares ha contribuido sustancialmente a la mejora del conocimiento de
sus fisiopatologias. En este sentido, el conejo se ha consolidado como un buen
modelo en los laboratorios de investigacion, para estudios en corazén aislado y
perfundido y en situaciones de isquemia y en las investigaciones que pretenden
analizar el proceso de remodelacion cardiaca (para revision ver Verdow et al.,
1998).

En nuestra investigacion, la razén principal para esta eleccion radica en que
el corazdén de conejo es muy similar en ciertos aspectos al corazon humano. Asi, el
corazon de conejo en condiciones fisioldgicas presenta escasa circulacion coronaria
colateral, lo que origina las consecuencias fisiopatoldgicas correspondientes tras la
oclusién arterial coronaria aguda, y hay que tener en cuenta que nuestro estudio

incluye la situacién de isquemia aguda.

Dado que la presente investigacion se relaciona con los efectos
electrofisioldgicos del entrenamiento, el conejo de laboratorio es, en opinién de
diversos autores un modelo idéneo (DiCarlo y Bishop, 1990, Such et al., 2002, 2008
y 2018) por las razones que a continuacién exponemos. Efectivamente, como hasido
publicado con anterioridad, usando el protocolo de entrenamiento del presente
estudio, la frecuencia cardiaca in vivo fue menor en los animales entrenados que en
los animales no entrenados. Ademas, la duracion del ciclo sinusal analizada en el

corazon aislado, también como un pardmetro cardiovascular de entrenamiento, fue
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mayor en los conejos entrenados que en los controles. No solo los pardmetros
cardiovasculares evidenciaron el efecto del protocolo sobre cinta sin fin, sino que
también se modificaron los parametros bioquimicos Hsp60 e iNOS (Such et al.,
2008).

Como se ha hecho constar en publicaciones previas, el presente modelo
“simula humanos sedentarios que realizan ejercicio moderado como proteccion
cardiovascular contra las arritmias que amenazan la vida” (Such et al., 2018). A
semejanza de los seres humanos en general, el conejo de laboratorio es un animal
sedentario y sometiéndolo a protocolos de ejercicio fisico, como el aplicado por
nosotros, se consiguen facilmente respuestas caracteristicas del entrenamiento fisico
(DiCarlo y Bishop, 1990).

Por otra parte, como hemos visto, hemos desencadenado la fibrilacion
ventricular en los corazones aislados. Se requeria corazones que ademas de facil
manipulacién, fueran susceptibles de fibrilar, aplicando protocolos de estimulacion
adecuados, y de mantener la arritmia a lo largo del experimento, una vez
desencadena. También en ese sentido los conejos de laboratorio poseen corazones
en los gque se puede conseguir las condiciones que acabamos de comentar. Ademas,
el conejo de laboratorio ha sido considerado ideal para investigar arritmias derivadas

de la isquemia y reperfusion (Coker, 1989).

Con respecto a los estudios sobre arritmias y farmacos antiarritmicos, el
corazon de conejo por su tamafo y frecuencia cardiaca basal permite estudiar mejor
determinados parametros electrofisiol6gicos. Otros modelos, por ejemplo el de
raton, al tener una masa ventricular reducida y una elevada frecuencia cardiaca, junto
a una corta duracién del potencial de accién limita enormemente el desarrollo del
estudio (Riascos et al., 2004). De igual manera, se dificulta el inducir y mantener la

FV ya que los circuitos reentrantes que son necesarios para la propagacion de la
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misma, dificilmente se forman en estos animales (Billman, 2002). Recuérdese el
muy bien conocido concepto de Garrey de la “masa critica” (Garrey et al., 1914,
tomado de Jalife, 2000). En este sentido, Garrey establece que la facilidad con la
cual el proceso fibrilatorio podria ser inducido y con la cual se recuperaria

espontaneamente es inversamente proporcional a la masa del tejido fibrilatorio.

En relacion a la manipulacidn, el corazén de conejo permite un facil manejo
del mismo, tanto para la extraccion, asi como para la canulacién retrégrada en un
sistema de perfusion para érgano aislado. Igualmente permite facilmente observar
el recorrido de las coronarias y de esta manera facilita la realizacion de la oclusién
arterial coronaria mediante ligadura. Algunas de estas consideraciones representan
una clara ventaja respecto a los corazones de otros animales mas pequefios como el
de la rata, raton o cobaya, o mayores, como es el caso del cerdo o del perro (Chorro
et al., 2009).

En relacion al protocolo de entrenamiento empleado, como hemos
comentado en lineas anteriores ya fue aplicado por nosotros en similares trabajos de
investigacion (Such et al., 2008, Such et al., 2018).

Otras ventajas de este modelo son: facil cuidado y manejo del animal, la facil
reproducibilidad experimental, su asequibilidad, los bajos costes de su manutencion
respecto al de otras especies, la experiencia de nuestro grupo en este modelo animal

y la adecuacidn del utillaje tanto quirargico como de electroestimulacién y registro.

4.1.2. Respecto al sistema de perfusién tipo Langendorff
Se trata de uno de los mayores avances en relacion a la preparacion de
corazon aislado, en el que Oskar Langendorff en 1985, empleando corazones de

mamiferos como conejos, perros y principalmente gatos, realiz6 una modificacion
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clave al modelo inicial de corazén aislado de rana, en el que introdujo el concepto
de perfusidn retrograda, en el cual se canula la aorta ascendente y se administra el
perfundido sérico a una presion hidrostatica constante en la raiz adrtica
(Langendorff, 1895; citado por Ronglih et al., 2012).

A pesar de este avance, en el que se logra que el corazén perfundido continte
latiendo, se considera que el corazén no realiza un trabajo funcional ya que no
expulsa ningln perfundido sérico, puesto que la camara del ventriculo izquierdo se
mantiene esencialmente vacia. Para dar solucion a esto, en 1967 James Neely y
Howard Morgan realizaron una valiosa modificacioén al modelo, describiendo una
preparacion de corazon aislado de rata, en el que se realizaba un trabajo mecéanico

fisiologicamente valido (Neely et al., 1967; citado por Ronglih et al., 2012).

Gracias al desarrollo de esta técnica, nuestro grupo de investigacion ha
podido llevar a cabo diversos estudios en corazén aislado, permitiendo analizar
mediante sistemas de mapeo eléctrico y mas recientemente también mediante mapeo
Optico las diferentes propiedades electrofisiolégicas en el miocardio, sometido a
diferentes tipos de manipulacion, ya sea en condiciones normales de oxigenacion y
perfusién asi como en relacién a algunas condiciones fisiopatolédgicas tales como el
estiramiento mecanico y su modificacion por diferentes farmacos (Del Canto et al.,
2018, Such-Miquel. 2018), el sindrome metabdlico (Calvo et al., 2019) y el efecto
gue desencadena la realizacién de protocolos de ejercicio fisico cronico (Such et al.,
2008, Zarzoso et al., 2012, Such et al, 2018).

