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Resumen

El sindrome metabdlico (SM) afecta a aproximadamente un
cuarto de la poblacion en los paises industrializados y a mas del 40%
de la poblacién de 50 o mas afios, habiéndose convertido en los
ultimos afios en una de las principales preocupaciones para la Salud
Publica debido a su relacion con la enfermedad cardiovascular. Se
trata de una entidad nosoldgica frecuente y compleja, que representa
un conjunto de alteraciones cardiovasculares y metabdlicas como la
obesidad, la hipertension, la hiperglucemia, unos niveles elevados de
triglicéridos y una reduccion de las lipoproteinas de alta densidad
(HDL). El impacto y los riesgos adversos en el sistema
cardiovascular aumentan en consonancia con el ndmero de
componentes del SM presentes, produciéndose un deterioro de la
funcién vascular y causando dafios irreversibles en diversos 6rganos,
como es el caso del corazén. Ademas, se ha evidenciado un aumento
del riesgo de muerte subita de origen cardiaco mayor que el
incremento del riesgo de sufrir infarto de miocardio en pacientes
obesos y diabéticos, por lo que se ha sugerido la importancia de las
complicaciones relacionadas con eventos arritmicos no isquémicos.
En efecto, los diferentes componentes del SM se han relacionado, de
forma individual, con un incremento en la incidencia de arritmias
ventriculares, pero los mecanismos subyacentes no son del todo
conocidos. Asimismo, las investigaciones que han estudiado el efecto
de la combinacidn de sus componentes sobre el remodelado eléctrico

cardiaco son précticamente inexistentes. El objetivo principal de la



presente tesis doctoral es doble: por un lado, desarrollar un modelo
experimental de SM en conejo y estudiar la progresion de sus
diferentes manifestaciones durante el periodo de administracion de
una dieta alta en grasas y azUcares; por otro lado, investigar el
impacto que la combinacion de los diferentes componentes del
sindrome metabdlico ejerce sobre el remodelado estructural,
funcional y eléctrico cardiaco, y su implicacion en los procesos de
instauracion, mantenimiento y cese de la actividad arritmica y
fibrilatoria. Para ello, utilizamos un grupo de conejos de raza blanca
Nueva Zelanda que fueron alimentados durante 28 semanas con una
dieta alta en grasas y azucares (n=13). Se utilizé un grupo control
(n=12) que fue estabulado durante el mismo periodo de tiempo.
Estudiamos el comportamiento de los componentes del sindrome
metabdlico durante las 28 semanas a traves del registro de la presion
arterial, la actividad electrocardiografica, el peso y el analisis de
diversos metabolitos en sangre (glucosa, colesterol y triglicéridos,
entre otros), evaluando ademas la funcion cardiaca y algunas de las
caracteristicas electrofisiologicas del corazén “in vivo”. Despueés de
las 28 semanas se analizaron las propiedades eléctricas ventriculares
y la dindmica, la complejidad y las caracteristicas de los episodios
arritmicos en un modelo de corazon aislado (tipo Langendorff)
gracias a la utilizacion del mapeo 6ptico epicardico de la actividad
eléctrica cardiaca. Los resultados obtenidos en el primer subproyecto
mostraron que la administracion de una dieta alta en grasas y sacarosa
durante 28 semanas indujo 1) obesidad central, 2) un estado de
prediabetes caracterizado por una alteracion de la glucosa en ayunas
e intolerancia a la glucosa, 3) hipertension leve, 4) alteraciones en el



perfil lipidico, reveladas por un aumento de los triglicéridos y el
colesterol LDL con una disminucién de HDL (sin cambios en el
colesterol total), 5) dafio hepético, como lo demuestra el aumento de
GOT-AST, relacion GOT/GPT, é&cidos biliares y bilirrubina, y 6)
esteatosis hepatica. De este modo, estos resultados corroboran el
desarrollo de un modelo animal relevante y econémico de SM
inducido por la dieta que imita los principales cambios que ocurren
en los seres humanos. En cuanto al segundo subproyecto, por lo que
respecta al remodelado morfoldgico, funcional y eléctrico cardiaco
“in vivo”, el estudio ecocardiografico revel6 una hipertrofia
ventricular izquierda ya evidente en la semana 14 de administracion
de la dieta, a expensas de un aumento del grosor del septo
interventricular y la pared posterior del ventriculo izquierdo en
diéstole, asi como la masa normalizada del ventriculo izquierdo del
grupo de animales con SM. También se encontré6 un aumento
significativo en el diametro de la aorta que suele acompanar a la
hipertrofia ventricular. El estudio electrocardiografico evidencio,
ademas, un incremento en la duracién de los intervalos PQ, QRS, QT
corregido (QTc) y la onda T en el grupo de animales con SM, la
mayoria de ellos ya evidentes en la semana 14 del protocolo
experimental. Se observa, por tanto, un remodelado patoldgico con
alteraciones en la conduccion auriculo-ventricular y ventricular, asi
como en la repolarizacion ventricular, habiéndose relacionado
algunos de ellos con una mayor predisposicion a padecer eventos
arritmicos y muerte subita cardiaca. Posteriormente, estudiamos el
remodelado patoldgico en el drgano aislado y, por tanto, no sujeto a

factores nerviosos y/o humorales extrinsecos, para investigar las



modificaciones electrofisiologicas intrinsecas cardiacas que guardan
estrecha relacion con los procesos de desencadenamiento,
instauracion y mantenimiento de la actividad arritmica y fibrilatoria.
El mapeo dptico simultaneo de los ventriculos derecho e izquierdo
nos permitié encontrar un acortamiento de la duracion del potencial
de accion dptico al 90% de la repolarizacion en el ventriculo derecho
en el grupo de animales con SM, una mayor triangulacion del mismo,
asi como una disminucién en la longitud de onda del proceso de
activacion, lo cual podria ser considerado como un mecanismo
electrofisiologico basico que promoveria la actividad arritmica y
fibrilatoria. Por altimo, analizamos la dindmica y caracteristicas de
los procesos fibrilatorios, lo que nos permitié identificar un aumento
en la frecuencia dominante del ventriculo derecho en el grupo de
animales con SM, consecuencia del acortamiento de la refractariedad
ventricular derecha, que mostré6 también una correspondiente
disminucion en la duracion del intervalo VV al efectuar el analisis en
el dominio del tiempo. Ademas, el gradiente fisioldgico de
frecuencias que se da entre los ventriculos derecho e izquierdo fruto
de las diferencias regionales en la refractariedad se vio abolido en el
grupo de animales con SM, lo cual podria tener importantes
implicaciones en los procesos de instauracion y mantenimiento de

procesos arritmicos y fibrilatorios.
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INTRODUCCION






1. Introduccién

1. INTRODUCCION

1.1. Objetivos

El objetivo principal de este proyecto es doble: por un lado,
desarrollar un modelo experimental de sindrome metabdlico en
conejo y estudiar la progresiéon de sus diferentes manifestaciones
durante el periodo de administracion de una dieta alta en grasas y
azucares; por otro lado, investigar el impacto que la combinacion de
los diferentes componentes del sindrome metabdlico ejerce sobre el
remodelado estructural, funcional y eléctrico cardiaco, y su
implicacion en los procesos de instauracion, mantenimiento y cese de
la actividad arritmica y fibrilatoria. Todo ello se desarrollara a través
de los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizar el modelo experimental de sindrome metabdlico a
través del estudio de la evolucidn de sus diferentes componentes
antes, en la semana 14 y en la semana 28 de la administracion de
la dieta experimental.

2. Analizar el efecto producido por la administracion de la dieta alta
en grasas y azUcares sobre la morfologia, funcion y actividad
eléctrica cardiaca “in vivo” en los diferentes instantes temporales
de estudio.

3. Determinar, en un modelo de corazén aislado, el impacto de las
alteraciones producidas por los diferentes componentes del
sindrome metabdlico en: a) el automatismo y la conduccién
auriculoventricular, b) la velocidad de conduccion del impulso

eléctrico, c) la refractariedad ventricular, d) la duracién y las



1. Introduccion

caracteristicas morfoldgicas del potencial de accidn opticoy e) la
longitud de onda del proceso de activacion.

4. Investigar la inducibilidad y las caracteristicas de las arritmias
ventriculares, inducidas y mantenidas en condiciones de
normoxia, a través del analisis en los dominios del tiempo, de la

frecuencia y de la heterogeneidad electrofisioldgica.

1.2. Justificacion de los objetivos

1.2.1. El sindrome metabélico. Generalidades

El sindrome metabdlico (SM) lleva siendo objeto de estudio
mas de 80 afios puesto que autores como Kylin en 1923 ya
describieron la agrupacion de hipertension, hiperglucemia y gota
(Kylin, 1923). A continuacién, en la década de 1940, Vague
documentd la asociacion entre adiposidad central, diabetes,
ateroesclerosis y gota (Vague, 1956; 1996; Balkau et al., 2007).
Posteriormente, en 1988, propuso argumentos fisiopatoldgicos sobre
la nocion de que la resistencia a la insulina (R1) no solo era un defecto
fundamental que incrementaba el riesgo a desarrollar diabetes tipo 2,
sino que también sefialé que era una causa prevalente de enfermedad
cardiovascular (1988). Este concepto supuso un cambio de
paradigma puesto que la medicina cardiovascular para entonces
centraba sus esfuerzos en el manejo de factores de riesgo como el
colesterol. Por tanto, Reaven fue el primero en proponer que la R1 era
un componente central de un grupo de anomalias que incluian
hiperinsulinemia, disglucemia, triglicéridos altos, colesterol HDL

bajo y presion arterial elevada. Por lo que, segun la teoria de este
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autor, esta agrupacion de anomalias no solo incrementaria el riesgo
de desarrollar diabetes tipo 2, sino que también seria un factor de
riesgo complejo para las enfermedades cardiovasculares, incluso en

ausencia de diabetes tipo 2 (Lemieux y Després, 2020).

Por todo ello, los investigadores propusieron la existencia de
una condicion fisiopatoldégica Unica denominada sindrome
“metabolico” o de “resistencia a la insulina”, concepto introducido
por Reaven. En un principio dicho autor se refirio a esta condicién
como sindrome X de Reaven, afadiendo el término ‘metabolico’,
para distinguirlo del sindrome X pre-existente en cardiologia (Chen
TO 2006). ElI sindrome también es conocido como sindrome
metabdlico, sindrome de resistencia a la insulina, sindrome

plurimetabolico y el cuarteto mortal (Novo et al.,2017).

El conjunto de anomalias metabdlicas que atafien al SM
incluye intolerancia a la glucosa (diabetes tipo 2, intolerancia a la
glucosa o glucemia en ayunas alterada), RI, obesidad, dislipidemia e
hipertension. Todos ellos son factores de riesgo bien documentados
de enfermedad cardiovascular, por lo que cuando estas condiciones
coexisten en un individuo, al agruparse se asocian con un mayor

riesgo de enfermedad cardiovascular (Eckel et al., 2005).

La descripcion del sindrome por Reaven hizo que se
convirtiese en un tema importante de investigacion y de interés para
la salud publica. A pesar de haber aceptado el concepto de sindrome
metabolico y sus componentes, no fue hasta 1998 cuando el término

de “sindrome metabdlico” (SM) fue definido e institucionalizado por
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la Organizacion Mundial de la Salud (WHO Consultation, 1999).
Posteriormente, el Panel 111 de Tratamiento de Adultos del Programa
Nacional de Educacion sobre el Colesterol (NCEP: ATP 111, 2001) y
el Grupo para el Estudio de la Resistencia a la Insulina (Balkau y
Charles, 1999), asi como otras organizaciones, desarrollaron
definiciones similares. Estas definiciones coinciden en los
componentes esenciales que son la intolerancia a la glucosa, la
obesidad, la hipertension y la dislipidemia. Sin embargo, difieren en
la seleccion de los puntos de corte, asi como en la medida de la
obesidad (Eckel et al., 2005; Dekker et al., 2005; Novo et al.,2017).

Por este motivo, para diagnosticar el SM es necesario
establecer los criterios de valoracion de cada uno de los componentes
que lo constituye. El primer criterio empleado para definir esta
patologia es la obesidad central, que puede estimarse mediante
diferentes técnicas como son la determinacion del indice de masa
corporal (IMC), la medicion del didmetro de cintura mediante la
colocacion de una cinta métrica en el punto méas cercano al borde
superior de la cresta iliaca (Cornier et al., 2011; Fryar et al., 2018), o
la estimacion del indice cintura-cadera que se realiza midiendo el
nivel méas ancho del perimetro alrededor de los gluteos (Dekker et al.,
2005; Cornier et al., 2011). Ademas, para el diagnostico del SM se
emplea la medida de la presion arterial y se lleva a cabo una analitica
de sangre donde se determinan parametros bioquimicos como son el

nivel de glucosa, colesterol y triglicéridos.
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Como se ha comentado, el IMC es utilizado para clasificar
uno de los componentes mas relevantes del SM, la obesidad central.
Por tanto, es importante detallar sus puntos de corte para entender el
diagnostico de obesidad (tabla 1.1) (Belanger-Ducharme et al., 2005;
Abel et al., 2008).

Clasificacion Valor IMC
Bajo peso < 20 kg/m?

Peso normal 20-25 kg/m?
Sobrepeso 25-30 kg/m?
Obesidad grado 1 30-35 kg/m?
Obesidad grado 2 35-40 kg/m?
Obesidad grado 3 >40 kg/m?

Tabla 1. 1. Clasificacion del tipo de obesidad segtn los valores del indice de
masa corporal (IMC) (Abel et al., 2008).

A continuacion, en la tabla 1.2 se resumen los criterios
utilizados por 4 de las asociaciones de salud mas importantes a nivel
mundial. Dichos criterios confirman la presencia o no de SM al
existir al menos dos de los criterios principales de diagndstico del
SM, sumados a la presencia de obesidad (Dekker et al., 2005).
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Clinical Criteria D
Measure Central Obesity Blood Gle High TG Low HDL High BP =
AHA/ .
nuipr ¢ WC
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{Zﬂr} :g :::r‘m.}l:\r} o <40mpg/dl = 130 mnHg e
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(2005) 37" (men) or + on high blood » on HDL txt * on HTN txt which shauld be
[5,6] >32" (women) or Gle et or central obesity
« BMI>30kg/m? * T2DMdx
o 2130 mmHg
ATPII  WC - zﬁl";‘f’f dr systolic and
(2001) 40" (men) or Basta >85 mmHg, >3 criteria
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= | WOTmeE T,
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:‘:'9':;‘; 0.9 {men) or > * Iltﬂ$ (men) or systolic and =3 criteria one of
1 0.85 (woman) ou; o T2DM dx <39 mg/dL =90 mmHg which should be IR **
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Tabla 1.2. Definicion de sindrome metabolico segin la AHA (American Heart
Association), ATPIIlI (National Cholesterol Education Program Adult
Treatment Panel 111), WHO: OMS (Organizacion Mundial de la Salud), la
EGIR (European Group for the Study of Insulin Resistance) y IDF
(International Diabetes Federation). IFG se define como 110 mg/dL en 2001
pero se modificd en 2004 para ser 100 mg/dL, IGT se define como glucosa a
las 2 h >140 mg/dL. * EGIR IR se define como niveles de insulina en plasma
> percentil 75. ** OMS IR se define como presencia de IR o IFG o IGT.
Abreviaturas: AHA: American Heart Association, ATPIIl: National
Cholesterol Programa de Educacion Panel de Tratamiento de Adultos I11; dx:
diagndstico; EGIR: Grupo europeo para el estudio de la resistencia a la
insulina; Glc: glucosa; HDL.: lipoproteina de alta densidad; HTA: hipertensién;
RI: resistencia a la insulina; FID: Diabetes Internacional Federacion; IGT:
alteracion de la tolerancia a la glucosa; IFG: alteracion de la glucosa en ayunas;
NHLBI: Nacional del Corazon, los Pulmones y Instituto de Sangre; TG:
triglicéridos; txt: tratamiento; CC: circunferencia de la cintura; OMS:
Organizacion Mundial de la Salud (Fahed et al., 2022).
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En el caso del NCEP (National Cholesterol Education
Program), su definicién considera que el SM esta presente con al
menos 3 de los siguientes criterios: glucosa en ayunas elevada,
triglicéridos elevados, HDL bajo, presion arterial alta o
circunferencia de la cintura mayor o igual a 102 cm en hombres y 88
cm en mujeres. Sin embargo, la definicion de la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud) determina el sindrome con resistencia a la
insulina en el cuartil superior de la poblacion y/o alteracién de la
regulacion de la glucosa en combinacion con al menos 2 criterios de
dislipidemia (triglicéridos elevados o HDL bajo), hipertension

arterial u obesidad (ratio de cintura-cadera elevado o alto IMC).

Por otra parte, la EGIR (European Group for the Study of
Insulin Resistance) considera que el sindrome esta presente en
aquellos sujetos que tengan la insulina en ayunas en el cuartil superior
de la distribucion poblacional, en presencia de al menos 2 de estos
factores de riesgo: glucosa en ayunas elevada, dislipidemia
(triglicéridos elevados o HDL bajo), hipertension arterial o la
circunferencia de cintura elevada. Finalmente, la definicion
propuesta por el ACE (American College of Endocrinology)
considera que el sindrome se encuentra presente con 2 0 mas
anomalias en cuanto a la glucosa en ayunas o poscarga elevada,
triglicéridos elevados, HDL bajo o presion arterial elevada, en sujetos
gue presentan un alto riesgo de ser resistentes a la insulina. Ademas,
el alto riesgo de ser resistente a la insulina se asocia a la presencia de
al menos uno de los siguientes criterios: diagnéstico de enfermedad
cardiovascular, hipertension, sindrome de ovario poliquistico,

9
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enfermedad del higado graso no alcohdlico o acantosis nigricans;
antecedentes familiares de diabetes tipo 2, hipertensién o enfermedad
cardiovascular; antecedentes de diabetes gestacional o intolerancia a
la glucosa; etnia no blanca; estilo de vida sedentario; IMC mayor de
25 kg/m? o circunferencia de cintura de 94 cm para hombres y 80 cm

para mujeres (Dekker et al., 2005).

Por otro lado, la American Association of Clinical
Endocrinologists (AACE) también incluye como criterio diagndstico
el incremento de los valores de la glucemia dos horas posteriores a la
sobrecarga de glucosa y ademas incluye el historial clinico familiar
como un factor importante teniendo en cuenta la posible

predisposicion genética (Grundy et al., 2004).

Por todo ello, el consenso mundial de la International
Diabetes Federation (IDF) propone la estandarizacion de la
definicion del sindrome metabolico para su uso en la practica clinica.
Por su parte, esta definicién incluye la presencia de obesidad central
tomando la medida de la circunferencia de la cintura segun la etnia,
en el caso de la poblacion europea es de > 94 c¢cm en el caso de las
mujeres y > 80 cm para los hombres. Este criterio sumado a dos de
los siguientes factores: triglicéridos elevados (>150 mg/dL o con
tratamiento especifico), reduccién de HDL (< 50 mg/dL en mujeres
y < 40 mg/dL en hombres o con tratamiento especifico), presion
arterial sistolica > 130 mmHg o diastolica > 85 mmHg o con

tratamiento especifico previo diagnéstico de hipertension arterial,

10
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elevacion de la glucosa prepandial en plasma (> 100 mg/dL) o el

diagndstico previo de diabetes mellitus tipo 2 (Alberti et al., 2005).

El SM es, por tanto, una entidad nosoldgica que supone la
combinacion de una amplia variedad de trastornos metabolicos
incluyendo la obesidad central, la regulacion anormal de la glucosa,
la dislipidemia aterogénicay la hipertension arterial (figura 1.1). Esto
incrementa la predisposicion a desarrollar enfermedad cardiovascular

y diabetes mellitus tipo 2 (Cuesta et al., 2020).

PA elevada: PA sistélica > 130 mm
He yio PA dissili m He. o
el uso de frmaces | ijar la PA

Alteradion de Ia plucesa en ayunas
2 100 medL, o o o do famacos
para bajar ka ghicosn

Trigloeridos  devados. = 150
JdL, o el wso de fEmaces pars
o8

CRITERIOS CLINICOS DEL
SINDROME METABOLICO

o2
hombres respectivamente)

Figura 1. 1 Criterios clinicos del sindrome metabdlico. PA: presion arterial.
Figura tomada y traducida de Tirandi et al., 2022.

Actualmente, esta enfermedad no transmisible se ha
convertido en uno de los mayores peligros para la salud del mundo
moderno. A pesar de haberse iniciado en el mundo occidental, hoy
en dia se ha convertido en un problema de salud puablica a nivel
global. La prevalencia del SM suele ser mayor en la poblacion urbana
de algunos paises en desarrollo que en sus homologos occidentales.
Las dos fuerzas principales que favorecen esta enfermedad son el
incremento del consumo de comida rapida alta en calorias y baja en

fibra, y un estilo de vida sedentario, esto es, la disminucion de la

11
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actividad fisica debido a los transportes mecanizados y a la forma
sedentaria de actividades de tiempo libre y/o trabajo. Como se ha
comentado, la presencia de al menos un componente incrementa el
riesgo de desarrollar SM (Nolan et al., 2017). Por otro lado, la
relevancia del SM radica en que duplica el riesgo de enfermedad
cardiovascular entre 5y 10 afios tras el diagndstico y aparicion de
diabetes tipo 2 a los 5 afos (Saklayen, 2018).

La prevalencia del SM en Espafia alcanz6 algo mas del 42%
en los hombres y el 32% en las mujeres en el afio 2010 (Cuesta et al.,
2020). Fernandez-Bergés et al., en el afio 2012 realizaron un estudio
en el que incluyeron 24.670 participantes de 10 comunidades
autonomas. En su conjunto el total de la poblacion de dichas
comunidades auténomas equivale aproximadamente al 70% de la
poblacién espafiola con edades comprendidas entre los 35y 74 afios.
Observaron que en conjunto 7.832 personas padecian SM, con una
prevalencia del 32% en varones (IC95%, 29-35) y del 29% en
mujeres (IC95%, 25-33). Entre los varones con SM fueron mas
frecuentes la elevacion de la glucemia y triglicéridos. Sin embargo,
entre las mujeres predominaron la obesidad abdominal y el colesterol
unido a las lipoproteinas de alta densidad (cHDL). Ademas,
observaron que las personas con SM mostraron un riesgo coronario
moderado, pero mayor que la poblacion sin SM (Fernandes-Bergés
etal., 2012).

12
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Por otra parte, en Norteamérica, en el afio 2006 la prevalencia
del SM sobrepaso el 34%. Esta misma tendencia se ha observado en
el resto de América y en Asia (Yach et al., 2004; Mozundar et al.,
2011). Al relacionar el SM con otras comorbilidades como es el caso
de la diabetes tipo 2, la prevalencia puede llegar a alcanzar valores
de hasta el 70%, teniendo en cuenta que los individuos con SM tienen
5 veces més probabilidad de desarrollar diabetes tipo 2. A pesar de
ello, esta patologia puede preceder al SM durante afios (Tentolouris
et al., 2008; Mohammadbeigi et al., 2017). En este sentido la
prevalencia del SM crece en paralelo con la incidencia de la obesidad
y la diabetes mellitus tipo 2 (Saklayen, 2018). En el caso de la
obesidad, su incidencia se ha incrementado globalmente en grupos
etarios de nifios y adolescentes (entre 6 y 19 afios) del 11 al 15%. En
estos Ultimos afios las cifras de obesidad en paises como la India se
han ido incrementando de manera alarmante (de 3,5 a 9,7%) en

escolares entre los 6 y los 15 afios (Mahbuba et al., 2018).

