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1.1 Objetivos.

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral es investigar en un
modelo de corazén aislado de conejo normalmente perfundido y en
fibrilacion ventricular, las modificaciones electrofisioldgicas que el ejercicio
fisico regular produce sobre determinados parametros electrofisiologicos y la
posible participacién del sistema nervioso parasimpético intracardiaco en

dichas modificaciones.

Para cumplir este objetivo general, nos planteamos los siguientes

objetivos especificos:

1) Confirmar si la realizacion de ejercicio fisico cronico produce un
incremento en la refractariedad ventricular también observable durante la

fibrilacion ventricular.

2) Determinar los efectos del entrenamiento fisico sobre la frecuencia de
aparicion de complejos de activacion ventriculares durante la fibrilacion

ventricular.

3) Estudiar si la heterogeneidad del tejido miocardico es modificada por la

realizacion de ejercicio fisico cronico.

4) Determinar si la realizacion de ejercicio fisico cronico reduce la
complejidad eléctrica miocardica global sobre la base de variaciones de

diferentes patrones de activacion.

5) Determinar si los tiempos de activacion ventriculares durante la
fibrilacién ventricular se modifican después de la aplicacion de un protocolo

de ejercicio fisico cronico.
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6) Comprobar si el entrenamiento fisico puede resultar un elemento protector

frente a la susceptibilidad miocérdica de sufrir una fibrilacion ventricular.

7) Estudiar la participacion de las neuronas miocérdicas colinérgicas sobre
las posibles modificaciones inducidas por el ejercicio fisico cronico sobre los
pardmetros electrofisiol6gicos antes citados.

1.2 Justificacién de los objetivos.
1.2.1 Efectos del entrenamiento fisico.

Es conocido que el entrenamiento fisico tiene efectos beneficiosos sobre
la salud, aparte de los aspectos puramente competitivos y ludicos.

Se conoce desde la edad antigua muchos de estos efectos en donde se
encuentran numerosos aforismos sobre los beneficios del movimiento a
modo de terapia como mejora del funcionamiento corporal. Ya en los
bajorrelieves persas y egipcios se ven representados los masajes, la gimnasia

y los bafios asociandolos con la terapéutica del movimiento.

Pero los origenes de las leyes del funcionamiento en las que se basa el
gjercicio fisico no apareceran hasta el periodo helenistico donde, aparte de
las hipétesis formuladas sobre el funcionamiento neuromuscular (Aristételes
-384-322 a.C.- describié por primera vez las acciones de los musculos y
Galeno -época romana- el que relaciond aferentes y eferentes
neuromusculares, asi como muasculos agonistas y antagonistas) sera
considerado el ejercicio como medio de salud. En resumen, en el mundo
grecomediterrdneo va a ser concebido el ejercicio fisico como elemento de
armonia y por tanto proyectado a la mejora del indice de salud y bienestar

(Chicharro, 2006). Este pensamiento llega hasta nuestros dias.
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1.2.1.1 Manifestaciones generales de la préctica regular de ejercicio fisico.

Todo el conjunto de adaptaciones fisiologicas, entre ellas las
respiratorias, cardiovasculares y otros cambios metabdlicos, que acontecen
durante el ejercicio tienen como meta comun ofrecer a los musculos
estriados en actividad un aporte de oxigeno adecuado, de modo que el
"aparato” contractil pueda funcionar por mucho tiempo. En este apartado,
abordaremos un breve resumen de algunas adaptaciones no cardiacas que

produce el ejercicio fisico.

Por una parte comentaremos los cambios bioquimicos que permiten una
mayor produccion energética y una mayor eliminacién de los productos de
desecho. Dentro de los cambios aerdbicos, podemos enumerar las tres
principales adaptaciones que se producen en el muisculo esquelético: 1)
aumento del contenido de mioglobina, 2) aumento de la tasa de oxidacién de
hidratos de carbono, 3) incremento en la oxidacién de las grasas y como
consecuencia de estas tres anteriores podemos afiadir una disminucién en la
produccién de acido lactico. En relacion con los cambios anaerdbicos,
primero decir que tienen menor importancia a nivel global ya que son mas
especificos de actividades deportivas con un alto componente anaerdbico.
Enumeraremos también tres cambios importantes: 1) incremento de la
capacidad del sistema de fosfagenos (ATP/PC), 2) aumento de la capacidad
glucolitica y 3) aumento de la produccion de lactato (Chicharro, 2006).

También se producen cambios, vasculares, de los que podemos destacar
los cambios en la microcirculacion. Efectivamente, la microcirculacion sufre
cambios notables. Durante el reposo, solo el 12-20% aproximadamente de
los capilares musculares (que llevan sangre al musculo) estan abiertos. Pero

durante el ejercicio intenso, la inmensa mayoria de los capilares, se han
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abierto. Algo similar ocurre en la microcirculacion miocéardica como luego
destacaremos. Es esta apertura de los capilares inactivos la mayor
responsable del aumento del flujo sanguineo. En el individuo entrenado el
volumen sanguineo muscular esta reducido para una determinada carga de
trabajo. Esto ocurre porque existe una mayor extraccion de oxigeno en el
musculo entrenado y no necesita mucho flujo, todo ello posibilitado por el
aumento de las enzimas mitocondriales oxidativas y por el nimero y tamafio
de las mitocondrias. También encontramos cambios en el volumen
sanguineo y en la concentracién de hemoglobina. En relaciéon con los
cambios en la presion arterial, comentar que en reposo, los valores de
presion se reducen con el entrenamiento, especialmente en aquellos

individuos con una presidn arterial en el limite de la normalidad o elevada.

Otra serie de efectos que el ejercicio fisico realizado con asiduidad es
capaz de generar en nuestro organismo, son cambios en la composicion
corporal y el somatotipo, cambios en los niveles de colesterol y triglicéridos,
los importantes cambios en el metabolismo de la glucosa y cambios a nivel

del tejido conjuntivo.

Por Gltimo y no menos importante (da base a nuestro estudio), es el efecto
que el ejercicio fisico realizado de forma continuada produce en el sistema
nervioso auténomo. Es ampliamente conocido que el equilibrio del sistema
nervioso vegetativo es modificado por la actividad fisica de resistencia, en el
sentido de aumentar el tono parasimpatico y disminuir el tono simpatico,
resultando este efecto un mecanismo de proteccion miocardico. Ademas,
podria explicar algunos mecanismos por los que el ejercicio genera cambios

electrofisiolégicos.
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1.2.1.2 Manifestaciones del ejercicio fisico sobre el corazon.

1.2.1.2.1 Generales.

El entrenamiento de resistencia aerdbica produce importantes
modificaciones morfofuncionales en el corazon. Quiza una de las mas
conocidas sea el aumento de la masa miocardica. Caracterizado por un
aumento de la cavidad ventricular y un espesor normal de la pared
ventricular, implicando un mayor volumen diastdlico y consecuentemente un
mayor volumen sistélico. Cuando el sujeto entrenado es sometido a un
entrenamiento en actividades de potencia, se da hipertrofia caracterizada por
una cavidad ventricular normal, y una pared ventricular mas gruesa, sin

diferir el volumen sist6lico de una persona no entrenada.

Estas adaptaciones en las dimensiones cardiacas, han sido estudiadas por
diferentes autores durante mediados del siglo XX, asi, Schaible y Scheuer
(1985), relataron que en atletas de resistencia se produjo un aumento del
tamafio miocérdico junto con ciertos cambios electrocardiograficos y
fonocardiograficos, de donde deriva el concepto del “sindrome del corazon
del deportista”. Saltin y cols. (1968) vieron que estos cambios pueden ocurrir
en cuestién de algunas semanas, pero el mantenimiento del aumento del
tamafio cardiaco incluso después de cierto tiempo de relativa inactividad,
requiere haberse entrenado intensivamente durante varios afos, tal y como
sefialaron en una revision al respecto Blomqvist y Saltin (1983). Segun
algunos autores, el entrenamiento de resistencia, ocasiona un aumento del
volumen telediastolico sin cambios en el grosor de la pared ventricular, la
cual si aument6 de grosor con la realizacion de ejercicios isométricos, sin
variaciones en el volumen ventricular izquierdo, como relataron Blomqvist y

Saltin (1983). En posteriores estudios se relatdé que la realizacion de



Capitulo 1. Introduccion. -14 -

ejercicios, tanto de tipo dindmico como isométrico, produjo un aumento de
la masa total ventricular izquierda; pero el aumento de la masa normalizada
respecto al peso corporal total o al peso magro total, solamente se produjo en
los entrenamientos de resistencia (Blomgvist y Saltin, 1983). En estudios
experimentales, se ha visto que al parecer hay una relacion de
proporcionalidad directa entre la magnitud de la hipertrofia y la duracion del
programa de entrenamiento, y de proporcionalidad inversa con la edad
(Blomgvist y Saltin, 1983).

En cuanto a la hipertrofia que se produce, tampoco estan claros los
mecanismos que la producen en los atletas de resistencia, postulandose
distintas causas como son: el aumento de la carga, el aumento del volumen,
el aumento de la presién, o la prolongada estimulacion por catecolaminas
(Opie, 1998).

Por otro lado, un aumento de la masa miocardica, mas bien del diametro
externo o interno del corazon, podria ser el responsable de modificaciones
electrofisiolégicas, ya que aumentaria el trayecto que deberia recorrer el
impulso eléctrico facilitando en principio los mecanismos de reentrada
(Panfilov, 2006).

Otra de las adaptaciones que produce el entrenamiento fisico es sobre la
circulacion coronaria. Las adaptaciones vasculares coronarias permiten
incrementar el aporte de oxigeno al miocardio cuando aumentan sus
demandas, lo cual si bien no hay evidencia que sugiera que la cuantia de
flujo coronario limita el metabolismo oxidativo en el corazén normal aun
durante el ejercicio maximo, un aumento en el aporte de oxigeno miocardico
tras el entrenamiento fisico podria actuar facilitando la méxima ejecucion

(performance) cardiaca (Duncker y Bache, 2008). Las adaptaciones
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vasculares coronarias pueden ser estructurales (a nivel de arteriolas
coronarias y capilares), relativas al control neurohumoral y a las

adaptaciones al mismo.

Para ahondar més en el tema nos centraremos en las adaptaciones que el
gjercicio fisico produce en la microcirculacion coronaria incluyendo el
aumento de la densidad arteriolar y/o de los didmetros, que proporcionan una
base morfométrica para el aumento de los porcentajes méaximos de flujo
sanguineo coronario en animales entrenados. En animales grandes
entrenados en cinta rodante, la formacion de nuevos capilares mantiene la
densidad a un nivel acorde con el grado de hipertrofia miocardica inducida
fisioldgicamente por el ejercicio. No obstante, el entrenamiento modifica la
distribucién de la resistencia vascular coronaria de tal manera que son
reclutados mas capilares, resultando un incremento del producto del area de
la superficie permeable, sin cambios en la densidad capilar. El
mantenimiento del tono o y [ adrenérgico en presencia de niveles bajos de
catecolaminas circulantes parece ser debido a un aumento de la respuesta del
receptor a la estimulacion adrenérgica. El entrenamiento también altera el
control local de la resitencia vascular coronaria. De ahi que las arteriolas
exhiban un tono miogénico aumentado, debido a una alteracion mediada por
la sefial calcio dependiente de la proteinquinasa C en la actividad del canal
de calcio voltaje dependiente en respuesta al estiramiento. Contrariamente, el
entrenamiento aumenta la vasodilatacion dependiente del endotelio a través
de la microcirculaciéon coronaria. Esta respuesta activada parece resultar
principalmente de una expresion aumentada de la Oxido nitrico sintasa
inducible. Resultados similares en cuanto al aumento de la 6xido nitrico

sintasa inducible asi como del aumento de proteinas de choque térmico en
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corazones de conejo sometido a entrenamiento ya fue publicado por nuestro
grupo (Such, y cols., 2008). Finalmente, el condicionamiento fisico
disminuye las fuerzas compresivas extravasculares en reposo y a niveles
equitativos de ejercicio principalmente por una disminucion de la frecuencia
cardiaca (Duncker y Bache, 2008), lo que produciria un mayor tiempo de
diastole y como consecuencia un mayor tiempo para la entrada de sangre al
lecho coronario durante la diastole, con la consiguiente mejora de la

nutricion miocardica.

Otra de las modificaciones manifiestas, como consecuencia en parte del
aumento de la masa miocardica en aquellas hipertrofias con aumento del
volumen de las camaras ventriculares, es el aumento del volumen sistolico.
Ello, entre otros fue estudiado por Schaible y Scheuer (1985), estos autores
atribuyeron este incremento al mecanismo descrito por Frank y Starling, ya
gue ha sido relatado que la realizacion de ejercicio fisico produce aparte de
un aumento de las camaras cardiacas, un mayor tiempo de llenado
ventricular (por disminucién de la frecuencia cardiaca), lo que conlleva a un
incremento del volumen telediastolico, mayor estiramiento de las paredes
ventriculares y aumento de la fuerza de contraccion. El aumento de llenado
telediastolico también es favorecido durante la realizacion de ejercicio por el
aumento del retorno venoso, pero este efecto no se manifiesta durante el
reposo. Otros autores, como Pelliccia y cols. (1991) relataron resultados

similares.

Otro mecanismo que se ha tratado de implicar en el aumento del volumen
sistolico y que hemos acabado de comentar, es el aumento del estado
inotropico (contractilidad) del corazon en los individuos entrenados

(Fletcher y cols., 2001). Pero la evidencia de un aumento de la contractilidad
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en sujetos entrenados durante el ejercicio es algo contradictoria. Los estudios
de Stein y cols. (1978) y Anholm y cols. (1982) (tomado de Schaible y
Scheuer, 1985), mostraron un incremento en el acortamiento miocardico en
sujetos entrenados durante el ejercicio que puede haberse producido bajo
condiciones de reposo. En 1982, un estudio de Bar-Shlomo y cols. (1982)
(tomado de Schaible y Scheuer, 1985), no mostré diferencias en este
acortamiento en reposo durante el ejercicio. Rerych y cols. (1978 tomado de
Schaible y Scheuer, 1985) relataron una disminucion del acortamiento en
sujetos entrenados, en reposo, pero no mostraron diferencias durante el
gjercicio. Curiosamente, los estudios de Paulsen y cols. (1981) y Anholm vy
cols. (1982) demostraron, respectivamente, un decremento en reposo 0
incremento durante la actividad en los valores de la velocidad de

acortamiento.

1.2.1.2.2 Electrofisiolégicas.

En el presente apartado se explicaran con detalle las principales
modificaciones que el entrenamiento fisico produce en las propiedades

electrofisiolégicas del miocardio.

Como es conocido, la préactica regular de ejercicio fisico de resistencia
produce cambios en una serie de parametros electrofisioldgicos, siendo
especialmente significativos, por conocidos, los cambios sobre el
automatismo y la conduccion. Una caracteristica clasicamente descrita del
efecto del entrenamiento aerdbico sobre las adaptaciones cardiovasculares es
la disminucién de la frecuencia cardiaca en reposo y durante la realizacion
de ejercicio de intensidad submaxima, en comparacién con individuos
sedentarios (Bonaduce y cols., 1998; Levy y cols., 1998; Wilmore y cols.,

2001; Skinner y cols., 2003). Esta disminucion de la frecuencia cardiaca,
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bradicardia sinusal, es el “trastorno” del ritmo cardiaco mas frecuente en el
individuo entrenado (Boraita y cols., 1998). La mayoria de los autores
piensan que es la modificacion del equilibrio entre la accion del sistema
nervioso simpaético y del sistema nervioso parasimpéatico a favor de este
altimo, la responsable de la citada disminucion de la frecuencia cardiaca (de
hecho, los efectos parasimpéticos ejercen el mismo efecto en lo que a la
frecuencia cardiaca se refiere ademas de en otros pardmetros). Estudios
realizados por Sable y cols. (1982) evidenciaron el efecto del bloqueo B-
adrenérgico en la modificacion de varios parametros cardiovasculares, entre
ellos se encontraba la frecuencia cardiaca. Demostraron, mediante el bloqueo
[-adrenérgico con propranolol, que la estimulacion simpética es uno de los
mecanismos fisioldgicos mas importantes a través de los cuales opera el
entrenamiento fisico con ejercicio dindmico. Otro estudio realizado por Shi y
cols. (1995), investigaron el efecto de ambas divisiones del sistema nervioso
auténomo, tanto el simpatico como el parasimpatico, concluyendo que la
bradicardia presente en los individuos entrenados dependia exclusivamente
de mecanismos nerviosos y, por tanto, no obtuvieron modificaciones de la

frecuencia cardiaca intrinseca tras el bloqueo colinérgico y adrenérgico.