Entre las ventajas del uso de la técnica de Langendorff destaca su alta
reproducibilidad, bajo coste y la posibilidad de analizar diversos fenémenos sin la
influencia de factores reguladores extrinsecos, como los factores neurohumorales
circulantes y las influencias nerviosas centrales. Adicionalmente, permite acceder

facilmente a las zonas de interés y al mismo tiempo mantener el desarrollo del
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experimento a pesar de condiciones limite que serian mortales en un estudio in vivo,
tal como sucede en un paro cardiaco o en la instauracion de arritmias letales (Riascos
et al., 2004).

En el caso de lafibrilacion ventricular, el desencadenamiento de esta, in vivo,
implica la abolicion de la perfusion coronaria, la aparicion de isquemiay el deterioro
metabdlico del miocardio, condiciones que por si mismas alteran las caracteristicas
del proceso fibrilatorio (Chorro et al., 2002a). Asi pues, el uso de preparaciones
experimentales, en los que se mantiene la perfusion coronaria constante durante la
FV, permiten mantener un estado metabdlico adecuado durante la mismay es posible
obtener condiciones experimentales estables y facilmente reproducibles que
permiten evaluar los efectos de distintas variables sobre el patron fibrilatorio
ventricular (Chorro et al., 2000b; Chorro et al., 2002a).

Por todo lo anterior, para el desarrollo de este estudio, el uso de esta
preparacidn en corazon aislado de conejo supone asi una herramienta basica de gran
utilidad al permitir analizar los diversos parametros de interés empleando sistemas
de mapeo eléctrico sobre la pared epicérdica ventricular y de esta manera registrar
las sefiales electrograficas del miocardio tanto en ritmo sinusal como en fibrilacion,
a la vez que se facilita la administracion de la glibenclamida y la libre manipulacion

del corazon al realizar la oclusion arterial coronaria mediante la ligadura de la misma.

No obstante, esta técnica requiere un estricto control de la temperatura y de
la presion de perfusién, puesto que interesa simular, al menos en parte, las
condiciones fisioldgicas lo méas cercano posible a la realidad, y al no existir
inervacion neurovegetativa sobre el corazon, ni tampoco tener funcién de bomba
(pues en nuestro estudio no hay carga ni postcarga), queda un poco alejado de la

fisiologia cardiaca normal.
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4.1.3. Respecto a la metodologia para la determinacion de los

parametros electrofisiologicos

En esta investigacion, la fibrilacion ventricular se induce sin interrumpir la
perfusion coronaria, y se ha utilizado como una herramienta metodoldgica que
permite determinar diferentes propiedades electrofisiol6gicas analizando el
comportamiento de la sefial en el dominio del tiempo y de la frecuencia (intervalos
V'V, dispersion de los mismos, percentil 5 de los intervalos que se interpretan como
periodo refractario funcional durante la arritmia, concentracion espectral, energia
normalizada, frecuencia dominante media, maxima y minima) que nos permiten
aproximarnos a los valores de las propiedades como son la refractariedad, la
velocidad de conduccién (no determinada en la presente tesis y la heterogeneidad

electrofisioldgica.

El registro de la sefial fibrilatoria se realiza mediante un sistema de mapeo
eléctrico que, como hemos detallado en Métodos, incorpora una placa de
multielectrodos que se acopla a la pared epicardica ventricular y por lo tanto los datos

obtenidos provienen principalmente de esta zona.

Con el propésito de minimizar al méximo los errores o la influencia de la
subjetividad en el marcado dependiente del investigador, se acordd definir unos
criterios generales de marcado de la sefial electrografica para controlar de manera
mas rigurosa variables externas que puedan alterar los valores de los parametros de
estudio, y de esta manera lograr estandarizar al maximo posible el proceso de

marcado.

Con respecto al analisis de la FV, es posible determinar los tiempos de
activacion epicérdica tanto en ritmo sinusal como durante la FV, a través de los
registros electrogréficos obtenidos por medio de la placa multielectrodos. Conocer

los tiempos de activacion durante la FV ayuda al andlisis del proceso de activacion
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durante la arritmia y de esta manera permite determinar la complejidad de la misma.
A través de los registros electrograficos mdaltiples, es posible analizar las
caracteristicas espectrales de la FV en muy diversos puntos del miocardio
ventricular, al igual que realizar el analisis de la sefial fibrilatoria en el dominio del
tiempo de otros parametros relacionados con la refractariedad del tejido miocérdico.
Esta metodologia ha sido frecuentemente usada en los estudios publicados por

nuestro grupo.

En el presente estudio, el periodo refractario funcional durante la FV se ha
estimado a partir del percentil 5 del histograma de las longitudes de onda (intervalos
VV) de la sefial fibrilatoria (entre 4000 y 7000 ciclos), asumiendo que en el ciclo
mas corto de la FV no existe practicamente “una ventana excitable”. Este método,
que permite conocer la refractariedad del tejido, ha sido analizado en diversos
estudios metodoldgicos comparativos (Duytschaever et al., 2001). Por un lado, este
método no tiene en cuenta la estimulacion externa al corazdn, y por otro, permite
conocer la capacidad del tejido para conducir frentes de ondas de activacion
sucesivos, mientras no se halle en periodo refractario funcional. No obstante, el
valor obtenido del periodo refractario funcional mediante este método resulta ser
significativamente mayor que el que se obtiene por el método del mapeo
(Duytschaever et al., 2001).
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4.2. CONSIDERACIONES RELATIVAS A LOS
RESULTADOS OBTENIDOS Y SU SIGNIFICADO

4.2.1. especto al periodo refractario funcional previamente a la

oclusion arterial coronaria y tras la oclusion

Como se ha visto anteriormente, la aplicaciéon de un protocolo de
entrenamiento fisico ha producido periodos refractarios funcionales ventriculares
mayores, con respecto a los encontrados en el grupo control, previamente a la
oclusion arterial coronaria. EI mayor periodo refractario funcional ventricular del
grupo entrenado se ha manifestado como vimos en el capitulo de resultados, en los
parametros de refractariedad analizados por nosotros, es decir, tanto en el valor del
percentil 5 (estimado como el valor del periodo refractario funcional durante la FV),
como en la frecuencia dominante, que de modo paralelo se relaciona con la
refractariedad (a menor valor de frecuencia dominante, mayor periodo refractario).
Este es un resultado que afianza estudios previos realizados por nuestro grupo y que
en realidad son continuacién de los que se hicieron hace méas de una década y que
iban dirigidos a conocer si el ejercicio fisico crénico produce modificaciones
intrinsecas de las propiedades electrofisiolégicas del miocardio como el
automatismo la conduccion y la refractariedad y que posteriores investigaciones han
confirmado (Such et al., 2002; Such et al., 2008, Parra, 2012 y Zarzoso et al., 2012).
Con una metodologia similar y/o idéntica de corazén aislado, perfundido y
fibrilando, para analizar propiedades electrofisioldgicas como la refractariedad,
Koninkx (2015) y Such-Miguel et al. (2018) obtuvieron parecidos resultados.
Aungue los mecanismos basicos por los cuales el ejercicio fisico crénico ha
producido un incremento de la refractariedad, estos no han sido estudiados por
nosotros; no obstante, expondremos algunas de las investigaciones basicas que nos