En el aflo 2005 UNICEF (United Nations International
Children's Emergency Fund) realiz6 un estudio junto con la Oficina
de Estadistica de Bangladesh en el que informé de una prevalencia
del 1,4% de sobrepeso entre los nifios menores de 5 afios (Mahbuba
et al., 2018). En relacién con la obesidad infantil y adolescente, una
estimacion reciente de su prevalencia en los Estados Unidos en nifios
desde los 2 afios hasta adolescentes de 19 afios en el periodo
comprendido entre 2011 y 2014 mostro una prevalencia acumulada
de obesidad del 17%, y de obesidad extrema del 5,8%.

Especificamente se observo que la prevalencia de obesidad en el

13
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grupo de nifios de 2 a 5 afios fue del 8,9%, del 17,5% en el grupo de
nifos de 6 a 11 afios y del 20,5% en el grupo de 12 a 19 afios. Los
resultados mostraron un ascenso exponencial anualmente hasta el afio
2014 en comparacion con los resultados obtenidos de las prevalencias
analizadas desde el afio 1999 tanto para la clasificacion de obesidad

como para la obesidad extrema (Ogden et al., 2016).

Recientemente se ha observado que la prevalencia del SM ha
ido aumentando desde el afio 2009 con valores significativos de hasta
el 27,5% en la poblacion de oriente medio, cuando antes del afio 2006
era tan solo del 13% en los paises comprendidos entre China e Iran.
Ademas, se considero que el SM es el responsable de la aparicion de
enfermedad cardiovascular y accidente cerebrovascular en un 11,7%
y 16,23% respectivamente (Ansarimoghaddam et al., 2017). En los
ultimos 20 afios se ha estimado que la mortalidad relacionada con el
SM ha aumentado del 20% al 45% (Mokhayeri et al., 2017). Otros
estudios han revelado que la prevalencia del SM en Iran esta entre el
23% y el 28% mas elevada que en paises como Qatar, Turquia,
Pakistan, Kuwait, Arabia Saudita, América latina y Canada, pero sin
embargo menor que en Corea y Estados Unidos (Mohammadbeigi et
al., 2017; Mokhayeri et al., 2017; Ansarimoghaddam et al., 2018).
Se estima que para el afio 2025, unos 300 millones de personas sufran
las consecuencias del consumo de dietas con un alto contenido
caldrico y un estilo de vida sedentario, desarrollando obesidad, SM y
otros trastornos asociados (Schmerbach y Patzak, 2014; Reuter y
Mrowka, 2015).

14
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1.2.2. Fisiopatologia del sindrome metabdlico

El SM actualmente es reconocido como una entidad
nosoldgica con entidad propia y caracterizada por la convergencia de
varios factores de riesgo cardiovascular en la misma persona, con un
marcado caracter de alteracion metabodlica subyacente (Pocovi-
Mieras y Ferreira-Montero, 2010). En la fisiopatologia del SM se
articulan varias alteraciones relacionadas con en el metabolismo
glucolipidico, la presion arterial y la obesidad. Se considera que el
nexo entre dichas alteraciones es la RI la cual se ve favorecida por el
incremento de acidos grasos libres (AGL) que muchas veces puede
relacionarse con el sobrepeso. Dicho estado provoca trastornos en la
utilizacion de la glucosa celular, asi como desregulacién de su
produccién hepatica. Ademas, esta Rl hace que el metabolismo
lipidico también se vea afectado dando lugar a las alteraciones
caracteristicas del SM: hipertriglicemia e hipercolesterolemia HDL
(Laclaustra Gimeno et al., 2005) (figura 1.2).

=] :
{ T ('(B'-n{wm b Colesteral HDL »
2 -
Trighyceside t oL Acidos grases | Tosullna Slslemy nerviose
VLDL slmpdtico

Clucosa

Cluchgens

Triglicérida
(Gota Intramuscular)

Figura 1. 2 Fisiopatologia del sindrome metabolico (resistencia a la insulina).
Figura tomada y traducida de Eckel et al., 2005.
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Se podria considerar a la obesidad como el punto de partida
del SM que creara un estado de RI considerada el denominador
comun de todas las alteraciones caracteristicas de dicho sindrome
(Laclaustra Gimeno et al., 2005 y Pocovi-Mieras y Ferreira-Montero,
2010). Anos atras se pensaba que el tejido graso carecia de cualquier
funcién, pero hoy en dia se sabe que es un 6rgano activo, de hecho,
se debe considerar al tejido adiposo abdominal como un érgano
endocrino que libera a la circulacion un exceso de acidos grasos libres
nocivos, angiotensina Il y adipocinas, involucradas en el
mantenimiento del peso y en el desarrollo de factores de riesgo
cardiovascular (Opie, 2007; Pocovi Mieras y Ferreira Montero 2010).

En condiciones fisiologicas el tejido adiposo modula el
metabolismo mediante la actuacion de los acidos grasos libres,
glicerol y hormonas como la leptina y adiponectina, asi como
citogquinas proinflamatorias. Sin embargo, en el SM se incrementa la
sintesis de estos productos. La tendencia fisiologica es almacenar los
acidos grasos y triglicéridos en adipocitos periféricos pequefios, no
obstante, cuando la capacidad de estas células se sobrepasa, se
produce un almacenamiento disfuncional en el tejido intraabdominal
o0 visceral. Debido a esta modificacion de los depositos fisioldgicos
se crea una nueva reserva en el tejido muscular, causando la RI de
dicho tejido. El incremento del tejido adiposo intraabdominal o
visceral da lugar a un aumento del flujo de AGL. Dicho flujo se
dirigira a la circulacion esplacnica mientras que el procedente del

tejido subcutaneo evitara su paso por la circulacién hepatica
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produciendo un aumento en la sintesis de glucosa y lipidos

(Laclaustra Gimeno et al., 2005).

La insulina es una hormona polipeptidica secretada por las
células beta de los islotes pancreaticos de Langerhans y actua a través
de receptores de glicoproteinas ubicados principalmente en los
tejidos diana del higado, musculo esquelético y adipocitos
(McCracken et al., 2017). En individuos sanos se produce un
intercambio de sefiales entre los tejidos insulinosensibles y las células
beta, de tal forma que éstas incrementan la secrecion de insulina en
respuesta a las demandas del higado, madsculo y tejido adiposo. La
relacion entre la sensibilidad a la insulinay la liberacion de la insulina
por el pancreas es inversa e hiperbdlica (figura 1.3). Sin embargo, los
individuos con SM vy resistentes a la insulina presentan una mayor
secrecion, asi como un menor aclaramiento hepatico de insulina que
aquellos individuos sensibles a la insulina (Pocovi Mieras y Ferreira
Montero 2010).

Tolerancia la glucosa normal

i

Liberacion de insulina

@ ------DM-2

Sensibilidad a la insulina

Figura 1. 3. Relacion entre la sensibilidad y la liberacién de la insulina por el
pancreas (Pocovi-Mieras y Ferreira-Montero, 2010).
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En las células beta pancreaticas, la glucosa estimula la
secrecion de insulina a través de su metabolismo oxidativo dando
lugar a un incremento de la relacion ATP/ADP. Esto va a producir el
cierre de los canales K*/ATP con la consiguiente despolarizacion de
la membrana plasmatica y el aumento de la concentracion de Ca®" a
través de la activacion de los canales de calcio, induciendo la
exocitosis de granulos que contienen la insulina. (Barrett, 2017). En
condiciones en las que la demanda de insulina se ve incrementada, el
metabolismo de la glucosa por las células beta puede incrementarse
a través de diversos mecanismos: 1) mediante la activacion de la
enzima glucocinasa; 2) reponiendo los intermediarios del ciclo de
Krebs mediante anaplerosis (Pocovi-Mieras y Ferreira-Montero,
2010).

Por tanto, se piensa que la RI esta mediada por el incremento
de los &cidos grasos libres circulantes. La insulina aumenta la
captacion de glucosa en los musculos y el higado e inhibe la lipolisis
y la gluconeogénesis hepatica. La RI en el tejido adiposo altera la
inhibicidn de la lipélisis mediada por la insulina, lo que da lugar a un
incremento de los AGL circulantes que inhiben ain mas el efecto
antilipolitico de la insulina. Los AGL inhiben la activacion de la
proteina quinasa en el masculo, reduciendo la captacion de glucosa.
Por otra parte, aumentan la activacion de la proteina quinasa en el
higado lo que promueve la gluconeogénesis y la lipogénesis. El
efecto neto que esto supone es la creacion de un estado
hiperinsulinémico para mantener la euglucemia. Finalmente, la

compensacion fallay la secrecion de insulina disminuye (Rochlani et
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al., 2017). Los AGL también son lipotoxicos para las células del
pancreas, provocando una disminucion de la secrecion de insulina.
Por tanto, aunque el pancreas produce insulina adicional, no hay
suficiente para contrarrestar la hiperglucemia que se produce. Esto
explica la paradoja de la hiperglucemia en ayunas a pesar del
incremento de los niveles de insulina en plasma. Este fendmeno es lo
que se conoce como RI (Opie, 2007; Rochlani et al., 2017). La Rl
también contribuye al desarrollo de hipertension debido a la pérdida
del efecto vasodilatador de la insulina 'y a la vasoconstriccion causada
por los AGL. Mecanismos adicionales incluyen una mayor
activacion simpética y reabsorcion del sodio en los rifiones. Ademas,
la Rl también provoca un aumento de la viscosidad sérica, la
induccion de un estado protrombdtico y la liberacion de citoquinas
proinflamatorias del tejido adiposo que contribuyen a un mayor
riesgo de enfermedad cardiovascular (Rochlani et al., 2017). El
aumento de los AGL conduce a un aumento de la sintesis de
triglicéridos y la produccion de apolipoproteina B que contiene
lipoproteina de muy baja densidad rica en triglicéridos en el higado.
Este incremento del colesterol LDL y la reduccién del colesterol
HDL son efectos indirectos de la RI causada por alteracion del

metabolismo de los lipidos en el higado (Rochlani et al., 2017).

La dislipemia en el SM se caracteriza por la elevacion de los
triglicéridos y lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), el
descenso de lipoproteinas de alta (HDL) y baja (LDL) densidad. Este
fendmeno se ha denominado fenotipo lipoproteinico aterogénico. El
metabolismo lipidico normal incluye la liberacién de AGL desde los
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adipocitos a la sangre circulante, hacia el higado y el musculo. En el
higado, una parte es oxidada y la mayoria reesterificada a
triglicéridos. Hay un transporte continuo de AGL entre el tejido
adiposo y el higado. Sin embargo, si el proceso de reesterificacion se
satura, la acumulacion de triglicéridos puede dar lugar al higado
graso. En presencia de insulinorresistencia, el flujo aumentado de
AGL al higado produce un incremento de la sintesis de triglicéridos
y de VLDL ricas en trigliceridos y apolipoproteina B. Sin embargo,
en condiciones normales, la insulina inhibe la secrecion de VLDL a
la circulacién. En el tejido adiposo y en musculo se produce un
descenso de la actividad lipoproteinlipasa, por lo que no se aclaran
los triglicéridos de las VLDL y favorece la acumulacion de
lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) y LDL. Por lo que el
aumento de la liberacion de AGL y la sintesis de triglicéridos son los
puntos clave en las alteraciones lipidicas del SM (Laclaustra Gimeno
et al., 2005).

A pesar de que los AGL puedan estimular la secrecion de
insulina, si su concentracion es excesiva pueden provocar
disminucion de la secrecion de insulina por diversos mecanismos
lipotoxicos y favorecer asi la diabetes (Laclaustra Gimeno et al.,
2005).
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1.2.3. Consideraciones especiales respecto al remodelado
cardiaco

1.2.3.1. Alteraciones morfoldgicas del corazon

Cada componente del SM es un factor de riesgo independiente
de enfermedad cardiovascular, por lo que la combinacion de estos
factores de riesgo eleva las tasas y la gravedad de la enfermedad
cardiovascular entre las que se incluyen la disfuncion microvascular,
ateroesclerosis coronaria y calcificacion, disfuncion cardiaca, infarto
de miocardio e insuficiencia cardiaca. Por este motivo la atencion se
ha centrado recientemente en el SM como una herramienta
epidemioldgica relacionada con el riesgo de enfermedad
cardiovascular. Estd bien aceptado que estas comorbilidades
representan un estado patoldgico que incrementa sustancialmente el
riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2 y enfermedad
cardiovascular ateroesclerotica (Cordero et al., 2010; Tune et al.,
2018) (figura 1.4).

21



1. Introduccion

| | Caracteristicas fisiopatologicas | ’
. Resistencia a la insulina ETIE— . .
wsidls ; Dislipidemia Hipertension
Obesidad Intolerancia a la glucosa I I

| | Cambios adversos moleculares y sistémicos | |
T Adipocitocinas T Tono simpatico T RAAS T Estrés inflamacion-oxidativa

i I/- Consecuencias cardiovasculares < ;

1 Ritmo cardiaco T Volumen sanguineo 1 Resistencia vascular
t Gasto cardiaco A Metabolismo miocirdico
w
Disfuncién Enfermedad ) Caleificacion |t -~
Microvascular ateroesclerdtica g vascular -
N S -
o A
. s fw= .

Disfuncion |E .
Cardiaca 5 x

L

e -

“; = - L] LI

Vs (m) Hipertrofia Infarto de Insuficiencia
concéntrica miocardio cardiaca

Figura 1. 4. Esquema de las caracteristicas fisiopatoldgicas, los cambios
adversos moleculares y sistémicos y las consecuencias cardiovasculares del
sindrome metabdlico. RAAS: sistema renina-angiotensina-aldosterona. Figura
tomada y traducida de Tune et al., 2017.

La obesidad es capaz de producir una gran variedad de
alteraciones hemodinamicas que pueden predisponer a cambios en la
morfologia y funcion ventricular. Estas alteraciones, ademas, pueden
contribuir en el desarrollo de insuficiencia cardiaca. Dichas
caracteristicas son mas pronunciadas en aquellos individuos que
presentan una obesidad severa, pero también se ha visto que pueden
ocurrir, en menor medida, en adultos, adolescentes y nifios con
sobrepeso y obesos leves 0 moderados (Wong et al., 2007; Alpert et
al., 2014). En personas que desarrollan una obesidad severa, tales
alteraciones pueden predisponer a insuficiencia cardiaca incluso en

ausencia de comorbilidades como pueden ser la hipertension
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sisttmica o enfermedad coronaria. Esta condicién se conoce

comunmente como miocardiopatia por obesidad (Alpert et al., 2016).

Originalmente se penso que los cambios producidos en la
morfologia cardiaca asociados a la obesidad eran consecuencia de
cambios hemodinamicos y comorbilidades. Sin embargo, con los
afios se ha visto que, estos efectos por si mismos, no explican
completamente los cambios que se producen en la morfologia
cardiaca y que estan asociados a la obesidad. Por otro lado, hay
estudios experimentales que sugieren que diversas anomalias
neurohormonales y metabolicas asociadas a la obesidad son los
factores que pueden contribuir a la alteracion de la morfologia
cardiaca (Alpert, 2001; Wong y Marwick., 2007; Lavie et al., 2013;).
Ademas, las técnicas no invasivas de imagen cardiaca como la
ecocardiografia y la resonancia magnética cardiaca han permitido el
reclutamiento de poblaciones de estudio mas grandes que las de los
estudios post mortem que se realizaban antiguamente. Esto ha
facilitado el anélisis de la morfologia cardiaca en la obesidad
mediante la comparacion con individuos control de peso normal,
mediante la evaluacion de los factores que contribuyen a los cambios
en la morfologia cardiaca y la evaluacién longitudinal de los cambios

en la estructura cardiaca (figura 1.5) (Alpert et al., 2016).

Ademas, durante la Ultima década se han desarrollado
técnicas ecocardiograficas que permiten la cuantificacion de los
indices de funcién diastolica miocardica relativamente

independientes de la carga. Dichas técnicas se basan principalmente
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en imagenes Doppler tisulares, un método que permite registrar con
alta resolucion temporal la velocidad y amplitud de los movimientos
cardiacos (Abel et al., 2008).

Grasa epicirdica

A) Grasa pericirdica B) —

h
..‘ | .-

Grasa paracardial

Grasa perivascular

Figura 1. 5. A) Tejido adiposo alrededor del corazon. B) Imagen de resonancia
magnética nuclear, ventana pericardica. *; Grasa epicardica acumulada en la
region anterior; RV: ventriculo derecho; LV: ventriculo izquierdo; LA:
auricula izquierda; A: anterior; P: posterior; R: derecha; L: izquierda. Figura
tomada y traducida de: A) Konwerski et al., 2022 y B) Abel et al. 2008.

Entre los cambios que se producen en el corazén se pueden
encontrar la hipertrofia del VI, el agrandamiento de la auricula
izquierda y el deterioro subclinico de la funcion sistdlica y diastolica
del VI, que ademas son precursores de disfuncion e insuficiencia
cardiaca. Por tanto, una obesidad mantenida en el tiempo puede
conducir a insuficiencia cardiaca (Abel et al., 2008). La alteracion
méas frecuente en la morfologia cardiaca de la obesidad es el
incremento de la masa del VI, incluida la hipertrofia del VI
(Aurigemma et al., 2013; Alpert et al., 2016). En cuanto a la masa
del VI, son numerosos los estudios que comparan diferentes indices
de masa del VI en pacientes obesos y con peso normal. Dichos
estudios han incluido a sujetos de todas las clases de obesidad. En

casi todos los trabajos, los indices de masa del VI fueron mayores en
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los pacientes con obesidad que en los pacientes de peso normal.
Ademas, estas diferencias se han observado en ambos, pacientes

normotensos e hipertensos (Jen et al., 1992).

Por su parte, la hipertrofia cardiaca se define normalmente
como el incremento de tamafio de todo el corazén o mas
especificamente de una de las cdmaras cardiacas en relacion con el
tamanio del cuerpo. Clasicamente se utilizaba como medida el area de
superficie corporal (BSA, de sus siglas en inglés), se tomaba como
indice para analizar el tamafio o la masa del corazén. Sin embargo,
cuando nos encontramos ante una obesidad significativa, el peso de
VI/BSA es a menudo normal o inferior puesto que de por si el BSA
aumenta mas que el peso del VI. Por esta razon, actualmente se
realiza indexando el tamafio del corazdn a la masa corporal magra, a
la altura o a la altura®” (De Simone et al., 2005; Abel et al., 2008).
De hecho, el dltimo método es un factor de correccién alométrico
optimo que minimiza las diferencias que puede haber entre el género

en el tamafio y la geometria del corazon (Abel et al., 2008).

Se ha observado que, en personas normotensas con obesidad
severa, la presion arterial sistdlica se correlaciona positiva y
significativamente con el porcentaje de sobrepeso, al igual que el
estrés de la pared del VI al final de la sistole (Alpert et al., 1994;
Alpert y Alexander., 1998). Esta relacion remarca la importancia de
la poscarga como determinante de la masa del VI y de la hipertrofia
del VI en pacientes obesos, incluso en ausencia de hipertension
arterial. El tamafio de la camara del VI en la diastole suele aumentar,
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aunque no invariablemente en la obesidad grave, y puede servir
también como un posible indice indirecto de precarga. El tamafio de
la camara en diastole del VI, también se correlaciona positiva y
significativamente con la masa del VI en dichos pacientes (Alpert et
al., 2016). Por tanto, las condiciones de carga del VI parecen jugar
un papel clave en el desarrollo de la hipertrofia ventricular izquierda
en pacientes obesos (Reis et al., 2014). También se ha demostrado
que la duracion de la obesidad se correlaciona directamente con el
tamano de la camara diastolica del VI, el grosor de la pared del VIy
la masa del VI en aquellos sujetos que presentan obesidad de clase 11
y Il (Alpert et al., 1996).

Sin embargo, el grado de contribucion de la obesidad en la
hipertrofia del VI no esta del todo claro puesto que hay autores que
concluyen que la obesidad se asocia de forma independiente con la
hipertrofia del VI (Grandi et al., 2000; Morricone et al., 2002;
Peterson et al., 2004; Avelar et al., 2007). Sin embargo, también hay
estudios que sugieren que la masa del VI puede verse incrementada
a raiz de la obesidad, pero que el aumento es apropiado para el
tamano corporal en cuestion si nos encontramos ante una obesidad
que no lleve asociada comorbilidades (lacobellis, 2004; lacobellis et
al., 2004). Por este motivo es necesario realizar estudios
ecocardiograficos que permitan el analisis del tamafio cardiaco, la
geometriay la funcién del corazon. Asi mismo, los resultados indican
que tanto el tamafio de la cavidad del VI como el grosor de la pared
aumentan en aquellos sujetos obesos respecto a los sujetos controles
de la misma edad (lacobellis et al., 2004; Heckbert et al., 2006;
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Avelar et al., 2007). El grosor de la pared suele aumentar en mayor
medida que el tamafio de la cavidad. Por este motivo parece que
predomina la hipertrofia cardiaca concéntrica (incremento del grosor
de la pared en relacién con el tamafio de la cAmara) en comparacion
con un patron excéntrico de hipertrofia (el agradamiento de la cAmara

es mayor que el incremento del grosor de la pared) (Abel et al., 2008).

1.2.3.2. Alteraciones funcionales del corazon

Esté bien establecido que la obesidad influye en la morbilidad
y mortalidad cardiovascular. De hecho, a mediados del siglo XX se
observo por primera vez una asociacion entre la obesidad severay la
disfuncion ventricular izquierda (Smith, 1933). Mas tarde mediante
estudios clinicos y de necropsias sobre obesidad mérbida se confirmd
la entidad de una cardiomiopatia obesa, caracterizada por una
sobrecarga de volumen y modificaciones de la contractilidad que
conducian frecuentemente a insuficiencia cardiaca congestiva
(Alauddin et al., 1990; Kasler et al., 1992). En el afio 2003, Pascual
et al. realizaron un estudio para documentar la relacién entre la
obesidad y las alteraciones en la funcion diastélica, asi como el
impacto de los diferentes grados de obesidad en la estructura y
funcién cardiacas. Observaron que la disfuncion diastolica del
ventriculo izquierdo subclinica esta presente en todos los grados de
obesidad aislada, se correlaciona con el IMC y ademas se asocia con
un aumento de la funcién sistdlica en las primeras etapas de la
obesidad (Pascual et al., 2003).
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Son muchos los estudios experimentales que muestran que la
obesidad esté relacionada con cambios estructurales y funcionales en
el corazdn, tanto en modelos humanos como animales (Wong et al.,
2004; Abel et al., 2008; Broussard et al., 2016). También hay
estudios experimentales que demuestran una correlacion directa entre
la masa grasa epicéardica y visceral con la disfuncion diastolica (de
Farkhondeh et al., 2020). Muchos de estos cambios, como la
hipertrofia del ventriculo izquierdo, el agrandamiento de la auricula
izquierda y el deterioro subclinico de la funcion sistélica y diastolica
del ventriculo izquierdo, son precursores de disfuncion e
insuficiencia cardiaca. Generalmente, se asume, por tanto, que la
obesidad a largo plazo finalmente conducira a insuficiencia cardiaca
(Abel et al., 2008). Se ha observado que las personas con obesidad
grave presentan una forma de cardiomiopatia atribuida a una
sobrecarga de volumen cronica, caracterizada por la dilatacion del
ventriculo izquierdo, el incremento de la tension de la pared del
ventriculo izquierdo y la hipertrofia ventricular izquierda
compensatoria (excéntrica). También se ha observado que el
deterioro de la funcion cardiaca se correlaciona con el IMC y la
duracion de la obesidad (Wong et al., 2004) (figura 1.6). Sin
embargo, el mecanismo exacto por el cual la obesidad conduce a esta

disfuncion cardiaca sigue sin estar del todo dilucidado.
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Figura 1. 6. Efectos deletéreos del sindrome metabolico en el corazén. Figura
tomada y traducida de Tirandi et al., 2022.