Por otro lado, nuestro grupo ya demostré en 2002 (Such y cols.) que en
corazones aislados y perfundidos (y por tanto no sometidos a influencias
nerviosas o humorales extrinsecas) procedentes de conejos sometidos a
entrenamiento fisico, presentaban una frecuencia cardiaca menor que
corazones procedentes de conejos sedentarios. Este resultado se ha repetido

en estudios similares (Such y cols, 2008; Zarzoso y cols., 2012).

En lo que respecta a la conduccion, el entrenamiento no produce grandes

cambios ni en la auricular ni en la ventricular, destacando los cambios
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caracteristicos que pueden observarse en la conduccién auriculoventricular
(AV). Estos cambios vienen definidos por la produccion de bloqueos AV de
primer grado e incluso de segundo grado tipo Wenckebach (Bjornstad y
cols., 1993).

También ha sido demostrado por nuestro grupo en estudios ya citados
(Such y cols., 2002 y 2008; Zarzoso y cols., 2012) un enlentecimiento de la
conduccion nodal en corazones aislados procedentes de conejos sometidos a

entrenamiento fisico.

En cuanto a la excitabilidad miocardica, diferentes trabajos han estudiado
el efecto del entrenamiento fisico sobre determinados procesos
electrofisiolégicos relacionados con la refractariedad miocéardica. Un
ejemplo de estos estudios es el de Brorson y cols. (1976), en el que
investigaron los efectos del entrenamiento en humanos sobre el potencial de
accion (PA) monofasico y la refractariedad auricular, observaron un
aumento de la duracion del potencial de accion y como consecuencia un
incremento de la refractariedad en el grupo entrenado, atribuyéndolo a un

aumento en la concentracién intracelular de potasio.

Otros autores como Tibbits y cols. (1981), estudiando el efecto del
entrenamiento sobre el acoplamiento excitacidn-contraccién, encontraron
también un aumento en la duracion del potencial de accion en el grupo
entrenado, que dichos autores atribuyeron a un aumento en la entrada de
calcio. Del mismo modo, Gwathmey y cols. (1990) investigando en ratas el
efecto combinado del entrenamiento y del envejecimiento sobre algunos
pardmetros fisiol6gicos, observaron un aumento en la duracion del PA en el

grupo entrenado, explicado con los mismos mecanismos.
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Sin embargo, Hamra y McNeil (1997) estudiaron la posible alteracion de
la respuesta electrofisiol6gica celular en tejido subendocérdico aislado de
perro ante agonistas adrenérgicos y colinérgicos por la realizacion de
gjercicio fisico crénico. Concluyeron, por los resultados obtenidos en el
citado estudio, que el entrenamiento fisico no influye sobre la respuesta
negativa que el sistema colinérgico produce en propiedades exaltadas

mediante estimulacion adrenérgica.

En general no hay mucha informacion sobre el efecto del ejercicio fisico
crénico sobre la refractariedad intrinseca ventricular. En estudios ya citados
como el de Such y cols. (2002) se evidencid, tras la aplicacion de un
protocolo de ejercicio fisico de forma regular, que el periodo refractario
funcional ventricular se incrementaba en los animales sometidos a dicho

protocolo.

Estudios mas recientes realizados por nuestro grupo de investigacion,
pero empleando un protocolo de entrenamiento de menor intensidad que el
estudio citado en el parrafo anterior, han llegado a la misma conclusion,
demostrando un aumento del periodo refractario efectivo y funcional (Suchy
cols., 2008; Zarzoso y cols., 2012) en los corazones procedentes de conejos

entrenados.

Estos estudios en corazones aislados tienen una especial importancia
como ya hemos comentado. Los hallazgos han sido evidenciados en
corazones aislados, lo que demuestra que las modificaciones encontradas no
son dependientes del sistema nervioso auténomo extrinseco o factores

humorales.
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Estudios que se realizaron en humanos para investigar las adaptaciones
electrofisioldgicas al ejercicio fisico del nodo AV y del nodo sinusal,
refirieron que atletas sometidos a bloqueo farmacoldgico del sistema
nervioso auténomo, también presentaban un aumento de la refractariedad
intrinseca en el sistema de conduccion AV respecto a los sujetos control,
también sometidos a bloqueo del sistema nervioso autonomo (Stein y cols.,
2002).

Es importante también referirnos en este apartado a los cambios
electrofisiolégicos que se producen en situaciones donde existen anomalias
miocardicas. Nuestro grupo ha realizado estudios donde se describen los
efectos del ejercicio fisico en alguna de estas situaciones. Hemos
investigado, como hemos citado, los efectos del ejercicio fisico sobre varias
propiedades electrofisiolégicas, incluyendo pardmetros concernientes al
analisis de la fibrilacién ventricular (FV) como la frecuencia dominante.
Hemos podido observar una clara disminucion de la frecuencia dominante
media en corazones procedentes de conejos sometidos a entrenamiento. El
citado decremento de la frecuencia dominante media se ha acompariado con
el aumento de la refractariedad. Con los resultados obtenidos se concluyd
que estas modificaciones electrofisiol6gicas podian proteger frente a la
produccion y perpetuacion de arritmias reentrantes, sugiriendo la utilizacion
del ejercicio fisico aerébico como tratamiento no-farmacoldgico frente a la
muerte subita, la cual es desencadenada por la entrada en fibrilacion

ventricular (Such y cols., 2008, Zarzoso, 2011).

La citada fibrilacion ventricular, que es la arritmia motivo de nuestro
estudio, y en la cual profundizaremos con posterioridad, es una arritmia

denominada de reentrada en cuya aparicion y perpetuacion ejerce un papel
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fundamental la heterogeneidad eléctrica miocardica (para revision ver cita de
Jalife, 2000). Son ya clésicas las investigaciones de Han y Moe (1964), en
las que se efectuaron una serie de experimentos para comprobar los efectos
de varios agentes farmacoldgicos sobre el periodo refractario del musculo
ventricular, estableciendo la importancia de la heterogeneidad en el periodo
refractario para la inducciéon de FV. Ya previamente, Moe y Abildskov
(1959) demostraron que la fibrilacion auricular (FA) podia persistir con una
serie de caracteristicas (p.ej.: autosostenida e independiente de su agente
productor), pero Unicamente si existia una “inhomogeneidad” en la
repolarizacién. Sabemos que el miocardio es un sincitio funcional, pero no
es absolutamente homogéneo desde el punto de vista electrofisioldgico.
Existe falta de continuidad y falta de homogeneidad en el mismo, tanto a
nivel estructural, como desde el punto de vista de las propiedades eléctricas
de la membrana, lo que se agrava ostensiblemente en situaciones
patoldgicas, como es el caso de la isquemia. Este incremento de
heterogeneidad es responsable de la aparicion de bloqueos en la conduccién,
dispersion espacial de la repolarizacion, etc. (Kléber y Rudy, 2004), lo que a
su vez facilita la aparicion del fendmeno de reentrada y las arritmias ligadas
al mismo. El papel de la heterogeneidad en la aparicion de fendmenos
ligados a la FV ha sido relatado por Kléber y Rudy (2004) en una revision al
respecto, una de cuyas conclusiones es que “la interaccion entre la cabeza de
un frente de onda y la cola del frente de onda precedente es un determinante
importante del periodo de rotacion de un PA reentrante, de la estabilidad de
la reentrada y de la onda de excitacidn espiral™. En principio, la inestabilidad
de los rotores puede resultar Gnicamente como una consecuencia de esta
interaccion, en un medio completamente homogéneo y eléctricamente

continuo. Sin embargo, la heterogeneidad, que es inherente al tejido cardiaco
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(expresion y funciéon de los canales ionicos, conexiones intercelulares,
estructura tisular) se acentta durante la remodelacién del tejido enfermo y
esto es determinante para las ondas de reentrada y sus propiedades

dindmicas, con importantes consecuencias para las arritmias cardiacas.

Otro pardmetro a valorar en una FV, es la complejidad del proceso de
activacion miocardica. Esta propiedad se encuentra condicionada por los
parametros citados anteriormente, tanto por la refractariedad como por la
heterogeneidad, y consecuentemente puede modificarse por el ejercicio
fisico, al igual que los otros pardmetros como hemos visto anteriormente
(Chorro y cols. 2000).

Hay poca bibliografia al respecto, es por ello que nos hemos de referir a
un estudio realizado por Diaz en 2012, en el que se pudo comprobar que el
gjercicio fisico cronico si que producia modificaciones en la complejidad del
proceso de activacion durante la FV en un modelo de corazon aislado de
conejo. En este estudio concluyeron que el entrenamiento fisico regular
produce una disminucion de la complejidad del trazado fibrilatorio.
Interpretando la citada disminucion como un efecto beneficioso que indica la
posibilidad de incrementar la estabilidad eléctrica del miocardio ventricular a

través de la realizacion de ejercicio fisico cronico.
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1.2.2 Sistema nervioso autdnomo (SNA).
1.2.2.1 Generalidades.

El sistema nervioso puede ser dividido en sistema nervioso central,
compuesto a su vez por el encéfalo y la médula espinal, protegidos por
huesos y por el liquido cefalorraquideo y en sistema nervioso periférico,
constituido por axones neuronales que conectan el sistema nervioso central
con las demés partes del cuerpo. El sistema nervioso periférico podemos
dividirlo en dos partes a su vez, los aferentes que son vias sensoriales de
informacién al sistema nervioso central y los eferentes. Estos Gltimos son
axones motores que inervan finalmente bien a las células musculares
esqueléticas (sistema motor somatico, es decir motoneuronas alfa) o bien a
los efectores autonémicos (musculo liso, cardiaco y glandulas). A pesar de
gue la actividad de los eferentes autondmicos no estd controlada por la
voluntad y muchos de sus efectos pasan inadvertidos a la conciencia del
individuo, puede decirse que su accién es fundamental para la vida, ya que
controlan procesos vitales con la presion arterial o actividad cardiaca entre

otras muchas funciones corporales.

El sistema nervioso autdnomo se activa principalmente a partir de centros
situados en la médula espinal y el tronco del encéfalo y estan jerarquizados
por el hipotadlamo, sistema limbico e incluso por la corteza cerebral que
también puede transmitir sefiales hacia centros inferiores e influir sobre el
control auténomo. Los eferentes autondémicos son activados en general por

reflejos viscerales.
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Las sefiales autonomas eferentes se transmiten hacia diversos efectores
del cuerpo a través de sus dos vertientes, el sistema nervioso simpético y el

sistema nervioso parasimpatico.

Estas vias se estructuran basicamente en dos neuronas. La primera tiene
su origen en los centros vegetativos bulbares o medulares y hacen sinpsis
con una segunda neurona que terminard en los diferentes dérganos. Alli

realizara la transmision del impulso nervioso con las células efectoras.

Ambas divisiones autonémicas se diferencian morfolégicamente. La
primera neurona de los eferentes simpaticos se origina en los centros
medulares situados entre el primer segmento torécico y el segundo lumbar,
es relativamente corta; no llega en general (exceptuando los que se dirigen a
la médula suprarrenal) al 6rgano efector, con lo que la etapa sinaptica con la
segunda neurona la establecen en una estructura localizada en diferentes
partes del organismo. Son los denominados ganglios. Estas estructuras y la
sinapsis que en ellas se realiza da lugar a la nominacién de las neuronas que
forman las vias eferentes autonémicas como pre y postganglionar (figura
1.1).

La transmision sinaptica ganglionar simpatica es quimica y mediada por
acetilcolina que se une a receptores nicotinicos de la neurona postsinaptica.
Esta neurona a su vez transmite el impulso a las células efectoras gracias a la
liberacion de adrenalina y noradrenalina en mayor cantidad que se fijaran a
diferentes tipos de receptores a o p. También, aunque en menos nimero, hay
liberacion de acetilcolina por determinadas neuronas simpaticas

postganglionares.
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Figura 1.1 Representacion de los centros medulares donde se origina la primera neurona de
los eferentes simpéaticos. Tomado de Guyton y Hall (2006).

La division parasimpética es basicamente diferente. Los centros de los
cuales parten las neuronas preganglionares estan ubicados en bulbo raquideo
y en la médula sacra (figura 1.2). Exceptuando determinados eferentes
parasimpaticos craneales, las sinapsis entre neuronas preganglionares y

postganglionares parasimpaticas se llevan a cabo en la misma viscera.

La transmision sinaptica entre las neuronas pre y postganglionares se
produce de igual forma que en el sistema simpatico, es decir, liberacion de
acetilcolina por la neurona preganglionar y union del neurotransmisor a
receptores  nicotinicos  postsindpticos. La neurona  postgangionar

parasimpatica, libera también acetilcolina que para la transmision del
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impulso a las células efectoras, se ha de fijar a receptores muscarinicos, que
pueden ser de varios tipos en funcién de la localizacién de las células

efectoras.
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Figura 1.2 Representacion del bulbo raquideo y médula sacra donde se originan las
neuronas preganglionares parasimpéticas. Tomado de Guyton y Hall (2006).

1.2.2.2 El SNA en el corazon.

Como acabamos de comentar en el apartado anterior el SNA consta de
dos vertientes de inervacion la auténoma: la simpética y la parasimpatica.
Como norma general se comportan de forma opuesta, en cuanto a sus efectos

sobre el corazdn se refiere y siempre de una manera muy finamente ajustada.
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Cuando se estimula el sistema nervioso simpatico se aprecian unos
efectos determinados sobre la funcion cardiaca, concretamente
electrofisioldgicos y mecénicos. Efectivamente y como es ampliamente
conocido, la estimulacion simpética aumenta la frecuencia y la fuerza de
contraccion del corazon. Sin embargo, el efecto que el sistema nervioso
parasimpético produce sobre estas dos variables cardiacas es totalmente
opuesto al anterior. El efecto que produce es inhibitorio y disminuira tanto la
frecuencia cardiaca como la fuerza de contraccion en la medida que
corresponda. La interaccién entre los efectos reguladores de estas dos
vertientes que componen el sistema nervioso autébnomo es compleja y
susceptible de modulacion a diferentes niveles, ya sea los mecanismos de
barrorrecepccion o quimiorrecepccion sometidos a control central hasta las
interacciones interneuronales locales (Levy y cols., 2006). Los efectos
electrofisiolégicos del SNA sobre el corazon seran abordados con mayor

profundidad en el apartado siguiente.

La estructura de las dos ramas del SNA esta compuesta por neuronas

aferentes, eferentes y neuronas de circuito local.

1.2.2.2.1 El sistema nervioso extrinseco.

Los cuerpos de las neuronas aferentes cardiacas estdn localizados
principalmente en el lado izquierdo de los ganglios de la raiz dorsal craneal
toracica (Armour, 2004). En lo que se refiere a las neuronas aferentes
cardiacas se localizan anatomicamente de manera bastante uniforme a lo
largo del ganglio nodoso (Hopkins y Armour, 1989) y los ganglios de la raiz
dorsal (Brown, 1967), desde la raiz cervical 7 hasta la raiz torécica 4 del
nivel de la médula espinal, de forma bilateral (Vance y Bowker, 1983).

También han sido identificados en los ganglios intratoracicos, y por tanto
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extracardiacos (Armour, 1986, Horackova y cols., 1996), pero también en
los ganglios intrinsecos propios del corazén (Armour y Hopkins, 1990a;
1990b). Sus terminaciones nerviosas estan localizadas en el origen de las
venas cavas superior e inferior, en el nodo sinusal, la zona dorsal de la
auricula, los tractos de salida de ambos ventriculos y el arco interior de la
aorta (Armour, 1973). Estas neuronas aferentes transducen sefiales de tipo
mecénico, sefiales de tipo quimico o ambas, ya que la mayoria de las
neuronas aferentes transducen estimulos de diferente naturaleza, pudiendo

detectar alteraciones tanto mecanicas como quimicas (Huang y cols., 1996).

En cuanto a los eferentes cardiacos, se sabe que las neuronas
preganglionares se encuentran localizadas en el tronco del encéfalo en el
caso del parasimpatico y la médula espinal en el caso del simpatico. Las
neuronas simpaticas postganglionares se encuentran situadas principalmente
en los troncos simpaticos extrinsecos (Pauza y cols., 2002a), recibiendo la
informacién sinéptica directa de las neuronas preganglionares simpéticas
localizadas en la médula espinal, desde las raices dorsales T1 a la T5 (Norris
y cols., 1977). Los cuerpos celulares de las neuronas postganglionares se
localizan en los polos craneales del ganglio estrellado, a lo largo de los
ganglios cervicales medio y superior (derecho e izquierdo) del mediastino y
en los ganglios adyacentes al corazén (Hopkins y Armour, 1984, Horackova
y cols., 1999) (figura 1.3).
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Figura 1.3 Representacion esquemética de la inervacion autonémica del corazon. Tomado de
Sheny Zipes (2014).