permiten plantear algunos de los mecanismos implicados.
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Hace ya entre dos y tres décadas se realizaron estudios experimentales en
los que se demostré que el ejercicio fisico crénico produce un incremento de la
duracion del potencial de accion (Tibbits et al., 1981; Gwathmey et al., 1990, Jew et
al., 2000, Natali et al., 2002) que salvo en el caso del incremento de la refractariedad
postpotencial de accion que se produce en el miocardio isquémico (Sutton et al.
2000), el incremento en la duracién del potencial de accion se corresponde con un
incremento similar del periodo refractario. Estudios electrofisiolégicos en
cardiomiocitos aislados procedentes de animales entrenados, han tratado de
investigar la participacion de los canales que vehiculan la corriente lenta de entrada
de calcio (ICa.) (Mokelke et al., 1997). Tales investigaciones junto con otras mas
recientes en las que no se observd que los niveles de proteinas del canal tipo L para
el Ca™ difirieran entre un grupo de animales control y otro sometido a entrenamiento
(da Silva et al., 2017), parecen descartar la participacion de las corrientes y canales

mencionados en las modificaciones producidas por el entrenamiento.

Asimismo, fueron investigadas las corrientes de salida de potasio (Jew et al.,
2001), y el sistema de intercambio Na/Ca (Mace et al., 2003). En lo que respecta a
tales corrientes de potasio Jew et al. (2001) encontraron, en cardiomiocitos aislados
de ventriculo izquierdo de ratas entrenadas, una reduccion en la densidad de
corrientes repolarizantes de potasio de inactivacion lenta o sostenida, a las que ellos
y otros autores denominaron ls;s 0 liae, Y también encontraron un incremento en la
rapidez a la cual se alcanza el pico de la corriente I, Yy un ligero incremento en la
densidad de corrientes I, Con respecto al intercambiador Na/Ca, este no parece verse
influido por el entrenamiento segln las investigaciones realizadas por Mace et al.
(2003).

El hecho de que, en los corazones de animales entrenados, el periodo
refractario ventricular sea mayor que en los corazones de animales del grupo control,

previamente a la oclusion coronaria, evidencia una clara proteccion antiarritmica. El
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aumento del periodo refractario incrementa a su vez el pardmetro que llamamos
longitud de onda del proceso de activacion (resultado del producto del periodo
refractario por la velocidad de conduccién) cuyo incremento dificulta la instauracion
de reentradas (Wijffels et al., 1995).

En lo que respecta a los efectos que ha ejercido la administracion de
glibenclamida, previamente a la oclusiéon coronaria, dado que este farmaco es un
bloqueante de los canales Kare y que dichos canales se abren en condiciones de un
aumento importante de las demandas de oxigeno o bien cuando disminuye el aporte
del mismo, nos hace plantear la posibilidad de que sus efectos sobre el parametro
estudiado en condiciones de normoxia puedan deberse a alguin otro mecanismo sobre
el que acte también la glibenclamida. En este sentido, ya Csonka et al. (2003)
observaron que la gibenclemida ejercié un efecto desfibrilatorio que ademas iba
seguido de una mejor funcion en el corazon de rata. Algunos afios antes Yamazaki y
Hume (1997) sugirieron, en base a estudios realizados en cardiomiocitos de cobaya,
que la gibenclamida podia ejercer efectos sobre otros canales ademas de los propios

sobre el canal Katp.

En lo que respecta a los resultados tras la oclusion arterial coronaria, hemos
visto que, en los grupos, control y tratado con glibenclamida aument6 el periodo
refractario funcional durante la FV, lo que no ocurrié en el grupo entrenado, que tras
la obliteracion arterial exhibié el mantenimiento de los valores del percentil 5

similares a los determinados previamente a la oclusion.

Nosotros atribuimos el aumento del periodo refractario funcional durante la
FV al mayor deterioro metabélico del grupo control y del tratado con glibenclamida.
De hecho, ha sido publicado que la frecuencia dominante de la FV que se
correlaciona de modo inverso con la refractariedad, cuando se produce un mayor

dafio isquémico, éste se corresponde con una frecuencia dominante de la FV menor
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(Strohmenger et al., 1997). Por tanto, y pese a que hemos comentado en lineas
anteriores que el incremento del periodo refractario lo interpretamos como un efecto
beneficioso anti arritmico, en el miocardio normalmente oxigenado, el alargamiento
del mismo en el miocardio isquémico es una manifestacion de los efectos deletéreos
que suponen la deprivacion de oxigeno y nutrientes, asi como del acumulo de
metabolitos de desecho y de alteraciones fisico-quimicas, y por tanto de la constancia
del medio extracelular. Méas adelante, en relacion con los resultados correspondientes

a la frecuencia dominante, insistiremos en este aspecto.

4.2.2. Respecto a la FD de la FV previamente a la OAC

Como vimos en el apartado de Resultados cuando comparamos la FD de la
FV del grupo entrenado con la del control, previamente a la oclusion coronaria,
observamos que este parametro fue menor en el grupo entrenado. Frecuencia
dominante y periodo refractario son pardmetros muy directamente relacionados,
como es sabido; de tal modo que una disminucion de la frecuencia de la FV indica
un mayor periodo refractario (Chorro et al., 2000). La observacion de que el
entrenamiento fisico puede operar sobre la refractariedad intrinseca del miocardio
ventricular, incrementando la misma, y reflejarse este hecho en una disminucién de
la FD de la FV, ya ha sido publicado por nosotros (Such et al., 2008). Este resultado
contribuye a afianzar nuestra hipdtesis acerca de que el ejercicio fisico crénico
produce modificaciones de caracter intrinseco sobre la refractariedad ventricular.
Las razones por las que se produce este efecto ya han sido comentadas en
publicaciones previas, y estan intimamente relacionadas con las que hemos
comentado, lineas arrima, para el caso del periodo refractario funcional o percentil 5

de los intervalos fibrilatorios, razén por la cual no vamos a insistir en este punto.
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4.2.3. Respecto alaFD delaFV trasla OAC