En sujetos que presentan obesidad severa, asi como obesidad
e hipertension, también es frecuente la disfuncion diastolica del
ventriculo izquierdo. Entre los pacientes obesos con insuficiencia
cardiaca, la mayoria tiene una fraccion de eyeccion del VI preservada
(Lavie et al., 2013; Alpert et al., 2014). Numerosos estudios han
analizado los indices de funcion diastolica del VI en sujetos obesos
(todas las clases de obesidad) respecto a sujetos control con peso
normal. En la mayoria de estos estudios, los indices de la funcién
diastdlica del VI mostraron un deterioro del llenado o la relajacion
diastdlica del VI en comparacién con los sujetos control (Pascual et
al., 2003; Alpert et al., 2016).

Es posible que el factor mas importante que contribuye a la
funcién diastdlica del VI sea la hipertrofia del ventriculo izquierdo
(Alpert et al., 2016). Aun asi, otros factores que pueden contribuir a
la funcion diastdlica del VI en individuos obesos incluyen la
hipertension arterial, la enfermedad coronaria, las condiciones de

carga adversas (como puede ser el incremento de la poscarga y la
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precarga, incluso en ausencia de hipertension arterial) y la duracion
de la obesidad (Wong et al.,2007; Lavie et al., 2013; Reis et al.,
2014). Respecto a los factores que contribuyen a la disfuncién
sistdlica del VI en la obesidad también incluyen condiciones adversas
de carga del VI, duracion de la obesidad, incremento de la masa del
VI 'y quizéas también, y de lo més importante, comorbilidades como
la enfermedad coronaria, la hipertension y la diabetes mellitus.
También se ha postulado que la leptina, la resistina, la adiponectina,
e incretinas, como el péptido similar al glucagon (GLP, de sus siglas
en inglés) y el polipéptido insulinotropico dependiente de glucosa
(GIP, de sus siglas en inglés), pueden influir en la relacion entre la
obesidad y la funcién sistolica del VI (Alpert y Pritchett, 2016).

En relacion con la diabetes, se puede observar en pacientes
diabéticos dos formas distintas de insuficiencia cardiaca. La primera
de ellas es una disfuncion sistélica consecuencia de la enfermedad
coronaria sin grandes diferencias con la poblacion general. Sin
embargo, la segunda es una manifestacion especifica de la diabetes
mellitus y que solo se ha observado en este tipo de pacientes. Esta es
conocida como cardiomiopatia diabética. El fenotipo tipico de esta
patologia se caracteriza por una enfermedad restrictiva con
hipertrofia ventricular izquierda y disfuncion diastdlica. Se
reconocen dos etapas: una etapa temprana caracterizada por
hipertrofia concéntrica del ventriculo izquierdo, incremento de la
rigidez del miocardio, aumento de las presiones de llenado y
deterioro de la funcidn diastdlica; y una etapa tardia caracterizada por
la aparicion de fibrosis cardiaca, deterioro de la funcion diastdlica y
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disfuncion sistélica (Gargiulo et al., 2020). En un informe realizado
por Seferovi¢ et al. (2018) propusieron que, con esta clasificacion,
utilizada en la actualidad, probablemente nos encontremos ante dos
fenotipos distintos de miocardiopatia diabética en lugar de dos
estadios sucesivos de la misma patologia. Uno de ellos seria un
fenotipo restrictivo/insuficiencia cardiaca con fraccion de eyeccion
conservada (HFpEF) y otro fenotipo dilatado/insuficiencia cardiaca

con fraccion de eyeccion reducida (HRrEF) (Seferovic et al., 2018).

1.2.3.3. Alteraciones electrofisiologicas cardiacas

Son muchos los estudios que relacionan la obesidad con una
variedad de anomalias eléctricas en el corazon, entre las que se
incluyen: alteraciones de la onda P, un intervalo QT prolongado y el
incremento de su dispersion, asi como una mayor incidencia de
complejos ventriculares prematuros. Estos cambios podrian
relacionarse con la aparicion de arritmias, tanto auriculares como
ventriculares, que llegasen a originar la muerte subita cardiaca (Fraley
et al., 2005; Kosar et al., 2008; Lau et al., 2017). Ya en 1982, Frank y
colaboradores, realizaron un estudio en 1029 pacientes que
presentaban obesidad en el que observaron desnivel del segmento ST,
aplanamiento de la onda T, cambios en la repolarizacion (incrementos
> 20 segundos) y disminucion (< 12 segundos) del intervalo PR,
prolongacion y bajo voltaje del complejo QRS, incremento del
intervalo QT corregido (QTc), desplazamiento del vector del QRS a la
izquierda, aumento del voltaje QRS en proporcion al incremento del
IMC y el subsecuente aumento de la frecuencia cardiaca, indicando

por tanto una correlacion lineal directa con el peso. Estos cambios
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fueron independientes de la edad, el sexo y la presion arterial (Frank
et al., 1986). De hecho, en el afio 2000, Alpert et al., observaron en un
estudio las mismas caracteristicas en una poblacion obesa sin HTA.
Ademas, registraron un aumento de la duracion de la onda P, un
aplanamiento e inversion de la onda T y una reduccion del voltaje en
el complejo QRS como consecuencia de los cambios estructurales
asociados a la hipertrofia ventricular (Frank et al., 1986; Alpert et al.,
2000).

Ademads, es importante destacar que este remodelado
patologico se puede agravar en funcion de la presencia de mas
componentes del SM, como puede ser la hipertension arterial (Linz et
al., 2012) y la diabetes. Como se ha comentado, ésta Gltima produce
una prolongacion del intervalo QT, predisponiendo asi a la aparicion
de arritmias que pueden ocasionar la muerte subita cardiaca (Messerli
et al., 1987; Christensen et al., 2000). Ademas, la prolongacion del
intervalo QT también es frecuente encontrarla en pacientes con
neuropatia diabética por diabetes tipo 1, asi como en sujetos con
diabetes tipo 2 también se observa un incremento de la dispersion del
intervalo QT (Rossing et al., 2001). Hay estudios en los que se ha
observado una asociacion positiva entre el intervalo QT y el IMC, lo
cual es un predictor de la muerte subita cardiaca, incluso en individuos
aparentemente sanos (Lavie et al., 2009). Por tanto, es frecuente la
aparicion de arritmias ventriculares en aquellos individuos que

presenten obesidad.
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Asimismo, el riesgo de arritmias cardiacas se incrementa
durante los periodos de estimulacidon simpatica, con un aumento de la
frecuencia cardiaca y, paraddjicamente, con un incremento del
intervalo QTc. En los estudios realizados por Naas et al., y Sawicki et
al., referenciados por Rossing et al., (2001), observaron que la
dispersion del QTc es un buen predictor de mortalidad cardiovascular
en presencia de diabetes tipo 2 y ademas la duracion del intervalo QTc
predice la aparicion de enfermedad isquémica o incremento del
remodelado cardiaco en presencia de diabetes tipo 1 (Rossing et al.,
2001).

Por otro lado, las enfermedades que afectan al metabolismo
energético cardiaco e incrementan las reservas de lipidos de los
cardiomiocitos, como la diabetes y la obesidad, se relacionan
frecuentemente con una funcién mecanica y eléctrica alterada en el
corazon, este sindrome se denomina miocardiopatia lipotoxica. Por
tanto, ambas patologias confieren un mayor riesgo de muerte subita
cardiaca y se asocian con propiedades eléctricas de los
cardiomiocitos alteradas, manifestadas por la prolongacion del
complejo QRS y el intervalo QT (Morrow et al., 2011) (figura 1.7).
Se ha visto que la obesidad y sus comorbilidades causan un
remodelado eléctrico predisponiendo por tanto al desencadenamiento
de arritmias cardiacas. Ademas, el tejido adiposo esta asociado con
la acumulacion de grasa subcutanea y visceral, las cuales tienen
diferentes mecanismos de sefializacion. Por lo que también puede

haber diferencias funcionales en la distribucion regional de los
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depdsitos de grasa, en los canales idnicos o en la expresion de las

proteinas del manejo del calcio (Aromolaran y Boutjdir, 2017).
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Figura 1. 7. Parametros de electrocardiograma (ECG) en relacion con la
puntuacion del sindrome metabdlico. Se muestran lineas de regresion para los
diferentes parametros de ECG. Los pardmetros de ECG se expresan en
puntuaciones estandarizadas (Z). A) Parametros de ECG que aumentaron con
el aumento del ndmero de componentes del sindrome metabdlico. B)
Pardmetros de ECG que disminuyeron con el aumento del nimero de

componentes del sindrome metabolico. Figura tomada y traducida de Elffers et
al., 2017.

Estudios en poblacion obesa identifican como cambios mas
frecuentes anomalias en la onda T, la desviacién a la izquierda del eje
eléctrico cardiaco y caidas de voltaje del complejo QRS (Fraley et
al., 2005; Kosar et al., 2008). También se ha observado un
incremento de la duracion de la onda P y su dispersion, cambios

relacionados la prolongacién de la duracion de la conduccién,
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dilatacion e incremento de la presion auricular izquierda. Es
importante remarcar que el tono autonémico en esta poblacion es
anormal y de predominio simpatico, lo que puede inducir cambios en
la velocidad de propagacion del impulso y afectar al intervalo PQ,
incrementando asi el riesgo de arritmias como la fibrilacion auricular
(Kosar et al., 2008).

Ademas, la diabetes mellitus (tipo 1y 2) también se relaciona
con alteraciones en el electrocardiograma, como la prolongacion del
intervalo QT y aumento de su dispersion (Christensen et al., 2000).
Dicha prolongacion del intervalo QT se asocia con una
predisposicion a la muerte subita cardiaca, considerandose por tanto
arritmogenico dicho cambio (Rossing et al., 2001). Sin embargo, se
desconoce por qué en individuos con diabetes la prevalencia de un
intervalo QT prolongado es mayor, aunque podria estar asociado con
anomalias eléctricas que podrian derivar de la isquemia miocardica,
del remodelado ventricular o de la neuropatia diabética (Christensen
et al., 2000).

La obesidad se relaciona con alteraciones en las propiedades
eléctricas de los cardiomiocitos, como puede ser la alteracién en la
repolarizacion, que se manifiesta por una prolongacién del intervalo
QT en el electrocardiograma. Se asocia también con otras
anormalidades en el electrocardiograma como el incremento de la
dispersion del intervalo QT y una mayor incidencia de complejos
ventriculares prematuros, tal y como hemos mencionado

anteriormente.

35



1. Introduccion

En su conjunto, los cambios estructurales y eléctricos
observados en el SM pueden constituir un sustrato potencial para el
desencadenamiento de arritmias ventriculares letales. Sin embargo,
los mecanismos que subyacen al incremento del riesgo de arritmias y
muerte sUbita cardiaca asociada al aumento del peso corporal siguen

sin estar del todo dilucidados (Zarzoso et al., 2014).

La principal causa de muerte subita cardiaca es la fibrilacion
ventricular (Jalife, 2016). Son numerosos los estudios que sugieren
que aquellos sujetos que presentan alteraciones metabdlicas tienen
una mayor predisposicion a sufrir muerte subita cardiaca, siendo su
incidencia el doble que la de la poblacion normal y el triple en
presencia de diabetes (Hookana et al., 2011). Cabe destacar, ademas,
que hay estudios en los que se ha evidenciado un incremento del
riesgo de muerte subita cardiaca mayor que el incremento del riesgo
de sufrir un infarto de miocardio, sugiriendo que las complicaciones
relacionadas con eventos arritmicos incrementan con respecto a las
complicaciones coronarias en sujetos que presentan obesidad y
diabetes (Hookana et al., 2011).

La fibrilacion ventricular es un tipo de arritmia que se inicia
tras una activacion cardiaca extrema, incrementando de manera
exagerada la frecuencia cardiaca, y donde la secuencia de activacion
del musculo cardiaco no sigue la secuencia normal de contraccion,
sino que las ondas eléctricas se comportan de manera turbulenta y
desordenada. Debido a este comportamiento de la actividad eléctrica,

se reduce la capacidad de contraccion, esto es, de bombeo cardiaco,
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por lo que la presion arterial disminuye drasticamente, cesa de
manera significativa el flujo sanguineo cerebral y se produce la
pérdida de conocimiento. Este proceso puede revertirse mediante la
aplicacion de una descarga eléctrica (desfibrilacion) que restablece el
comportamiento eléctrico del tejido ventricular. Si no se aplica dicha
descarga eléctrica, es cuando se produce la muerte del individuo
(Jalife, 2016 y Fernandez-Lozano et al., 2018).

Por otro lado, existen varias lineas de evidencia en las que el
deposito anormal de lipidos en los cardiomiocitos juega un
importante papel fisiopatolégico (Huang et al.,, 2013). En
condiciones fisiologicas en el corazon los AGL en suero pueden
variar entre 0,2 y 0,8 mM. Sin embargo, como resultado de un
incremento de los depdsitos de adipocitos que se produce en la
obesidad, los AGL pueden llegar a incrementar en mas de 1 mM.
Estos niveles tan elevados de AGL pueden generar en pacientes
obesos sobrecarga del miocardio, miocardiopatia lipotoxica,
disfuncion de los canales iénicos y arritmias (Aromolaran et al.,
2016). De hecho, Morrow et al. (2011) observaron un fenotipo
arritmogénico en un modelo transgénico de cardiomiopatia
lipotoxica en raton, en el que evidenciaron una alteracion de la
repolarizacion debido a una disminucién en los niveles de proteinas
del canal de potasio, dando lugar a taquicardia ventricular y muerte

subita cardiaca (Morrow et al., 2011).
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Si bien se han logrado avances en la comprension de la
etiologia y las consecuencias de este complejo trastorno, los
mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes siguen sin comprenderse
completamente y no esta del todo claro como estos factores de riesgo
concurrentes actlan en conjunto para producir la variedad de
enfermedades cardiovasculares adversas asociadas a la obesidad
(Tune et al., 2018).

Se ha sugerido también que el SM puede deteriorar la funcién
cardiaca y aumentar el riesgo de enfermedad cardiovascular y la
mortalidad mé&s que las diferentes manifestaciones de la enfermedad
por separado (Schillacci et al. 2004; Cuspidi et al. 2008; Mottillo et
al. 2010). Sin embargo, los efectos que la combinacion de dichos
factores tiene sobre el remodelado eléctrico cardiaco, en la
actualidad, no son del todo conocidos.

1.3. Resumen de la justificacion de los objetivos e hipotesis

El SM es capaz de producir un remodelado cardiaco
patologico, resultado de la adaptacion morfolégica del musculo
cardiaco en respuesta a los cambios funcionales que suponen ciertas
condiciones como la obesidad, entre otros componentes del SM. En
individuos con SM es comun la progresion hacia el fallo cardiaco,
siendo resultado de los cambios estructurales (hipertrofia ventricular
concéntrica), funcionales (alteraciones en el llenado ventricular y en la
diastole) y eléctricos del miocardio (alteraciones del intervalo QT,

entre otras). En conjunto, estos cambios estructurales y eléctricos en el
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corazon podrian constituir un sustrato potencial para el desarrollo de
arritmias ventriculares letales causantes de la muerte subita cardiaca,
pero los mecanismos subyacentes no son del todo conocidos. Se deben
buscar los origenes de la actividad arritmica y fibrilatoria en los
cambios de las propiedades activas y pasivas del tejido miocardico que
producen una formacion del impulso y/o propagacion anormales.
Dichos cambios estan generalmente causados tanto por una integridad
comprometida del tejido (por ejemplo, el aumento de la fibrosis
miocardica), como por la disfuncion de los canales idnicos cardiacos,
que alteran las propiedades electrofisioldgicas del tejido miocardico
(Nattel 2002; Jalife 2011).

Ademas, es importante destacar que las complicaciones
relacionadas con eventos arritmicos no isquémicos incrementan con
respecto a las complicaciones coronarias en personas obesas Yy
diabéticas, sugiriendo la importancia del remodelo estructural y/o
electrofisiologico en pacientes que presentan SM. Sin embargo, a dia
de hoy, el sustrato arritmico implicado en los procesos de
instauracion y mantenimiento de la actividad fibrilatoria en sujetos
con SM se desconoce (Balkau., 2005; Zarzoso et al., 2014; Jalife,
2016).

Es por ello, que en la presente tesis doctoral se ha investigado
el remodelado estructural, funcional y eléctrico que el SM produce en
el corazdn y su potencial arritmogénico, por un lado, para ampliar el
conocimiento sobre qué es lo que sucede y cuales son las

consecuencias a nivel cardiaco de esta patologia y, por otro lado, para
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poder buscar y disefiar terapias que intenten actuar sobre dichas
alteraciones e incluso identificar marcadores de uso clinico y pre-
clinico asociados al riesgo de desarrollar fenémenos arritmogénicos y

de afectacién cardiovascular.

Nuestra hipdtesis de trabajo es que el SM opera, por un lado,
sobre la integridad del tejido cardiaco produciendo una hipertrofia
ventricular concéntrica e incremento de la fibrosis miocardica y, por
otro, sobre las propiedades electrofisiologicas cardiacas a traves de
cambios en la velocidad de conduccion, los patrones de transmision
del impulso eléctrico cardiaco y la refractariedad miocérdicas,
provocando un remodelado eléctrico anormal que constituye un
sustrato  arritmogénico  favorecedor del desencadenamiento,
instauracion y mantenimiento de arritmias ventriculares y fibrilacion

ventricular.

1.4. Plan de trabajo

Para comprobar la hipétesis se ha planteado el siguiente plan
de trabajo:

Desarrollar un modelo de sindrome metabolico en conejos
mediante la administracion de una dieta alta en grasas y azUcares
durante 28 semanas, durante las cuales se realizan las diferentes
pruebas in vivo para la caracterizacién del modelo experimental. Al
cabo de las 28 semanas, se realiza un estudio electrofisiologico a través
del mapeo dptico epicardico en corazon aislado y perfundido para
analizar las principales propiedades electrofisiologicas del miocardio

ventricular. Finalizadas las determinaciones y obtenidos los
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correspondientes resultados en los grupos de estudio control y SM, se

aplican los test de inferencia estadistica correspondientes.
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2. Material y métodos

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Materiales

2.1.1. Animales de experimentacion

En el presente estudio se utilizaron 31 conejos macho
(Oryctolagus cuniculus) de raza blanca Nueva Zelanda en edad
adulta. Al inicio del protocolo experimental los animales tenian entre
16 y 18 semanas de edad, con un peso de 4,55 + 0,18 Kg. Los
animales fueron adquiridos de la granja San Bernardo S.L. (Navarra-
Espafa), empresa registrada como centro de cria y suministrador de
animales de laboratorio. Se alojaron en racks de jaulas individuales
(figura 2.1) en el animalario de la Unidad Central de Investigacion en
Medicina (UCIM) de la Facultad de Medicina y Odontologia de la
Universidad de Valencia, en una habitacion bajo condiciones
controladas y constantes de temperatura (20 £ 1,5 °C), humedad

relativa (50 = 5 %) y ciclos de luz artificial-oscuridad de 12 h.
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Figura 2. 1. Rack de jaulas individuales para la estabulacion de los animales

2.1.2. Dieta

Los animales fueron alimentados con un pienso estandar para
conejos (V2333-000, Ssniff, Soest, Alemania) y con un pienso alto
en grasas compuesto por un 10% de aceite de coco hidrogenado y
manteca de cerdo al 5% (S9052-E020, Ssniff, Soest, Alemania, figura
2.2).

Control

Experimental

Figura 2. 2. Ejemplo de los diferentes tipos de pienso. En la parte superior se
muestra la dieta control y en la inferior la dieta experimental alta en grasas.

En la tabla 2.1 pueden observarse con mas detalle la
composicion y valor calérico de los diferentes componentes de la
dieta empleada en el presente estudio.
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Alimento Calorias Carbohidratos Proteinas  Grasas
(Kcal)
Pienso estandar . . .
(V2333-000) 2.7 65,50% 23,40%  11,10%
Pienso alto en grasas . . .
(S9052-E020) 3,7 41,20% 15,70% 43,10%
Solucion con sacarosa 05 100% 0% %%

(S0389) 15%

Tabla 2. 1. Alimentos, valor calérico y composicion de los distintos
componentes de la dieta de los animales utilizados en el estudio. Estos valores
corresponden a 100 g de pienso y 100 ml de solucién con sacarosa.

Respecto a la bebida, se administré ad libitum una solucién
con sacarosa (S0389, Sigma-Aldrich) al 15% y agua en el grupo
experimental SM. Para su preparacion se utilizé una solucion madre
con sacarosa al 60 % lo cual facilitaba su elaboracion y posterior
distribucidn en los dispensadores de agua. En la figura 2.3 se muestra

la preparacion de dicha solucion.

Figura 2. 3. Bebida con sacarosa. (A) Materiales necesarios para la preparacion
de la solucién con sacarosa. (B) Llenado del dispensador de agua con la
solucién madre de sacarosa.
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2.1.3. Reactivos

2.1.3.1. Estudio “in vivo”

Los reactivos empleados para la realizacion de los diferentes

protocolos experimentales detallados en el apartado 2.2.2 son los

siguientes:

Anestésico local: Lidocaina 25 mg/g + Prilocaina 25
mg/g - EMLA® crema (Aspen Pharmacare Espafia).
Propofol: Propofol Lipuro® 10 mg/ml vial de 20 ml
(B.Braun).

Isoflurano: 1soFlo® 100% (Zoetis).

Pentobarbital sédico: Dolethal 200 mg/ml vial de 200
ml (Vétoquinol).

Suero fisiolégico: FisioVet® NaCl 0,9% de 500 ml
(B.Braun).

Thrombocid 1 mg/g (Lacer S.A.).

Gel oftadlmico, Carbomero 0,2 % p/p: Xilin gel
(Nicox).

Antiséptico: Povidona Yodada 10% 905-1295 (Henry
Schein).

Mascarilla de anestesia: ST2 59-8202 (Harvard
Apparatus).

Electrodo para ECG desechable: Ambu® WhiteSensor
4500M-H (Ambu).

Gel de contacto para electrodos (Henry Schein).

Gel de ultrasonidos (Henry Schein).

Llave de tres vias (Henry Schein).
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Tubo de extension para equipos de infusion (Henry
Schein).

Esparadrapo: Askina® Film Vet 1,25y 2,50 cm x 5m
(B.Braun).

Jeringa de dos cuerpos: Jeringa Injekt® de 10 y 20 ml
(B.Braun).

Catéter intravenoso: Introcan® Certo 18G Verde, 20G
Rosa, 22G Azul (B.Braun).

Agujas  hipodérmicas:  Sterican® 21G Verde
(B.Braun).

Compresas de gasa estéril: Askina® Mullkompressen
de 7,5 x 7,5 cm (B.Braun).

Empapadores: Nucleo absorbente de celulosa 60 x 90
cm (Henry Schein).

Tiras reactivas glucosa: Contour® Next test strips
(Bayer).