Los cuerpos de las neuronas preganglionares eferentes parasimpaticas
hacen sinapsis con neuronas eferentes postganglionares, que se encuentran
localizadas a diferencia del sistema simpatico, intrinsecamente. Las neuronas
preganglionares parasimpaticas estan situadas principalmente en la region
ventral lateral del ndcleo ambiguo del bulbo raquideo (Mc Allen y Spyer,
1976). Un menor nimero de poblacion de neuronas se encuentran también
en la zona intermedia entre estos dos ndcleos medulares (Hopkins y Armour,
1984). Las neuronas preganglionares proyectan sus axones, desde estas
zonas, hacia las neuronas postganglionares distribuidas a través de los
principales plexos ganglionares auriculares y ventriculares (Gray y cols.,
2004). En la figura 1.4 se puede observar una representacion mas detallada
sobre el origen de la inervacion parasimpatica y las vias nerviosas que

confluyen en el corazén.
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Figura 1.4 Inervacion parasimpética del corazén. Modificado de Ganong (2004).

En resumen, haces de neuronas simpaticas y parasimpaticas proyectan

sus axones hacia varias regiones del corazon, incluyendo el nodo sinusal, el

nodo AV, auriculas y ventriculos. En la siguiente tabla puede verse una

breve comparacién de las caracteristicas de las neuronas parasimpaticas y

simpaticas cardiacas:

N. simpaticas N. parsimpaticas

Neurotransmisor (postganglionar)
Patron de distribucion nerviosa
Densidad en auricula

Densidad en nodos

Densidad en ventriculo izquierdo
Receptores postsinapticos

Comportamiento en el corazon

Noradrenalina Acetilcolina
Difuso Local
Alta Moderada
Alta Alta
Alta Baja

Muscarinicos
Inhibidor

beta-adrenérgicos

Facilitador

Tabla 1.1 Caracteristicas de las neuronas auténomas cardiacas. Modificado de Raffel y

Wieland (2001).
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Consideramos importante incidir acerca de los denominados circuitos
locales neuronales que afectan a la funcion cardiaca dentro de este apartado
de inervacion extrinseca, aunque también retomaremos el tema dentro de la

inervacion intrinseca.

Las neuronas de circuito local se localizan entre las neuronas aferentes y
eferentes. Estas neuronas pueden proyectar sus axones a otras neuronas
dentro del mismo ganglio, incluyendo las que se encuentran en el corazén
(Armour, 1991), o a otros ganglios diferentes, pero siempre a nivel
intratoracico. Estas disposiciones anatémicas implican unas interacciones
maultiples entre las neuronas intratoracicas involucradas en coordinar la
respuesta cardiaca local (Armour, 2004). Estas conexiones permiten un
intercambio de informacion no solamente entre las neuronas localizadas en
un mismo ganglio intratoréacico sino también en las localizadas en diferentes
ganglios también intratoracicos. Las neuronas presentes en el corazon son las
Gltimas responsables de la coordinacion de la informacion de forma
centrifuga y centripeta influyendo tanto en los indices cardiacos eléctricos
como mecanicos. Las neuronas del sistema nervioso intrinseco del corazon
estan constantemente interactuando con aquellas neuronas situadas en los
ganglios intratordcicos extracardiacos, asi como con neuronas del sistema
nervioso central para regular la respuesta motora del corazén. Algunas
neuronas de los circuitos locales intrinsecos incluso reciben inputs
procedentes de las neuronas eferentes simpaticas y parasimpaticas, indicando
gue algunas neuronas procesan inputs de ambas ramas del sistema nervioso
autébnomo, y no necesariamente de manera reciproca. Por lo tanto, las
alteraciones del medio extracardiaco pueden también influir el sistema

nervioso intrinseco de manera indirecta (Armour, 2004).
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En cuanto al funcionamiento del complejo entramado nervioso, existen
distintos planteamientos propuestos por diferentes autores, entre ellos se
encuentran los que apoyan la teoria del control regional, en donde las
neuronas de un plexo ganglionar cardiaco ejercen control Unicamente sobre
las regiones adyacentes (Gatti y cols., 1995). Sin embargo, las neuronas
pertenecientes a cada uno de los grandes plexos cardiacos pueden ejercer
control sobre modificaciones de tipo mecanico o eléctrico en todas las
cavidades cardiacas (Yuan y cols., 1993). Este hecho va en la linea de la idea
de que las neuronas de cada plexo intracardiaco estan en constante

comunicacion entre si (Randall y cols., 2003).

Armour (2004) propuso un modelo hipotético de la jerarquia nerviosa
cardiaca en el que se intenta explicar el funcionamiento de este complejo
entramado nervioso (figura 1.5). La informacién que es conducida por via
aferente, procedente del corazon y de los grandes vasos, inicia una serie de
respuestas reflejas centrales y periféricas que controlan las neuronas motoras
cardiacas (via eferente). Dicho control puede resolverse en dos cuestiones
basicas: 1) como las neuronas aferentes transducen la informacion sobre su
entorno directa o indirectamente a las neuronas motoras cardiacas y 2) el
tipo y escala temporal (latencia de los reflejos) de la informacion que es
enviada a las neuronas motoras. Las propiedades de corto alcance de las
neuronas mecanosensitivas cardiacas de respuesta rapida generan reflejos de
corta latencia que ejercen influencia rapidamente sobre poblaciones
seleccionadas de neuronas motoras. Su relativamente corta distancia a la
primera sinapsis permite una activacion diferencial de las neuronas cardiacas
motoras durante fases especificas del ciclo cardiaco (Armour, 1976) para

ejercer una coordinacion de la frecuencia cardiaca y la contractilidad
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regional latido a latido (Armour y cols., 1970). Estos reflejos
mecanosensitivos de ciclo corto estan sometidos a control nervioso central
(Armour, 1991). Por otro lado, existen poblaciones de neuronas aferentes
que transducen el entorno quimico cardiaco hacia neuronas intratoracicas y
de centros superiores de integracion, llevando a cabo esta tarea a través de
respuestas mas lentas, que son reflejo de un entorno quimico que cambia

normalmente de forma més lenta (Kember y cols., 2001).

El control autonémico del corazén se logra a través de coordinar las
salidas de los sistemas eferentes parasimpaticos y simpaticos por medio de
maltiples ciclos de retroalimentacion del sistema nervioso cardiaco,

formando todas las neuronas un neuro-eje cardiaco (Armour, 2008).
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Figura 1.5 Modelo hipotético de la jerarquia nerviosa cardiaca. La informacion sensorial es
transducida por las neuronas aferentes, situadas en los ganglios intratoracicos intrinsecos y
extrinsecos, a través de neuronas de circuito local hasta las neuronas eferentes. La
informacion sensorial cardiaca es también llevada a los centros nerviosos superiores para
producir respuestas de bucle largo. Las catecolaminas circulantes ejercen efectos directos
sobre el sistema nervioso intrinseco cardiaco. Tomado de Armour (2004).
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1.2.2.2.2 Sistema nervioso intrinseco

Como ya hemos hecho alusion en el apartado anterior, ademéas del SNA
extrinseco cardiaco, el corazon también esta inervado por un complejo SNA
intrinseco cardiaco. Que podriamos definir como aquél que permanece en el
corazdn después de una denervacion extrinseca total (Napolitano y cols.,
1965). También lo podriamos denominar como el ultimo integrador comln
del control cardiaco regional (Cardinal y cols., 2009). El coraz6n posee un
plexo cardiaco nervioso que le proporciona una inervacion bésica propia,
formado por los elementos neuronales que sobreviven a la denervacion
quirdrgica del corazon. Este plexo cardiaco esta constituido por células
nerviosas auténomas sensitivas, eferentes e interneuronas. A lo largo del
corazén existen numerosos ganglios cardiacos, cada uno de los cuales
contiene entre 200 a 1000 neuronas (Pauza Yy cols., 2000), estando todos los
cuerpos celulares del complejo SNA intrinseco localizados en los ganglios
intramurales, estos ganglios hacen sinapsis con las fibras simpaticas y
parasimpéticas que entran en el espacio pericardico. La gran mayoria de
estos ganglios estdn organizados en los plexos ganglionares que se
encuentran ubicados en la superficie, concretamente en la grasa epicardica,
tanto en la base de las auriculas, en el septo interauricular y en las zonas
craneales de los ventriculos, como en la zona intramural del corazon
(Armour y cols., 1997; Pauza y cols., 2000). El namero de ganglios que han
sido caracterizados en el corazon varia en funcion de la especie analizada,
pudiendo encontrarse desde 4 plexos ganglionares en la rata (Pardini y cols.,

1987) hasta 10 en el corazon humano (Armour y cols., 1997).

La inervacion intrinseca del corazén ha sido tema de estudio desde los

afios 70, y es por ello que ha ido evolucionando a lo largo de estos afios;
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cuando se inici6 el estudio se pensaba que el sistema nervioso intrinseco
cardiaco estaba formado Unicamente por neuronas parasimpaticas
postganglionares 'y sus axones, ademas de células cromafines
intramiocérdicas. Investigaciones posteriores han demostrado la existencia
de un complejo sistema nervioso intracardiaco en el coraz6n de diversas
especies de mamiferos como el conejo (Papka, 1976; Saburkina y cols.,
2014), la rata (Pardini y cols., 1987), la cobaya (Hassal y Burnstock, 1986),
el perro (Yuan y cols., 1994), el ser humano (Armour y cols., 1997). Es por
ello que podemos decir que el SNA intrinseco cardiaco forma una red
compleja compuesta de plexos ganglionares, concentrados dentro de grasa
epicardica, y los ganglios de interconexién y axones (Yuan y cols., 1994;

Armour y cols., 1997; Pauza y cols., 2002b).

Asi pues, podemos decir que los plexos ganglionares pueden funcionar
como centro de integracion modulando las interacciones autondémicas
complejas entre el SNA extrinseco cardiaco y el SNA intrinseco cardiaco
(Hou y cols., 2007).

Como ya hemos estado comentando, se han identificado grupos de plexos
glangionares tanto en las auriculas como en los ventriculos. En el caso de las
auriculas los podemos encontrar en distintos lugares de las paredes de la
camara (Armour y cols., 1997), mas concretamente, podemos decir que el
nodo sinusal se encuentra principalmente inervado por los plexos
ganglionares de la auricula derecha, mientras que el nodo AV esta inervado
por plexos ganglionares ubicados en la union entre la vena cava inferior y la
auricula izquierda (Armour, 2010; Pauza y cols., 2000; Hou y cols., 2007).
Otra region que esta altamente inervada por el SNA y que posee una alta

densidad de plexos ganglionares es la zona en donde se unen las venas
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pulmonares con la auricula izquierda. En esta union se encuentran muy cerca
ubicados los nervios adrenérgicos y colinérgicos (Tan y cols., 2006). Aunque
en el caso de los plexos ganglionares auriculares parecen estar ubicados en
muchos sitios de las paredes de la cAmara auricular, no ocurre lo mismo en el
caso de los plexos ganglionares ventriculares ya que se encuentran mas
localizados, principalmente en el origen de varios vasos principales
cardiacos: los vasos que rodean la raiz aortica, del principio de las arterias
coronarias derecha e izquierda, el origen de la arteria descendente posterior,
el inicio de la arteria coronaria marginal izquierda y el origen de la arteria

coronaria marginal derecha (Armour y cols., 1997; Armour, 2010).

En la figura 1.6 podemos ver punteado en rojo una representacion
esquematizada de la distribucion de las neuronas cardiacas intrinsecas en un

corazdn de conejo (Saburkina y cols., 2014).

Figura 1.6 Representacion de las neuronas cardiacas intrinsecas.

Junto a la complejidad anatomica que presenta el sistema existe una
diversidad funcional de las neuronas que lo componen. En este sentido existe
diversidad en cuanto a los tipos de neuronas intracardiacas como las

postganglionares simpaticas y parasimpéaticas, neuronas sensoriales e
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interneuronas (figura 1.7). Estas neuronas sintetizan diferentes neuro-
transmisores: ademas de acetilcolina, algunas neuronas poseen enzimas para
la biosintesis de monoaminas, también se han encontrado poblaciones de
células que sintetizan dopamina, serotonina, adrenalina y noradrenalina
(Slavikova y cols., 2003), enzimas para la sintesis de histamina (Singh y
cols., 1999), ademés de varios neuropéptidos como el neuropéptido Y o el
péptido intestinal vasoactivo (Steele y cols., 1994; Slavikova, 1997).
También se han identificado neuronas inmunorreactivas a la oxido nitrico
sintasa (Tanaka y cols., 2001). Como puede observarse, esta diversidad
guimica en las neuronas intracardiacas podria reflejar una especializacion

funcional de las mismas (Richardson y cols., 2003).
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Figura 1.7 Esquema simplificado de las neuronas en los ganglios cardiacos y sus
proyecciones. Las flechas indican la direccion de la transmision de la sefial. A-B neuronas
parasimpaticas preganglionares y postganglionares; C-D neuronas simpéticas preganglionares
y postganglionares; E axon de neurona localizada en otro ganglio cardiaco; F circuitos
locales; G axdn inervando otro ganglio cardiaco; neurona sensorial intracardiaca; HG ganglio
cardiaco (Kukanova y Mravec, 2006).
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Las neuronas intracardiacas pueden mostrar una actividad espontanea que
es modulada por las neuronas extracardiacas y que también esta influida por
el entorno local cardiovascular gracias a la informacion proporcionada por
una serie de mecanorreceptores y quimioreceptores de las propias neuronas
intracardiacas (Arora y cols., 2001). Los circuitos del sistema nervioso
intracardiaco permiten modular la actividad del corazén también en
condiciones en las que la influencia del control nervioso extracardiaco se

suprime, como en el caso del corazon transplantado (Armour, 1999).

El sistema nervioso cardiaco intrinseco es un lugar de integracion
primaria para la actividad eferente simpatica y parasimpatica, respondiendo
a las entradas descendentes centrales, a las aferentes sensoriales, y a las
entradas neuronales del circuito local. En este sistema se representa la via
final comin para el sistema nervioso cardiaco, y tiene el papel primario de

coordinar latido a latido la funcién cardiaca regional (Armour, 2008).

1.2.2.3 Neurotransmisién colinérgica. Blogueo de la misma.

Centrandonos en las neuronas parasimpaticas, como ya hemos comentado
la acetilcolina (ACh) es el neurotransmisor parasimpatico y generalmente
media el efecto cronotropico e inotrépico negativo a través de su accién en

los receptores muscarinicos (Nouchi y cols., 2007).

La familia de los receptores muscarinicos se compone de 5 subtipos
molecularmente distintos. Esta clasificacion estd fundamentada en sus
propiedades de unién a la proteina G, los cinco receptores pueden ser
subdividos en clases funcionales principales. Los receptores Mj, M3 and Ms

suelen unirse a la proteina Gg11 que activa la fosfolipasa C, mientras que los
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subtipos M,y M, estan principalmente acoplados a la proteina Gy, que inhibe
la actividad de la adenilato ciclasa (Caulfield, 1993). Los receptores
muscarinicos estan distribuidos a lo largo de los tejidos periféricos.

En un estudio realizado por Ito y cols. (2009), demostraron la alta
presencia de los receptores M, en corazones de raton, tanto a nivel auricular
como ventricular, en la misma linea que otros autores que realizaron estudios
similares (Peralta y cols., 1987; Maeda y cols., 1988; Levey, 1993). Siendo,
por tanto, el receptor M, muscarinico el mas abundante en el caso del tejido
cardiaco. Aunque existen estudios en donde muestran la presencia de otros
receptores muscarinicos como los tipo M3 en corazones humanos y de otras
especies de mamiferos (Liu y cols., 2013; Osadchii, 2008) y de otros tipos

como el M; (Osadchii, 2008) involucrados en la respuesta vagal inducida.

Dado que el receptor M, es el mas abundante en el miocardio, vamos a
centrarnos en su descripcion con mayor profundidad. La ocupacion del

receptor M, por la ACh, activa la proteina G-inhibidora, formada por las

subunidades a-B-Y, lo que resulta en (figura 1.8):

e La activacion de canales de potasio dependientes de ACh (lkach). La
activacién de estos canales provoca una hiperpolarizacion del
potencial de reposo, lo que ralentiza la frecuencia cardiaca y la
conduccidn en el nodo AV.

e Una inhibicion de la adenilato ciclasa por accion de la GTP-asa, lo
que provoca una menor disponibilidad de AMPc, disminuyendo la

frecuencia cardiaca y la contractilidad.
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Figura 1.8 Mecanismos de la estimulacion parasimpatica. Modificado
de Opie (2004).

Para poder estudiar la participacion de estos receptores muscarinicos en
las modificaciones que se observan en el miocardio empleamos un
antagonista de estos receptores, en este caso empleamos la atropina, para
abolir la accion muscarinica y asi poder distinguir sus posibles acciones

miocardicas.