La caida de la frecuencia de la fibrilacion, observada en el grupo control y
tratado, tras la oclusion arterial coronaria, que ocurre de modo simultdneo con el
alargamiento del periodo refractario funcional, ya hemos comentado que indica un
deterioro metabolico del miocardio como también ha sido sefialado por autores y que
hacen referencia a la caida de las concentraciones de fosfatos de alta energia en el
miocardio isquémico en fibrilacién (Neumar et al., 1990, citado por Strohmenger et
al., 1997). Lamejor perfusion miocardica después de la resucitacion cardiopulmonar
y la administracion de vasopresores, coincide con un incremento en la frecuencia de
la FV y una mayor probabilidad de éxito del choque de descarga (Strohmenger et
al., 1997). La caida de la frecuencia dominante de la fibrilacion en la isquemia es un
hecho observado tanto en corazones humanos (Sutton et al.,, 2000), como
experimentalmente (Zaitsev et al., 2003). Contrariamente a lo que acabamos de
apuntar para el grupo control y el tratado, en el grupo entrenado, la oclusion
coronaria evito la caida de la frecuencia de la FV en los momentos analizados por
nosotros, esto es, al minuto y a los tres minutos, después de la ligadura coronaria, es
decir en los momentos méas prematuros del proceso isquémico. Como luego veremos
en el apartado de limitaciones del estudio, la medida de la FD de la FV a los cinco
minutos post-oclusién coronaria presenta incertidumbres metodoldgicas. Es por eso
gue nos ha parecido mas correcto obviar el dato obtenido en el tiempo que acabamos
de mencionar. Estos resultados nos indican que el ejercicio fisico cronico ha exhibido
un efecto protector, evitando el deterioro metabo6lico del cardiomiocito, que como
parece desprenderse de las investigaciones realizadas, se halla relacionado con las
caracteristicas espectrales de la FV. Es clasica la publicacion de una revision de
Scheuer y Tipton (1977), en la que se relata que el contenido de glucgeno cardiaco
de un animal entrenado, en reposo es mayor que el de esa misma especie animal, en

reposo.
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Por otra parte, nos parece, a la vista de los resultados del grupo tratado con
glibenclamida, que en lo que respecta al efecto de dicha sustancia sobre la FD de la
FV tras la oclusion coronaria, el bloqueo del canal Karp no parece apoyar, al menos
en este parametro, la idea de que el ejercicio fisico pudiera ejercer su efecto
beneficioso a través del bloqueo de dicho canal, al menos en lo que al estatus
metabdlico se refiere, vista la diferencia que hay entre los resultados
correspondientes al grupo entrenado y los correspondientes al grupo tratado. Es por
ello que este resultado, a diferencia de otros que veremos méas adelante, en cambio
parece apoyar la idea de que el ejercicio fisico podria operar a través de ejercer un
efecto abridor de dicho canal, como se ha publicado en un estudio que indica que el
gjercicio o el estrés podrian ser suficientes para activar los canales Kare en el corazén
(Zingman et al., 2002), y que apoyan multitud de autores que han investigado el
efecto protector de la apertura del canal Kare sobre el tamafio del infarto que se
produce tras la oclusion coronaria (Sanguinetti et al., 1986; Yang et al., 2009), y su
similitud con el efecto que tiene la realizacién de ejercicio fisico crénico. De manera
similar y sobre el estatus metabolico como indicador de proteccién, otras
publicaciones apoyan asimismo el efecto protector de los canales Karp; asi Gumina
et al. (2003) estudiando ratones knockout Kir6.2, relataron que los canales de Karp
son esenciales en la proteccion inducida por el precondicionamiento isquémico de
las dindmicas energéticas celulares y en el desempefio cardiaco asociado, basandose
en el deterioro metabolico que se producia tras isquemia global y reperfusion
posterior. Sobre la base de las anteriores observaciones, y dado el resultado obtenido
por nosotros se desprende que el ejercicio fisico no ha operado beneficiosamente, al
menos en este parametro, a través del bloqueo del canal Kate. Como posibles efectos
protectores estan los ya clasicamente estudiados que operan sobre el dispositivo
metabolico del cardiomiocito y otros efectos méas posteriormente investigados y que
comentaremos someramente a continuacién. Como hemos indicado anteriormente,
la actividad de la glucogeno-sintetasa esta incrementada en los corazones de

animales entrenados fisicamente, y después de un episodio de actividad fisica la cual
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reduce el contenido de glucdgeno cardiaco, hay una répida resintesis de este
polisacarido; proceso muy activado en los animales mas severamente entrenados.
De este modo, durante el entrenamiento fisico hay probablemente oscilaciones
amplias de las reservas de glucégeno cardiaco con reducciones durante los periodos
de ejercicio y una marcada supercompensacion durante los periodos de descanso
(para revision ver Scheuer y Tipton, 1977). Similares resultados en los que se ha
relatado que corazones de animales entrenados exhibieron mayor reserva de
glucdgeno en reposo han sido publicados con posterioridad (para revision ver Powers
et al., 2008), con lo que la glicolisis anaerébica, que comienza y se intensifica en la
isquemia miocéardica, puede contribuir como medio eficaz para mantener los niveles
de ATP en las primeras fases de este proceso (Carmeliet 1999) y asi poder explicar,
en parte, el mantenimiento de la frecuencia de la fibrilacion tras la oclusion

coronaria.

Otros estudios han propuesto diversos mecanismos por los que el ejercicio
fisico cronico ejerce un efecto beneficioso y de los que en la introduccion se realizo
algin comentario. Destacan aquellos trabajos en los que se relata la asociacion entre
gjercicio y cambios en las proteinas implicadas en la homeostasis del calcio (Collins
et al. 2004). Estos autores, al tiempo que documentaron en ratas hipertensas
sometidas a ejercicio fisico un aumento en el umbral de la arritmia ventricular,
observaron una normalizacién en la expresion de la proteina fosfolamban, a
diferencia de lo que ocurria en las ratas hipertensas sedentarias, asi como del
intercambiador Na'/Ca™. Otros autores atribuyeron efectos beneficiosos del
entrenamiento a un incremento de las proteinas de choque térmico 72 (HSP72) en el
miocardio y a las defensas antioxidantes del corazén (Demirel et al., 2001).
Adicionales investigaciones han otorgado un papel importante a la produccién de
Oxido nitrico por efecto del ejercicio fisico cronico (Hajnal et al., 2005). Asimismo,
en trabajos previos, nuestro grupo publicd un incremento en la expresion de oxido

nitrico sintasa en conejos sometidos a un protocolo de entrenamiento sobre treadmill
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(Such et al., 2008). Otros puntos de vista sobre los mecanismos béasicos por los que
el ejercicio fisico ha ejercido un efecto beneficioso incluyen la participacion de la
activacion del megacanal o poro de transicion de permeabilidad mitocondrial (Marcil
et al., 2006), a una mejor preservacion del flujo coronario (Brown et al., 2003), a
una atenuacion de la respuesta beta adrenérgica (Billman et al., 2005), y a la
mediacion de protein-kinasa C (Yamashita et al., 2001).