Dispositivo de puncién: Microlet® Next (Bayer).
Lanceta: Microlet® Lancet (Bayer).

Tubo para extraccion de sangre: 4 ml - K2 EDTA 7,2
mg - BD Vacutainer® (BD).

Rack para conejo: Sistema de 6 jaulas individuales
para conejos de mas de 5 Kg con comedero y botella
de bebida (Sodispan Research).

Cepo para conejos en polipropileno: Referencia
3045601 - ZOONLAB®.

Cuencos de acero inoxidable: 20 y 24 cm de didmetro
— ZWILLING.
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= Pala para pienso de aluminio: Referencia 10308 -
COPELE®.

= Colador de acero inoxidable: 20 cm de diametro -
ZWILLING.

= Embudo de boquilla ancha: 200 mm de didmetro y
boquilla conica de 28 mm - BT-Ingenieros®.

= Cinta ergonémica para medir circunferencias:
Referencia 201 - SECA®,

= Enriquecimiento ambiental: Aspen Bricks CS3C10
(Sodispan Research S.L.).

= Tiopental sédico: Tiobarbital 1g vial de 20 ml Braun
(B.Braun).

= Heparina: Heparina sodica 25.000 Ul/ml
(Laboratorios farmacéuticos ROVI, S.A.).

= Palomilla de infusion 21G Verde (Henry Schein).

2.1.3.2.  Estudio “in vitro” en corazon aislado

e Solucion de Tyrode:

» Glucosa: D (+)-Glucose anhydrous (USP, BP,
Ph. Eur.) pure, pharma grade (AppliChem
Panreac ITW Companies).

» NaH2COz: Sodium Hydrogen Carbonate for
analysis, ACS, ISO (AppliChem Panreac ITW
Companies).

= NaCl: Sodium Chloride for analysis, ACS,
ISO (AppliChem Panreac ITW Companies).
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= CaCly: Calcium Chloride 2-hydrate powder
for analysis, ACS (AppliChem Panreac ITW
Companies).

= MgCly: Magnesium chloride hexahydrate
(VWR Chemicals).

= KCI: Potassium Chloride PA-ACS-ISO
(AppliChem Panreac ITW Companies).

» NaH2PO4: Sodium di-Hydrogen Phosphate 1-
hydrate (Reag.Ph.Eur.) for analysis, ACS
(AppliChem Panreac ITW Companies).

El agua destilada utilizada para las distintas
soluciones preparadas se obtiene de un sistema de
destilacion de agua Millipore (Billerica, MA,
E.E.U.U).

Bala de carbdgeno: mezcla de 95% Oz y 5% CO-
(Praxair Espafia S.L.. Nippon Gases Espafia,
S.L.U.).

Pipeta: 100 - 1.000 uL Eppendorf Reference® 2
(EU-IVD).

Tubo de microcentrifuga: 0,5 ml - Eppendorf
Safe-Lock, Eppendorf Quality™.

Formaldehido 4% estabilizado, buffered (pH 7,0
+0,2) (VWR Chemicals).

Tinte potenciométrico para el mapeo éptico de
voltaje: Di-4-ANEPPS - D8064 (University of
Connecticut Health Center, USA).
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= Desacoplante electromecanico: Blebbistatin -
B0560 (Sigma-Aldrich).

= Jeringa Hamilton 250 uL (HAMILTON®).

= Filtro de 5 micras (Millipore, Billerica, MA,
EE.UU.).

2.1.4. Aparatos

2.1.4.1. Aparatos para la realizacion de los
procedimientos “in vivo”

Para los procedimientos in vivo, que comprendian los
estudios electrocardiograficos, ecocardiograficos, de registro
invasivo de presion arterial y el test de tolerancia a la glucosa, se
utilizaron los siguientes aparatos:

Estudio electrocardiogréfico vy ecocardiogréfico:

= Sistema de anestesia con isoflurano: ST2 72-6467
(Pan lab, S.L. / Harvard Apparatus Spain),
utilizado para la anestesia inhalatoria mediante
mascarilla facial.

= Cortapelos para animales 0,25 mm: ST2 34-0207
Oster® Golden A5® (Pan lab, S.L. / Harvard
Apparatus Spain), utilizado para la preparacion
del campo mediante rasurado del pelo.

= Almohadilla térmica 33 x 58,5 cm: ST2 72-0493
(Pan lab, S.L. / Harvard Apparatus Spain),
utilizado para mantener la temperatura corporal

durante la anestesia.
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Lampara de infrarrojos: 920-5189 Bombilla de
275W  (Covetrus), utilizado para la
termorregulacion intra-procedimientos.

Ecografo Vivid S5 (GE Healthcare), utilizado
para el estudio funcional cardiaco.

Transductor para ultrasonidos 10S-RS (GE
Healthcare): Frecuencia 4.5 - 11.5 MHz,
dispositivo utilizado para la captura de imagenes

del corazon.

Test de tolerancia a la glucosa:

Bascula de pesaje veterinario: Referencia 7858
(SOEHNLE®), utilizado para el control del peso
corporal durante el protocolo experimental.

Glucometro: Contour® Next meter (Bayer),
utilizado para medir la glucosa en sangre capilar.
Centrifuga  refrigerada:  SIGMA  2-16KL
(SciQuip), utilizada para la sedimentacion,

separando el plasma y el suero sanguineo.

Reqistro invasivo de presion arterial:

Transductor de presion arterial: MA1 72-4497
(Harvard  Apparatus), utilizado para la
monitorizacién invasiva y continua de la presion
arterial

Amplificador o Hardware de adquisicion de datos:
PowerLab 2/26 (AD Instruments), utilizado para

la adquisicion de datos.
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2.14.2.

Amplificador biologico diferencial de alto
rendimiento: Animal Bio Amp (AD Instruments),
utilizado para medir diferentes tipos de sefiales
bioldgicas (ECG, presion arterial...) con
diferentes opciones de adquisicion y filtrado de la

sefial.

Aparatos para la realizacion de los
procedimientos “in vitro”

Para los procedimientos in vitro, que comprendian el estudio

de mapeo Optico epicardico y el estudio anatomopatologico, se

utilizaron los siguientes aparatos:

Sistema de soporte metabolico para corazon
aislado: Sistema de perfusion retrograda tipo
Langendorff, utilizado para perfundir de forma
retrograda las arterias coronarias de modo que
perfunde la masa ventricular.

Bomba peristaltica:  Referencia BT100-2J
(LongerPump®), utilizada para el desplazamiento
de los fluidos.

Bafio termostatico circulante: Anova C6 — 547902
(Anova Industries, Inc.), utilizado para mantener
una temperatura constante en el sistema.

Balanza verificada serie PCE-ESM (CLASE I11):
PCE |Ibérica S.L, utilizada para el pesaje de

reactivos.
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Sistema de mapeo 6ptico epicardico:

Céamaras Evolve® 128 EMCCD (Photometrics®),
Camara con sistema CCD multiplicador de
electrones con extrema sensibilidad para baja luz
y elevada frecuencia de muestreo.

Filtros Opticos paso bajo (590 + 15 nm) y paso alto
(>700 nm) (Thorlabs, Newton, Nueva Jersey),
utilizados para transmitir una banda de luz de
longitud de onda bien definida.

Emisores de luz LED para la iluminacién. Dos
fuentes de iluminacion LED se ubicaron a ambos
lados de las camaras, orientados hacia el corazon,
para iluminar las auriculas y ventriculos tras la
infusién del tinte potenciométrico sensible a
voltaje. Cada fuente de luz contaba con su
correspondiente filtro de excitacion (619-631 nm).
Estimulador Grass S88® (Grass Instruments®,
Inc., Quincy, M.A., U.S.A.) provisto de una
unidad de aislamiento de estimulo (SIU5), permite
emitir pulsos rectangulares de corriente, con un
amplio rango de duraciones, pudiendo controlar
parametros tales como frecuencia de estimulacion,
intensidad y tiempo de duracion del estimulo.
Electrodos bipolares de acero inoxidable para la
estimulacion eléctrica miocardica ventricular.
Tienen un didametro de 0,125 mm y una separacion

interelectrodo de 1 mm.
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Electrodo bipolar de plata cloruro de plata para el
registro del auriculograma. Con un didmetro de
0,5 mm y una separacién entre electrodos de 1
mm.

Electrodo bipolar de registro ventricular

Estudio anatomopatolégico:

Microscopio Optico con luz polarizada: Leica
DMD 108 (Leica Microsystems, Wetzlar,

Alemania).

2.1.5. Programas informaticos

Image Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics,Rockville,
MD, EE. UU.), utilizado para la medicién y
recuento de los datos del estudio.

MATLAB R2020a (MathWorks), es un software
que ofrece un entorno de desarrollo integrado con
un lenguaje de programacion propio, sobre el que
se desarrollan los cddigos necesarios para el
tratamiento de los datos del estudio.

LabChart vers.6 (AD Instruments), para el registro
y analisis de datos fisiolégicos que permite
adquirir sefiales y cuantificar sefiales biologicas.
PClamp 10.2 (Molecular Devices), es un software
de monitorizaciébn 'y registro de datos
electrofisiologicos que permite adquirir sefiales y

cuantificarlas.
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= |BM SPSS® Statistics 25, utilizado para el analisis
de los datos del estudio.
= Microsoft Office 2019, utilizado para la recogida

de datos y la realizacion del presente manuscrito.

2.2. Métodos

2.2.1. Grupos de estudio

Los animales fueron asignados aleatoriamente en dos grupos
experimentales: el grupo control, formado por 15 animales y el grupo
al que se le administrd la dieta alta en grasas y azlcares al que
denominaremos sindrome metabolico (SM), formado por 16

animales.

2.2.2. Estudio “in vivo”

2.2.2.1. Monitorizacion diaria de la ingesta y pesaje

Los animales fueron sometidos a 4 semanas de aclimatacion
previa al inicio del protocolo de aplicacién de la dieta experimental.
El grupo control fue alimentado con una dieta estdndar a razon de 120
g/dia y agua ad libitum, manteniendo el mismo régimen dietético
durante todo el estudio. Dicho régimen ha demostrado ser el
apropiado para el mantenimiento de un animal adulto (Carroll et al.,
1996).

El grupo SM fue alimentado ad libitum durante 28 semanas
(tras las 4 semanas de aclimatacion) con una dieta alta en grasas y
una solucién con un 15% de sacarosa. Durante el periodo de
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aclimatacion a la dieta alta en grasas y azucares, se comenzd con un
50% de dieta estandar y un 50% de dieta alta en grasa, aumentando
progresivamente hasta el 100% de dieta alta en grasa al final del
periodo de aclimatacion. Respecto a los azucares se procedié de igual
manera, iniciando con una disolucion de sacarosa al 5% vy
aumentando hasta el 15%. Los detalles de la progresion realizada
durante la aclimatacion al régimen dietético pueden observarse en la
tabla 2.2.

Pienso estandar Pienso alto en grasas  Solucion con sacarosa

Aclimatacion (V2333-000) (S9052-E020) (S0389)
Semana 1 35% 65% 5%
Semana 2 25% 75% 9%
Semana 3 15% 85% 12%
Semana 4 0% 100% 15%

Tabla 2. 2. Composicion dietas. Detalle de la composicion de las dietas
utilizadas (pienso y bebida) en las diferentes semanas de aclimatacion. Estos
valores corresponden a 100 g de pienso y 100 ml de solucién con sacarosa.

La ingesta de los alimentos se registro diariamente y se calculo
a partir de la diferencia del peso del pienso ingerido y del volumen de
la solucion de bebida consumida. El valor calérico diario se calculd
segun los valores proporcionados en la tabla 2.1.

2.2.2.2. Variables morfoldgicas

Las variables morfologicas utilizadas fueron: el peso, la talla,
la longitud corporal, la longitud tibial, la circunferencia abdominal, la

relacion circunferencia abdominal / longitud corporal y el indice de
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masa corporal (IMC), definido como el cociente entre el peso y el
producto de la altura por la longitud (Nelson et al., 1990). Se utiliz6 la
cinta métrica y la balanza para la obtencion de las variables corporales
antes de la administracion de la dieta experimental y en las semanas 14

y 28. En la figura 2.4 se muestra la determinacion del IMC.

Peso
IMC =

Altura - Longitud

Figura 2. 4. Determinacion de algunas variables morfolégicas en el animal
anestesiado.

2.2.2.3. Glucemiay test de tolerancia a la glucosa

Las determinaciones de la glucosa en ayunas se realizaron
antes de la administracion de la dieta, en la semana 14 y en la semana
28 al finalizar el protocolo de administracion de la dieta
experimental. Los animales fueron puestos en ayunas durante 7
horas, posteriormente fueron inmovilizados en un cepo y se procedio
a localizar la vena marginal de la oreja. Una vez ubicada y mediante
un pinchazo con una lanceta se obtuvo la muestra de sangre para el
medidor de glucosa. En la figura 2.5 se muestran los materiales

utilizados para la determinacidn de la glucemia en ayunas.
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Figura 2. 5. Materiales empleados para la determinacion de la glucosa en
sangre.

Para la evaluacion del metabolismo de la glucosa, se realizd
una prueba de tolerancia a la glucosa intravenosa (TTG), siguiendo
un protocolo similar al descrito previamente para la determinacion de
la glucemia en ayunas. Una vez canulada la vena marginal se
administrd por ésta un bolo de solucion de glucosa al 60% (0,6 g/Kg),
se tomaron muestras de sangre antes y en diferentes momentos
después de la administracion de la glucosa intravenosa (15, 30, 60,
90, 120 y 180 minutos). La glucosa en sangre se midi6 con un
medidor de glucosa. Se calculd el &rea bajo la curva (AUC)
multiplicando la altura media acumulada de glucosa (mg/dL) por el
tiempo (horas) (Liu et al.,2005).

2.2.2.4. Presion arterial

Las determinaciones de la presion arterial se realizaron
durante las semanas 14 y 28 de administracion de la dieta. Los
animales fueron inmovilizados en un cepo y, una vez localizada la

arteria central de la oreja, se le aplicd un anestésico tdpico tras lo cual
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se procedio a canular la arteria auricular (figura 2.6A).
Posteriormente, durante un periodo de 30 minutos se aflojaron las
sujeciones del cepo, dejando al animal en silencio para su
estabilizacion. Finalizado este tiempo se conecto el catéter al
transductor de presion ubicado a la altura del corazén del animal. La

sefial del transductor se amplificO y se envi6 a una unidad Power Lab.

Se registro en Labchart (AdInstruments) con una frecuencia
de muestreo de 1 KHz (figura 2.6B). Se procedid al registro de la
presion arterial durante 20 minutos de forma continua y se analizaron
los Gltimos 5 minutos utilizando un software programado “ad hoc”
para el proyecto, obteniendo asi los valores de la presion arterial
sistdlica, diastolica y media (PAM). Para mantener un registro de la
presion arterial libre de interferencias, debido a la coagulacién
sanguinea que se pueda formar en el catéter, se inyectd a traves de la
Ilave de tres vias un bolo de 1-2 ml de solucion salina. En la figura
2.6 se muestra el procedimiento para la determinacion de la presion

arterial.

Figura 2. 6. Determinacion de la presién arterial. (A) Canulacion de la arteria
central de la oreja. (B) Ejemplo de un registro de la presion arterial.
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2.2.2.5. Ecocardiografia

La determinacidn de los parametros morfoldgicos del corazon
correspondientes a la forma, el tamafio, la fuerza, el movimiento, el
grosor de sus paredes y el funcionamiento de sus valvulas se realizé
mediante ecocardiografia transtoracica. El estudio ecocardiografico
se realizd previamente a la administracion de la dieta, y en las
semanas 14 y 28. Se utiliz6 una frecuencia de 4.5 - 11.5 MHz, con
los protocolos Doppler, modo My 2D. Los parametros analizados se
distribuyeron en 4 bloques (hemodindmicos, funcion sistolica,
funcién diastolica y parametros morfoldgicos), tal y como puede

verse resumido en la tabla 2.3.
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FC (Ipm)

VS (mL)
GC (mL/min)

FEVI (%)
VDF (mL)
VSF (mL)
FA (%)
DdVI (mm)

DsVI (mm)

Onda E (cm / seg)
Onda A (cm / seg)
Cociente E/ A
TRIV (ms)

SIvd (mm)
SIVs (mm)
PPVId (mm)

PPVIs (mm)
MVI (mg)

MVI1 * Altura (g*m)
DAo (mm)
DPm (mm)
IVT adrtico

IVT pulmonar

2. Material y métodos

PARAMETROS
HEMODINAMICOS

Frecuencia cardiaca

Volumen sistélico: VS= VDF - VSF
Gasto cardiaco= VS x FC

FUNCION SISTOLICA

Fraccion de eyeccion del VI
(VDF - VSF/VDF) x 101
Volumen diastélico final

[7/ (2,4 + DdVI)] x DdV1132

Volumen sistélico final
[7/ (2,4 + DsVI)] x DsV1132
Fraccion de acortamiento del VI
(DdVI - DsVI / DdVI) x 100

Diametro diastolico del VI

Diametro sist6lico del VI

FUNCION DIASTOLICA

Velocidad de llenado precoz
Velocidad de llenado tardio
Relacion onda E / onda A

Tiempo de relajacion isovolumétrica
MORFOLOGICOS
Grosor septo interventricular en diastole

Grosor septo interventricular en sistole

Grosor de la pared posterior VI en diastole
Grosor de la pared posterior VI en sistole

Masa del ventriculo izquierdo
1,053 x [ (DdVI + PPVId + SIVd)® - DdVId?]
Masa del ventriculo izquierdo por altura
Diametro de la Aorta
Diametro de la Arteria Pulmonar
Integral de la velocidad del tracto
Integral de la velocidad del tracto

Tabla 2. 3. Descripcion de los pardmetros ecocardiograficos.
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Los animales fueron inmovilizados en un cepo, se procedio a
localizar la vena marginal de la oreja 'y una vez ubicada se canulé con
una aguja estéril. Para la induccidn anestésica se administro un bolo
de Propofol 10 mg/kg y una vez sedado se procedio al rasurado del
torax. A continuacion, mediante un sistema de isoflurano se mantuvo
la anestesia inhalatoria con mascarilla facial durante el
procedimiento. Al finalizar se realizd la reversion anestésica

mediante la disrupcion de ésta.

La pérdida de calor corporal debido al anestésico fue
compensada mediante una unidad de calentamiento tipo manta
térmica. Durante todo estudio ecocardiografico el animal se mantuvo
en una posicién decubito lateral. En la figura 2.7 se muestra un

ejemplo del estudio ecocardiografico realizado.

Figura 2. 7. Procedimiento ecocardiografico. (A) Ejemplo de la posicion
decubito lateral durante el estudio ecocardiografico. (B) Captura en la que se
muestra la adquisicion en modo M. (C y D) Capturas en la que se muestra la
adquisicion en modo Doppler.
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2.2.2.6.  Electrocardiografia

Se realizaron registros de 15 minutos de la actividad eléctrica
cardiaca en animal anestesiado mediante un electrocardiograma
(ECG) ubicando el polo negativo en la pata delantera derecha, el polo
positivo en la pata delantera izquierda y la toma de tierra en la pata
trasera izquierda, conformando la derivacion estandar bipolar D1 de
Einthoven. En la figura 2.8B se muestra un ejemplo de la ubicacién
de los electrodos para el registro electrocardiografico. Los electrodos
estaban conectados a los amplificadores Animal Bio Amp vy
PowerLab 2/26. Se utilizo el programa LabChart vers.6 para el
almacenamiento de los registros. Para la realizacion del estudio
electrocardiogréafico se utilizé el mismo protocolo anestésico descrito

en el apartado anterior (2.2.2.5.).

AVF

Figura 2. 8. Registro electrocardiografico realizado. (A) Ejemplo de la
canulacion de la vena marginal de la oreja. (B) Disposicién de los electrodos
en derivacion D1 para el estudio electrocardiografico. (C) Esquema de las
derivaciones bipolares del tridngulo de Einthoven (1, 11 y I11).
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Para el estudio electrocardiogréafico se analizaron los siguientes

parametros estandar (figura 2.9):

Intervalo R-R: Es la distancia entre dos ondas R,
desde el inicio de una hasta el inicio de la siguiente.
Intervalo QRS: Es el tiempo total de despolarizacién
ventricular, desde el comienzo de la onda Q hasta el
final de la onda S.

Segmento QT: Representa el intervalo entre el
comienzo de la activacion ventricular y el final de la
recuperacion ventricular, se mide desde el inicio del
complejo QRS hasta el final de laonda T. El intervalo
QT corregido (QTc) se calculé de acuerdo con la
formula: QTc = QT-[0.175-(RR-300)] descrita
Carlsson et al. (1993) para conejo.

Duracion de la onda T: Representa la repolarizacion
de los ventriculos, se mide desde el inicio de la onda

T hasta el final de laonda T.

66



2. Material y métodos

- Intervalo RR e

Figura 2. 9. Ejemplo de un registro electrocardiografico. (A) Ejemplo de un
registro electrocardiografico obtenido mediante el programa PowerLab 2/26.
(B) Detalle de los parametros electrocardiograficos analizados sobre un trazado
estandar en primera derivacion D1.

Se realizaron registros de 15 minutos de duracion y, mediante
un programa realizado ad hoc, que permite la deteccion de los
diferentes intervalos, se cuantificaron de manera automaética los
diferentes parametros.

2.2.2.7. Muestras de sangre y determinacion de
metabolitos

Se tomaron muestras en las semanas 14 y 28, tras un periodo
de ayuno de 7 horas. Los animales fueron inmovilizados en un cepo
y se procedid a localizar la vena marginal de la oreja. Una vez ubicada

se canul6 con una aguja estéril. Las muestras se recolectaron a partir
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de la segunda gota de sangre desechando siempre la primera gota en
tubos con EDTA, que posteriormente fueron almacenados a 4°C. Una
vez recogidas las muestras, se centrifugaron durante 15 mina 4°Cy
1500 G, obteniendo asi alicuotas de plasma de 250 pL las cuales se

almacenaron a -80°C.

El analisis lo llevé a cabo un laboratorio externo (Immunovet,
Barcelona) mediante procedimientos enzimaticos estandar para los
siguientes marcadores: triglicéridos, colesterol total, lipoproteinas de
alta densidad (HDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL),
transaminasas, gamma-glutamil transpeptidasa (GGT), &cido biliar,
bilirrubina, creatinina, urea, proteina total, albdmina, glucosa y

creatina fosfoquinasa (CPK).

2.2.3. Estudio electrofisiologico “in vitro”

2.2.3.1. Preparacion experimental

Una vez finalizadas las 28 semanas de administracion de la
dieta alta en grasas y azucares, los animales fueron sacrificados
mediante sobredosis de anestesia. Para ello, se inmovilizaron en un
cepo y a través de la vena marginal de la oreja se administré un bolo
eutanasico (tiopental sédico 60 mg/kg junto con heparina sédica 0,2
ml). Una vez sacrificado el animal se realiz6 una toracotomia medio
esternal y una pericardiotomia tras la cual se extrajo el corazon,
seccionandolo por su pediculo vascular y sumergiendolo en una
solucion de Tirode frio (1-4 °C). A continuacién, se secciono la

arteria pulmonar y se disecé la arteria aorta; a través de la cual se
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ubicé en un sistema de soporte metabdlico de tipo Langendorff. Se
fijo al sistema mediante un hilo de seda (1-2 mm de diametro), una
vez ubicado se perfundié retrogradamente con la solucién de Tirode
a 37 = 0,5°C y una presion constante de 60 mmHg. Dicha solucion
contiene en concentracion mM: 130 NaCl; 4,7 KCI; 2,2 CaCly; 0,6
MgCly; 24,2 NaH2PQOy4; y 12 glucosa. La oxigenacion y soporte de pH
(7,4) de la solucion de Tirode se efectud con carbogeno (95% Oz y
5% CO3). Una vez ubicado en el sistema, se procedio a eliminar los

restos de los tejidos adyacentes (pericardio, pulmon, traquea, etc.)