Los antagonistas de los receptores muscarinicos, es decir los farmacos
parasimpaticoliticos, son antagonistas competitivos y suelen contener en su
estructura quimica grupos estéricos y basicos en la misma proporcion que la
ACh, pero se diferencian en gue poseen un grupo aromatico voluminoso en
lugar del grupo de acetilo. La atropina, es un alcaloide procedente de plantas
solandceas, concretamente de la belladona, es un compuesto de amonio
terciario bastante liposoluble y carece de selectividad frente a los cinco
subtipos de receptores muscarinicos (Rang y cols., 2008). La molécula de
atropina es un éster del hidroxitropano con el acido tropico (a-
hidroximetilfenilacético), concretamente es una endo-a-(hidroximetil)

bencenoacetato acido 8-metil-8-azabiciclo [3.2.1]oct-3-ilo ester, con formula
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empirica Cy7H,3NO;3 (figura 1.9) (Fuente: BotPlusWeb del Consejo General
de Colegios Oficiales de Farmacéuticos).
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Figura 1.9 Estructura molecular de la atropina. (Fuente: BotPlusWeb del Consejo General de
Colegios Oficiales de Farmacéuticos.).

1.2.2.4 Efectos del SNA sobre la electrofisiologia cardiaca.

En primer lugar hablaremos de la interaccién existente entre el sistema
nervioso simpatico y parasimpético. El fundamento, aunque simple, que
caracteriza las influencias autonémicas en el corazén es su naturaleza ying-
yang. La interaccion en la funcion cardiaca entre los dos brazos del SNA es
compleja, es por ello que a lo largo de los tiempos se han ido haciendo
muchos estudios experimentales para conocer su funcionamiento. Unas
investigaciones realizadas por Rosenblueth y Simeone, sobre los afios 30,
observaron, por primera vez, que en gatos anestesiados la reduccion absoluta
de la frecuencia cardiaca producida por un estimulo vagal dado, fue
considerablemente mayor cuando se realizaba durante una estimulacion
simpatica tonica (Rosenblueth y Simeone, 1934). Un afio después del
descubrimiento realizado por Rosenblueth y Simeone se obtuvieron

hallazgos similares pero esta vez en perros (Samaan, 1935). Unos afios méas
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tarde Levy (1971) acufio el término de antagonismo acentuado para describir
el mayor efecto cronotrdpico negativo de la estimulacion vagal en presencia
de estimulacion simpéatica de fondo. La accién antagénica vagal, por
acciones opuestas simpaticas a ambos niveles, pre y postganglionares, existe,
no solamente sobre el efecto cronotrépico sino también en el control de la
funcion ventricular, en el control del calcio intracelular, y en la
electrofisiologia cardiaca (Martins y cols., 1980; Levy y cols., 1969; Brack y
cols., 2004). Muy recientemente también se ha comprobado usando un
dispositivo implantado para registrar de forma continua la actividad
auténoma nerviosa en perros de manera ambulatoria, que la estimulacién
crénica del vago izquierdo produce una disminucion significativa de la
actividad de los eferentes simpaticos originados en el ganglio estrellado

izquierdo (Sheny cols., 2011).

Es evidente, como expone esta pequefia introduccién a este punto, y
como es ampliamente conocido, la participacion del sistema nervioso
auténomo sobre el control de la electrofisiologia cardiaca. VVamos a abordar
a continuacién y en mayor profundidad, los efectos de la actividad autbnoma

sobre las propiedades eléctricas miocardicas.

1.2.2.4.1 Automatismo sinusal.

El automatismo miocéardico se inicia gracias a la descarga espontanea y
periddica de impulsos eléctricos que tiene lugar en el nodo sinoauricular
(SA) y conlleva, en situacion fisiol6gica, a la contraccion ritmica del
corazon. Esta caracteristica también es compartida por determinadas células

del nodo AV vy del sistema especializado de conduccién ventricular.
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La mayoria de las células que se encuentran en la region del nodo SA
presentan el caracteristico potencial transmembrana oscilante asociado con
la actividad marcapasos, incluyendo un potencial diastolico inestable y una
despolarizacién gradual que se va acercando poco a poco al umbral de
apertura de determinados canales ionicos voltaje dependientes y con ello a la
génesis de un PA (Jalife y cols., 2009). De este modo, podemos decir que el
automatismo sinusal se debe a la despolarizacién paulatina aunque lenta, de

la membrana de las células marcapasos durante la fase 4 de su PA.

En cuanto a las bases i6nicas del automatismo sinusal, comentaremos a
continuacion brevemente los movimientos iénicos que acontecen durante las

diferentes fases del PA.

En primer lugar, la despolarizacion progresiva que se produce durante la
fase 4 del PA y que caracteriza a las células nodales, resulta (al menos en
parte), de la activacion de la corriente I; (esta corriente se genera al abrirse
los canales de Na®). Esta corriente se activa con la hiperpolarizacion del
potencial de membrana y permite la entrada de cargas positivas en la célula
de forma gradual y, con ello, la despolarizacion progresiva y continua hasta
que la membrana alcanza el umbral para la apertura de canales voltaje
dependiente como ya hemos reflejado. También participa en esta fase la
corriente transitoria de Ca®* como podemos ver en la figura 1.10. Al
alcanzarse aproximadamente los -40 mV de diferencia de potencial
trasmembrana, se produce el PA, caracterizado por una rapida
despolarizacion en la que la diferencia de potencial de membrana alcanza
valores positivos. Ello es producido por la entrada de iones Ca** y Na*. Es
entonces cuando comienza la repolarizacion de las células, provocada por la

apertura de diferentes tipos de canales de potasio (K*), lo que conlleva a
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diversas corrientes de salida del citado ion y con ello la salida de cargas

positivas de la célula (figura 1.10).

CORRIENTES MARCAPASOS

- 40 mV

Figura 1.10 Las corrientes marcapasos en el nodo SA.
Modificado de Opie, (2004).

Los efectos del sistema nervioso auténomo en el control sobre el nodo

SA son fundamentales para la regulacion de la actividad cardiaca.

Cuando nos referimos al efecto del sistema nervioso parasimpatico, es la
ACh y su efecto sobre los receptores M, la responsable de la reduccién de la
amplitud, de la tasa de incremento y la duracion del PA en el nodo SA
(figura 1.11). Durante la estimulacion vagal fisiol6gica, la actividad
marcapasos del nodo SA no se detiene sino que cambia hacia aquellas
células que tienen una frecuencia de descarga menor. También debemos
afadir, el efecto de la ACh sobre los canales de salida de K*, pudiendo
provocar la apertura de dichos canales de manera que fluye la corriente de
salida de K* dependiente de ACh (lxacn). El canal que esta implicado en el
citado fenémeno es el denominado canal muscarinico de K* y es activado

por el efecto de la ACh como ya hemos comentado. Cuando este canal se
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abre, el potencial de membrana del nodo SA alcanza valores més negativos
(se hiperpolariza) en respuesta a la salida de los iones de potasio con carga
positiva. Asimismo, dicha hiperpolarizacion hace que aumente el tiempo que
tarda en alcanzarse el umbral de activacion (-40 mV) a causa del voltaje
inicial, que parte de un valor mas negativo, disminuyendo de este modo la
frecuencia de disparo del nodo SA. Ademas, la ACh inhibe la corriente de
calcio tipo L, denominada lc, lo que retrasa la fase O del potencial de
accion (despolarizacion). Este efecto bradicardizante producido por el
aumento del tono vagal es coincidente con los efectos del ejercicio fisico

prolongado.

Sin embargo, el bloqueo con atropina en corazones aislados de conejo, no
produce ningin efecto sobre el automatismo sinusal intrinseco (Zarzoso,
2011).

En lo que respecta a los efectos de la estimulacion simpatica -
adrenérgica presenta una mayor complejidad que los efectos que produce la
estimulacién parasimpatica. La estimulacion adrenérgica puede causar un
cambio en el marcapasos desde el foco dominante normal de las células
marcapasos, con su PA caracteristico, a un patron mas parecido al del
territorio auricular y por tanto mas polarizado durante la diastole (figura
1.11). Los mecanismos que llevan a esta hiperpolarizacion con la
estimulacion B-adrenérgica son controvertidos, pero diferentes de la
hiperpolarizacion causada por la ACh, probablemente provocados por un
incremento en la actividad de la bomba sodio-potasio. Esta hiperpolarizacion
provoca una activacion temprana de Is e lc,. produciendo un aumento en la
velocidad de despolarizacion y también en la frecuencia de disparo del nodo
SA.



Capitulo 1. Introduccién. -47 -

Estos mecanismos explican coémo, por ejemplo, la estimulacion
adrenérgica que se produce durante el ejercicio provoca la taquicardia

necesaria para incrementar el trabajo cardiaco.

Acetilcolina

|

2 e

Nodo SA

Figura 1.11 La parte superior de la figura muestra el efecto que produce el incremento del
tono vagal al inhibir el nodo SA. La citada estimulacion produce una corriente de salida de
potasio y como consecuencia hiperpolariza el potencial de reposo, de manera que se necesita
un mayor tiempo para alcanzar el umbral de activaciéon del potencial de accion. También
puede observarse un aplanamiento (disminucion de la pendiente) de la despolarizacion
diastolica (fase 4). El resultado conjunto es un enlentecimiento de la frecuencia cardiaca, es
decir, bradicardia. En la parte inferior de la figura se puede observar el efecto que produce la
estimulacion simpatica B-adrenérgica, aumentado la frecuencia cardiaca. Obsérvese el
aumento de la pendiente de despolarizacion diastdlica. Modificado de Opie (2004).
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1.2.2.4.2 Conduccién.

Cuando se inicia la génesis del impulso en el nodo SA, el mismo se
extiende rapidamente por las auriculas hasta alcanzar el nodo AV. Se
entiende como conduccion AV a la capacidad de propagar el impulso
eléctrico cardiaco generado espontaneamente por las células especializadas,
a lo largo de todo el corazén.

La conduccion del impulso cardiaco se da a lo largo de todo el corazon,
iniciandose, normalmente, en el nodo SA y difunde de forma radial por toda
la auricula derecha a lo largo de las fibras miocéardicas auriculares normales,
denominandose conduccion auricular. Para que el impulso nervioso pueda
alcanzar los ventriculos debe pasar, necesariamente, por el nodo AV, dada la
existencia de tejido conectivo que separa las auriculas de los ventriculos y

gue impide la conduccién eléctrica (Opie, 2004).

El nodo AV posee una gran heterogeneidad electrofisioldgica causada por
la irregularidades en la expresion de ciertos canales ionicos, entre ellos los
de Na‘, de Ca*, de K* vy las uniones intercelulares (Zipes y Jalife, 2006).
Esto, junto con peculiaridades anatémicas del nodo AV, hace que la
conduccién a su través resulte un tanto diferente, ya no solamente en

heterogeneidad sino también en velocidad.

Una vez el impulso eléctrico alcanza el nodo AV (localizado en la
auricula derecha debajo del origen de la vélvula tricispide); continda a lo
largo de Haz de His y de sus ramas izquierda y derecha. De aqui el impulso
se transmite a la red de Purkinje que queda como responsable de continuar

con la conduccidn del impulso eléctrico cardiaco al miocardio ventricular.
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Desde el momento en que el estimulo eléctrico cardiaco penetra en las
ramas del haz en el tabique ventricular hasta que alcanza las terminaciones
de las fibras de Purkinje, el tiempo total transcurrido es de unos 0,03 s por
término medio; por tanto, una vez que el impulso cardiaco entra en el
sistema de Purkinje, se disemina casi inmediatamente a la totalidad de la
masa muscular ventricular izquierda y derecha (Guyton, 2006).

Una vez llegado el impulso a los ventriculos la corriente se propaga de
una célula a otra gracias a que el miocardio ventricular se comporta como un
sincitio funcional y las corrientes iénicas fluyen de una célula a otra
practicamente sin resistencia. En cuanto a la manera en que se propaga dicho
impulso se debe a una propiedad que posee el miocardio, denominada

anisotropia.

En lo que respecta a los efectos que el SNA parasimpatico provoca en la
conduccion, destacar que en el caso de la conduccién AV los nervios
colinérgicos proporcionan estimulos inhibidores que producen una respuesta
dromotrépica negativa (Opie, 2004). Con la estimulacién vagal, varios
mecanismos se combinan para en Gltima instancia inhibir la corriente de
entrada de calcio. En primer lugar, tal y como sucede en el caso del nodo
SA, la interaccion con las proteinas G inhibe la formacion de AMPc y abre
los canales de K*, lo cual tiende a cerrar los canales de Ca** (Opie, 2004)
Ademas, se estimula a la 6xido nitrico sintasa para formar 6xido nitrico, que
a su vez promueve la formacion de GMPc y éste tiende a cerrar los canales
de Ca?*. Los efectos de los mecanismos inhibitorios son més pronunciados
cuando existe una estimulacion adrenérgica concurrente, como ya hemos

comentado anteriormente.
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Al igual que hemos comentado para el automatismo, el blogueo de
receptores M, con atropina en corazones aislados de conejo, no produjo
modificaciones en la conduccion AV intrinseca (Zarzoso, 2011).

En el caso de la activacion del sistema nervioso simpético se encuentra
asociada a un efecto dromotrépico positivo. Asi, las catecolaminas producen
un aumento en la velocidad de la fase de despolarizacion y también en la
amplitud del potencial de accion, lo cual va en consonancia con su efecto
sobre la corriente lenta de entrada de calcio, lc,.. (Scheinman, 1993), como

también hemos comentado en el apartado de automatismo.

1.2.2.4.3 Refractariedad.

La excitabilidad miocardica sufre modificaciones a lo largo del tiempo
durante la ocurrencia de un PA. La excitabilidad o batmotropismo es una de
las propiedades eléctricas cardiacas que hace referencia a la capacidad que
tienen las células para despolarizarse y generar un potencial de accion ante la

llegada de una corriente despolarizante.

En la siguiente figura se pueden ver las diferentes fases del potencial de
accion con sus correspondientes corrientes implicadas tanto en las células

auriculares como en las ventriculares de trabajo.
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Figura 1.12 Fases del potencial de accion y de reposo cardiaco y corrientes implicadas en las
células auriculares (izquierda) y ventriculares (derecha). Puede observarse la diferente
morfologia del PA entre ambos tipos celulares ElI PA ventricular normalmente tiene una
mayor duracién, un potencial mas positivo en la fase de meseta (fase 2) y un potencial de
membrana de reposo mas negativo (fase 4). La presencia de una corriente de potasio
rectificadora retardada ultrarrapida (lx,) en los miocitos auriculares contribuye a la menor
fase de meseta del PA auricular. La corriente de entrada de potasio rectificadora (lx,) de las
células ventriculares permite que haya una repolarizacion de fase 3 mas rapida y un potencial
de membrana en reposo mas negativo (fase 4) (Zipes y Jalife, 2006).
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El potencial de accion en las células miocérdicas de trabajo esta compuesto
por las siguientes fases:

e La primera fase (o fase 0), corresponde a la despolarizacion rapida de
la ceélula, registrdndose una variacién desde el valor de potencial
electronegativo propio del reposo, -90 mV, hasta aproximadamente +20
mV (figura 1.12). Se caracteriza por una pronunciada pendiente de subida
(dv/dt= 393 VI/s) (Kléber y Rudy, 2004) y se debe, fundamentalmente, a
la activacion de la corriente rapida de entrada de Na* (Iy,), que se inactiva
cuando la diferencia de potencial (aproximadamente a +30 mV) se va
aproximando al potencial de equilibrio del Na* (+61 mV) y dura entre 1y
2 ms. Aunque esta corriente de entrada de Na* se ha relacionado
solamente con la despolarizacion de las células miocérdicas no
marcapasos, recientemente ha sido identificada una corriente de entrada

rapida de este ion en las células del nodo sinusal (Lei y cols., 2007).

e La fase 1 del PA o la también denominada fase de repolarizacion
rapida, se da como consecuencia, independientemente de la inactivacion
de la Iy, de la activacion de la corriente transitoria de salida de K (I), lo

gue depleciona de cationes el interior celular.

o Lafase 2 o la también denominada fase de meseta del PA, el potencial
se mantiene aproximadamente constante y se debe a la activacion voltaje
dependiente de la corriente de entrada de Ca** a través de los canales que
vehiculan la corriente Ic,... Su duracion es de unos 200 ms en las células
ventriculares humanas. Esta corriente se activa cuando el potencial de
membrana alcanza unos -25 mV y provee una corriente despolarizante
que mantiene la meseta contra la accion repolarizante de las corrientes Iy,

e lks. En el caso de las auriculas humanas y caninas, asi como en el
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corazon de los ratones y de las ratas, existe una corriente adicional, la

Ikur, Que se activa mas rapidamente que la I, (Roden y cols., 2002).

e La fase 3 o fase de repolarizacion aumenta la velocidad de
repolarizacion hasta que el potencial de membrana alcanza el valor
propio del potencial de reposo. Se debe a la inactivacion de la I, a la
maxima activacion de las corrientes de salida de K* de rectificacion tardia
(Ikr € lks) y a la activacion de la corriente de rectificacion interna (lk;) en
la fase final. También participa en el PA la activacién del intercambiador
Na‘/Ca?*, que normalmente produce una extraccién de tres iones Na* e
introduccién de un i6n Ca?*, tras la activacion de la Ic,. Se invierte su
accion y ejerce un efecto electrogénico positivo que prolonga algo la
duracidn del PA al final de la meseta, ya que en este caso extrae un ién
Ca®* por cada tres iones Na* que introduce. Su duracién aproximada es de
100 ms.

o La fase 4 o fase de reposo, en esta fase intervienen la corriente de
rectificacion interna (lx), responsable de mantener el potencial de reposo
cerca del potencial de equilibrio para el K* y el intercambiador Na*/K",
bomba dependiente de ATP que genera una corriente iénica (Iyyk) al
expulsar iones Na* de la célula e introducir iones K*. Esta fase se define y
se da por la diferencia de potencial existente entre el interior y el exterior

de una célula en condiciones de reposo.