Ademas de las anteriores, las posibilidades de cardioproteccion propuestas
incluyen también un aumento de las proteinas de estrés del reticulo endoplasmico,
un incremento de la actividad de la 2-ciclooxigenasa, aumento de canales mitoKare,
niveles elevados de canales sarcoKare, Y/0 mejoras en las reservas antioxidantes
cardiacas, sumado a que los dos Gltimos han sido considerados como posibles

mecanismos protectores (para revision ver Jew y Moore, 2002).

4.2.4. Respecto a la energia normalizada de la seial fibrilatoria

Al analizar la homogeneidad espacial de la EN antes de la oclusién, los tres
grupos tuvieron un comportamiento muy similar entre ellos. Después de la oclusion,
tal y como vimos en el capitulo de resultados, el grupo entrenado mantuvo la energia
normalizada, pese a la agresion isquémica, en niveles cercanos a su valor basal, lo
gue vimos que no ocurrio en el grupo control, en el que disminuyé la EN en el ltimo
tiempo de registro, esto es, a los 5 minutos de oclusién. Al parecer estos resultados
podrian indicar que los efectos beneficiosos intrinsecos del ejercicio fisico cronico
afectarian al mantenimiento de la homogeneidad electrofisioldgica, ya que la energia
normalizada es, de alguna manera, un parametro relacionado con la regularidad de
la sefial y por tanto un indicador de heterogeneidad. Vimos asimismo en el capitulo
de resultados que se observé un comportamiento muy homogéneo en el grupo tratado
con glibenclamida, ya que el pardmetro analizado se mantuvo sin variacién a lo largo

del tiempo de oclusion arterial coronaria. Creemos que el resultado obtenido en los
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corazones de los animales entrenados podria estar mediado en parte, por el bloqueo
de los canales de Kate, dada la similitud en el comportamiento de los corazones de
los grupos entrenado Yy tratado con glibenclamida, tras isquemia regional aguda.

4.2.5. Respecto a la energia minima necesaria para interrumpir

el proceso fibrilatorio en el miocardio isquémico

Como se ha observado con anterioridad, en los animales entrenados se ha
requerido mas de un intento de estimulacion ventricular a frecuencias crecientes para
desencadenar la FV, lo que nos indica claramente una “cardioproteccion” del tejido
para desarrollar este tipo de alteraciones. Esto puede estar relacionado con otros
pardmetros como la refractariedad y sobre todo la heterogeneidad, previamente
discutidos. Es por esto que hemos pretendido analizar si al igual que el corazén
entrenado exhibe una “resistencia” para desarrollar la FV, este exhibe también de

cierto modo una “disposicion” a la desfibrilacion.

En nuestro estudio hemos encontrado que los corazones entrenados
requirieron menor cantidad de energia para revertir el proceso fibrilatorio, tras la
oclusién arterial coronaria, lo que nos indica claramente que los corazones de este
grupo presentaban mayor facilidad de desfibrilacién, comparado con el grupo
control. Por otra parte, se observa también que el grupo de corazones que fue tratado
con glibenclamida también presentdé una mayor facilidad desfibrilatoria al
compararlo con el grupo control. Esto podria indicar que el blogueo de los canales
de Karp podria ser el medio por el cual el ejercicio fisico crénico ejerce su efecto
beneficioso sobre la mayor facilidad para desfibrilar. Aunque se han realizado
diversos estudios al respecto, los mecanismos involucrados en la desfibrilacién han
sido discutidos por multitud de investigadores (Chen et al., 1998; Dillon et al., 1998;
Efimov et al., 1998; Chattipakorn et al., 2001), y por un lado se ha publicado que el

resultado de la desfibrilacion no depende de la repolarizacion creada por el choque
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eléctrico (Chattipakorn et al., 2001), y por otro, que la desfibrilacidn exitosa estaria
relacionada con la capacidad de la descarga para prolongar el sincronismo y
disminuir la dispersion de la repolarizacion (Dillon 1992, Knisley et al., 1992).
Maharaj et al., 2008 publicaron la implicacién de la heterogeneidad ventricular
transmural en la vulnerabilidad cardiaca a las descargas eléctricas. En base a esto, es
posible que nuestros resultados sobre la facilidad para desfibrilar puedan estar
relacionados con los efectos que ejerce el ejercicio fisico crénico sobre la
heterogeneidad del tejido miocardico y sobre modificaciones electrofisioldgicas mas
recientemente estudiadas en relacién con la duracion del potencial de accion y
refractariedad y otras propiedades, velocidad de conduccion y longitud de onda del
proceso de activacion eléctrica del miocardio y ligadas a la mayor o menor facilidad
para la instauracion de arritmias que amenazan la vida (Natali et al., 2002, Hajnal et
al, 2005, Such et al., 2008, Billman, 2009, Parra 2012 Such-Miquel et al., 2018).

El hecho de que hayamos encontrado que la energia para desfibrilar
mediante la aplicacion de choques de ondas bifasicas ha sido menor en los grupos
entrenado, pero también y de un modo muy similar en los corazones tratados con
glibenclamida lleva a pensar que desde el punto de vista del comportamiento de los
corazones procedentes de animales entrenados, en este aspecto electrofisioldgico,

parecen estar sometidos a un blogueo de los canales Kare.

Para proceder a la discusion de este apartado, situaremos la presente
observacion en el contexto de las investigaciones que pretenden dilucidar los
mecanismos por los que el entrenamiento fisico aerobio proporciona un efecto
protector cardiovascular a fuer de repetir algunas investigaciones que hemos tratado
con mayor detalle en apartados anteriores, para mas adelante centrarnos en las
investigaciones sobre el papel del canal Kate como el mecanismo, o uno de los
principales mecanismos, sobre los que se asienta el efecto protector del ejercicio