En un deposito exterior se oxigend el liquido de perfusion, el
cual fue impulsado por medio de una bomba peristaltica hasta la parte
mas elevada del sistema de Langendorff, que previamente ha de pasar
por unos filtros para evitar el paso de particulas de excesivo tamafio
gue pudiesen obstruir los vasos coronarios. Una vez en el sistema y
durante su descenso hacia el corazén, el liquido se calienta hasta
alcanzar una temperatura de 37 °C en la raiz de la aorta. Tras un
periodo de estabilizacion de 15 minutos se ubicaron los electrodos de
estimulacion y registro, primero en la auricula izquierda y
posteriormente en el ventriculo izquierdo. También se ubicaron 4
luces LED y dos camaras de alta velocidad enfocadas en ambos
ventriculos para la realizacion de los experimentos de mapeo Optico

epicardico, tal y como puede observarse en la figura siguiente:
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Di-4-ANBDOPQ

Form DC Power
ol @ = - LED 1/4 Driver
“F@f—; SIP Cont,

Camara
EMCCD

Camara
EMCCD

Figura 2. 10. Mapeo Optico epicardico. (A) Esquema de la preparacion
experimental. (B) Montaje in situ del sistema de adquisicion 6ptico.
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2.2.3.2 Protocolo experimental

El protocolo experimental llevado a cabo fue el mismo para el
grupo control y el grupo de animales con SM (figura 2.11). Tras un
periodo de estabilizacion de 15 minutos se ubicaron los electrodos de
estimulacion y registro en la auricula y el ventriculo izquierdo, las
luces led y las camaras de alta velocidad enfocadas a las regiones de
interés en los ventriculos (ventriculo derecho, VD, y ventriculo
izquierdo, VI). Se utilizd6 blebbistatin como desacoplante
electromecéanico y el tinte potenciométrico Di-4-ANBDQPQ para
registrar los cambios de voltaje. Se procedié a realizar una
estimulacion del ventriculo izquierdo a frecuencia fija, con una
intensidad doble al umbral diastdlico, utilizando diferentes frecuencias
de estimulacion (con una longitud de ciclo un 10% menor a la longitud
de ciclo sinusal, con 250, 225, 200, 175 y 150 milisegundos), para
registrar la duracion del potencial de accion (DPA o APD, de sus siglas
en inglés) optico y la velocidad de conduccion (VC) del impulso

eléctrico en los ventriculos izquierdo y derecho.

Posteriormente, se realizo el test del extra-estimulo ventricular
con diferentes longitudes de ciclo de estimulaciéon para evaluar la
refractariedad del ventriculo izquierdo, consistente en la aplicacion de
trenes de 10 estimulos a los que se les acopla un extra-estimulo que se
va acortando a razén de 5 ms por tren. Tras la aplicacion del test del
extra-estimulo se procedio a la induccion de la fibrilacion ventricular

mediante estimulacion a frecuencia creciente con una intensidad
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cuddruple del umbral diastolico. Se realizaron registros de la

induccidn, entrada en fibrilacion ventricular y los 6 minutos

posteriores de fibrilacion mantenida. No se interrumpid la perfusion

durante la arritmia.

v

Estabilizacion de la
preparacion (15 min}

L

Blebbistatin
Di-4-ANBDQPQ

Imagen anatéomica <

Estimulacién a frecuencias fijas .
(-10% LCS, 250, 225, 200, 175 v 150 ms)

Induccion de la FV <
Registro: 350, 400, 450, 500, 600, 650 y 700 ppm

Registro FV (1, 2,3, 4, 5y 6 min)

A

TEEV

(-10% LCS, 250 y 200 ms)

—1-> Registro entrada FV

> Reversion FV

Figura 2. 11. Esquema del protocolo electrofisioldgico realizado en el presente

trabajo.

A continuacién, se describira de forma detallada cada una de

las partes que componian el protocolo electrofisioldgico utilizado:

72



© ® N o U &

11.
12.

13.

14.

15.
16.
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Imagen anatémica.

Ritmo sinusal - Determinacién de la longitud de ciclo
sinusal (LCS).

Determinacion del umbral de estimulacion ventricular
(ventriculo izquierdo).

Estimulacion a frecuencia fija (10% menor LCS).
Estimulacion a frecuencia fija 4 Hz (250 ms).
Estimulacion a frecuencia fija 4,4 Hz (225 ms).
Estimulacion a frecuencia fija 5 Hz (200 ms).
Estimulacion a frecuencia fija 5,7 Hz (175 ms).

Estimulacion a frecuencia fija 6,7 Hz (150 ms).

. Test del extra-estimulo ventricular (TEEV) un 10%

menos que la LCS desde 170 ms.

TEEV con el ciclo base de 250 ms desde 170 ms.
Induccidn de la fibrilacion ventricular (FV) mediante
estimulacion a frecuencia creciente.

Registro de la induccién a 350, 400, 450, 500, 600,
650, 700 pulsos por minuto (ppm).

Registro entrada de la FV.

Registro minutos 1, 2, 3,4,5y 6 delaFV.

Reversiéon FV.
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2.2.3.2. Parametros electrofisiologicos basicos:

Automatismo sinusal

El automatismo sinusal se determind mediante la longitud de
ciclo sinusal (intervalo V-V, figura 2.12) siendo el tiempo que existe
entre una despolarizacion ventricular espontanea y la siguiente,
expresando en milisegundos. Este pardmetro tiene una relacion
inversa con la frecuencia cardiaca. Se comprobd que todos los

registros analizados fueran realizados en ritmo sinusal.

V-V

Figura 2. 12. Intervalo V-V. Determinacién del intervalo V-V en un
electrograma ventricular en ritmo sinusal registrado en un experimento del
presente trabajo.

Conduccién auriculo-ventricular

Se determind la conduccién auriculo-ventricular (intervalo A-
V) como el tiempo que existe entre una despolarizacion auricular y
la despolarizacion ventricular correspondiente, expresado en
milisegundos (ms).
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Refractariedad ventricular

La refractariedad hace referencia a una propiedad relacionada
con un hecho caracteristico de las células excitables consistente en
gue, una vez excitada la célula tras la aplicacién de un estimulo, ésta
no puede volverse a excitar durante un tiempo inmediatamente
posterior a la aplicacion del estimulo. Se determiné la refractariedad
del miocardio ventricular mediante la aplicacion del test del extra-
estimulo ventricular (TEEV), a partir del cual se determind el periodo
refractario efectivo (PRE) y el periodo refractario funcional (PRF)

del ventriculo izquierdo.

El TEEV consiste en la aplicacion de un tren base de
estimulos a una frecuencia fija y un extra-estimulo por tren cuyo
intervalo de acoplamiento se va acortando periodicamente hasta
conseguir que dicho extra-estimulo deje de originar una respuesta
ventricular. Cada estimulo (St) se identifica por su correspondiente
artefacto o espiculay a éste le sucede la despolarizacion que da lugar
al correspondiente electrograma ventricular (V). Los extra-estimulos
se aplican cada 10 estimulos del tren base como se observa en el
registro de la figura 2.13. En el momento en el que el extra-estimulo
coincide con el PRE deja de aparecer la respuesta ventricular:
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250 ms

Figura 2. 13. Test del extraestimulo ventricular. (A) Electrograma ventricular
registrado en un experimento durante el test del extraestimulo ventricular. St
se corresponde con los estimulos consecutivos del tren base; V hace referencia
a la respuesta ventricular provocada por el estimulo; St se corresponde con el
extraestimulo y V1 se refiere a la respuesta ventricular producida por el
extraestimulo. (B) Corresponde al tren de estimulacion que sigue al presentado
en A, en el que el acoplamiento del extraestimulo ya no genera respuesta
ventricular. El ciclo base del tren mostrado en las figuras A 'y B es de 250 ms.

En el presente trabajo se realizé el test del extraestimulo con
diferentes longitudes de ciclo de estimulacion y estimulos con una
intensidad doble al umbral diastélico y 2 ms de duracion del pulso de
corriente. Para ello, se utilizaron trenes de 10 estimulos a los que se
iba acoplando un extraestimulo a razén de 5 ms por tren. Las
longitudes de ciclo de estimulacidon de los diferentes trenes fueron de
un 10% inferior a la longitud de ciclo sinusal espontanea, de 250,
225, 200, 175 y 150 ms para cada una de las determinaciones de

refractariedad miocardica estudiada.

Para evaluar la refractariedad miocardica ventricular se
determinaron los siguientes pardmetros:
- Periodo refractario efectivo del ventriculo izquierdo

(PREVI): es el maximo intervalo de acoplamiento del
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extraestimulo ventricular (St-St1) sin captura ventricular (St1
sin V1) (figura 2.14A).

- Periodo refractario funcional del ventriculo izquierdo
(PRFVI): es el minimo intervalo de acoplamiento entre el
electrograma ventricular producido por el ultimo estimulo del
tren base ventricular y el desencadenado con el extraestimulo
(minimo intervalo V-V1) (figura 2.14B).

A)

Figura 2. 14. Periodo refractario. (A) Medida del periodo refractario efectivo
del ventriculo izquierdo (PREVI) y (B) medida del periodo refractario
funcional del ventriculo izquierdo (PRFVI), determinados a partir de la
aplicacion del test del extraestimulo ventricular.

Duracion del potencial de accion éptico

Los siguientes parametros se determinaron tanto en el
ventriculo izquierdo (V1) como en el ventriculo derecho (VD). La
duracion del potencial de accion optico (DPA) se define como el
intervalo de tiempo transcurrido entre el instante de maxima
despolarizacion del miocardio y el retorno al estado de reposo, es
decir, el final de la repolarizacién (figura 2.15A). Se calculé la DPA
al 30, 50, 80 y 90 % de la repolarizacion (figura 2.15B). Las

determinaciones se realizaron en cada una de las frecuencias de
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estimulacion utilizadas (un 10% inferior a la longitud de ciclo sinusal,
de 250, 225, 200, 175 y 150 ms).

A) B _,
' " 3
| -
Potencial deaccidon + \\ <
i \ 3
J ' 5
— - 5
Primera [\ 7 5
derivada i\ E g
i e B
Segunda _/I\II — — /A\,_ SR E
derivada VoA g 6
: i 2
Tiempo de Tiempode 0 100 200 300
despdlarizacion repolarizacion Tiempo (ms)

Figura 2. 15. DPA. Representacion esquematica del intervalo de duracion del
potencial de accion (DPA). Figura tomada y modificada de Kenneth et al.
(2001). (B) Ejemplo de los diferentes andlisis de DPAs determinados en el
presente trabajo.

Velocidad de despolarizacion

La despolarizacion méxima del potencial de accion estd
causada por el flujo de iones a través de canales especificos de sodio
Na* sensibles a voltaje. La despolarizacion maxima, o pendiente
méaxima de despolarizacion en esta fase, se produce en el punto de
mayor flujo de iones Na*, representando en parte la disponibilidad
funcional de canales de sodio para la excitacion. Se determina como
la tasa de cambio méxima de voltaje por unidad de tiempo en la fase
de despolarizacion del potencial de accion y establece la rapidez con
la que la célula cardiaca se despolariza. Especificamente, en registros
oOpticos, la velocidad méaxima de despolarizacion (dVdtmax 0 dFdtmax),

se obtuvo a partir del maximo en la primera derivada del transitorio
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normalizado de fluorescencia proporcional al voltaje vy
correspondiente la fase O del potencial de accion (Laughner et al.
2012; O’Shea et al. 2019). En la figura 2.15 (A, B), se ilustra la
correlacion entre el maximo de la primera derivada del potencial de
accion y el instante en la fase de despolarizacion donde esta se
produce, y que sirve de referencia para la medicion de otros
parametros electrofisiologicos.

Coeficiente de triangularizacion

El coeficiente de triangularizacion del potencial de accion se
emplea como una medida de riesgo pro-arritmico obtenida a partir de
medidas de activacion-repolarizacion del potencial de accion
(Hondeghem et al. 2001). A pesar de existir distintas definiciones,
tradicionalmente, se ha determinado a partir de los cambios de
pendiente en el potencial de accion sobre la fase 3, o fase de
repolarizacion (Shah et al. 2005). Especificamente, se obtuvo en
porcentaje, como la diferencia temporal entre los niveles 30% y 90%
de repolarizacion desde la maxima despolarizacion, respecto a la

duracién del potencial de accién al 90% de repolarizacion.

Velocidad de conduccién (VC)

Expresa la rapidez con la que se propaga la onda de
despolarizacion a través del tejido miocardico y se define de forma
general como la distancia recorrida por la onda de despolarizacion a
lo largo del miocardio ventricular en una direccion (expresada en cm)

por unidad de tiempo. Especificamente, la velocidad de conduccion
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local (VC), se obtuvo a partir de los mapas de tiempos de activacion
local para cada pixel como se ha descrito anteriormente (Campbell et
al. 2012). Brevemente, la distribucion local de tiempos de activacion
en cada vecindario 5x5, es ajustada a un plano, empleando resolucion
sub-pixel y ajuste por minimos cuadrados, y los gradientes de
activacion locales en cada direccion (ejes x e y) son obtenidos
determinando tanto la magnitud como direccionalidad (angulo) de los

vectores de velocidad de conduccién obtenidos.

Longitud de onda del proceso de activacion (LO)

La longitud de onda del proceso de activacion miocardico se
define como la distancia recorrida por la onda de despolarizacion
durante la duracién de su periodo refractario. Representa, por tanto,
la longitud que recorrera la onda en el tiempo que tarda el tejido en
volver a ser excitable. Se calculé como el producto de la duracién del
potencial de accion al 90% por la velocidad de conduccién, como se
ha descrito anteriormente (Lou et al. 2011).

LO = APD90 x Velocidad de conduccién

2.2.3.3. Estudio de las caracteristicas de la fibrilaciéon ventricular

El analisis de la fibrilacion ventricular (FV) se efectuo
manteniendo la perfusion coronaria, lo que permitié el
mantenimiento de un estado metabdlico adecuado durante el
desarrollo de la arritmia. En los registros de FV se realiz6 un analisis

de la fibrilacion en el dominio de la frecuencia.

80



2. Material y métodos

La FV se indujo mediante la estimulacion a frecuencias
crecientes desde 4 Hz hasta su desencadenamiento. El incremento de
la frecuencia fue de 2 pulsos por segundo cada 3 segundos y la

intensidad de estimulacién fue el cuadruple del umbral diastdlico.

Andlisis en el dominio de la frecuencia

La frecuencia dominante (FD) es la frecuencia que presenta el
pico maximo en el espectro de potencia de la sefial fibrilatoria. Tras
la descomposicion de la sefial fibrilatoria ventricular mediante la
transformada de Fourier en sus distintos armonicos, la frecuencia del
armonico que presenta mayor amplitud es lo que denominamos
frecuencia dominante. El concepto puede verse ilustrado en la figura
2.16.
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Figura 2. 16. Frecuencia dominante. A) Ejemplo de descomposicion de la
sefial fibrilatoria en sus distintos armoénicos mediante la transformada de
Fourier, correspondiendo la de mayor amplitud a la FD. B) Sefial temporal de
un trazado fibrilatorio con su correspondiente espectro de potencia.
Abreviaturas: PSD = densidad espectral de potencia; ms = milisegundos; Hz =
hercios; FD= frecuencia dominante (Genovés, 2021).
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La frecuencia dominante media se calcul para cada segmento
(durante los 6 minutos de mantenimiento de la arritmia), utilizando
el periodograma modificado de Welch para obtener el espectro de
potencia de las sefiales registradas. EI mencionado periodograma se
calcul6 para segmentos de 4 segundos, fragmentado este intervalo en
8 segmentos con un solapamiento del 50%, aplicando la ventana de

Hamming.

Analisis en el dominio del tiempo

Se analizd6 mediante la cuantificacion del intervalo V-V
promedio, midiendo el tiempo entre dos complejos ventriculares
durante fibrilacion ventricular. Para la obtencion de los intervalos, se
realizd una deteccion automatica de los ciclos de activacion de la
sefial fibrilatoria, que se basa en la identificacion de los puntos con
méaxima pendiente negativa de los transitorios Opticos. EI marcado se
realiz6 a lo largo de intervalos de 10 segundos en cada uno de los
instantes temporales después de iniciada la arritmia. Al proceder al
analisis de la arritmia en el dominio del tiempo, se determind la media
de los intervalos V-V y cada uno de los instantes temporales

determinados durante la FV.
Heterogeneidad electrofisioldgica. Indice de regularidad (IR)

Uno de los mecanismos que facilita la induccion y perpetuacion
de la FV se asienta en la heterogeneidad electrofisioldgica. El estudio
de esta propiedad permite ampliar el conocimiento entorno a la

precipitacion de la arritmia en nuestro modelo experimental. La
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heterogeneidad se ha evaluado mediante el analisis del coeficiente de
variacion de distintos pardmetros electrofisiol6gicos y mediante el
indice de regularidad.

El indice de regularidad (IR), es un parametro que describe
cémo se distribuyen las diferentes frecuencias de la FV alrededor de la
frecuencia dominante. El IR se definio como la relacion entre la
potencia de la FD y la potencia total (Kalifa et al. 2006). La potencia
de la FD se calculé sumando los valores de potencia en el pico mas
alto y sus valores adyacentes (banda fija de ~ 0,50 Hz), y la potencia

total se calcul6 como la suma en el rango de 1 a 35 Hz.

2.2.4. Estudio histoldgico

Para el estudio de la esteatosis hepatica no alcohdlica se
tomaron muestras de higado de 5 animales (control n =3, SM n = 2).
Tras el sacrificio del animal, descrito en el apartado 2.2.3. en la
preparacion experimental, se obtuvieron las muestras de higado y se
sumergieron en una solucién de formaldehido al 4%. Posteriormente
las muestras se incluyeron en parafina y se seccionaron con un grosor
de 5 um. Para el estudio morfométrico se tifieron con hematoxilina y
eosina (HE). Se realizaron 5 fotos por cada animal en la zona de las
venas centrales, mediante un microscopio DMD108 (Leica
Mircrosystems, Wetzlar, Alemania) y con objetivo de 40x. Se
cuantificaron mediante el programa Image-Pro-Plus 7.0, los
siguientes parametros: nimero de hepatocitos, area y nimero de

hepatocitos con contenido de vacuola lipidica.
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2.2.5. Analisis estadistico

Para el andlisis de los datos se utilizaron diversos tests
estadisticos en funcién de las caracteristicas de las variables
analizadas. Previamente a la aplicacion de los tests de estadistica
inferencial, se realiz6 un analisis exploratorio de los datos y las

correspondientes pruebas de normalidad con el test de Shapiro-Wilk.

Por lo que respecta a las pruebas de estadistica inferencial, se
utilizaron la prueba t para muestras independientes y el ANOVA
factorial mixto, en funcion del tipo de comparacion. Se aplico la
correccion de Bonferroni para las comparaciones por parejas. Las

diferencias se consideraron significativas cuando P <0,05.

2.2.6. Legislacion

El cuidado de los animales y los protocolos experimentales
utilizados en este estudio cumplieron con la directiva de la UE
2010/63 y el RD 53/2013 sobre la proteccion de los animales
utilizados con fines cientificos, y fueron aprobados por el Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de
Valencia (2015/VSC/PEA/00049).
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3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacion del modelo experimental de sindrome
metabdlico

3.1.1. Ingesta

Los animales del grupo SM, transcurridas las 4 semanas de
aclimatacion, presentaron una buena adaptacion a la dieta rica en
grasas y sacarosa y no tuvo que excluirse ningun animal del estudio
por el rechazo de la dieta. Durante las 28 semanas de administracion
de la dieta, la ingesta diaria fluctu6 en los animales del grupo SM
(entre 716 y 374 kcal/dia) mientras que en el grupo control se
mantuvo constante (322 kcal/dia), tal y como puede observarse en la
figura 3.1(A). En la figura 3.1(B), se muestra el valor medio de la
ingesta durante las 28 semanas, obteniendo un 66,7 % mas de kcal
ingeridas en el grupo de SM respecto al grupo control (53741 vs.
32218 kcal/dia, p<0,05).

En la figura 3.1(C), se muestra en el grupo SM el aporte
relativo de las diferentes fuentes de energia (pienso alto en grasas y
solucién con sacarosa). Se observé un cambio en el equilibrio del
aporte calorico correspondiente a las kilocalorias aportadas por la
solucion con sacarosa hacia un aumento a las aportadas por el pienso

alto en grasas alrededor de la semana 20.
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Figura 3. 1. Ingesta energética en los grupos experimentales. (A)
Representacion de la evolucion de la ingesta semanal durante las 28 semanas
del periodo experimental. (B) Ingesta caldrica media. (C) Ingesta relativa en
porcentaje de kcal del pienso alto en grasas y la solucién con sacarosa. Grupo

control (n=6) y SM (n=8), *p<0,05 vs. control. Las barras de error muestran el
error estandar de la media.

3.1.2. Peso de los animales

En la figura 3.2(A) se observa la evolucion del peso en ambos
grupos experimentales, evidenciando el grupo SM un aumento
progresivo desde la primera semana de adaptacion a la dieta hasta el
final del protocolo experimental.

En la semana 14, los animales del grupo SM mostraron un
incremento del peso corporal del 17,8% en comparacion con el grupo
control (5,26+0,2 vs. 4,5+0,2 kg, p<0,05). Al final del protocolo

experimental, en la semana 28 dicho aumento alcanzo el 23,9%
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(5,66%0,4 vs. 4,6+0,3 kg, p<0,05). Estos resultados se observan en la
figura 3.2(B).
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Figura 3. 2. Evolucion del peso durante el periodo experimental. (A) Medida
del peso semanal. (B) Comparacion del incremento del peso en las semanas 14
y 28. Grupo control (n=12) y SM (n=13), A= semana de aclimatacidn, *p<0,05
vs. control. Las barras de error muestran el error estandar de la media.

3.1.3. Estudio morfoldgico

En cuanto a los parametros morfoldgicos, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la longitud corporal, la
altura y la longitud de la tibia, entre los distintos grupos
experimentales ni al realizar las comparaciones entre los diferentes
instantes temporales entre los grupos, como era esperable al haber
utilizado conejos en edad adulta en el presente estudio (tabla 3.1). Sin
embargo, la circunferencia abdominal, la relacion circunferencia
abdominal / longitud y el IMC aumentaron en el grupo SM en
comparacion al grupo control en las semanas 14 y 28 (tabla 3.1). No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas dentro del

grupo control entre la medida tomada antes de iniciar el protocolo de
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dieta experimental (pre-dieta) y las semanas 14 y 28, mientras que

estos parametros se vieron incrementados en el grupo SM (tabla 3.1).