A lo largo del potencial de accién el miocardio sufre variaciones de
excitabilidad, es por ello que podemos distinguir diversos periodos de
tiempo con diferente excitabilidad (figura 1.13). En 1969, Hoffmann (citado
por West en 1998), describi6 que:



Capitulo 1. Introduccion. -54 -

El periodo refractario absoluto (PRA) puede determinarse en la célula
aislada y constituye el intervalo de tiempo durante el cual la membrana no
puede ser reexcitada por un estimulo externo, con independencia de la carga
eléctrica comunicada. Por tanto, el estimulo no es capaz de producir una
respuesta propagada. En las redes celulares, el PRA no puede determinarse
con exactitud debido a los diferentes tiempos de recuperacion de las diversas
células en la red y generalmente, se determina el periodo refractario efectivo

(PRE) para estas redes celulares.

El periodo refractario efectivo (PRE) de una célula o red celular
constituye el intervalo de tiempo durante el cual sélo puede producirse una
respuesta local para un estimulo despolarizante de mayor intensidad a la
normal. Asi, durante el periodo refractario efectivo, la membrana puede
responder, pero no puede generar un PA propagado que transporte el
impulso a través de toda la red celular. Este periodo incluye el periodo

refractario absoluto.

El periodo refractario relativo (PRR) empieza al final del PRE y
constituye el intervalo de tiempo tardio en el PA durante el cual puede

generarse un potencial de accidn propagado con un supraestimulo.

Se denomina periodo refractario funcional (PRF) de la fibra, al intervalo

mas corto que puede separar dos respuestas normalmente propagadas.

El periodo de tiempo durante el cual la célula es mas excitable de lo
normal, es decir, que con un minimo estimulo despolarizante se puede iniciar

un PA propagado, se le denomina periodo supernormal (PSN).

El periodo de recuperacion total (PRT) constituye el intervalo de tiempo

desde el comienzo del PA hasta el final del periodo supernormal.
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Figura 1.13 (A) PA de membrana normal y respuestas a una serie de estimulos
aplicados durante y al final de la repolarizacion y después de ella. (B) Duraciones
aproximadas del periodo refractario absoluto (PRA), periodo refractario total (PRT),
periodo refractario efectivo (PRE), periodo de recuperacion total (PRT), periodo
supernormal (PSN) y periodo refractario relativo (PRR). Modificado de West (1998).

En las células de este tipo, que en general conducen con rapidez, la
recuperacion de la excitabilidad o refractariedad, es principalmente
dependiente del voltaje, mientras que en las células de respuesta lenta, en
general asociadas con una velocidad de conduccion lenta, la recuperacion es
sobre todo dependiente del tiempo. De este modo, en las células del tipo de
respuesta lenta, la repolarizacion de la célula hacia su potencial en reposo no
coincide necesariamente con la recuperacion de la excitabilidad (West,
1998).
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Los mecanismos iénicos de la refractariedad miocéardica los comentamos

a continuacion:

El PRA ocurre porque una vez el PA se ha producido, no se dispone de
mas corrientes activas de entrada para conseguir despolarizar la membrana.
Los canales de Na" comienzan a inactivarse, y por tanto a no conducir,
durante la despolarizacion. Desde la inactivacion, se requiere un periodo de
recuperacion para que estos canales puedan comenzar a conducir de nuevo
(Jalife y cols., 2009).

El PRE, como ya se ha dicho, se extiende desde el comienzo de la
despolarizacion hasta que la membrana se ha repolarizado a un nivel de -50
mV y ocurre porque el movimiento de entrada de Na* es practicamente nulo
(Jalife y cols., 2009).

El PRR se produce al avanzar la repolarizacion, cuando la diferencia de
potencial de membrana disminuye de -60 a -70 mV y entonces, como ya se
ha comentado, puede producirse un PA propagado. A este nivel de diferencia
de potencial de membrana, la tasa de movimiento de entrada de Na* es tan
lenta que es necesaria una intensidad de corriente mucho mayor para que el
movimiento de entrada de Na" alcance la suficiente rapidez para generar el
PA, que sera de menor voltaje. Ademas, existe un movimiento de salida de
iones de K" a través de la membrana durante la repolarizacion, el cual tiende
a contrarrestar los efectos de la corriente de entrada de Na* (Mountcastle,
1974).

El periodo de supernormalidad ocurre, en parte, porque el potencial de

membrana retorna a los niveles de reposo, en el tiempo en el que suficientes
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canales de Na’ son reactivados y el umbral para la activacion esta
suficientemente cercano al normal (Jalife y cols., 2009).

En cuanto a los efectos del SNA sobre la refractariedad, destacaremos
los efectos sobre la refractariedad ventricular, dado que son objeto de debate

y estan en mayor relacion con nuestro estudio.

Diversos autores han otorgado poca relevancia al control parasimpéatico
vagal de los ventriculos (Randall y cols., 1991), en contraste con otras
investigaciones de las que parece desprenderse una participacion
parasimpética significativa en la funcién ventricular (Rardon y Bayley,
1983).

Asimismo, la importancia del tono parasimpatico de reposo sobre la
refractariedad ventricular ha sido planteada desde hace relativamente poco
tiempo (Prystowsky y cols., 1979). Farges y cols. (1977) relataron que la
ACh acort6 el periodo refractario de las fibras musculares auriculares, pero
no modificé la refractariedad en el tejido miocardico ventricular. Solamente
se produjo una disminucion paralela del periodo refractario auricular y
ventricular con la administracion de isoproterenol, un agonista pB-
adrenérgico. Por otro lado, estudios posteriores como el de Prystowsky y
cols. (1979) observaron que la eliminacién del tono vagal con atropina tenia
un efecto significativo sobre el acortamiento de la refractariedad ventricular,
incluso en presencia del bloqueo B-adrenérgico, sugiriendo un efecto directo
de la ACh en el incremento de la refractariedad ventricular. Resultados
similares fueron obtenidos por Morady y cols. (1988), en un trabajo
realizado en humanos, observaron que la administracion de atropina acorta el
periodo refractario efectivo y funcional ventricular, no sélo tras bloquear el

sistema adrenérgico con propranolol sino también tras la administracion de
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diferentes dosis de isoproterenol, siendo mayor el acortamiento de la
refractariedad cuanto mayor era la dosis de isoproterenol. De este modo,
estos autores concluyeron que el tono vagal alarga el periodo refractario
ventricular, incluso en ausencia de una actividad simpética de fondo, y que

este alargamiento puede ser acentuado por la estimulacion B-adrenérgica.

Ha sido publicado que en corazones procedentes de conejos sedentarios,
la administracion de atropina no produce modificaciones en los periodos
refractarios ventriculares, auriculares o del sistema de conduccion AV
(Zarzoso y cols, 2012), sin embargo, un estudio cléasico llevado a cabo por
Prystowsky y cols. (1979) demostraba una disminucién en el periodo
refractario efectivo del nodo AV tras la administracion de atropina, lo que
aboga en favor de un efecto prolongador de la refractariedad por parte de la
ACh. Como deciamos al principio de este apartado, existe controversia en
cuanto al tema, y en lo que a nosotros pretendemos analizar, no hemos
encontrado estudios que estudien el periodo refractario ventricular durante la
FV.

1.2.2.4.4 Alteraciones de la funcién eléctrica cardiaca.

El sistema nervioso autbnomo juega un papel importante en la
modulacion de la electrofisiologia cardiaca y arritmogénesis. Se han llevado
a cabo muchas investigaciones durante décadas para comprender mejor la
anatomia y fisiologia del sistema nervioso auténomo cardiaco y poder
proporcionar evidencias para apoyar la relacion existente entre el tono
auténomo con las arritmias clinicamente significativas. A mediados del siglo
pasado se han llevado a cabo numerosos estudios sobre el sistema nervioso
autéonomo cardiaco en los que se ha sido investigado la union tan estrecha

entre el cerebro y el corazén, y la complejidad que entrafia (Levy, 1971;
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Yuan y cols., 1994; Armour y cols., 1997), en donde la activacién autdnoma
altera no solamente el ritmo cardiaco, conduccion, y hemodinamica, sino
también las propiedades celulares y subcelulares de miocitos. Ademas,
estudios realizados alrededor de los afios 50 ya demostraron el papel tan
critico del SNA cardiaco en la arritmogeénesis cardiaca (Harris y cols., 1951,
McEachern y cols., 1940). El tema ha cobrado recientemente mucho interés
debido a la creciente evidencia que muestra que la modulacién neural ya sea
por la practica de ablacién o de estimulacion puede controlar eficazmente
un amplio espectro de arritmias cardiacas (Kapa y cols., 2010; Taggart y
cols., 2011; Sheny cols., 2012).

El control autonémico del corazon se pierde con la aparicién de distintas
enfermedades cardiacas cronicas, produciéndose una excesiva activacion de
las salidas simpéticas, una disminucion en la conduccion central para las
salidas parasimpaticas, manifestaciones clinicas adversas tales como
arritmias incluyendo la muerte slbita cardiaca, y un deterioro progresivo de
la funcién cardiaca como bomba (Malpas, 2010; Porter y cols., 1990).
Dichas alteraciones en la via de control neuronal estan asociadas con ambas
remodelaciones, la funcional y la anatomica, de la red neuronal del sistema
nervioso cardiaco incluyendo los elementos del sistema nervioso cardiaco
intrinseco. Las neuronas localizadas en los plexos sometidos a remodelacion
con las enfermedades cardiacas cronica, dejan un incremento en la
sensibilidad a ciertos neuromoduladores, tales como la histamina, un
incremento en la expresion de la Oxido nitrico sintasa neuronal y son
también moduladas, de forma sinérgica, por la norepinefrina y la
angiotensina Il (Hardwick y cols., 2009; 1995; 2012; Girasole y cols., 2011).
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Muchos autores han relacionado algunas de las caracteristicas de la FV
con la malignidad de dicha arritmia, existiendo una relacion muy estrecha
entre las citadas caracteristicas y la evoluciéon de la misma. La frecuencia
dominante es uno de los pardmetros electrofisiologicos utilizados con el fin
de poder identificar y caracterizar mejor las fases de la arritmia. Son pocos
los estudios realizados acerca de la posible participacion del SNA en las
modificaciones de las caracteristicas del trazado fibrilatorio. Nuestro grupo
realizd un estudio acerca de la posible participacion del sistema nervioso
parasimpético sobre la frecuencia dominante de la FV en animales sometidos
a un protocolo de entrenamiento. En ese trabajo se observd un claro
descenso de la frecuencia dominante en los corazones de los animales
entrenados pero se descartd la dependencia de mecanismos nerviosos
intrinsecos en estos cambios y por tanto, descartandose asi la participacion

del sistema nervioso parasimpatico en esta modificacion (Zarzoso, 2011).

En la presente tesis doctoral se han querido analizar mas parametros para
para poder caracterizar mejor la FV y averiguar si es el sistema nervioso
intrinseco el responsable de los cambios que se producen como consecuencia
de la realizacién de ejercicio fisico de forma regular en los otros parametros

que caracterizan al trazado fibrilatorio.
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1.2.3 Consideraciones sobre el uso del andlisis de la fibrilacion
ventricular para el estudio de las propiedades electrofisioldgicas

miocardicas.
1.2.3.1 Generalidades de la fibrilacion ventricular.

La fibrilacion ventricular es la arritmia cardiaca mas grave. Después del
comienzo de la FV se produce la inconsciencia en un plazo de 4 a 5
segundos por ausencia de flujo sanguineo cerebral, y se produce la muerte
irrecuperable si no se revierte en un plazo de 1 a 3 minutos (Guyton y Hall,
2006).

Fue descrita por primera vez por Erichsen en 1842 (Chattipakorn y cols.,
2005), atrayendo la atencion de un gran namero de investigadores durante
mas de un siglo. El estudio de la induccién de la FV se remonta al trabajo
original de Ludwig y Hoffa en 1850 en el que se utilizaba una fuerte
corriente faradica (corriente alterna muy irregular de baja frecuencia) para
inducir la FV. Sin embargo, no fue hasta 1940 cuando Wigger y Wegria
establecieron en un trabajo fundamental que la FV podria ser inducida
cuando un estimulo prematuro fuerte se aplicaba durante un cierto periodo
del ciclo cardiaco. Este periodo, conocido como "periodo vulnerable"”,
corresponde a una porcion de la onda T del electrocardiograma. El
descubrimiento de la induccién de la FV por un fuerte estimulo producido
durante el periodo vulnerable ha permitido a muchos investigadores avanzar
en la comprensién de su mecanismo (Chattipakorn y cols., 2005). Y también
puede ser utilizado para el estudio de la susceptibilidad miocardica para

entrar en fibrilacion ventricular.



Capitulo 1. Introduccion. -62 -

En la actualidad se sabe que la FV es una situacion clinica que se produce
a consecuencia de una actividad eléctrica desordenada en la que los impulsos
cardiacos se originan de forma erratica en el interior de la masa muscular
ventricular, lo que se traduce mecanicamente en una rapida contraccion de
los ventriculos, descoordinada y asincrénica, lo que nos va a generar un
bombeo reducido o nulo de sangre. Dicha arritmia cardiaca considerada la
arritmia mas letal, suele ser originada por una taquicardia ventricular (TV)
que da lugar a la aparicion de la citada fibrilacion siendo la responsable, en
la mayoria de los casos, de la muerte sibita de origen cardiaco. Esta arritmia
maligna es la causa mas importante de muerte sUbita de origen cardiaco y la
primera causa inmediata de muerte subita cardiaca en el mundo
industrializado (Zipes y Wellens, 1998). Cuando se observa la FV en un
electrocardiograma, se caracteriza por un ritmo aperiédico e irregular, dando
la sensacion de que la activacion eléctrica de los ventriculos es muy
compleja y fortuita. Presentando unas ondulaciones irregulares con una
morfologia muy variada, amplitud y frecuencia en los complejos QRS, lo
cual ha llevado a definirla como una actividad eléctrica “turbulenta” del

miocardio (Jalife, 2006).

Como ya se ha sido comentado, la FV se desencadena muy
frecuentemente a partir de un episodio de TV. Las TV aparecen como
consecuencia de una rapida y repetitiva activacion del ventriculo. Igualmente
por descarga focal rapida y continuada, los frentes de ondas reentrantes,
después de un episodio de inicio, pueden también ser los responsables de la
activacion rapida de la TV. La FV, que de forma habitual se produce como
consecuencia de una forma compleja de reentrada, puede ocasionarse cuando

maltiples frentes de onda reentrantes se mueven de manera simultanea,
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colisionan, emergen y se ramifican a lo largo de rutas que cambian de forma
constante. Cuando se da una FV reentrante, se puede observar como
multiples regiones de los ventriculos se contraen y relajan al mismo tiempo.
Las contracciones ventriculares regionales asincronicas que se producen van
a reducir el gasto cardiaco casi a cero y es, como hemos dicho, la causa méas
frecuente de muerte cardiaca subita (Zipes y Jalife, 2006).

El tratamiento y prevencion de esta arritmia se basa en la cardioversion
eléctrica, cuya eficacia se relaciona, entre otros factores, con las
caracteristicas de la activacién miocardica, que cambian en funcién del
tiempo transcurrido desde el inicio de la arritmia, el deterioro metabdlico, los

farmacos administrados o el sustrato (miocardio ventricular).

Es por ello que hay que conocer bien la fibrilacién ventricular y para ello
se han llevado a cabo muchos estudios cartograficos tanto in vivo, en el
curso de intervenciones quirdrgicas como también en corazones
trasplantados que, una vez aislados, son perfundidos en sistemas

Langendorff.