fisico crénico.
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Como sabemos la muerte subita de origen cardiaco es debida a la
instauracion de taquiarritmias ventriculares de las que la fibrilacion ventricular es
con mucho la mas frecuente (para revision ver Billman, 2009) pero la mayor parte
de los autores coinciden en que los mecanismos precisos por los que el ejercicio
fisico crdnico ejerce dicho efecto protector no se hallan totalmente dilucidados en la
actualidad (Hamer y Stamatakis, 2008, Powers y col., 2014). Si bien el ejercicio
fisico regular puede operar favorablemente, a pesar de que son varios son los factores
sobre los que el ejercicio fisico puede operar, como son sindrome metabolico, la
reduccion de la obesidad, la reduccion de la incidencia de la diabetes no dependiente
de insulina, la disminuciéon de la presion arterial, la mejora de la perfusion
miocardica, el aumento de la actividad fibrinolitica del plasma y la alteracion del
perfil lipidico en sangre (para revision ver Billman, 2002, Pinckard et al., 2019) el
gjercicio fisico regular puede reducir la mortalidad cardiovascular ain en ausencia
de efectos sobre los factores que acabamos de citar (Billman, 2002). Los mecanismos
fisioldgicos por los que el ejercicio puede reducir el riesgo cardiovascular son
complejos y no bien comprendidos (Haus y Hill, 2019). Cabe destacar como
mecanismos béasicos protectores postulados, el aumento de la actividad
parasimpética (para revision ver Billman et al., 2009), la normalizacién en la
expresion de las proteinas implicadas en la homeostasis intracelular de calcio,
previamente alteradas (Collins y col. 2005), el aumento tanto de las proteinas de
choque térmico HSP72, asi como de las defensas antioxidantes cardiacas (Hamilton
et al., 2001, Powers et al., 2014), la reduccién de la apertura del poro de transicion
de permeabilidad mitocondrial sensible al calcio, en presencia de sustratos del
complejo Il (Marcill et al., 2006), las adaptaciones funcionales de la circulacion
coronaria observadas por la realizacion regular de ejercicio fisico aerobio (Laughlin
et al., 2012), si bien algunos de estos mecanismos fueron puestos en cuestién o
incluso desechados (para revision ver Powers et al., 2014). Mas recientes
investigaciones enfocaron como mecanismo bésico desencadenado por el ejercicio

fisico a los microRNAs, como respuesta del corazon a situaciones de estrés como el
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gjercicio fisico (Liu et al., 2017) a quienes se atribuyen un papel muy importante
para promover efectos cardioprotectores sobre el crecimiento fisiol6gico (Fernandes
y cols., 2015). También se ha encontrado en numerosos estudios en humanos, que el
mecanismo protector del ejercicio fisico esta relacionado con la disminucion de la
inflamacion crénica y la produccion de mediadores inflamatorios, y junto a otros
estudios en animales, se ha encontrado que disminuye el riesgo de desarrollar una
enfermedad crdnica a través de la modificacion del sistema inmune (Chuong et al.,
2019). En el caso de los corazones que han sufrido algin infarto, se ha observado
que las vesiculas extracelulares, y en especial los exosomas, poseen moléculas claves
y participan en la comunicacion célula a célula, por medio de la liberacion de
diversos factores cardioprotectores, lo cual podria constituir una nueva diana para el

estudio de los mecanismos beneficiosos inducidos por el ejercicio (Guo et al., 2020).

En el presente trabajo queremos contrastar el resultado que hemos
comentado en este apartado, en que el bloqueo del canal con glibenclamida ha
gjercido un claro efecto protector antiarritmico, frente a todos aquellos trabajos de
investigacion en los que se otorga un efecto protector cardiovascular al ejercicio
fisico cronico por actuar a través de incrementar la corriente vehiculada por el canal
Kate, bien sea por aumento de la expresion del mismo, bien a la activacion por
cualquier otro mecanismo. Efectivamente hemos visto anteriormente que la mayor
parte de los autores, sino todos, responsabilizan a una accién del mencionado canal
como una de las bases de la proteccion por el entrenamiento fisico (para revision ver
Powers et al., 2013, Such et al., 2015). Sabemos por investigaciones ya realizadas
hace algunos afios que el ejercicio fisico crénico ejerce un claro efecto protector
antiarritmico (Collins et al., 2005, Billman, 2009, Roman Campos et al., 2012, Dor-
Haim et al., 2013), por tanto, el responsabilizar a la apertura de los canales Karp del
efecto protector del ejercicio fisico, contrasta con que la mayor parte de los autores
consultados por nosotros (aunque no todos) y observaciones realizadas por nuestro

grupo atribuyen a la apertura del canal Kare un efecto claramente arritmogénico.
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Efectivamente la mayoria de los estudios realizados hace ya una década, indicaron
que la activacion farmacoldgica de Kare promueve promueve arritmias ventriculares
re-entrantes que amenazan la vida, mientras que el bloqueo del canal durante la
isquemia-reperfusion disminuye la incidencia de de las arritmias citadas y en
general, la activacion de Kare parece mas bien pro arritmica (para revision ver cita
de Flagg et al., 2010).

Ciertamente, en la isquemia, el acortamiento de la duracion del potencial de
accion debido al aumento de la corriente Katp, al acortar la meseta disminuye la
entrada de calcio en le citosol del cardiomiocito, lo cual preserva hasta cierto punto
las reservas de ATP disminuyendo el gasto del mismo en lo que se refiere a trabajo
mecanico y a trabajo quimico de restitucion del calcio mediante el transporte activo,
todo lo cual reduce la magnitud de la lesion isquémica tal y como ha sido publicado
desde hace ya algunos afios (Brown et al., 2003). Basandose en que la apertura del
canal Karp reduce el tamafio del infarto, algunos autores infieren que al reducir el
tamafio de la lesion isquémica se reduce la posibilidad de aparicion de arritmias.
Ante tales afirmaciones planteamos dos evidencias: que sigue asentandose por parte
de la mayoria de los autores que la apertura del canal Katp €s arritmogénica y que es
un hecho comdnmente observado que tamafios de infarto relativamente menores que
otros pueden desencadenar arritmias letales, que con infartos mayores pueden no

aparecer, pese a un mayor deterioro mecanico.

Por tanto, dadas las observaciones comentadas y nuestros resultados al
respecto de este apartado, deberia buscarse una explicacion que permitiera casar que
el ejercicio fisico protege frente al desencadenamiento de arritmias letales por re-
entrada y en cambio, tal y como se postula, la proteccion ejercida por el mismo se
debe a la mayor actividad, por uno u otro mecanismo, de la corriente vehiculada por

el canal Katp.
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4.2.6. Respecto al cronotropismo sinusal.

Aunque no ha sido propiamente un objetivo del presente trabajo, el
efecto de la aplicacion del protocolo de ejercicio sobre la cinta, en el corazon
aislado de los conejos, sobre el aumento respecto al control que ha producido
en la longitud del ciclo sinusal bésico (p = 0,054), como pardmetro de
automatismo o cronotropismo, si que ha sido un resultado obtenido y que
contribuye a reforzar una observacion similar a la realizada por nuestro grupo
investigador en trabajos previos (Such et al., 2002, 2008, Such-Miquel et al.,
2018).

El aumento de la longitud del ciclo sinusal es una manifestacion
electrofisiologica de entrenamiento. Los resultados sobre el automatismo
sinusal, contribuyen a reforzar la idea de que el entrenamiento provoca
cambios intrinsecos de dicha propiedad, ya que los observamos en un corazon
aislado y por lo tanto no sometido a influencias nerviosas centrales, ni

tampoco a influencias humorales.