Pardmet Pre-dieta Semana 14 Semana 28
ALRE Control SM Control SM Control SM
Longitud (em)  53,641,9 53,4421 53,541,8 53,941,7 53,8411 54,4419
Altura (cm) 25,9+0,8 25,7+1.4 26,2+0,5 26,2+0,5 26,1£1,3 25,9+1.4

Cire.
abdominal 415421 41,642,1 41,142,1 47,242,1% 40,0412 49,043,174
(cm)
]'""g:'c‘::)"h'“' 16,5£0,6 16,5406 16,8406 16,7+0,3 16,8+0,3 16,8+0,5
Cire.
Abd./longitud  0.77+0,04 0774004  0,75:0,08  087+0,05%  0,72+0.1 0,89:40,01°%
(em)

IMC (Kg/m?) 32,4+1,7 32,8+2,5 32,3+1,2 37,621,9% 32,942,5 40,244,274

Tabla 3. 1. Caracteristicas morfologicas. Evolucion de los pardmetros
morfoldgicos en los diferentes instantes temporales del protocolo experimental
(pre-dieta, semana 14 y semana 28). Grupo control (n=11) y SM (n=13),
*p<0,05 vs. control; #p<0,05 vs. pre-dieta; ®p<0,05 vs. semana 14. Se muestra
la media £ desviacion tipica.

3.1.4. Glucemia

Los niveles de glucosa en ayunas fueron similares entre los
grupos control y SM antes de la administracion de la dieta (102+10
vs. 102+13 mg/dL). Una vez administrada la dieta alta en grasas y
sacarosa los niveles de glucosa en ayunas se incrementaron el grupo
SM respecto con el grupo control en las semanas 14 (115+10
vs.102+7 mg/dL, p<0,05) y 28 (117+11 vs.101+10 mg/dL, p<0,05,
figura 3.3).
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Figura 3. 3. Glucemia en ayunas. Las muestras fueron tomadas antes de la
administracion de dieta (pre) y en las semanas 14 y 28. Grupo control (n=12) y
SM (n=13), *p<0,05 vs. control. Las barras de error muestran el error estandar
de la media.

Mediante el test de tolerancia a la glucosa (TTG) analizamos
la regulacion de la glucemia, siendo los niveles plasméticos en
ayunas mayores en el grupo SM respecto al grupo control (117£11
vs. 105+8 mg/dL en la semana 14 y 110£12 vs. 96+6 mg/dL en
semana 28, p<0,05, figura 3.4).

El grupo SM, tanto en la semana 14 como en la 28, mostro
valores de glucosa en sangre elevados y una tasa de aclaramiento de
la glucosa en sangre mas lenta respecto al grupo control, en todos los
instantes temporales estudiados, incluso después de pasadas 3 horas

desde el inicio de la prueba. (Fig. 3.4).

En el grupo control los niveles plasmaticos de glucosa
alcanzaron valores similares a los basales transcurridos 180 minutos
de la administracion del bolo de glucosa (102+12 vs. 105+8 mg/dL

en la semana 14 y 104+9 vs. 96£6 mg/dL en la semana 28, figura
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3.4). Por otro lado, en el grupo SM este pardmetro se mantuvo
elevado transcurridos los 180 minutos tanto en la semana 14 (126+21
vs. 117+11 mg/dL, p<0,05 vs. basal) como en la 28 (127£21 vs.
106£12 mg/dL, p<0,05 vs. basal, figura 3.4).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en los niveles plasmaticos de glucosa en respuesta al TTG entre la

semana 14 y 28 cuando se hicieron las comparaciones dentro de cada

grupo.
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Figura 3. 4. Regulacion de la glucosa en sangre. Medidas tomadas antes de la
administracion del bolo (basal) y tras la administracion (15, 30, 60, 90, 120 y
180 minutos). Grupo control (n=12) y SM (n=13), *p<0,05 vs. control, $p<0,05
vs. basal. Las barras de error muestran el error estdndar de la media.
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El area bajo la curva (ABC) se calcul6 a partir del test de
tolerancia a la glucosa (TTG). Encontramos un incremento en el ABC
en el grupo SM en las semanas 14 (2062+330 vs.1627+184 u.a.,
p<0,05) y 28 (2019£381 vs. 1570+99 u.a., p<0,05, figura 3.5), al

comparar los valores respecto al grupo control.
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Figura 3. 5. Representacion del Area bajo la curva (ABC) del test de tolerancia
a la glucosa (TTG). Las pruebas fueron realizadas en las semanas 14 y 28.
Grupo control (n=12) y SM (n=13), *p<0,05 vs. control. Las barras de error
muestran el error estandar de la media.

3.1.5. Metabolitos plasmaticos

Tras analizar diferentes metabolitos plasmaticos se
observaron modificaciones en los componentes del perfil lipidico del
grupo SM. Se encontrd un incremento tanto del LDL como de los
triglicéridos y una disminucion del HDL en las semanas 14 y 28.
Respecto al colesterol total, no se encontraron cambios
estadisticamente significativos (figura 3.6).
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Figura 3. 6. Metabolitos plasmaticos. (A) Colesterol total (B) HDL (C) LDL
(D) Triglicéridos. Medidas tomadas en las semanas 14 y 28. Grupo control

(n=11) y SM (n=13), *p<0,05 vs. control. Las barras de error muestran el error
estandar de la media.

Ademas, se observé un incremento de la proteina total en los
animales del grupo SM en las semanas 14 y 28 respecto a los
animales del grupo control. En cuanto a la CPK, ésta aumento en el
grupo SM en comparacion con el grupo control en la semana 28. No
se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
creatinina, sin embargo, la urea disminuy6 en el grupo SM en las

semanas 14 y 28 respecto al grupo control (tabla 3.2).
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Parémetros Semana 14 Semana 28
Control SM Control SM
Albtimina (g/dL) 4,1+0,2 4,140,3 4,1+0,1 4,1+0,3
Proteina total (g/dL) 5,9£0,4 6,5£0,5" 5,9+0,3 6,6=0,7"
CPK (IU/L) 686264  958+700 436+197 703+£365"
Creatinina (mg/dL) 1,21£0,2  1,24+0,3 1,31+0,1 1,2840,2
Urea (mg/dL) 30,8+3,5 24.443,6° 30,9+3,5 25,543,9"

Tabla 3. 2. Bioquimica plasmatica. Los metabolitos han sido analizados en los
grupos control (n=10) y SM (n=11) en las semanas 14 y 28. “p<0,05 vs. control.

Se muestra la desviacidn tipica.

En cuanto a los marcadores de dafio hepatico en las semanas

14 y 28, se observd un incremento en la relacion GOT-AST y

GOT/GPT en el grupo SM (figura 3.7 A y C), mientras que no se

observaron diferencias estadisticamente significativas en la relacion
GPT-ALT y GGT (figura 3.7 B y D). Los &cidos biliares y la

bilirrubina aumentaron en el grupo SM en las semanas 14 y 28

respecto al grupo control (figura 3.7 Ey F).
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Figura 3. 7. Marcadores de dafio hepatico. (A-C) Transaminasas (GOT-AST,
GPT-ALT y relacion GOT / GPT). (D-F) Marcadores de la funcién hepética:
gamma-glutamil transferasa (GGT), los acidos biliares y la bilirrubina. Control
(n=11), SM (n = 13), *p<0,05 vs. control. Las barras de error muestran el error
estandar de la media.

3.1.6. Presion arterial

Los animales del grupo SM desarrollaron hipertension
moderada. En la figura 3.8 (A), se muestra la presion arterial sistdlica,
gue aumenté en el grupo SM respecto al grupo control tanto en la
semana 14 (108,8+13,2 vs. 96,7+9,3 mmHg, p<0,05) como en la
semana 28 (110,449,3 vs. 98,3+9,8 mmHg, p<0,05). La presion
arterial diastélica (figura 3.8 B) también sufrié un incremento en el
grupo de SM respecto al grupo control, tanto en la semana 14
(82,2+8,1 vs. 69,848,8 mmHg, p<0,05) como en la semana 28
(84,3£6,5 vs. 72,5+4,7 mmHg, p<0,05). Sin embargo, no se
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encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar

las semanas 14 y 28 dentro de cada grupo.

En la figura 3.8 (C), puede observarse la presion arterial
media (PAM), que aumento significativamente en el grupo SM un
15,2% en la semana 14 (92,0+8,4 vs. 78,6+£8,1 mmHg, p<0,05) y un
14,6 % en la semana 28 (94,4+5,3 vs. 82,1+3,2 mmHg, p<0,05)

respecto al grupo control.
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Figura 3. 8. Modificaciones de la presion arterial. (A) Presion arterial sistolica
(B) Presidon arterial diastolica (C) Presion arterial media (PAM). Medidas
tomadas en las semanas 14 y 28. Grupo control (n=10) y SM (n=11), *p<0,05
vs. control. Las barras de error muestran el error estandar de la media.
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3.1.7. Estudio histolégico de la fibrosis hepatica

El grupo SM presentd un incremento en el area de los
hepatocitos del 40% (532+24 vs. 381+32 um?, p<0,01, figura 3.9)
observandose ademés un aumento del tamafio de las ceélulas
hepéticas. Respecto al porcentaje de hepatocitos en los cuales
aumentd la presencia de vacuolas lipidicas en su citoplasma fue
mayor en el grupo SM (84,7+3,3 vs. 56,4+4,7%, p<0,001, figura 3.9).
Estos resultados sugieren el desarrollo de esteatosis hepatica no
alcoholica.
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Figura 3. 9. Estudio histologico hepatico. (A) imagenes representativas del
area de las venas centrales tefiidas con hematoxilina-eosina para el control
(izquierda) y SM (derecha). (B) Cuantificacién del area de hepatocito. (C)
Cuantificacion de la relacion de vacuola lipidica/hepatocito. Grupo control
(N=3, n=15) y SM (N=2, n=10), *p<0,05 vs. control. Las barras de error
muestran el error estdndar de la media.
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3.2. Andlisis de las modificaciones morfoldgicas, funcionales
y electrocardiograficas

3.2.1. Estudio ecocardiografico

Tras analizar los parametros morfoldgicos, se encontraron
cambios estadisticamente significativos en el ventriculo izquierdo
(V1) indicativos de una hipertrofia ventricular izquierda. En efecto,
por lo que respecta al grosor del septo interventricular en diastole
(SIVd), éste fue significativamente mayor en el grupo SM respecto
al grupo control tanto en la semana 14 (p=0,013) como en la semana
28 (p =0,012; Figura 3.10). Ademas, este parametro en el grupo SM
fue significativamente mayor en las semanas 14 y 28 (ambos
p<0,001) respecto al momento pre-dieta. Respecto al grosor del septo
interventricular en sistole (SIVs), no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos experimentales
(Figura 3.10 B).
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Figura 3. 10. Caracteristicas morfoldgicas del septo interventricular. (A) Septo
interventricular en diastole (SIVd). (B) Septo interventricular en sistole (SIVs).
Grupo control (n=10) y SM (n=13), *p<0,05 vs. control; #p<0,05 vs. pre. Las
barras de error muestran el error estandar de la media.
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Respecto al grosor de la pared posterior del ventriculo
izquierdo en diéstole (PPVId), ésta fue significativamente mayor en
el grupo SM respecto al grupo control en las semanas 14 (p=0,012) y
28 (p<0,001). En el grupo SM, la PPVId también fue
significativamente mayor en las semanas 14 y 28 respecto al
momento pre (ambos p<0,001; figura 3.11 A). Sin embargo, en el
grosor de la pared posterior del ventriculo izquierdo en sistole
(PPVIs) no se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre los dos grupos experimentales (figura 3.11 B).
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Figura 3. 11. Caracteristicas morfoldgicas de la pared posterior del ventriculo
izquierdo. (A) Pared posterior del ventriculo izquierdo en diéstole (PPVId). (B)
Pared posterior del ventriculo izquierdo en sistole (PPVIs). Grupo control
(n=10) y SM (n=13), *p<0,05 vs. control; #p<0,05 vs. pre. Las barras de error
muestran el error estandar de la media.

En la figura 3.12 A y B, se muestra la masa del ventriculo
izquierdo (Masa V1) y la masa del ventriculo izquierdo indexada por
la altura (Masa V1 por altura®’) respectivamente. Ambos parametros
fueron significativamente mayores en el grupo SM respecto al grupo
control tanto en la semana 14 (p=0,015 y p=0,034) como en la
semana 28 (p=0,016 y p=0,047). También ambos parametros en el

grupo SM se incrementaron significativamente en la semana 14
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(p=0,030y p=0,026) y en la semana 28 (p=0,005 y p=0,019) respecto

al momento pre.
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Figura 3. 12. Caracteristicas morfolégicas de la masa del ventriculo izquierdo.
(A) Masa VI. (B) Masa VI*altura®>”. Grupo control (n=10) y SM (n=13)
*p<0,05 vs. control; #p<0,05 vs. pre. Masa VI = 1,053 - (LVID;d + LVPW;d
+ 1IVS;d)® — LVID;d®). Las barras de error muestran el error estandar de la
media.

En la tabla 3.3, se muestra el resto de los parametros
ecocardiograficos analizados en el presente estudio, divididos en
cuatro bloques: hemodinamica, funcion sistélica, funcién diastélica

y parametros morfologicos.

Respecto a los parametros hemodinamicos como la
frecuencia cardiaca, el volumen sistélico y el gasto cardiaco, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas al realizar las
comparaciones entre grupos y, dentro de cada grupo, entre los
diferentes tiempos medidos. En cuanto a los parametros de la funcion
sistélica como la fraccion de eyeccién, el volumen sistdlico y

diastélico, la fraccién de acortamiento, el didmetro interno del
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ventriculo izquierdo en sistole y en diastole, se encontré la misma
tendencia. Ademas, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas al realizar las comparaciones entre grupos y, dentro de
cada grupo, entre los diferentes tiempos medidos en los parametros
de la funcion diastélica como la velocidad de la onda E y la onda A,
el coeficiente de relacion de la onda E/A y el tiempo de relajacion
isovolumétrica o en otros parametros morfolégicos como la integral

de la velocidad del tracto de salida aortico y pulmonar.

Aclimatacion Semana 14 Semana 28

Control SM Control SM Control SM
HemodinAmica
Frecuencia cardiaca (bpm) 254 +42 251432 256 +41 252+32 258429 236+21
Volumen sistolico (mL) 47+1.7 46+13 3.6+09 36+14 4.0+09 3.7+09
Gasto cardiaco (mL-min™') 1163328 1121+272  916+246 880276 1020 + 204 878+ 254
Funcién sistélica
Fraccién de eyeccion (%) 795+29 79.7+34 80.0+43 799+34 823450 812+44
Volumen diastélico VI (mL) 49+2.0 4.6+1.7 46+13 46+1.9 4.8+1.5 46+12
Volumen sistolico VI (mL) 1.3+03 1.2+04 1.0+03 09+05 09+03 09+05
Fraccion de acortamiento VI (%) 449+32 45.1+34  48.1+82 452+33 47.8+3.7 46.6+4.5
Didmetro diastolico VI (mm) 144+12 142+1.8 133£1.3 13.3£1.9 13.7+1.1 133+13
Didmetro sistélico VI (mm) 7.8+0.8 78+£10 73+£09 73+£12 71+£08 T1£11
Funcién diastélica
E onda vel. (cms™) 0.67+0.16 0.67=0.11 057+0.12 0.63+0.09 0.60+0.12 0.62+0.12
A onda vel. (cms™) 0.66+0.17 067+0.12 056+0.12 0.68+0.10 0.59+0.13 0.67+0.14
F/A 1.03+£0.26 1.03£0.12 1.03£0.19 093 £0.12 1.02+£0.20 0.94 +£0.20
Tiempo de relajacion isovolumétrica 3145 315 37+4 35+£7 39+7 40+8
(ms)
Pardmetros morfolégicos
Didmetro adrtico (mm) 9.4+04 9.5+04 9.1£0.7 10.0+0.8* 9.1+£0.6 10.7 £ 0.9%¢
Didmetro arteria pulmonar (mm) 6.9+0.5 6.8+£0.6 6.9+0.8 72+£08 7.0£05 7.8+04
IVT adrtico 56+1.1 57+13 49+1.1 57+09 6.1+1.1 66+14
IVT pulmonar 5.1+0.9 4.6+0.8 45+0.9 52406 54+07 50+07

Tabla 3. 3. Parametros ecocardiograficos. Evolucion de los pardmetros
morfologicos en los diferentes instantes temporales del protocolo experimental
(pre-dieta, semana 14 y semana 28). Grupo control (n=11) y SM (n=13),
*p<0,05 vs. control. Se muestra la desviacion tipica entre paréntesis. TRI =
tiempo de relajacion isovolumétrica.
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Por ultimo, el didmetro de la aorta mostré un aumento
estadisticamente significativo en las semanas 14 (p=0,007) y 28
(p<0,001) respecto al grupo control. Adicionalmente en el grupo SM
este parametro también se incrementd respecto al momento pre
(semana 14 p=0,037 y semana 28 p<0,001) (tabla 3.3).

3.2.2. Estudio electrocardiografico

Los animales del grupo SM presentaron un intervalo PQ de
mayor duracion en la semana 14 (66£10 vs. 759 ms; p=0,048) y en
la semana 28 (66+10 vs. 80+£9 ms; p=0,001) respecto al grupo control
(figura 3.13). Ademas, el intervalo PQ en el grupo SM aumento en la
semana 28 respecto a sus valores basales previos a la administracion
de la dieta alta en grasas y azucares (69+7 vs. 80+9; p=0,010), tal y

como se observa en la figura 3.13.

1007 EE Control W SM

65 |68 67 g 75
pre s-14 s-28

Figura 3. 13. Analisis del intervalo PQ. Se compar6 en los grupos control
(n=10) y SM (n=13) en los instantes temporales: previo a la administracién de
la dieta, semana 14 y semana 28. *p<0,05 vs. control, #p<0,05 vs. SM (Pre).
Las barras de error muestran el error estandar de la media.
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Por otra parte, la conduccion ventricular también se modifico
en el grupo SM puesto que la duracion del intervalo QRS aument6 en
la semana 14 (43+9 vs. 37£8 ms; p<0,001) y en la semana 28 (4519
vs. 37+8; p=0,001) respecto a sus valores basales previos a la
administracion del pienso alto en grasas (figura 3.14). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas al comparar
entre los grupos ni en el grupo control, entre los diferentes tiempos

medidos.

607 BN Control HE SM
# #

38 | 37 40 g 43 g 39 g 45

pre s-14 5-28

Figura 3. 14. Andlisis del intervalo QRS. Se compard los grupos control
(n=10) y SM (n=13) en los instantes temporales: previo a la administracién de
la dieta, semana 14 y semana 28. #p<0,05 vs. SM (Pre). Las barras de error
muestran el error estandar de la media.

Respecto al intervalo QT y QT corregido (QTc), se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
control y el grupo SM en la semana 14 (QT: 134+16 vs. 156+18 ms
y QTc: 147+12 vs. 167+15 ms; p=0,008 y p=0,004, respectivamente)
y en la semana 28 (QT: 144+17 vs. 158+£11 y QTc: 15615 vs.
16610 ms; p=0,032 y p=0,050, respectivamente). Ademas, cuando
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se compararon dichos parametros en el grupo SM se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la semana 14 (QT:
145+13 vs. 156x18 y QTc: 156+12 vs. 167+15 ms; p=0,038 y
p=0,035, respectivamente) y en la semana 28 (QT: 145+13 vs.
158+11 y QTc: 156+12 vs. 166+10 ms; p=0,008 y p=0,032,
respectivamente) respecto a sus valores basales previos a la
administracion de la dieta experimental (figura 3.15).
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Figura 3. 15. Anélisis del intervalo QT. (A) Intervalo QT y (B) intervalo QTc,
analizados en los grupos control (n=10) y SM (n=13) en los instantes
temporales: previo a la administracion de la dieta, semana 14 y semana 28.
*p<0,05 vs. control, #p<0,05 vs. SM (Pre). Las barras de error muestran el error
estandar de la media.

En cuanto a la repolarizacion ventricular, se observo un
incremento estadisticamente significativo en la duracion de la onda
T en el grupo SM en la semana 14 (71+16 vs. 97+17 ms; p=0,002) y
en la semana 28 (84+11 vs. 10614 ms; p=0,001) respecto al grupo
control (figura 3.16). Al comparar dicho parametro dentro del grupo
SM entre los diferentes instantes temporales, también se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la semana 28 (86+13
vs. 106+14 ms; p=0,001) respecto a sus valores basales previos a la

administracion de la dieta alta en grasas y azucares (figura 3.16).
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Figura 3. 16. Anélisis de la Onda T. Se compararon los grupos control (n=10)
y SM (n=13) en los instantes temporales: previo a la administracion de la dieta,
semana 14 y semana 28. *p<0,05 vs. control, #p<0,05 vs. SM (Pre). Las barras
de error muestran el error estdndar de la media.

Respecto a la duracién del intervalo RR, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al realizar las
comparaciones entre grupos experimentales ni al comparar los

diferentes instantes temporales dentro de cada grupo (figura 3.17).
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Figura 3. 17. Anélisis del intervalo RR. Se compar6 los grupos control (n=10)
y SM (n=13) en los instantes temporales: previo a la administracion de la dieta,
semana 14 y semana 28. Las barras de error muestran el error estandar de la
media.
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3.3. Estudio de las modificaciones electrofisiologicas cardiacas
en corazon aislado

3.3.1. Modificaciones intrinsecas del automatismo, la
conduccion auriculo-ventricular y la refractariedad
ventricular

Para el estudio de las propiedades electrofisioldgicas
intrinsecas del corazén se han llevado a cabo experimentos en
corazon aislado y se han analizado los registros electrocardiograficos

obtenidos.

3.3.1.1. Modificaciones intrinsecas del automatismo

Respecto al automatismo intrinseco, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en los intervalos RR entre

ambos grupos experimentales (figura 3.18).
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Figura 3. 18. Andlisis del intervalo RR. Automatismo intrinseco analizado con
el intervalo RR en los grupos control (n=10) y SM (n=13). Las barras de error
muestran el error estdndar de la media.
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3.3.1.2. Modificaciones de la conduccion auriculo-ventricular

Tras analizar los registros en ritmo sinusal, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la duracion del

intervalo AV entre ambos grupos experimentales (figura 3.19).

Control SM

Figura 3. 19. Longitud del intervalo AV. Analisis de la conduccion auriculo-
ventricular mediante el intervalo AV en los grupos control (n=10) y SM (n=12).
Las barras de error muestran el error estdndar de la media.

3.3.1.3. Modificaciones de la refractariedad ventricular

Tras analizar el periodo refractario efectivo en los distintos
trenes de estimulacion utilizados, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo control y el grupo SM.
Estos mismos resultados se obtuvieron al analizar el periodo
refractario funcional de forma que no existieron diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos experimentales
(figura 3.20).

109



3. Resultados

(A) (B)

200 W Control H SM 2004 M Control M SM

175- 175
& 150
£ 125
a 100+
oY 754
0 g50-

25

0- 0-
200ms 250ms 90% LCS 200ms 250ms _90%LCS
Duracion del tren Duracion del tren

Figura 3. 20. Refractariedad ventricular. Analisis del periodo refractario
efectivo ventricular (PREV) y del periodo refractario funcional ventricular
(PRFV) en los diferentes trenes de estimulacion utilizados en los grupos control
(n=10) y SM (n=10). Las barras de error muestran el error estandar de la media.