En lo que se refiere a la parte clinica como cita Such-Miquel y cols.
(2013), se han realizado muchas investigaciones con el fin analizar y
conocer las caracteristicas de la FV para poder predecir la dificultad para
revertir la arritmia y la recuperacion mecanica cardiaca. Por otro lado, este
tipo de andlisis de las caracteristicas de la activacion durante la FV a nivel
experimental permite describir efectos de diversos factores sobre los
mecanismos de inicio, perpetuacion y cese de la FV, cruciales para el

tratamiento y la prevencion de la citada arritmia (Zaitsev y cols., 2003).
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En la aparicion de las arritmias ventriculares intervienen tanto las
caracteristicas del sustrato como las acciones de determinados iniciadores o
disparadores como las de diversos factores moduladores son los responsables
de la aparicion de arritmias ventriculares. Un ejemplo de alteracion del
sustrato son las cicatrices formadas como consecuencia de un infarto de
miocardio, haciendo posible la existencia de circuitos que sustentan las TV y
cuya inestabilizacion lleva a la temida FV. De entre los iniciadores o
disparadores responsables del comienzo de la arritmia se encuentran las
extrasistoles ventriculares y los cambios de frecuencia. Los dos factores se
encuentran modulados por diversos mecanismos que pueden favorecer que
aparezca la arritmia o desestabilizar los patrones regulares de activacién
miocardica. Uno de los factores moduladores mas estudiados es el sistema
nervioso auténomo que da lugar a alteraciones dindmicas tanto del sustrato
como de los iniciadores, modificando asi la probabilidad de induccién de la
arritmia (Zipes y Wellens, 1998; Zipes, 2008).

En cuanto a los mecanismos que sustentan la fibrilacion una de las
descripciones cuantitativas clasicas se basa en la heterogeneidad de la
refractariedad miocéardica que determina una propagacion irregular de los
frentes de activacion por aparicion de blogueos unidireccionales que
conducen a la reactivacion de zonas previamente activadas en el mismo
proceso, dando lugar a multiples pequefias ondas simultaneas e
independientes que se desplazan por vias aleatorias siempre cambiantes a
través del miocardio (Moe y cols., 1964), lo que hace que la medida de este
parametro, la heterogeneidad, durante la propia FV como pretendemos en
nuestro estudio, sea tan importante para un mayor conocimiento de la

arritmia. El analisis de la actividad reentrante ha sido abordado desde
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distintas aproximaciones, sugiriendo por una parte el papel determinante de
la presencia de periodicidades espaciotemporales originadas por activaciones
reentrantes persistentes, denominados rotores, que son los responsables de la
excitacion cardiaca, constituyendo los posibles centros organizadores
subyacentes al mecanismo que sostiene la FV (Gray y cols., 1998). O bien,
por otra parte, el papel predominante de fraccionamiento de los frentes de
activacion como mecanismo responsable de la perpetuacion del proceso
durante la fibrilacion. Existe una hipotesis denominada hipétesis de la
restitucion que amplia los dos conceptos anteriores enfatizando el hecho de
que la dispersion espacial de la duracién del potencial de accion y de la
velocidad de conduccién es proarritmogénica ya que favorece la rotura de
los frentes de activacion y que en esta dispersion es en donde intervienen los
cambios de la frecuencia y las activaciones precoces (Weiss y cols., 1999;
Weiss, 2004).

Diversos factores pueden propiciar el desencadenamiento de la FV. Entre
ellos citaremos a la dispersién o heterogeneidad del periodo refractario como
uno de los factores bastante contribuyente a la FV (Janse y Wit, 1989). Otros
factores son los que contribuyen al mantenimiento y perpetuacion de la
misma, como la complejidad del proceso de activacion miocardica, el tiempo

de activacion eléctrica, entre otros.

1.2.3.2 Métodos de andlisis de la fibrilacion ventricular. Estudio de otros

parametros electrofisiol6gicos.

La manera en la que analizar la activacion ventricular durante la FV es
muy compleja, debido a las caracteristicas de la arritmia y a las limitaciones

de las técnicas utilizadas para su estudio, ha tenido que ser abordada
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utilizando métodos y técnicas diversas, entre los que se encuentran el
andlisis de las caracteristicas del ECG, registros endocardicos intracelulares
o de los potenciales de accion monofasicos, el analisis de las caracteristicas
espectrales de las sefiales fibrilatorias, los estudios basados en técnicas
cartogréficas y la utilizacion de simulaciones mediante ordenador (Moe y
Mendez, 1962; Carlisle y cols., 1990; Abildskov, 1994; Cha y cols., 1994;
Allessie y cols., 1996; Stewart y cols., 1996; Lee y cols., 1996; Chorro y
cols., 1998; Kwan y cols., 1998; Gray y cols., 1998; Rogers y cols., 1999).

Entre las técnicas empleadas se encuentra la cartografia epicérdica de la
activacién ventricular mediante electrodos multiples mediante los que se
registran potenciales extracelulares (Cha y cols., 1994; Lee y cols., 1996;
Rogers y cols., 1999), o sistemas de mapeo éptico basados en la utilizacion
de marcadores sensibles a los cambios de voltaje en los que las variaciones
en la fluorescencia de la sefial indican los cambios del potencial
transmembrana de grupos de células proximas entre si (Zhou y cols., 1995;
Witkowski y cols., 1998; Gray, 1999; Efimov y cols., 1999), han podido
aportar informacién muy valiosa acerca de las caracteristicas de la activacion
miocardica durante las arritmias ventriculares. EI conocimiento y utilizacion
de dichas técnicas han supuesto el soporte metodoldgico de diversos trabajos
sobre la FV en los que se han objetivado los patrones de activacion y la
existencia de activacion reentrante, tanto en el inicio de la arritmia como
durante la evolucién de la misma (Cha y cols., 1994; Lee y cols., 1996;
Kwan y cols., 1998; Witkowski y cols., 1998; Weiss y cols., 1999; Rogers y
cols., 1999; Chorro y cols., 2000), siendo mas limitada la informacion
disponible sobre su cese mediante procedimientos distintos a la

desfibrilacion eléctrica (Chay cols., 1994).
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Uno de los métodos clésicos de estudio de la fibrilacion ventricular, ha
sido el anélisis de los trazados en el dominio de la frecuencia. En el espectro
de frecuencias los componentes principales de las sefiales fibrilatorias se
agrupan en bandas alrededor de valores definidos que se pueden identificar
con facilidad y permiten caracterizar mejor las fases evolutivas de la
arritmia. Con ello se conseguia informacion de pardmetros como la
frecuencia dominante, tanto media, maxima y minima. Son innumerables los
estudios que han seguido esta metodologia, incluyendo algunos realizados
por nuestro grupo de trabajo (Such y cols., 2008; Zarzoso y cols., 2012).
Mediante estos estudios, como hemos citado, ha podido establecerse entre
otras conclusiones, que la frecuencia dominante de la FV es modificada por
el ejercicio fisico y que esta modificacion no es dependiente de la accién
colinérgica en corazdn aislado. Quiza estos estudios sean los Unicos que
relacionan fibrilacion ventricular, ejercicio fisico y sistema nervioso
parasimpético intrinseco. No obstante, los autores no analizaron otros
parametros de interés como los que desarrollamos a continuacion en este

punto.

También es posible realizar estudios de la fibrilacion ventricular en el
dominio del tiempo, en donde se puede conseguir informacion acerca de
pardmetros como la mediana de los intervalos VV, ademas de poder

determinar el periodo refractario durante la fibrilacion ventricular.

La informacion proporcionada por las técnicas espectrales y la obtenida
mediante la determinacién de parametros en el dominio del tiempo,
proporcionan informacién superponible (Chorro y cols., 2000) y son
instrumentos muy Utiles para poder caracterizar las acciones de farmacos u

otros procedimientos terapéuticos.
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Otros parametros electrofisiologicos de estudio relacionados con la

fibrilacion ventricular son los siguientes:

La inducibilidad de la FV, que como se sefiala en la revision de Jalife
(2000), son ya clasicas las investigaciones de Han y Moe (1964), en las que
se efectuaron una serie de experimentos para comprobar los efectos de varios
agentes farmacoldgicos sobre el periodo refractario del musculo ventricular,
estableciendo la importancia de la heterogeneidad en el periodo refractario
para la induccion de FV. Es el incremento de la heterogeneidad es
responsable de la aparicion de blogueos en la conduccién, dispersion
espacial de la repolarizacion etc. (Kléber y Rudy, 2004), lo que a su vez
facilita la aparicion del fenémeno de la reentrada y las arritmias ligadas al

mismo.

El estudio del proceso de la activacion eléctrica del corazén durante la
FV, reviste especial interés no solamente desde el punto de vista
fisiopatoldgico sino también por lo que supone de aproximacion indirecta al
conocimiento de ciertas propiedades electrofisioldgicas del miocardio. Las
alteraciones en el patron de activacion miocardica durante el proceso de la
fibrilacion  ventricular pueden estar ligadas a modificaciones
electrofisiolégicas que afectan a la duracion del potencial de accién, al

potencial de accion monofasico y a la refractariedad.

Todos estos parametros que acabamos de mencionar, dan informacién
acerca, basicamente, de propiedades eléctricas intrinsecas miocardicas si el
estudio es en drgano aislado como es nuestro caso, por lo que cualquier
modificacion de los mismos por determinadas maniobras (variaciones
autondémicas o ejercicio fisico entre otras), nos estaran dando informacion de

cémo esas maniobras operan en el miocardio. Dado que algunas de estas
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propiedades solamente pueden ser estudiadas durante la fibrilacion
ventricular, podemos afirmar que en nuestro estudio estamos utilizando
como herramienta a la propia fibrilacion ventricular, con el &nimo,
repetimos, de acercarnos mas al conocimiento de esas propiedades
electrofisioldgicas como son la heterogeneidad, complejidad, tiempos de
activacion miocérdicos y también, por qué no, a la propia refractariedad.

1.3 Resumen de la justificacion de los objetivos e hipotesis de trabajo.

Se sabe que el ejercicio fisico aerdbico puede proteger contra la muerte
subita cardiaca, que en la mayoria de los casos se produce por fibrilacién
ventricular (Billman, 2002; 2006), pero los mecanismos concretos
subyacentes por los que se producen los efectos protectores
cardiovasculares, como acabamos de analizar, no se conocen por completo.
En lo que respecta a ésta investigacion se ha llevado a cabo con el fin de
dilucidar si las modificaciones electrofisiologicas producidas por el
entrenamiento podrian representar un posible mecanismo protector. En la
literatura se pueden encontrar articulos que han demostrado que el
entrenamiento aumenta la estabilidad eléctrica ventricular (Hull y cols.,
1994), disminuye la heterogeneidad electrofisioldgica en modelos caninos in
vivo (Hajnal y cols., 2005), al menos durante la isquemia miocardica, y
aumenta el umbral de induccion de la FV durante la oclusion coronaria en
corazones aislados de rata (Noakes y cols., 1983). También ha sido
demostrado que el entrenamiento fisico aumenta la refractariedad ventricular
en conejos entrenados (Such y cols., 2008, Zarzoso y cols., 2012). Mas
efectos electrofisiolégicos producidos por el entrenamiento han sido
recientemente investigado (para revision ver Billman, 2009). Sin embargo, a

pesar del gran nimero de estudios sobre la participacion del sistema nervioso
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extrinseco en las modificaciones electrofisioldgicas producidas por el
entrenamiento, hay menos conocimiento sobre la influencia directa de las
neuronas colinérgicas intrinsecas del miocardio en las modificaciones
electrofisioldgicas debido al entrenamiento fisico. Se quiere investigar en el
presente trabajo el efecto del ejercicio fisico crénico sobre la refractariedad
ventricular y su dispersion espacial, la complejidad de la activacion
miocardica durante la fibrilacion ventricular y la vulnerabilidad ventricular,
gue son parametros estrechamente relacionados con una arritmia reentrante
mantenida, como es la fibrilacion ventricular. También hemos investigado la
participacion directa de las neuronas colinérgicas del miocardio en las
modificaciones de estos parametros.

A la vista de lo expuesto, nuestra hipdGtesis es que el ejercicio fisico
crénico muestra efectos protectores sobre el miocardio y por tanto, aumenta
la refractariedad ventricular, disminuye la heterogeneidad electrofisioldgica
y la complejidad de la activacion miocardicas y hace menos vulnerable al
miocardio a la aparicion de la fibrilacion ventricular; participando las

neuronas colinérgicas intrinsecas del miocardio en estos efectos.

1.4 Plan de trabajo.

Para poder alcanzar los objetivos de la presente tesis doctoral, hemos
disefiado un plan de trabajo constituido por las siguientes tareas a desarrollar
y que nombraremos por orden cronol6gico:

1. Disefio experimental y cronograma de los experimentos
junto con el del protocolo, tanto el de entrenamiento fisico
como el electrofisioldgico.

2. Aplicacion del protocolo de entrenamiento fisico en cinta

rodante disefiado con anterioridad, solamente en un grupo de
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animales que denominaremos entrenados. Los otros dos grupos
de estudio, tanto el grupo control como el falso operado, seran
estabulados en las mismas condiciones y durante el mismo
periodo de tiempo que el grupo de animales entrenados, pero
sin someterlos a ningun protocolo de ejercicio fisico.

3. Una vez finalizado el periodo de estabulacién, se realizard la
preparacion experimental, que nos permitira aislar los corazones
de los tres grupos de estudio.

4. Tras la ubicacién y perfusion del corazon en el sistema de
tipo Langendorff, se aplicara el protocolo electrofisiol6gico
para poder estudiar los diferentes parametros que son objeto de
estudio en la presente tesis doctoral durante fibrilacion
ventricular.

5. Una vez realizados los experimentos, procesaremos los
registros obtenidos con el fin de obtener la informacion de los
parametros de estudio.

6. Posteriormente, procederemos al andlisis estadistico y
realizaremos las comparaciones entre los tres grupos
experimentales y entre distintas situaciones dentro del mismo
grupo. Todo ello nos permitira extraer las conclusiones que

expresaremos al final de este manuscrito.
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2.1 Material
2.1.1 Animales de experimentacion: caracteristicas.

El presente estudio ha sido realizado en corazones aislados, con un peso
medio de 14,26 + 2,02 g y un flujo inicial de 47,43 £ 16,70 ml/min,
procedentes de conejos macho, de raza Nueva Zelanda (Oryctolagus
cunniculus), alimentados ad libitum y con un peso medio al inicio del
periodo de estabulacién de 2,02 + 0,11 Kg y peso final de 3,58 + 0,34 Kg.
Estos animales son criados y facilitados por la Granja San Bernardo S.L.
Llegan al animalario de la Unidad Central de Investigacion de la Facultad de
Medicina de la Universitat de Valéncia con una edad de 9 semanas. A
continuacion, son estabulados durante un periodo de 7 semanas bajo unas
condiciones de estabulacion controladas y constantes tanto de temperatura,
entre 21-23°C, como de humedad relativa, siendo del 31%, como el control

en los ciclos de luz, alternando la artificial con la oscuridad.
2.1.2 Reactivos.

A continuacién agrupamos los reactivos en funcion de su finalidad:

- Preparar la solucion de Tyrode: CaCl,, MgCl,, KCI, NaH,POy,,
NaHCO;, NaCl y glucosa de Panreac® Quimica S.A.

- Anestesiar al animal: Ketamina (Ketolar®) de Parke-Davis.
- Heparinizar al animal: heparina sédica al 5% de Rovi®.

- Bloquear los receptores muscarinicos intracardiacos: atropina

(atropine sulfate monohydrate) de Sigma-Aldrich Quimica®.
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2.1.3 Dispositivos.
2.1.3.1 Para pesaje.

Balanza Precision (Precisa Balances®), modelo GF-2000, y balanza
Soehnle®.

2.1.3.2 Para entrenamiento.

Tapiz rodante LE8700 (“treadmill”’) de Panlab® S.L., compuesto por una
cinta rodante y una unidad de control y fue adaptado para el uso en conejos
(figura 2.1).

Velocidad: 02150 cm/s

—4 S 2 ; == "‘— - Superficie
' ‘ de carrera: 450 x 100 mm

Rejill
descargas:

Rango de

Figura 2.1 Tapiz rodante y unidad de control.

2.1.3.3 Otros.

Bomba de infusion KDS100 (KD Scientific, EE.UU) (figura 2.2), que fue
utilizada para infundir atropina, de forma continua y a una concentracion

constante, a través de la raiz adrtica del corazon.
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Figura 2.2 Bomba de infusion KDS-100.

Desfibrilador, disefiado en la Universidad Politécnica de Valencia gracias a
un proyecto de colaboracion con el grupo de bioingenieria del instituto
ITACA (BiolTACA). Compuesto por: una unidad de control y dos palas
circulares de metal con un diametro de 20 mm, se conectan a la unidad de
control y son colocadas directamente en la superficie epicardica del corazén
para aplicar el choque. El desfibrilador permitia regular la energia del
choque eléctrico ajustable entre 2-10 J y el tipo de onda aplicado en la

descarga (monofasica o bifasica) (figura 2.3).

Figura 2.3 Desfibrilador manual.
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2.1.4 Sistemas y programas informéticos.
2.1.4.1 Sistema de perfusion del corazon.

El sistema de perfusion estd compuesto por un sistema de soporte
metabdlico tipo Langendorff, una bomba peristaltica (Cole-Parmer®
Instrument Co®.) y de una bomba circulante de termostatacion (Neslab®
Instrument, Inc®.) que mantiene caliente, a unos 40°, el agua destilada que

circula por la cAmara externa de la doble camisa del sistema (figura 2.4).