El componente intrinseco de la bradicardia debido al ejercicio fisico
cronico, aunque no ha sido investigado por nuestro grupo de investigacion,
ha sido relacionado con un agrandamiento cardiaco y con el estiramiento
tonico del nodo sinusal; también han sido sugeridos una modificacion en el
metabolismo de los miocitos y en algunos casos, que la bradicardia podria
estar en relacién con el sindrome de la enfermedad del seno (para revision ver
Such et al., 2002).
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Aunque en el grupo tratado con glibenclamida la longitud del ciclo
sinusal se alej6 algo mas de la significacion estadistica respecto al grupo
control (p = 0,07), si podemos referir una tendencia, pero en nuestra opinion
no relacionada con el efecto de este farmaco sobre el canal Katp, ya que
fisiologicamente tal canal ya se halla bloqueado y solamente se abren en
circunstancias como la isquemia. Cabe la posibilidad de que este efecto pueda

deberse a alguna otra accién que pueda exhibir la glibenclamida.

4.2.7. Respecto al desarrollo de desfibrilaciones espontaneas

Farid et al. (2011), publicaron un estudio realizado en 15 corazones de
humanos, explantados de pacientes con miocardiopatia dilatada, y que fueron
perfundidos mediante la técnica de Langendorrf, en el que encontraron que el
bloqueo de los canales de Karr mediante el uso de glibenclamida, inducia
desfibrilacion espontanea, por disminucién de la heterogeneidad espacial de la
refractariedad inducida por isquemia, y que dicho comportamiento desfibrilatorio
sucedia de manera prematura. Estos hallazgos, coinciden claramente con lo
encontrado en nuestro estudio en el grupo de corazones de conejo tratados con
glibenclamida, en donde el 31 % de los corazones desfibrilaron espontaneamente y
ademas presentaron el mayor nimero de desfibrilaciones de manera espontanea,

mostrando diferencias significativas con respecto a los grupos control y entrenado.

4.2.8. Respecto a la recurrencia de eventos fibrilatorios

ventriculares tras la desfibrilacion

Alcaraz et al. (2011), en un estudio con pacientes que sufrian de fibrilacion
auricular, demostraron que quienes presentaban una frecuencia dominante baja, se

asociaban a longitudes de ciclo auricular mas largas y, por lo consiguiente, a un
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menor nimero de reentradas simultaneas. Contrariamente, presentaron frecuencias
dominantes mas altas los pacientes con longitudes del ciclo auricular méas cortas y
con un mayor numero de frentes de onda simultneos. Segun nuestras observaciones,
el grupo entrenado ha mostrado claramente, antes de la oclusion arterial coronaria,
caracteristicas que podrian estar relacionadas con un menor desarrollo de reentradas,
al presentar una baja frecuencia dominante de la FV y una longitud del ciclo
fibrilatorio (en nuestro caso ventricular) mayor lo que puede haber influido en la

reinstauracion de la arritmia

4.3. CONSIDERACIONES FINALES RESPECTO A LOS

RESULTADOS OBTENIDOS

La aplicacion del protocolo de entrenamiento ha demostrado exhibir efectos
electrofisioldgicos beneficiosos de caracter anti arritmico, tanto en situacion de
perfusiébn normalmente oxigenada como tras oclusion arterial coronaria,
manteniendo la perfusion global. El aumento de la refractariedad, analizada a través
de la determinacién de pardmetros directos e indirectos de la propiedad mencionada,
en situacién de normoxia se puede interpretar como un efecto electrofisioldgico
antiarritmogénico como es clasicamente conocido; y el mantenimiento de la
refractariedad en las fases mas prematuras de isquemia es expresion, en parte, de un
mejor mantenimiento de la condicion morfofuncional del cardiomiocito. La menor
energia necesaria para desfibrilar a los corazones, ha sido la observacion, quiza mas
relevante, que afianza a la realizacién de ejercicio fisico crénico como maniobra que

puede prevenir arritmias letales o facilitar la reversion de las mismas.

En relacién al papel que ha podido jugar la corriente vehiculada por el canal
Kate, hemos visto que el blogueo de la misma con glibenclamida ha sugerido la
posibilidad de emparejar al grupo tratado con este farmaco con el grupo entrenado.

Si bien el bloqueo con glibenclamida exhibidé un signo, a nuestro parecer, de
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deterioro metabo6lico, manifestado por un alargamiento de la refractariedad durante
la fase isquémica, lo que sitda al bloqueo del canal dando una respuesta contraria a
la del entrenamiento fisico, sin embargo, el resultado, especialmente relevante, en el
que la energia a aplicar para desfibrilar es practicamente la misma en los grupos
tratado y entrenado acerca al mecanismo bloqueante del canal Karr a ser el
mecanismo por el que el ejercicio fisico ejerce su efecto protector anti arritmico. Se
plantea asi una cuestion que debe investigarse para asentar, como la mayor parte de
los grupos de investigacion postulan, que el ejercicio fisico ejerce su efecto protector

“abriendo” el canal Katp.

Contribuimos, ademas, a asentar que las modificaciones electrofisioldgicas
que ejerce el ejercicio fisico crénico son, también, de caracter intrinseco, ya que se
han manifestado en el corazon aislado y por tanto no sujeto a influencias nerviosas
centrales, ni humoro-hormonales, ya que no se halla interconectado con los demés

tejidos, Grganos y sistemas, a traves de la sangre circulante.

4.4. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Para finalizar esta discusién, es importante que planteemos algunas de las
limitaciones que se encontrd en el desarrollo de este estudio. Por una parte, con
respecto al protocolo de entrenamiento fisico, aunque ha demostrado ser efectivo al
producir ciertas adaptaciones fisioldgicas a nivel del corazén, como las que producen
los entrenamientos de resistencia aerébica, no se ha caracterizado la intensidad del
entrenamiento segln los niveles de consumo de oxigeno (VO:zmax) .de los animales
De esta manera se conseguiria desarrollar un método mucho mas riguroso y que

permitiria avanzar en otro tipo de investigaciones realizadas con esta especie animal