3.4. Estudio de la duracion y las caracteristicas morfoldgicas

del potencial de accion éptico
Tras los experimentos de mapeo Optico panoramico (campo
de observacion VD-VI) no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la duracion del potencial Optico
(DPA) del VI al comprar los grupos experimentales, control y SM en
cualquiera de las longitudes del ciclo de estimulacién estudiadas
(figura 3.21 A). Sin embargo, si que se observaron diferencias en la
duracion del potencial de accion optico del ventriculo derecho (VD)
en el grupo SM respecto al grupo control. En efecto, en el grupo SM
la duracion del potencial de accion al 90 % (DPA90) disminuy0 en
el ventriculo derecho en la mayoria de las longitudes de ciclo de
estimulacion analizadas: 175 ms (124+6 vs. 117+5 ms, p=0,026), 200
ms (133%7 vs. 125+7 ms, p=0,027), 225 ms (142+8 vs. 133£8 ms,
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p=0,022); 250 ms (148+9 vs. 13512 ms, p=0,018); y 90% LCS
(167+20 vs. 146+24, p=0,037) (figura 3.21 B).
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Figura 3. 21. Duracion del potencial de accion al 90% en el ventriculo
izquierdo (A) y derecho (B). Analizado en los grupos control (n=11) y SM
(n=12) en las diferentes longitudes del ciclo de estimulacion. *p<0,05 vs.
control. Las barras de error muestran el error estandar de la media.

A continuacion, se analizaron las caracteristicas morfologicas
de la duracion del potencial de accion oOptico mediante la
determinacion de la velocidad de despolarizacion y del coeficiente de
triangulacion en ambos ventriculos. Por lo que respecta a la velocidad
de despolarizacion, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo control y el grupo SM en ninguna de las
longitudes del ciclo de estimulacién analizadas (figura 3.22).
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Figura 3. 22. Velocidad de despolarizacion del ventriculo izquierdo (A) y
derecho (B). Analizados en los grupos control (n=11) y SM (n=12) en las
diferentes longitudes del ciclo de estimulacion. Las barras de error muestran el

error estandar de la media.

Sin embargo, al estudiar las caracteristicas morfoldgicas de la
repolarizacion se observo en el grupo SM una disminucién del
coeficiente de triangulacién indicativo de un potencial de accion
Optico mas triangular respecto al tipico potencial de accion en pico y

meseta.

En efecto, el coeficiente de triangulacion en el VD disminuyd
con las longitudes del ciclo de estimulacion de 200 ms (48,7£9,6 vs.
41,1+£2,6 ms, p=0,016), 225 ms (47,1+9,0 vs. 40,2+2,5 ms, p=0,020),
250 ms (50,1+13,1 vs. 40,0+£2,1 ms, p=0,011) y 90% LCS (48,7+11,7
vs. 40,3+2,4 ms, p=0,025). En cuanto al VI, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos

experimentales (figura 3.23).
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Figura 3. 23. Coeficiente de triangulacion del ventriculo izquierdo (A) y
derecho(B). Analizados en los grupos control (n=11) y SM (n=12) en las
diferentes longitudes del ciclo de estimulacién. *p<0,05 vs. control. Las barras
de error muestran el error estdndar de la media.

3.4.1. Velocidad de conduccion del impulso eléctrico
cardiaco y longitud de onda del proceso de
activacion

El anélisis de la velocidad de conduccion se realiz6 mediante
la estimulacion continua a frecuencias fijas. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en este pardmetro al
realizar comparaciones entre los grupos experimentales o, dentro de
cada grupo, entre el ventriculo derecho y el ventriculo izquierdo
(figura 3.24).
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Figura 3. 24. Velocidad de conduccién en el ventriculo izquierdo (A) y
derecho (B). Analizadas en los grupos control (n=11) y SM (n=12) en las
diferentes longitudes del ciclo de estimulacion. Las barras de error muestran el
error estandar de la media.

En cuanto a la longitud de onda en el ventriculo izquierdo no
se observaron diferencias estadisticamente significativas al realizar
tanto las comparaciones entre los grupos experimentales como,
dentro de cada grupo, entre el ventriculo izquierdo y el ventriculo
derecho (figura 3.25 A). Respecto a la longitud de onda del proceso
de activacion en el ventriculo derecho, se observo una disminucion
significativa en el grupo SM en la mayoria de las longitudes del ciclo
de estimulacion: 175 ms (54+3 vs. 51+3 mm, p=0,019), 200 ms (574
vs. 53+3 mm, p=0,047), 225 ms (61%5 vs. 57+4 mm, p=0,032); 250
ms (655 vs. 595 mm, p=0,026); y 90% LCS (72+9 vs. 62+10 mm,
p=0,026) (figura 3.25 B).
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Figura 3. 25. Longitud de onda del ventriculo izquierdo (A) y derecho (B).
Analizada en los grupos control (n=11) y SM (n=12) en las diferentes
longitudes del ciclo de estimulacion. *p<0,05 vs. control. Las barras de error
muestran el error estdndar de la media.

3.5. Estudio de las caracteristicas de la FV inducida en normoxia

3.5.1. Andlisis en el dominio de la frecuencia

En el analisis en el dominio de la frecuencia, al utilizar los
valores promedio durante los 6 minutos de FV, se observé en el grupo
SM un incremento de la frecuencia dominante en el ventriculo
derecho respecto al grupo control (10,4+0,4 vs. 11,4+0,3 Hz,
p=0,041). Sin embargo, no se evidenciaron cambios significativos en
el ventriculo izquierdo (figura 3.26 A). Al realizar las comparaciones
dentro de cada grupo entre los ventriculos derecho e izquierdo se
encontraron modificaciones estadisticamente significativas en el
grupo control, pero no en el grupo SM. De este modo, en el grupo
control se establecio un gradiente mayor de la frecuencia dominante
entre el ventriculo izquierdo y derecho (12,1+0,7 vs. 10,4+0,4;
p=0,021), mientras que éste desaparecid en el grupo SM debido al
incremento de la frecuencia dominante en el ventriculo derecho. En
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el panel B puede observarse el comportamiento de la FD de la FV

durante los 6 minutos registrados.
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Figura 3. 26. Frecuencia dominante. (A) Promedio de los 6 minutos de registro
de la arritmia en los ventriculos derecho e izquierdo. (B) Detalle de la evolucion
del pardmetro a lo largo del tiempo registrado. Grupo control (n=7) y SM
(n=10). *p<0,05 vs. control, #p<0,05 vs. Control ventriculo izquierdo. Las
barras de error muestran el error estandar de la media.

3.5.2. Analisis en el dominio del tiempo

En el analisis del dominio del tiempo, al utilizar los valores
promedio durante los 6 minutos de FV, se observo que la duracion
del intervalo VV disminuyo en el ventriculo derecho en el grupo SM
respecto al grupo control (87,5+£3,3 vs. 98,3+7,1 ms). Ademas, este
parametro fue significativamente mayor en el ventriculo derecho
respecto al ventriculo izquierdo del grupo control (98,3£7,1 vs.
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84,948,3 ms). Sin embargo, no se evidenciaron cambios
significativos en el ventriculo izquierdo entre el grupo control y el
grupo SM (Figura 3.27 A), lo cual fue esperable dada la relacion
existente entre el analisis en el dominio de la frecuencia y en el

dominio del tiempo.

Al analizar cada uno de los instantes temporales determinados
durante la FV, se observé en el grupo SM que la duracion del
intervalo VV en el ventriculo derecho en los minutos 0, 2, 4y 6 fue
significativamente menor que en el ventriculo derecho del grupo
control. Ademas, la duracion del intervalo VV en el ventriculo
derecho del grupo control fue significativamente mayor que en el
ventriculo izquierdo en los minutos 0, 1, 2, 4, 5y 6 (Figura 3.27 B).
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Figura 3. 27. Intervalo VV. (A) Promedio de la duracion del intervalo VV. (B)
Duracion del intervalo VV analizada en los diferentes instantes temporales.
Este parametro ha sido analizado los ventriculos derecho e izquierdo en los
grupos control (n=7) y SM (n=10). *p<0,05 vs. control, #p<0,05 vs. Control
ventriculo izquierdo. Las barras de error muestran el error estandar de la media.
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3.5.3. Heterogeneidad electrofisioldgica

La heterogeneidad electrofisiolégica se ha determinado a
partir del indice de regularidad (IR). No encontramos diferencias
estadisticamente significativas en este parametro al realizar las
comparaciones entre ambos grupos experimentales. Sin embargo, al
comparar entre zonas dentro de cada grupo, el indice de regularidad
aumento en el ventriculo derecho de los grupos control y SM,
respecto al ventriculo izquierdo (control: 0,28+0,04 vs. 0,38+0,05,
p<0,01; SM: 0,32+0,07 vs. 0,39+0,06, p=0,026; Figura 3.28 A). En
el panel B puede observarse el comportamiento del IR de la FV

durante los 6 minutos registrados.
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Figura 3. 28. indice de regularidad. (A) Promedio de los 6 minutos de registro
de laarritmia en los ventriculos derecho e izquierdo. (B) Detalle de la evolucién
del pardmetro a lo largo del tiempo registrado. Grupo control (n=09) y SM
(n=11). #p<0,05 vs. ventriculo izquierdo. Las barras de error muestran el error
estandar de la media.
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4. DISCUSION

En la presente tesis se ha investigado, en un modelo de
sindrome metabdlico (SM) en conejos, el efecto de la administracion
de una dieta alta en grasas y azUcares sobre el remodelado eléctrico
cardiaco y sus potenciales mecanismos arritmogenicos. Para poder
llevar a cabo este estudio, uno de los objetivos principales de la
presente tesis doctoral ha sido desarrollar y caracterizar un modelo

experimental de sindrome metabdlico en congjo.

4.1. Caracterizacion del modelo experimental de sindrome

metabdlico en conejo

El objetivo de este primer estudio fue desarrollar un modelo
experimental de SM inducido por la dieta en conejos NZW y realizar
una caracterizacion detallada de los componentes principales que
definen el SM humano. Para la validacion del modelo se ha empleado
el analisis de la medicion de la presion arterial, actividad
electrocardiografica, glucosa en sangre, triglicéridos y lipoproteinas
de altay baja densidad, asi como la evolucion temporal de los mismos

durante las 24 semanas de administracion de la dieta.

Globalmente, nuestros resultados mostraron que la
administracion de una dieta alta en grasas y sacarosa durante 28
semanas indujo 1) obesidad central, 2) un estado de prediabetes
caracterizado por una alteracion de la glucosa en ayunas e
intolerancia a la glucosa, 3) hipertension leve, 4) alteraciones en el
perfil lipidico, revelados por un aumento de los triglicéridos y el
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colesterol LDL con una disminucién de HDL (sin cambios en el
colesterol total), 5) dafio hepético, como lo demuestra el aumento de
GOT-AST, relacion GOT / GPT, acidos biliares y bilirrubina, y 6)
esteatosis hepatica. De este modo, estos resultados corroboran el
desarrollo de un modelo animal relevante y economico de SM
inducido por la dieta que imita los principales cambios que ocurren

en los seres humanos.

Los modelos animales son una herramienta muy util para
comprender los mecanismos que subyacen a los procesos
patolégicos, como el SM. Hasta la fecha, los modelos de roedores
transgénicos y espontaneos inducidos por la dieta se han utilizado
ampliamente para estudiar el efecto del SM en diferentes 6rganos y
sistemas. Aunque los modelos de SM en roedores pueden exhibir
algunos de los componentes de esta compleja patologia, los ratones
y las ratas son deficientes en la proteina de transferencia de éster de
colesterol (CETP) y, por lo tanto, resistentes al desarrollo de
aterosclerosis y enfermedad coronaria, debido a importantes
diferencias en el metabolismo de los lipidos con los humanos (de
Grooth et al. 2004). Ademas, varios modelos de roedores no
desarrollan caracteristicas importantes asociadas con el SM, como la
hipertension, la hiperglucemia o la hiperinsulinemia (Wong et al.
2016). Ademas, la obesidad en algunos modelos transgénicos no
depende Unicamente de factores dietéticos y algunas cepas pueden
volverse obesas con una ingesta normal o incluso reducida de
alimentos (Carroll et al. 1996). También se han utilizado modelos
animales caninos y porcinos mas grandes, pero algunos

investigadores han argumentado sobre la utilidad del primero dado
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que los perros, como ocurre con los roedores, no desarrollan
aterosclerosis ni hiperglucemia (Verkest et al. 2014). Los modelos
porcinos, debido a la similitud con la anatomia y fisiologia humanas,
pueden tener un poder predictivo significativo para dilucidar la
fisiopatologia del SM (Zhang et al. 2016), pero su mantenimiento es
muy laborioso, y sobre todo costoso. El conejo, por otro lado, es lo
suficientemente flexible para muchos tipos diferentes de estudios al
tiempo que evita algunos de los inconvenientes de los modelos
animales grandes y, lo que es mas importante, al igual que los
humanos, el conejo tiene abundante CETP en plasma, que actla
como un importante regulador del transporte de ésteres de colesterol
y triglicéridos entre lipoproteinas, y, ademas, su perfil de
lipoproteinas es rico en LDL (Waqar et al. 2010). Los conejos, como
herbivoros, son muy sensibles a las grasas de la dieta, por lo que
pueden desarrollar hiperlipidemia rapidamente (Fan & Watanabe
2000). Ademas, se ha demostrado que los conejos alimentados con
una dieta alta en grasas tienen cambios hemodinamicos y
neurohumorales similares a los de los seres humanos obesos (Carroll
et al. 1996, Zarzoso et al. 2014).

En el presente estudio la dieta fue bien tolerada y los conejos
aumentaron progresivamente de peso hasta el final del protocolo
experimental. Observamos un aumento del 24 y 22% en el peso
corporal y el IMC, respectivamente, en la semana 28, lo que
demuestra que los conejos eran obesos, pero no alcanzaban un grado
de obesidad severa. Este es un aumento de peso similar obtenido en
estudios previos con conejos machos més jovenes (Zarzoso et al.

2014) alimentados con una dieta alta en grasas, pero lejos del
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aumento del 45% obtenido por Carroll et al. (1996) en conejos
hembras adultas. Por otro lado, otros estudios que utilizaron una dieta
alta en grasas y alta en sacarosa / fructosa no reportaron un aumento
en el peso corporal (Yin et al. 2002, Helfestein et al. 2011, Ning et
al. 2015, Liu et al. 2005), pero la cantidad de sacarosa utilizada para
la alimentacion de los animales, que oscilaba entre el 30 y el 40%, no
fue bien tolerada por los conejos (Yin et al. 2002). En nuestro estudio,
el uso de sacarosa al 15% en agua parecid ser mejor tolerado que
proporciones mas altas en la comida, y el aumento de peso corporal
fue evidente. El desarrollo de la obesidad es un factor importante a
tener en cuenta, ya que existe una estrecha correlacion entre la
obesidad central y los factores de riesgo que definen el SM (Alberti
et al. 2009). Asi, este modelo muestra similitudes con la obesidad
humana, en la que la ganancia de peso corporal proviene
principalmente de un aumento de la masa grasa abdominal, como
sugiere el aumento de la circunferencia abdominal y la relacion
circunferencia / longitud abdominal. También observamos
condiciones de recubrimiento (estado de salud del pelaje) poco
saludables en los conejos en el grupo SM.

El aumento de peso excesivo y la obesidad se asocian con
alteraciones hemodinamicas como aumento del volumen sanguineo,
precarga, poscarga y comunmente hipertension. En esta linea,
observamos un aumento en la presion arterial sistolica, diastolica y

media en la semana 14 que se mantuvo en la semana 28.

Estudios previos que utilizaron una dieta alta en grasas y

sacarosa durante 36 semanas no produjeron cambios en la presion
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arterial a pesar de haber reportado un aumento del 22% en el peso
corporal (Zhao et al. 2008), pero el uso de una raza de conejo
diferente y de anestesia durante las mediciones podria explicar estas

diferencias.

Se observé una hiperglucemia leve en conejos con SM ya en
la semana 14, como se muestra por las diferencias en la glucosa en
sangre en ayunas. El aumento en el nivel de glucemia en ayunas
medido en la semana 14 fue muy modesto y alcanzd una meseta, ya
que no observamos un aumento adicional en la semana 28. Nuestros
valores estan ligeramente por debajo de los reportados en la literatura
al administrar 30-40% de fructosa o glucosa en el pienso (Yin et al.
2002, Liu et al. 2005).

Es de destacar que algunos estudios no encontraron
diferencias en la glucosa en ayunas después de la administracién de
una dieta rica en grasas y sacarosa, pero utilizando diferentes razas
de conejos (Zhao et al. 2008, Ning et al. 2015). También hubo
defectos en la regulacion de la glucosa, como lo demuestran los
resultados del test intravenoso de tolerancia a la glucosa. De hecho,
el area bajo la curva y los niveles de glucosa en sangre después de
180 minutos aumentaron en el grupo SM. EI mecanismo preciso que
subyace a estas anomalias en la regulacion de la glucosa no se conoce
por completo, pero la resistencia a la insulina en el SM se ha atribuido
al aumento del tejido adiposo y la sobreabundancia de acidos grasos
circulantes y su acumulacién (Eckel et al. 2005, Alonso-Magdalena
et al. 2011). Por otra parte, el diagnostico de la diabetes tipo 1l en
conejos utilizando la glucosa en la sangre no se ha establecido, pero
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se podria concluir que los conejos en el grupo SM desarrollaron un
estado de pre-diabetes con glucemia basal alterada y una intolerancia
a la glucosa en ayunas. A pesar de que los conejos no desarrollaron
diabetes tipo 2, el modelo podria ser util para estudiar la condicion
que precede a la manifestacion clinica de la patologia, lo que
permitiria la identificacién de marcadores preclinicos que podrian
permitir la deteccion de pacientes con riesgo de desarrollar la

enfermedad.

En nuestro modelo, la dislipidemia aparecio ya en la semana
14y se mantuvo en la semana 28. Las alteraciones en el perfil lipidico
plasmaético se caracterizaron por un aumento de los triglicéridos y el
colesterol LDL, una disminucion del colesterol HDL y la ausencia de
cambios en el colesterol total. Esto es similar a los criterios que se
han establecido en humanos para el diagndstico del SM (Alberti et
al. 2009). Ademas, también encontramos una disminucion en los
niveles de urea en plasma que podria explicarse por la cantidad
reducida de proteina presente en la comida de los conejos con SM
(15,7 frente a 23,4%). Por el contrario, la proteina total aumenté en
conejos con SM en las semanas 14 y 28 sin cambios en la albimina,
por lo que este aumento probablemente se debi6 a un aumento en las
globulinas, algunas de las cuales se han relacionado recientemente
con el desarrollo de diabetes tipo 2 (Guo et al. 2016) y han sido
propuestas como biomarcadores para el desarrollo de fibrosis
hepética en la enfermedad del higado graso no alcohdlico (Sahebkar
et al. 2017).

El analisis de plasma también nos permitio encontrar signos
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de anomalias hepaticas, como lo demuestra el aumento de GOT-AST,
la relacion GOT / GPT, los &cidos biliares y la bilirrubina en las
semanas 14 y 28. Las modificaciones de los marcadores de dafio
hepatico son, cuando la patologia no esta relacionada con esteatosis
alcohdlica, inespecifica, e incluyen un aumento de GOT-AST, GPT-
ALT, GGT vy bilirrubina. Por tanto, nuestros resultados son
compatibles con el desarrollo de esteatosis hepética. Cuando
examinamos la histologia hepatica después de la tincion con
hematoxilina-eosina y la realizacidn de un estudio morfométrico, se
observo un aumento en el area de hepatocitos y en el porcentaje de
infiltracion de vacuolas lipidicas. Estos cambios también son
consistentes con el desarrollo de esteatosis hepatica que, a pesar de
no estar incluida en los criterios de diagnéstico del SM, a menudo
acompafia a este grupo de anomalias metabélicas (Semenkovich &
Heinecke 2017) y podria conducir al desarrollo de esteatohepatitis,
fibrosis y cirrosis. Se han informado resultados similares en conejos
Watanabe con hiperlipidemia hereditaria después de 16 semanas de
alimentacion rica en grasas (10%) y alta en fructosa (30%) (Ning et
al. 2016).

Para concluir, en este primer estudio desarrollamos un
modelo relevante de SM inducido por la dieta, caracterizado por
obesidad central, hipertension, prediabetes y dislipidemia con HDL
bajo, LDL alto y aumento de los niveles de TG, reproduciendo asi las
principales manifestaciones clinicas del sindrome metabolico en
humanos. De este modo, el modelo experimental se presenta como
una valiosa herramienta para estudiar los mecanismos subyacentes a

los diversos problemas cardiovasculares, hormonales o metabdlicos
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relacionados con el SM, con especial relevancia en el estudio del
remodelado cardiovascular, las arritmias y la muerte cardiaca subita,

como desarrollamos en el segundo estudio.

4.2. Modificaciones morfoldgicas, funcionales y electrograficas
cardiacas

En primer lugar, por lo que respecta al remodelado
morfologico y funcional cardiaco, el estudio ecocardiografico revelo
una hipertrofia ventricular izquierda ya evidente en la semana 14 de
administracion de la dieta, a expensas de un aumento del grosor del
septo interventricular y la pared posterior del ventriculo izquierdo en
diastole, asi como la masa normalizada del ventriculo izquierdo del
grupo de animales con SM. También se encontré un aumento
significativo en el diametro de la aorta que suele acompanar a la
hipertrofia ventricular. La hipertrofia ventricular izquierda ha sido
reportada en la mayoria de los modelos animales de obesidad y
sindrome metabdlico inducidos por la dieta, tanto de rata y raton
(Barouch et al. 2003, Ouwens et al. 2005) como de conejo (Carroll
et al. 1999, Zarzoso et al. 2014) y perro (Villa et al. 1998). La
patogeénesis de la hipertrofia cardiaca es compleja y esta relacionada
con la coexistencia de la hipertension, la expansion del volumen
plasmatico y la activacion del sistema nervioso simpatico (Abel et al.
2008). En humanos, la hipertrofia ventricular izquierda de tipo
concéntrico es un patron caracteristico en los individuos obesos,
produciéndose tanto por un aumento del tamafio de la cavidad

ventricular como del grosor de la pared (lacobellis et al. 2004, Wong
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et al. 2004, Heckbert et al. 2006, Litwin et al. 2007, Aurigemma et

al, 2013), aunque es esta Ultima la que aumenta en mayor proporcion.

La ausencia de cambios funcionales en el resto de los
parametros contrasta con las evidencias presentes en la literatura. La
mayoria de los estudios ha evidenciado una ligera disfuncion de la
funcién sistolica que no suele producirse en animales mas jovenes
(Buchanan et al. 2005, Semeniuk et al. 2002, Van den Bergh et al.
2006). Otros estudios han reportado también cambios en la funcion
diastolica (Semeniuk et al. 2002, Christoffersen et al. 2003, Zarzoso
et al. 2014). Diferencias en la especie, el modelo animal (uso de
animales transgénicos) o los anestésicos utilizados podrian explicar
estas discrepancias. Asimismo, en nuestro modelo experimental,
podria explicarse también por el hecho de que los animales se
encuentren en un estado inicial en el desarrollo de la patologia, en el
que la severidad de los cambios es limitada (manifestacion
subclinica) y los cambios ligeros, tal y como hemos observado con

los niveles de glucosa o la presion arterial.