El objetivo basico del método Langendorff es proveer al corazon aislado
del oxigeno, la temperatura y los metabolitos necesarios por medio de una
canula insertada en la aorta ascendente. El liquido nutricio es impulsado a
través de la aorta en el sentido contrario al de la circulacion sanguinea. Esta
perfusion retrograda de la aorta cierra las valvulas aorticas y fuerza la
circulacion del fluido por las arterias coronarias durante el periodo
diastdlico, como ocurre en el ciclo cardiaco normal. El liquido continta
entonces a través del sistema coronario y tras irrigar a los tejidos cardiacos,
sale por el ostium del seno coronario en la auricula derecha. El flujo
coronario necesario depende del tamafio del corazén y se encuentra en torno
a 30 ml por minuto en corazones aislados de conejo adulto. Con esta técnica,
las camaras izquierdas del corazon permanecen esencialmente sin liquido, y

los ventriculos se contraen contra la presién atmosférica de su interior.

El sistema esta formado por diversos tubos y camaras de vidrio, por los
que circula el liquido de perfusion, denominado Tyrode, antes de llegar a la
canula de inyeccion. Este liquido nutricio ha sido impulsado desde un
deposito exterior, en el cual se realiza la oxigenacion y ajuste de pH, gracias

a la utilizacion de una mezcla de gases, concretamente oxigeno y dioxido de
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carbono, denominada carbdgeno, hasta la parte mas elevada por medio de
una bomba peristéltica, habiendo pasado previamente por un filtro y un
deposito de calentamiento (figura 2.4). La presion de perfusion ha sido

controlada manualmente mediante un manémetro integrado en el sistema.

La siguiente representacion esquematica corresponde a una preparacion
de corazén aislado de conejo, que como hemos descrito en este apartado
consta de un sistema de perfusion, de estimulacion y de registro:

rc Adquisicion de datos
— PaceM
Calentador Camara de i Maptech
y filtros ___| | perfusion - []
—
Oxigenacién AN | : mm m
= ches

Corazén )
| aislado rfi

~A

Figura 2.4 Representacion esquematica del sistema experimental: preparacion, sistema
Langendorff, elementos de registro y estimulacion, e instrumentacion.
2.1.4.2 Sistema de registro.

Consta de los siguientes elementos:

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

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

Electrodo multiple para registro de los electrogramas ventriculares,

compuesto por 256 electrodos unipolares de acero inoxidable con un

didmetro de 0,125 mm y una distancia interelectrodo de 1 mm (figura 2.5).
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Figura 2.5 Electrodo multiple de registro.

Ambos electrodos se conectaron a un sistema cartografico que definimos

a continuacion.

Sistema de cartografia epicardica de la actividad eléctrica (MAPTECH®,

Waalre, Holanda), para la adquisicion y digitalizacion de las sefales
correspondientes a los electrogramas. Los electrogramas se amplificaron con
una ganancia de 100 a 300, se filtraron eliminando las frecuencias situadas
fuera de la banda comprendida entre 1-400 Hz y se multiplexaron. La
frecuencia de muestreo en cada canal fue de 1 kHz, con una resolucion de 12
bits. Los registros obtenidos a lo largo del experimento fueron almacenados
en un soporte digital preparado para la adquisicion y registro de la actividad
eléctrica cardiaca con el fin de poder realizar el posterior analisis de las

sefiales adquiridas (figura 2.6).
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Figura 2.6 Sistema de cartografia MapTech®.

En la figura 2.7, podemos observar la ubicacion real de los diferentes
electrodos, tanto los de registro como los de estimulacién, para llevar a cabo

los experimentos.

Figura 2.7 Colocacion de los electrodos: electrodo de registro
auricular; electrodo de estimulacion auricular; placa multielectrodo
de registro ventricular; electrodo de estimulacion ventricular.

2.1.4.3 Sistema de estimulacion.
Consta de los siguientes elementos:

Electrodos bipolares de estimulacién de acero inoxidable con un diametro de

0,125 mm, y distancia interelectrodo de 1 mm, ubicados en la zona

epicardica a estudiar y conectado al estimulador.
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Estimulador Grass®, modelo S88 (Grass Instruments®, Inc., Quincy, M.A.,

U.S.A)), al que se conecto el electrodo bipolar de estimulacion antes citado,
provisto de una unidad de aislamiento de estimulos (modelo SIU5). El
estimulador permite emitir pulsos rectangulares de corriente, con un amplio
rango de duraciones, pudiendo controlar parametros tales como frecuencia
de estimulacion, intensidad y tiempo de duracion del estimulo (figura 2.8).
De este modo conseguimos una estimulacion controlada, en una zona
concreta, y programada gracias a un sistema computarizado que permite

emitir pulsos de corriente.

Figura 2.8 Estimulador Grass® S88 (vista frontal).

2.1.4.4 Programas informaticos.

PaceMap® (afio 2002) incorporado en el sistema de adquisicion
MapTech, es utilizado para la visualizacion, captura y andlisis de los
electrogramas. Este software permite la visualizacion por grupos de canales
(figura 2.9) y almacenaje de los registros en el disco duro del ordenador,
siendo la extraccion de los episodios requeridos una tarea sencilla y rapida.
Para todo ello es necesaria la utilizacion de las matrices de correspondencia

electrodo-canal que codificaran la distribucion espacial de las sefiales.
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Figura 2.9 Detalle del programa Pacemap® en el que aparecen los trazados fibrilatorios
epicardicos correspondientes a 8 electrodos ventriculares de los 240 utilizables.

Matlab® 7.6.0 (octubre de 2008), programa que ofrece un entorno de
desarrollo integrado con un lenguaje de programacion propio, sobre el que se
ha programado diversas aplicaciones para el tratamiento de los datos del
estudio. Se program6 una aplicacion con el fin de realizar el anélisis en el
dominio del tiempo de las sefiales de FV y obtener los pardmetros

estadisticos que la caracterizan, llamada MedMap.

MedMap,  desarrollado  bajo  entorno  MatLab®, utilizado
fundamentalmente para la comprobacion y validacion de mapas y espectros
de frecuencia de las sefiales de FV. También se utiliz6 para la visualizacion
de los histogramas de los intervalos VV de la FV y obtencion de los
parametros estadisticos (figura 2.10) a partir de un fichero ASCII de marcas

extraido del PaceMap®.
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4 MATLAB 7.10.0 (R2010a) - DS
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Figura 2.10 Detalle del programa Matlab® dentro de la aplicacién Medmap.
Aparece un ejemplo de los parametros estadisticos obtenidos a partir de un

fichero ASCII de marcas.

SPSS®, paquete estadistico empleado para la gestion de datos y el anélisis
estadistico de los resultados (version 19).
Microsoft office®, soporte informatico con el que se ha realizado el presente

trabajo (version Office 2010).
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2.2 Métodos.
2.2.1 Preparacion y acondicionamiento de los animales.

Las condiciones de estabulacion durante el periodo de siete semanas

fueron las mismas para todos los animales empleados para este estudio.
2.2.1.1 Estabulacién.

Los conejos permanecieron siete semanas en jaulas individuales de
dimensiones reglamentarias, y se utilizé viruta de nogal Lignocel UBK
1500/3000 para mantenerlos en las condiciones de limpieza mas adecuadas.
Todos los animales estudiados fueron alimentados con agua y pienso (Harlan
Teklad Global Rabbit Diet), ad libitum. El estado de salud de los animales
fue controlado registrando diariamente el peso de los mismos y la cantidad
de pienso ingerido. En la tabla 2.1 se muestra la composicion detallada del
pienso utilizado, aportandoles una dieta completa y equilibrada con un valor

calorico de 2,4 Kcal/g.

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

hemos comentado en el apartado 2.1.1.
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INGREDIENTES: ADICION POR kag:

Harina de alfalfa | VITAMINAS:

deshidratada

Salvado de trigo Vitamina A. ..o 15000 U.I.

Trigo ViItaminNa Da....veeee i 1500 U.1.

Hojuelas de Avena Vitamina E (a-tocoferol)...........oeiveeiinneninianenenne. 81 mg

Harina de soja tostada Vitamina K3 (menadiona sodio bisulfito)................... 50 mg

Dextrosa Vitamina B,

Fosfato bicalcico Vitamina B,

Cloruro de sodio Vitamina Bg

Carbonato de calcio Vitamina Bao...ouovuieniiiiiii e 0,08 mg

Aceite de soja NiaCina.....ooeie

L-Lisina Acido d-pantoténico..............cceeeeiiiiiiieeeiiinnn. 21 mg

D, L-Metionina Acido FOlICO. ... 2,9 mg

Piedra caliza (Carbonato | Biotina............cccooiiiiiiiiiii e 0,23 mg

de calcio) ColiNa. ... 600 mg

ANALISIS: MINERALES:

Agua (humedad)..12,00 % | Hierro (Sulfato ferroso heptahidratdo)....................... 50 mg

Proteina Manganeso (Sulfato de manganeso monohidratado)......44 mg

Grasa...... Zinc (Sulfato de zinc monohidratado)................ceeveereens 30 mg

Fibra........ Cobre (Sulfato de cobre pentahidratado)......................... 7 mg

Ceniza................. Cobalto (Carbonato basico de cobalto monohidratado)..0,5 mg
Yodo (Yodato de calcio anhidro)...........c.ceeeeeuenennnns 6,2 mg
Cromo (Sulfato CromiCo)........uuueueeiieiieiiaiiannanens 0,5mg

Tabla 2.1 Composicién nutricional del pienso alimentario DIET 2030 Complete feed
(Harlan Interfauna Ibérica S.A.).

2.2.1.2 Protocolo de familiarizacion (grupos de estudio).

Todos los conejos fueron sometidos durante una semana a un protocolo
de familiarizacion que consistio en colocar a los conejos en la cinta rodante
y, con el fin de conseguir adaptar a los animales a la dindmica de la carrera
de manera natural (Such y cols., 2002), aplicarles 4 sesiones de carrera. Tras
el periodo de familiarizacion los animales fueron distribuidos en los tres
grupos de estudio, en el grupo control, en el grupo entrenado o en el grupo

falso operado.
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El grupo entrenado estaba formado por 11 animales que fueron sometidos
a un protocolo de entrenamiento fisico durante seis semanas. El grupo
control lo constituyeron otros 11 animales que no participaron en el
protocolo de entrenamiento y que permanecieron estabulados durante dicho
periodo. Por ultimo, el grupo de animales falsos operados, constituido por 10
animales de caracteristicas similares al grupo control. La diferencia de este
grupo con el control radica en una variacién del protocolo experimental que

sera detallada en el apartado 2.2.3.
2.2.1.3 Protocolo de entrenamiento fisico.

Solamente el grupo entrenado fue sometido a un periodo de
entrenamiento de 6 semanas, que consistié en 30 sesiones, a razon de 5
sesiones semanales consecutivas (5 dias a la semana durante 6 semanas).
Cada sesion se compuso de 6 series de carrera continua durante 4 minutos,
con 1 minuto de descanso entre series y una velocidad de 0,33 m/s (20
m/min). Siendo un entrenamiento diario de 29 minutos de lunes a viernes

con un periodo de descanso de dos dias (de sabado a domingo).

La supervision de la correcta realizacion del ejercicio sobre la cinta
rodante fue realizada de forma continua. Los conejos que una vez iniciado el
periodo de entrenamiento no corrieron adecuadamente durante cinco

sesiones consecutivas, fueron excluidos del presente estudio.

Tras el periodo de estabulacion se procedio a la preparacion experimental

para realizar el estudio electrofisioldgico.
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2.2.2 Preparacion experimental.

Los conejos se pesaron con una balanza de la firma Soehnle®, y los
corazones también, una vez concluido el protocolo, con una balanza de
precision Precisa Balances®. La preparacion experimental puede verse en la
figura 2.11. Tras la heparinizacion y anestesia a través de la vena marginal
de la oreja, mediante una preparacion de heparina sddica al 5% (800 Ul), y
ketamina, (12,5 mg/kg), se procedié a sacrificar al animal mediante
contusion cervical. A continuacion se llevd a cabo una toracotomia
mediosternal y una pericardiotomia, para proceder a la extraccion del
corazén, seccionandolo por su pediculo vascular, y sumergiéndolo en una
solucion fria de Tyrode (1-5 °C), para su posterior manipulaciéon sin
deterioro metabolico del tejido cardiaco. Tras seccionar la arteria pulmonar y
a continuacion disecar la arteria aorta ascendente, ésta se secciond también,
y se conect6 al sistema de Langendorff, mediante hilo de seda de entre 1-2
mm de didmetro, perfundiendo el corazon retrogradamente con la solucién
de Tyrode a 37 £ 5 °C, que contiene los siguientes electrolitos con sus
correspondientes concentraciones (mM): NaCl:130; KCI:5,6; CaCl,:2,9;
MgCl,:0,6; NaH,PO,:1,4.; NaHCO3:25 y 12 glucosa, el pH se mantuvo a
7,4. La oxigenacion se efectud gracias a la adicion de gas carbogeno y éste
contribuyé al mantenimiento del pH. El carb6geno es una mezcla que esta
compuesta por O, al 95% y por CO; al 5%. La presion de perfusion inicial se
fij6 en 60 mm Hg.
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Figura 2.11 Imagenes tomadas durante la extraccion y ubicacion de la
preparacion en el sistema Langendorff. De izquierda a derecha, y de arriba abajo:
anestesia a través de la vena marginal izquierda, animal anestesiado, previo a la
extraccion una vez sacrificado, corazon sumergido en bafio de Tyrode frio,
insercion de la aorta en la canula del sistema, y preparacion ya fijada al sistema.

Con el corazon ubicado en el sistema, se eliminaron los restos de los
tejidos adyacentes (pulmon, traguea, etc.) y, ademéas, mediante una pequefia
seccion en la auricula izquierda, se procedié al corte de las cuerdas
tendinosas de la valvula mitral para hacerla insuficiente y permitir el escape,
en caso que fuera necesario, del liquido por la auricula izquierda, evitando
asi posibles acumulaciones de Tyrode en el ventriculo izquierdo, si se diera
la situacion de que la valvula adrtica mostrara cierta insuficiencia, para

evitar la creacion accidental de un modelo de working heart no deseado.

El liquido de perfusién, ubicado y oxigenado en un depdsito exterior, es

el que le aporta al corazon los nutrientes, oxigeno y dioxido de carbono
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necesarios, y es impulsado a los vasos coronarios de forma normdgrada
gracias a una bomba peristaltica que conduce al liquido nutricio hasta la
parte mas elevada del sistema de Langendorff. Tras un filtrado previo con un
filtro de membrana de nitrocelulosa con un tamafio de poro de 3 pm,
adecuado para evitar el paso de particulas que pudiesen causar una posible
obstruccion de los vasos coronarios. Una vez introducido en el sistema
tubular, el Tyrode se mantiene caliente ya que el sistema posee una doble
camisa por donde pasa el agua que lo atempera, para ello empleamos una
bomba circulante de termostatacion, consiguiendo alcanzar la temperatura

idénea de 37°C en la raiz aortica.

En cuanto a la parte de ubicacién de los electrodos nos centraremos en
primer lugar en los de estimulacion y mas adelante en los de registro.
Dispusimos los electrodos del siguiente modo (figura 2.12): se ubicé el
electrodo bipolar de estimulacion auricular en la auricula izquierda,
aprovechando la hendidura realizada para hacer insuficiente la valvula
mitral, y fue utilizado para la realizacién de otro estudio electrofisiolégico.
El otro electrodo bipolar de estimulacion se situé en la pared libre del
ventriculo izquierdo, en la zona anterolateral izquierda, siendo utilizado para
la induccion de la FV con estimulacién a frecuencias crecientes. La
estimulacion se efectu6 mediante un estimulador Grass S88° (Grass
Instruments® Inc., Quincy, M.A., U.S.A.), que permite emitir pulsos de
corriente, y que esta provisto de una unidad de aislamiento de estimulos

(SIU5). El electrodo indiferente se ubico sobre la aorta canulada.

A continuacion, dispusimos los electrodos de registro del siguiente modo
(figura 2.12): se ubicé un electrodo bipolar revestido de plata en el Haz de

Bachman para el registro del electrograma auricular que fue empleado para
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otros estudios electrofisiologicos, y para el registro ventricular, que es el que
emplearemos en la presente tesis, se utilizé un electrodo maltiple con 256
electrodos unipolares de acero inoxidable, colocados en la superficie
epicérdica plana de la pared libre del ventriculo izquierdo. Las sefales
captadas por dichos electrodos de registro fueron adquiridas y digitalizadas
mediante un sistema de cartografia de la actividad eléctrica cardiaca
MapTech®, como se ha comentado anteriormente, y un PC con una tarjeta de
adquisicion de datos y el software PaceMap que permite la monitorizacion
de las sefiales durante el experimento y su posterior analisis para la

obtencion de los resultados del presente estudio.