Por otro lado, en relacion al sistema de registro empleado, debido a la

configuracion de la placa multielectrodo, se hace dificil que el acople corazén-
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multielectrodo pueda ser total u éptima en algunos de los casos estudiados, que como
ya comentamos antes, esto podria aumentar el nivel de error en los registros por
aumentar el ruido o por interferencias en la captura de la sefial fibrilatoria debida al
desacople entre ambos elementos. El analisis de las caracteristicas espectrales de la
sefial fibrilatoria en el dominio del tiempo requiere de una especial atencién durante
el proceso de marcado manual de las despolarizaciones, pues a pesar que se emplea
un sistema de marcado semiautomatico que detecta la maxima pendiente negativa
(dv/dt) en cada tramo del trazado, frecuentemente y pese a los rigurosos controles
durante los registros de la sefial, no se logran obtener trazados totalmente libres de
ruido, interferencias o lo que también suele suceder trazados de muy poca amplitud
ocasionados generalmente por un desacople entre la placa de multielectrodos y la

pared epicardica ventriculars

De igual manera, al ser un sistema que recoge la actividad eléctrica de la capa
mas externa del corazén, dificulta hacer un analisis mas exhaustivo de lo que sucede
realmente en el resto del miocardio, esto es, en el subendocardio y en el mesocardio
pues la fibrilacion ventricular es un fendmeno complejo que ocurre a nivel de todas
las capas del tejido cardiaco, es decir en un medio tridimensional (Chorro et al.,
2000b) y que su sefal electrografica esta caracterizada por presentar multitud de

ondas irregulares en morfologia, voltaje y frecuencia (Jalife, 2006)

Es por alguna de las consideraciones realizadas que con el fin de evitar las
situaciones mencionadas derivadas del desacople del corazén con la placa
multielectrodos, seria un avance importante si se lograra desarrollar una especie de
funda o malla de registro cardiaco, que permita efectuar el mapeo eléctrico sin
interferir con todos los deméas procesos llevados a cabo durante el registro
electrofisioldgico y que, ademas permitiese detectar a su vez la actividad eléctrica

de otras capas méas profundas.
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Sobre el sistema de perfusion para el corazén aislado, es necesario decir que,
aunque el usado en este estudio (Langendorff) permitié analizar las caracteristicas
electrofisioldgicas del corazdn in vitro, no deja de ser interesante desarrollar estos
experimentos en un modelo de estudio, que permita el analisis electrofisiol6gico con
el corazdn trabajando de manera funcional (working heart), consiguiendo asi unas

condiciones mas similares a las fisioldgicas.

En relacion al método usado para la realizacion del analisis espectral de la
fibrilacion ventricular presenta un inconveniente y es que determina unas variaciones
en la frecuencia dominante, en nuestro caso en situacion de isquemia regional que a
partir de un tiempo deja de reflejar la modificacion fisiopatolégica de la excitabilidad
miocérdica producida. En concreto, la frecuencia de la fibrilacion, tras la oclusion
arterial coronaria, comienza a disminuir, lo cual se corresponde con el incremento
de la refractariedad propia de la isquemia; sin embargo, nuestro método de analisis
espectral a partir de un momento (aproximadamente 180 segundos), comienza el
proceso de disminucion frecuencial y se sitla en valores previos a la oclusién a los
5 minutos de la interrupcion del flujo coronario. Es por eso que hemos decidido
analizar la frecuencia en los momentos mas prematuros tras el inicio de la agresion
isquémica, que en cualquier caso es la fase mas peligrosa desde el punto de vista de

la arritmogénesis en esta situacién fisiopatologica.

El andlisis de la fibrilacion en el dominio de la frecuencia para la determinacion
de la frecuencia dominante media del trazado fibrilatorio estd sujeto a
modificaciones dependientes de una serie de factores como son la interferencia
debida a los potenciales o campos lejanos, el “ruido”, la ratio trazado fibrilatorio
normal ruido, la duracién del trazado fibrilatorio, que ha llevado desde hace més de
una década, a los diferentes autores, a enfatizar sobre la necesidad de una cuidadosa
evaluacion de las sefiales y al uso de técnicas de procesamiento robustas (N.G. et al.,
2007).
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5. CONCLUSIONES

En la presente tesis ha sido realizada una investigacion, en corazon aislado de
conejo, perfundido y en fibrilacion ventricular (sin interrumpir la perfusion), acerca
de los efectos del ejercicio fisico cronico sobre diversos parametros
electrofisioldgicos relacionados con la refractariedad, en situacion de normoxia y
tras isquemia regional aguda y sobre la energia necesaria para revertir el proceso
fibrilatorio ventricular mediante la aplicacion de choques eléctricos de ondas
bifasicas tras isquemia regional aguda. Esta investigacion ha sido realizada en
corazones procedentes animales control, animales entrenados y en corazones
sometidos a perfusion con un bloqueante del canal Kare, la glibenclamida, con la
finalidad de analizar las similitudes o por el contrario discrepancias entre las
respuestas de los corazones de animales entrenados y aquellos sometidos a bloqueo

del canal Kate. De los resultados y su andlisis podemos concluir que:

1. El efecto beneficioso del ejercicio fisico crénico sobre la instauracion de
arritmias gue amenazan la vida podria ser debido, al menos en parte, al
incremento de la refractariedad miocardica ventricular intrinseca, dado su
efecto sobre los pardmetros relacionados con esta propiedad: aumento del
periodo refractario funcional durante la fibrilacién ventricular (percentil 5
de los intervalos fibrilatorios) y disminucion de la frecuencia dominante de

la arritmia.

2. El mantenimiento de los valores de los pardmetros de refractariedad
mencionados tras la oclusion coronaria, en las fases mas prematuras de la
isquemia, en el caso de los corazones de animales entrenados, contribuye
a asentar que el ejercicio fisico crénico parece mantener mejor el estatus

metabolico de los cardiomiocitos.

167



NATHALIA GALLEGO ROJAS

168

3. Las modificaciones de los parametros de refractariedad que indican un

alargamiento de dicha propiedad tras la oclusion coronaria, observado en
los corazones tratados con glibenclamida, parecen descartar la idea de que
el ejercicio fisico ejerce sus efectos beneficiosos a través del bloqueo del
canal, lo que apoya la idea claramente mas extendida de que incrementa la

corriente vehiculada por el canal Kare.

. El ejercicio fisico cronico ejerce un efecto protector antiarritmico

manifestado en nuestro estudio por el menor requerimiento de energia para

revertir la fibrilacion mediante choques.

. La similitud de repuesta de los corazones tratados con glibenclamida y los

procedentes de conejos entrenados, en lo que respecta al umbral
desfibrilatorio cuando aplicamos choques eléctricos, hace pensar,
contrariamente a lo expuesto en la conclusion tercera, que el ejercicio fisico
parece operar, en este aspecto y contrariamente a lo establecido por la casi

totalidad de autores, a través del bloqueo del canal Kare.

. La anterior conclusion plantea la necesidad de responder a la cuestion: si

la proteccion exhibida por el ejercicio fisico crénico, opera a través de
mecanismos que implican un incremento de la corriente vehiculada por el
canal Kare, que en opinidn de la mayor parte de autores es arritmogénica,
¢;como explicar que el ejercicio que exhibe proteccidén antiarritmica,
hallada también en la presente investigacién, lo hace a través de

incrementar la corriente vehiculada por el mencionado canal?
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