Por otro lado, los resultados obtenidos en estudios clinicos en
cuanto al analisis ecocardiografico son muy variables. Asi, se han
reportado descensos en la fraccion de eyeccion (De la Maza et al.
1994, Ferraro et al. 1996), ausencia de cambios (Grandi et al. 2000,
Krishnan et al. 2005, Avelar et al. 2007) e incluso un aumento
(lacobellis et al. 2002, Pascual et al. 2003). No obstante, los pacientes
con obesidad y SM suelen presentar una manifestacion subclinica de

anomalias en la contraccion por una reduccién de la fraccion de
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acortamiento del ventriculo izquierdo y la velocidad de deformacion
sistolica (Peterson et al. 2004, Wong et al. 2004, Avelar et al. 2007).
También son heterogéneos los resultados obtenidos en la funcidn
diastdlica, reportandose en unos casos descensos en la velocidad de
la onda E (lacobellis 2004) o ausencia de modificaciones (Morricone
et al. 2002, Otto et al. 2004, Pascual et al. 2003), aumento de la
velocidad de la onda A (lacobellis 2002) o ausencia de
modificaciones (Otto et al. 2004, Pascual et al. 2003), asi como un
aumento del tiempo de relajacion isovolumétrica (Berkalp et al.
1995, Morricone et al. 2002), siendo este ultimo el cambio mas
consistente. Por tanto, en humanos, los resultados no son del todo
concluyentes, lo cual podria deberse a que todavia se desconoce si la
obesidad y el sindrome metabdlico producen las alteraciones
funcionales que conducen al deterioro de la funcién cardiaca
independientemente de la enfermedad coronaria u otras

comorbilidades.

Por Gltimo, no podemos olvidar que supone un verdadero reto
comparar directamente los hallazgos reportados en estudios clinicos
con estudios realizados en animales. Generalmente, el remodelado
patolégico que se da en animales tiende a ser mas pronunciado que
en humanos, sobre todo al utilizar modelos transgénicos, dado que
las anomalias genéticas presentes en muchos de los modelos animales

no suelen manifestarse en humanos con obesidad (Abel et al. 2008).

A continuacion, realizamos un estudio electrocardiografico

para investigar el remodelado patolégico asociado al SM. Tras
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analizar registros de 15 minutos de duracion, encontramos un
incremento en la duracion de los intervalos PQ, QRS, QT corregido
(QTc) y la onda T en el grupo de animales con SM, la mayoria de
ellos ya evidentes en la semana 14 del protocolo experimental. Por
tanto, el remodelado patologico inducido por el SM produjo
alteraciones en la conduccion auriculo-ventricular y ventricular, asi
como en la repolarizacién ventricular. Dichas alteraciones, en
especial el aumento en la duracion y dispersion del QTc, se han
relacionado con una mayor predisposicion a padecer eventos
arritmicos y MSC (Messerli et al.1987, Kannel et al.1988, Lakhani
& Fein 2011, Grundy 2012). Dichos cambios son consistentes con
los resultados obtenidos en otros modelos de obesidad inducida por
una dieta alta en grasas en el mismo modelo animal (Zarzoso et al.
2014).

En humanos, cada uno de los componentes del SM como la
dislipidemia, la hipertension, la resistencia a la insulina y/o la
intolerancia a la glucosa, asi como la obesidad abdominal, producen,
como hemos visto, cambios estructurales cardiacos. Sin embargo,
también afectan la actividad eléctrica cardiaca, habiéndose
relacionado el remodelado patologico inducido por el SM con la
aparicion de arritmias y MSC (Fraley et al. 2005). Las
modificaciones electrocardiograficas mas frecuentes que suelen
producirse son un cambio a la izquierda en el eje de laonda P, el QRS
y la onda T, una disminucion de la amplitud del QRS, un
aplanamiento de la onda T y una prolongacion de los intervalos PR,
QRS, QT y QTc (Frank et al. 1986; ElI-Gamal et al. 1995, Alpert et
al. 2000).
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En especial, el aumento en la duracién del intervalo QTc que hemos
observado al aumentar el peso de los animales, esta en la misma linea
que los resultados clinicos que sugieren similares hallazgos (Girola
et al. 2001, Mukerji et al.2012a). Ademas, también ha sido reportado
que la prolongacion del intervalo QTc guarda relacion con el
aumento de la masa del ventriculo izquierdo (Mukerji et al.2012b),

que también aumentd en nuestro modelo experimental de SM.

Por tanto, podriamos concluir que nuestro modelo
experimental reproduce las principales caracteristicas del
remodelado patoldgico que la obesidad y el SM producen tanto en la
morfologia y funcion cardiacas, como en la actividad eléctrica del
corazon. Dichas modificaciones podrian estar relacionadas con la
aparicion de arritmias y MSC, aunque los mecanismos exactos
subyacentes no son del todo conocidos. Gracias a esta caracterizacion
del remodelado patoldgico que se produce “in vivo”, podremos
relacionar estos cambios con los resultados obtenidos en corazén
aislado, a través de los cuales tratamos de ahondar en los posibles
mecanismos electrofisioldgicos subyacentes y su implicacion en los

procesos arritmicos.

4.3. Remodelado eléctrico intrinseco cardiaco

Posteriormente, estudiamos el remodelado patologico en el
organo aislado y, por tanto, no sujeto a factores nerviosos y/o
humorales extrinsecos, para investigar las modificaciones

electrofisiologicas intrinsecas cardiacas que guardan estrecha
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relacién con los procesos de desencadenamiento, instauracion y

mantenimiento de la actividad arritmica y fibrilatoria.

El mapeo Optico simultdneo de los ventriculos derecho e
izquierdo nos permitio encontrar un acortamiento de la duracion del
potencial de accién Optico al 90% de la repolarizacion en el
ventriculo derecho en el grupo de animales con SM. Estos cambios,
en condiciones fisioldgicas, pueden ser un reflejo de un acortamiento
de la refractariedad miocardica (Nerbone & Kass 2005). Ademas,
también encontramos diferencias en el coeficiente de triangulacion,
un estimador morfolégico del potencial de accidén Optico, que
disminuyd en los animales con SM, e indica una mayor triangulacion
del mismo. En conjunto, estos cambios podrian apuntan a
modificaciones en el equilibrio de las corrientes i6nicas que dan
forma a la fase de repolarizacion del potencial de accién,
especialmente un aumento en la densidad de las corrientes de salida
de potasio o las corrientes lenta y/o rapida de entrada de calcio. En
efecto, el estudio de la expresiéon de los genes que codifican las
proteinas que conforman los principales canales iénicos cardiacos
que dan forma al potencial de accion (Nay1.5, Cav1.2, Kir2.1, K\4.2,
KChIP2 y K\LQT1), determinada a traves de gqRT-PCR, nos permitio
encontrar un aumento en la expresion de KChIP2 y K,LQT1
unicamente en el ventriculo derecho (Arias-Mutis et al. 2017).
KChIP2 modula, junto a la familia de canales de potasio K4, la
corriente de salida rapida de potasio (lof) que actia en la fase
temprana de la repolarizacion (Nassal et al. 2017), mientras que
KvLQT1 es una proteina que forma el canal que vehicula la corriente
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lenta de salida de potasio (lks), que forma parte de las corrientes
rectificadoras retardadas de potasio junto a Ik, (Nerbone & Kass
2005). De este modo, el aumento en la expresion de dichos canales
apuntaria a un aumento en la densidad de las corrientes de salida de
potasio, y con ello podriamos explicar, al menos parcialmente, el
acortamiento de la duracién del potencial de accion observado en el
ventriculo derecho, y su triangularizacion. La triangularizacion y la
inestabilidad del potencial de accion, asi como el acortamiento del
APD, han demostrado ser predictores de eventos pro-arritmicos in-
vivo (Hondeghem et al. 2001).

No encontramos modificaciones del automatismo, de la
conduccion auriculo-ventricular o de la refractariedad ventricular
(periodos refractarios efectivo y funcional) determinada con el test
del extraestimulo, ni en la duracion del potencial de accion éptico en
el ventriculo izquierdo. Estos resultados son similares a los obtenidos
en modelos de obesidad inducidos por una dieta alta en grasas en
conejo (Zarzoso et al. 2014), quienes no encontraron diferencias en
la duracion del potencial de accion éptico del ventriculo izquierdo al
80% de la repolarizacion. Por otro lado, Stables et al. (2014),
tampoco encontraron modificaciones de la duracion del potencial de
accion optico del ventriculo izquierdo en un modelo experimental de

diabetes tipo I en conejo.

Otra de las propiedades electrofisioldgicas que puede
ayudarnos a determinar el grado de vulnerabilidad del miocardio

frente a los procesos de desencadenamiento e instauracion de
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arritmias es la velocidad de conduccion del impulso eléctrico. Con
este objetivo, determinamos la velocidad de conduccién en los
ventriculos izquierdo y derecho gracias al mapeo éptico epicéardico.
Sin embargo, no encontramos diferencias al comparar entre grupos
en ninguna de las frecuencias de estimulacion utilizadas. Estos
resultados son coincidentes con los obtenidos en estudios previos en
modelos de obesidad inducida por una dieta alta en grasas (Zarzoso
et al. 2014).

No obstante, al determinar la longitud de onda del proceso
de activacion, parametro tradicionalmente utilizado para determinar
la vulnerabilidad arritmica del miocardio, encontramos una
disminucion de la misma en el grupo de animales con SM
dependiente, fundamentalmente, del acortamiento de |la
refractariedad, al no haberse producido cambios en la velocidad de
conduccion. La presencia de heterogeneidad y gradientes en la
restitucion de la velocidad de conduccién se ha relacionado con la
presencia de alternos y arritmias fatales en modelos animales
(Mironov et al 2008), sin embargo, no se ha realizado un anélisis
detallado de la restitucion. Por otra parte, los cambios en la longitud
de onda se han analizado a frecuencias fijas, con un numero discreto
de frecuencias de estimulacion que no alcanzan las frecuencias
observadas durante los procesos fibrilatorios. Un andlisis mas
detallado de los procesos de induccion y fibrillatorios podria

permitirnos analizar cambios latido-latido en la longitud de onda.
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Por tanto, nuestros resultados apuntan a la ausencia de un
remodelado eléctrico en el ventriculo izquierdo, mientras que en el
ventriculo derecho se produjo un acortamiento de la duracion del
potencial de accion, muy probablemente debido al aumento en la
densidad de las corrientes de salida de potasio Iy e Iks. Esto nos lleva
a la conclusion de que otros factores, ajenos a las propiedades
intrinsecas del miocardio ventricular, como podrian ser el
remodelado del sistema nervioso autonomo extrinseco, el efecto de
los acidos grasos libres circulantes o el incremento en la poscarga,
podrian contribuir a los cambios observados en el intervalo QTc.
Estudios previos en conejos obesos (Carroll et al. 1996) mostraron
una concentracion reducida de K* plasmatico, que también podria
contribuir al incremento en la duracion del QTc. Sin embargo, no

realizamos las mediciones necesarias para confirmar esta hipotesis.

Por ultimo, analizamos las caracteristicas espectrales de los
episodios de fibrilacion ventricular (FV) inducida en condiciones de
normoxia. Tras realizar un anélisis en el dominio de la frecuencia,
observamos un aumento de la frecuencia dominante en el ventriculo
derecho del grupo de animales con SM, consistente con la
disminucion de la duracion del potencial dptico, dada la relacion
existente entre éste y la refractariedad miocérdica (Choi et al. 2001,
Zarzoso et al. 2012). Ademas, en el grupo control se encontré un
gradiente de frecuencias entre el ventriculo izquierdo y derecho,
siendo mayor la frecuencia dominante en el ventriculo izquierdo,
gradiente que existe naturalmente dadas las diferencias en la
refractariedad entre ambos ventriculos (Wu et al. 2006). Sin
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embargo, en el grupo de animales con SM no encontramos
diferencias entre el ventriculo izquierdo y derecho, al presentar este
ultimo una mayor frecuencia dominante durante FV. Estos resultados
tuvieron su correspondencia en el dominio del tiempo, en el que
encontramos una disminucion de la duracion de los intervalos VV en
el ventriculo derecho de los animales con SM, asi como la
desaparicion de la diferencia fisiologica entre los ventriculos derecho
e izquierdo, que si fue evidente en el grupo control. Esta diferencia
natural afecta a los patrones de activacion y repolarizacion de manera
transmural (Durrer et al. 1970; Prenner et al. 2016) y es en parte
protectora ante ritmos rapidos. La atenuacion o desaparicion puede
suponer un incremento en la vulnerabilidad miocardica del corazon
completo, en primer lugar, favoreciendo la arritmogénesis y ritmos
rapidos en todo el miocardio, y, en segundo lugar, permitiendo la
transicion de ritmos acelerados, siendo capaz de albergar fuentes
organizadas de alta frecuencia que promuevan eventos arritmicos

mantenidos en distintas regiones.

Distintos autores resaltan la importancia de los cambios en
la heterogeneidad fisioldgica y en la dispersion transmural de
repolarizacion, asi como su relacion directa con arritmias fatales
(Antzelevitch et al. 2007). El remodelado diferencial entre
ventriculos en algunas condiciones patoldgicas, afectando a los
gradientes de activacion-repolarizacion interventricular, ha sido
destacado por distintos autores (Molina et al. 2016; Bernal-Ramirez
Jetal 2021) como un importante predictor de mortalidad, como es el
caso de la hipertension pulmonar relacionado con patologias de
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cavidades izquierdas con influencia negativa en cavidades derechas.
Sin embargo, todavia se desconocen en detalle los mecanismos de
influencia entre ventriculos en presencia de remodelado patologico y
su impacto potencial sobre la arritmogénesis y mantenimiento de

arritmias fatales.

Por lo que respecta a la heterogeneidad electrofisioldgica,
utilizamos en indice de regularidad, que expresa la potencia espectral
contenida en una banda de 0,5 Hz alrededor de la frecuencia
dominante, de modo que la disminucidn de este parametro refleja una
mayor heterogeneidad electrofisiolégica. No encontramos
diferencias entre los grupos, pero el analisis dentro de cada grupo
evidencio un incremento del indice de regularidad y, por tanto, una
menor heterogeneidad electrofisiologica, en el ventriculo derecho.
Estos resultados son consistentes con los observados en un modelo
de obesidad inducido por una dieta alta en grasas, en los que no se
encontraron diferencias en la heterogeneidad electrofisioldgica del
ventriculo izquierdo durante la fibrilaciobn mantenida en normoxia
(Zarzoso et al. 2014).

4.4. Implicaciones traslacionales de los modelos animales de
SM

Los modelos animales de obesidad y sindrome metabdlico,

especialmente los murinos (rata y ratén), han proporcionado una

informacién muy valiosa sobre los mecanismos implicados en la

fisiopatologia del sindrome metabdlico. Sin embargo, cuando se trata

de estudiar el remodelado electrofisiologico presentan importantes

139



4. Discusién

limitaciones que lastran su potencial traslacional. Por ejemplo, el
potencial de accion ventricular tiene forma triangular, una muy corta
duracion (unos 50 ms.) y carece de las principales corrientes
repolarizantes de potasio que estan presentes en el ventriculo humano
(Ikr € lks) (Nerbonne & Kass 2005, Killeen et al. 2008). Por el
contrario, en el miocardio ventricular de conejo, la morfologia del
potencial de accion es de pico y domo, como en el humano, su
duracion es aproximadamente 200-300 ms y la repolarizacion esta
mediada principalmente por Ikr e Iks, 10 cual es similar al ventriculo
humano (Lengyel et al. 2001, 2008, Torres-Jacome et al. 2013).
Ademas, el modelo de conejo se ha utilizado de manera extensa para
el estudio de arritmias mantenidas y la fibrilacion ventricular
(Noujaim et al. 2010, Zarzoso et al. 2012, Zarzoso et al. 2014,
Stables et al. 2014).

Para finalizar, nuestro estudio presenta la primera
caracterizacion detallada del remodelado electrofisioldgico
intrinseco que se produce como consecuencia del sindrome
metabdlico, lo cual podria tener importantes implicaciones en el
conocimiento bésico de la fisiopatologia del sindrome metabolico a
nivel cardiaco, su impacto a nivel estructural, funcional vy
electrofisiolégico, los mecanismos de desencadenamiento,
instauracion y mantenimiento de la actividad arritmica y fibrilatoria

y sus potenciales tratamientos.
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4.5. Limitaciones del estudio

Por lo que respecta a las limitaciones del primer estudio de
caracterizacion del modelo, podriamos considerar las siguientes: 1)
Con respecto a la obesidad central, se midié la circunferencia
abdominal y el IMC, pero la determinacion de la distribucion de la
grasa corporal usando imagenes de resonancia magnética habrian
ofrecido una informacion mas detallada; 2) los animales del grupo
SM desarrollaron intolerancia a la glucosa, como se muestra por el
aumento de la glucosa en ayunas y el area bajo la curva del test de
tolerancia a la glucosa, pero el nivel de insulina no se determind asi
que no puede establecer si la causa de la intolerancia a la glucosa era
resistencia a la insulina o la disminucion de la produccidn de insulina;
3) Utilizamos hematoxilina y eosina para la evaluacion histoldgica
del higado. No obstante, el uso de aceite de color rojo-O habria
proporcionado una tincién mas precisa del contenido de lipidos. 4)
Es destacable que los efectos globales sobre el perfil metabdlico
fueron muy similares entre la semana 14 y la semana 28, sin un
empeoramiento evidente, lo que podria sugerir que los animales se

enfrentan a un proceso de adaptacion.

A pesar de que no tenemos datos reales para explicar este
proceso, podriamos especular con la combinacion de los siguientes
factores: primero, el uso de conejos adultos jovenes, ya que el
sindrome metabdlico se produce a menudo en adultos de mediana
edad o mayores(Hildrum et al. 2007, Vishram et al. 2014); segundo,
la disminucion de la ingesta de la solucion de la bebida durante el

ultimo tercio del periodo de 28 semanas, que produjo una
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disminucion de la ingestion de sacarosa y podria estar relacionado
con la estabilizacién de la glucemia en ayunas y el resto de las
mediciones realizadas en muestras de plasma; tercero, el aumento de
peso fue evidente en la segunda mitad del estudio, pero no tan
marcada como la primera media, en linea con la disminucion de la
ingesta, que podria explicar también la estabilizacion de la presion
arterial, ya que, como es bien conocido, la relacion entre la

hipertension y el IMC es casi lineal (Hall et al. 2015).

Por lo que respecta a las limitaciones del segundo estudio, la
caracterizacion de las modificaciones estructurales, funcionales y
electrocardiogréaficas, asi como el estudio de las propiedades
electrofisiologicas en corazon aislado, podriamos destacar las
siguientes: 1) Las mediciones “in vivo” se realizaron en animales
anestesiados en ambos grupos. Aunque la combinacion de
anestésicos con la concentracion utilizada (propofol para induccién e
isoflurano  para  mantenimiento) no  parece  modificar
significativamente los parametros cardiovasculares (Marano et al.
1996, Tearney et al. 2015), no podemos excluir los posibles efectos
en el ECG vy la funcion cardiaca. No obstante, los intervalos QT se
corrigieron para compensar los posibles cambios en la frecuencia
cardiaca. 2) Los experimentos de mapeo O&ptico epicardico se
realizaron utilizando la blebistatina como desacoplante
electromecanico para eliminar la contraccion y el artefacto producido
por el movimiento. A pesar de ser la sustancia mas ampliamente
utilizada en los estudios realizados con esta técnica y tener un
impacto menor en la electrofisiologia cardiaca que otros

desacoplantes electromecanicos como la butanediona (Lou et al.
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2011, Brines et al. 2012), puede modificar propiedades eléctricas
como la refractariedad o el umbral fibrilatorio (Brack et al. 2013). No
obstante, utilizamos la misma concentracion en todos los
experimentos para tratar de minimizar este efecto, derivado de la

técnica utilizada.
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5. CONCLUSIONES

El presente estudio se ha llevado a cabo con el fin de
desarrollar y caracterizar un modelo de sindrome metabolico (SM)
inducido por la administracion de una dieta alta en grasas y azucares
que presente las diferentes manifestaciones que se dan en el ser
humano. Asimismo, partiendo de este modelo, hemos tratado de
investigar el efecto que la combinacion de los diferentes
componentes del SM ejerce sobre el remodelado estructural,
funcional y eléctrico cardiaco, y su implicacion en los procesos de
instauracion, mantenimiento y cese de la actividad arritmica y
fibrilatoria. Por tanto, a la luz de los resultados obtenidos, podemos

concluir que:

1. Laadministracion de una dieta alta en grasas y azUcares durante
28 semanas indujo: a) obesidad central, b) un estado de
prediabetes caracterizado por una alteracion de la glucosa en
ayunas e intolerancia a la glucosa, c) hipertensiéon leve, d)
alteraciones en el perfil lipidico, revelados por un aumento de los
triglicéridos y el colesterol LDL con una disminucién de HDL
(sin cambios en el colesterol total), e) dafio hepatico, como lo
demuestra el aumento de GOT-AST, relacion GOT / GPT, acidos
biliares y bilirrubina, y f) esteatosis hepatica. De este modo, estos
resultados corroboran el desarrollo de un modelo animal
relevante y economico de SM, inducido por la dieta, que

reproduce los principales cambios que ocurren en el ser humano.
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2. ElI SM indujo modificaciones en la estructura cardiaca “in vivo”,
concretamente una hipertrofia ventricular izquierda y un aumento
del diametro de la arteria aorta, sin cambios aparentes en los
parametros funcionales determinados a través del analisis

electrocardiografico.

3. El SM produjo cambios en la actividad eléctrica cardiaca “in
vivo” determinada a través de la electrocardiografia,
evidenciados con un incremento en la duracion de los intervalos
PQ, QRS, QT corregido y la onda T, la mayoria de ellos ya
evidentes en la semana 14 del protocolo experimental. Se
observa, por tanto, un remodelado patoldgico con alteraciones en
la conduccion auriculo-ventricular y ventricular, asi como en la
repolarizacion ventricular, habiéndose relacionado algunos de
ellos con una mayor predisposicion a padecer eventos arritmicos

y muerte subita cardiaca.

4. En corazon aislado, el grupo de animales con SM presenté un
acortamiento de la refractariedad del ventriculo derecho,
evidenciado por la disminucion en la duracion del potencial de
accion optico al 90% de la repolarizacion, una mayor
triangulacion del mismo, asi como una disminucion en la longitud
de onda del proceso de activacion, lo cual podria ser considerado
como un mecanismo electrofisioldgico basico que promoveria la

actividad arritmica y fibrilatoria.
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5. EIl estudio de la dindmica y caracteristicas de los procesos
fibrilatorios nos permitio identificar un aumento en la frecuencia
dominante del ventriculo derecho en el grupo de animales con
SM, consecuencia del acortamiento de la refractariedad
ventricular derecha, que mostr6 también una correspondiente
disminucion en la duracién del intervalo V'V al efectuar el analisis
en el dominio del tiempo. Ademas, el gradiente fisiologico de
frecuencias que se da entre los ventriculos derecho e izquierdo
fruto de las diferencias regionales en la refractariedad se vio
abolido en el grupo de animales con SM, lo cual podria tener
importantes implicaciones en los procesos de instauracion y

mantenimiento de procesos arritmicos y fibrilatorios.

6. El modelo experimental de sindrome metabdlico en conejo,
inducido por la administracion de una dieta alta en grasas y
azUcares, podria ser una plataforma de gran utilidad por su bajo
coste economico y potencial traslacional, para el estudio del
remodelado cardiovascular producido por esta compleja entidad
nosoldgica, los mecanismos subyacentes y el desarrollo de
estrategias terapéuticas encaminadas a paliar dichas alteraciones,
o incluso identificar marcadores de uso clinico y pre-clinico
asociados al riesgo de desarrollar fenomenos arritmogénicos y de

afectacion cardiovascular por SM.
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