Figura 2.12 Colocacién de los electrodos: A) electrodo indiferente; B)
electrodo de registro auricular; C) electrodo de estimulacién auricular; D) placa
multielectrodo de registro ventricular; E) electrodo de estimulacién ventricular
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2.2.3 Protocolo experimental.

Se llevd a cabo el mismo protocolo en los tres grupos de experimentacion
(grupo control, entrenado y falso operado). Tras ubicar el corazén en el
sistema Langendorff, se dejaron transcurrir 20 minutos para estabilizar la
preparacion, tiempo durante el cual se situaron los electrodos
correspondientes, conectandolos a su vez a la instrumentacion necesaria, tal
y como ha sido descrito en el apartado anterior, y se procedio a la realizacion
del protocolo experimental. Dicho protocolo constaba de dos partes en las
que evaluamos las propiedades electrofisiologicas cardiacas a través de
varias pruebas. Tras finalizar la primera fase del protocolo, se realizé una
infusién continua de una disolucién de atropina a una concentracion
constante de 1uM, con el fin de bloquear la posible participacion del citado
sistema colinérgico intrinseco y se repitio el mismo protocolo. En ambas
partes analizaremos los mismos parametros, centrandonos en el andlisis de la
fibrilacion ventricular, tanto temporal (intervalos de activacion ventricular)
como morfolégico (complejidad de la activacion miocérdica). Ademas,
dichos anélisis nos permiten obtener los pardmetros electrofisiol6gicos
siguientes: el periodo refractario funcional (refractariedad), el coeficiente de
variacién del periodo refractario funcional (heterogeneidad) y los tiempos de

activacion miocardica.

Para la preparacién de atropina se empleé como disolvente una solucion
de Tyrode filtrado, dicha solucion se preparaba diariamente y se introducia
en una jeringa siempre protegida de la luz, para evitar el deterioro de la
preparacion, a una concentracion 100uM en jeringa. La infusion se realizaba
a una velocidad de infusion correspondiente a la centésima parte del flujo

coronario/hora. En cuanto al grupo de los animales falsos operados se les
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infundié Tyrode filtrado, en lugar de la disolucion de atropina, con las
mismas caracteristicas de infusion en lo referido al flujo. Este grupo de
estudio nos sirvio para comprobar si la repeticion del protocolo experimental
o el transcurso del tiempo podian interferir y por tanto modificar los
resultados obtenidos y asi poder diferenciar estos posibles efectos con los
producidos por el bloqueo colinérgico de los receptores muscarinicos.

Hay partes del protocolo que no nombraremos ya que no han sido
utilizadas para este estudio, tal y como se indica en la figura 2.13 (pruebas
adicionales). A continuacion se describira de forma méas detallada cada una
de las partes que componian el protocolo electrofisiolégico utilizado (figura
2.13). Antes de iniciar el protocolo, se realiz6 una medida del flujo

coronario, tras lo cual se procedi6 de la siguiente manera:

- Medida del flujo coronario inicial.
- Determinacion del umbral de estimulacién ventricular.

- Realizacion de pruebas adicionales para otros estudios
electrofisioldgicos.

- Estimulacidén ventricular a frecuencias crecientes para desencadenar
la fibrilacion ventricular a una intensidad de estimulacion triple del
umbral diastolico. Se registrd la entrada en fibrilacion, deteniéndose
en este momento la estimulacion programada.

- Registro continuo de 330 s de la actividad fibrilatoria,
manteniéndose en todo momento la perfusion.

- Tras este tiempo, se procedio a revertir la arritmia utilizando un
desfibrilador manual aplicando choques de 2 J de energia mediante
una onda bifasica.

- Estabilizacion durante 10 minutos de la actividad cardiaca tras
revertir la fibrilacion ventricular.
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- Medida del flujo coronario para fijar la velocidad de infusion de la

atropina.

- Infusion de atropina (1uM) durante 5 minutos con una velocidad de

infusion calculada a partir del flujo coronario.
mantendria hasta la finalizacion del experimento.

- Medida del flujo coronario.
- Repeticion del protocolo electrofisiolédgico.
- Medida del peso de los corazones.

La infusion se

{FV)

«——————— Flujo coronario inicial
€= Umbral de estimulacién
€——————————= Pruebas adicionalesT

Estimulacion ventricular
a frec. crecientes

Fibrilacion ventricular
Desfibrilacion 2J

€
Estabilizacion
Flujo coronario pre-atropina - =

Flujo coronario post-atropina
Umbral de estimulacion
Pruebas adicionalest

Estimulacion ventricular
a frec. crecientes

Fibrilacion ventricular

Desfibrilacion 2J

Estabilizacion

4&————— Flujo coronario final

Peso corazon

Figura 2.13 Esquema del protocolo electrofisiologico (T pruebas realizadas que no son objeto

de este estudio).
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2.2.4 Parametros electrofisioldgicos analizados.

De los registros electrograficos se obtuvo la activacion local en cada
electrodo de los 240 electrodos que forman el multielectrodo identificando el
momento de la pendiente maxima negativa (dV/dt) de los electrogramas
ventriculares y efectuando el marcaje semiautomatico de dichas pendientes
durante 2 s, y mas concretamente a los 5 minutos de la FV mantenida. Se
establecid un umbral que debia superar la deflexion para ser considerada
como una deflexién local. Dicho umbral se corresponde con el 20% del
méaximo valor de amplitud en cada electrograma. Cuando los electrogramas
mostraban potenciales dobles o multiples, la maxima pendiente negativa del
complejo de activacion fue asignada como el Unico tiempo de activacion
local. A partir de este anélisis en el dominio del tiempo se obtuvieron los
intervalos VV, y los histogramas medios de los intervalos VV consecutivos
se determinaron en cada canal del multielectrodo durante una ventana de dos
segundos a los 5 minutos de la FV mantenida en dos situaciones: pre-
atropina (previa al bloqueo colinérgico) y post-atropina (tras la infusion
continua de atropina), tanto en los grupos de falsos operados, controles y

entrenados.

Definicién de parametros y medida de los mismos.

Todos los pardmetros fueron medidos durante el transcurso de la
fibrilacion ventricular inducida mientras se mantuvo la perfusion coronaria

con Tyrode.
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Intervalos VV o intervalos de activacion ventricular.

Se definen como el tiempo transcurrido entre dos activaciones locales
consecutivas en el ventriculo. Como queda expresado en la figura 2.14, el
programa informatico determina automaticamente la distancia en ms entre
dos activaciones ventriculares. Es una medida en el dominio del tiempo del

trazado fibrilatorio.

o

Amplitud

36 M40 42V 44 52 749 V43 T 40V 51 42 T36 0 43

Tiempo (ms)

Figura 2.14 Trazado fibrilatorio marcado de forma semiautomatica y con los valores de los
intervalos VV correspondientes.

Periodo refractario funcional (PRF).

La refractariedad del tejido ha sido valorada a través de la medida del
PRF, definiéndolo como el percentil 5 de los intervalos VV correspondiente
al histograma formado por el conjunto de dichos intervalos. El percentil 5 de
los intervalos V'V se ha obtenido a partir de los citados histogramas mediante

el programa informatico PaceMap (figura 2.15).
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Intervalos VV
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Figura 2.15 Representacion de la distribucion gaussiana a partir de los intervalos VV. El
percentil 5 corresponde al area sombreada en azul bajo la linea del ajuste gaussiano.

Coeficiente de variacién del PRF (CV)

Es un indicador de la heterogeneidad eléctrica miocardica y se entiende
como la dispersion de los valores del PRF obtenidos en cada uno de los
electrodos del multielectrodo. Es determinando segun la siguiente

ecuacion:

B D.E.
"~ promedio (PRF)

)

Siendo CV, el coeficiente de variacion del periodo refractario funcional;
DE, la desviacion estandar de dicho periodo refractario funcional y
promedio, la media aritmética de los valores del periodo refractario

funcional durante la fibrilacién ventricular.
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Tiempo de activacion epicardica.

Es el tiempo, expresado en milisegundos, que tarda en despolarizarse el
tejido miocérdico. Se ha determinado en una zona concreta del ventriculo
izquierdo y en una ventana de tiempo de 60ms. El tiempo de activacion se
determind mediante la visualizacion directa del mapa de activacion
ventricular obtenido mediante cartografia epicardica practicando la
diferencia entre el mayor y el menor valor de forma independiente a la
direccion de los diferentes frentes. Tanto antes como después de la
administracion de atropina, se realizaron cinco determinaciones en todos los
grupos de estudio, obteniendo asi un valor promedio de cinco tiempos

distintos aunque préximos entre si.

Mapas de activacion epicardica durante la FV.

Para la construccion de los mapas de activacion se emple6 un segmento
del trazado fibrilatorio marcado semiautomaticamente. Analizandolo en 11
momentos distintos (cuya ventana temporal era de 60ms) separados entre
ellos a razén de 100ms, ubicados entre el segundo 298 al 299 de la
fibrilacion ventricular. En cada ventana se han identificado los patrones de
activacion construyendo las isdcronas, que se han trazado de forma
semiautomatica, utilizando la codificacion en colores de los tiempos de
activacion correspondientes a cada electrodo que ofrece el programa

Pacemap (figura 2.16).
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Figura 2.16 Mapas de activacion epicardicos a los que se les ha aplicado una codificacion de
colores para los distintos tiempos de activacion, gracias al programa PaceMap. Dicha
codificacion de colores correspondientes a cada electrodo sigue la siguiente secuencia: rojo,
amarillo, verde claro, verde oscuro, verde mas oscuro, azul claro (cambios cada 10 ms). AF:
afloramiento.

En los mapas de activacion se han identificado los distintos frentes de
onda estudiando la posible existencia de lineas de bloqueo de conduccion,
colisiones, reentradas completas y patrones de afloramiento (figura 2.16), lo
que en funcion de su ndmero o cuantia nos dara informacion acerca de la

complejidad de los mapas de activacion.

Complejidad de activacion miocardica ventricular.

Los frentes de onda, segin su comportamiento temporal y/o espacial los

denominaremos como:

a) Frente de onda simple se da cuando existen lineas
isécronas paralelas sobre el mapa siendo una
transmision superficial.
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b) Zonas de bloqueo de conduccion definidas como
aquellas zonas en las que la velocidad de conduccion
estimada ha sido inferior a 5 cm/s, delimitando &reas con
distinta direccion del proceso de activacion.

c) Colisiones se dan cuando dos o mas frentes de onda
se desplazan en la misma direccion pero en sentido
contrario.

d) Fusidn se da cuando dos o méas frentes de onda se
suman y se convierten en uno, siempre y cuando partan
de origenes distintos.

e) Afloramiento se identifica por la presencia de una
zona de activacion que forma curvas cerradas que se
transmiten de endocardio a epicardio de manera
centrifuga.

f) Reentrada es aquel frente de onda que tras describir
una trayectoria circular o eliptica vuelve a activar la zona
previamente activada por él mismo, entonces se delimita
la zona central de la reentrada utilizando como referencia
la parte interna del frente de onda, esto es, la zona central
de la reentrada corresponde al espacio comprendido entre
los electrodos mas cercanos activados en direcciones opuestas durante la
trayectoria circular del frente de ondas. Se ha considerado como activacion
reentrante, la que produce al menos un giro completo del frente de
activacion, es decir, aquellos casos en los que el proceso de activacion
vuelve a activar la zona previamente activada por el mismo frente (reentrada
completa).
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Una vez identificados los distintos patrones de activacion de cada una de
las 11 situaciones analizadas en cada experimento, tanto antes como después
de la infusion de atropina, se realiz6 el recuento de todos los fendmenos
observados (simples, afloramientos, etc.). ElI sumatorio de todo ello nos
ofrecia el valor de la complejidad global. Y a posteriori se clasificé en
categorias basadas en los grados especificos de complejidad de los mismos y
siguiendo un esquema basado en el descrito por Konings y cols., 1994, en el

analisis de los mapas de activacion durante la fibrilacion auricular.

Grados especificos de complejidad.

Nuestra clasificacién de los distintos grados de complejidad const6 de 5
niveles o tipos que fueron agrupados segun el nimero de activaciones y
representados por numeros romanos; tipo I-1l: existen como méaximo dos
activaciones, tipo IlI: tres activaciones, tipo IV: cuatro activaciones, tipo V:
cinco activaciones y el tipo VI: seis 0 mas activaciones. Obteniendo un
porcentaje de los diferentes tipos de activacion y de los distintos patrones de
activacion, siendo de especial relevancia el recuento de las reentradas y de

los afloramientos.

La ventana de andlisis temporal para las medidas de los parametros
electrofisioldgicos, fue de dos segundos, excepto para la construccion de los
mapas de activacion que fue de un segundo y se llevo a cabo a los 5 minutos
del inicio de la fibrilacion ventricular. El analisis de los parametros se realizd
tanto antes como después de la infusion de atropina, para la comparacion

apareada de resultados.
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2.2.5 Andlisis estadistico.

Para la comparacion entre los grupos entrenado y control, antes y después
de la infusién de atropina, de los pardmetros de periodo refractario funcional
durante la fibrilacion ventricular, su correspondiente heterogenidad, la media
de los intervalos VV, los tiempos de activacion epicardica y la clasificacion
de la complejidad de las activaciones, se realizé un andlisis de la varianza
(ANOVA) de medidas repetidas de 2 factores sobre 1 factor. Para el estudio
del efecto del entrenamiento sobre induccion de la FV, flujo y peso del
corazon se empled una prueba t de Student para muestras no apareadas,
asimismo, se analizo el efecto del blogueo colinérgico sobre los mismos
parametros con una prueba t de Student para muestras apareadas. En el caso
de la determinacion de la dependencia entre variables se ha realizado
mediante el test Chi cuadrado para tablas de contingencia. Existen

diferencias significativas cuando la p < 0,05.

Para el analisis estadistico se usé el software Microsoft® Excel 2007 para
Windows Vista y el paquete de analisis estadistico SPSS® (version 19), de
la firma SPSS Inc.

2.2.6 Legislacion.

Las condiciones de estabulacion y los procedimientos experimentales
utilizados en el presente estudio fueron realizados de acuerdo con lo
establecido por la Unién Europea sobre la regulacion en el uso de animales
con fines cientificos (2003/65/CE), promulgado en el Real Decreto
1201/2005 de 10 de octubre sobre proteccién de los animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos (B.O.E. 21 de octubre de 2005). El
comité ético del Servicio Central de Soporte a la Investigacién Experimental

de la Universitat de VValéncia aprobd todos los procedimientos utilizados.
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Con excepcion de pardmetros como la induccion de la fibrilacion
ventricular y flujo coronario, el resto han sido valorados durante la
fibrilacion ventricular (FV) en dos situaciones diferentes: antes de la
administracion de atropina, que como ya hemos comentado es un blogqueante
de los receptores muscarinicos y después de la administracion de la misma,
en dos grupos de animales: sometidos al protocolo de entrenamiento (grupo
entrenado) y sedentarios (grupo control). En el grupo de falsos operados se
sustituyd la atropina por Tyrode y, asimismo, se midieron los diferentes

parametros antes y después de la infusion del citado liquido nutricio.

Este planteamiento de analisis nos permite determinar no solamente si el
entrenamiento es capaz de modificar los pardmetros electrofisiol6gicos
estudiados, sino que, si ello fuese asi, podriamos establecer si el sistema
nervioso parasimpéatico intrinseco pudiese estar implicado en los

correspondientes cambios.

3.1 Induccion de la FV.

Estimulamos a frecuencias crecientes mediante un sistema de
estimulacion programada en el ventriculo izquierdo con el fin de inducir la
fibrilacion ventricular. Analizamos la frecuencia de estimulacion a la que se
indujo la fibrilacion ventricular en cada caso. Una vez realizado el marcaje
de los intervalos de estimulacion SS previos a la entrada en fibrilacion
ventricular, calculamos sus correspondientes frecuencias, tanto antes como
después de la infusién de atropina y en ambos grupos de estudio. Al hacer el
andlisis estadistico no encontramos ningin cambio significativo. En la
siguiente tabla podemos observar los resultados obtenidos en cada grupo y

en ambas situaciones de estudio.
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Pre-atropina Post-atropina
Control 13+£1(7) 14+3(9)
Entrenado 13+£2(8) 14 +£2(7)

Tabla 3.1 Frecuencia minima de estimulacién ventricular que induce
la fibrilacion ventricular, antes y después de la infusion de atropina,
tanto en el grupo control como en el entrenado. Valores expresados en
Hz como media y desviacién estandar. Entre paréntesis, n° de
experimentos.

3.2 Analisis de la FV en el dominio del tiempo:
3.2.1 Intervalos VV.

3.2.1.1 Efecto del entrenamiento fisico.

El intervalo VV fue un 15% mayor en el grupo de corazones procedentes
de animales sometidos a entrenamiento fisico al compararlo con el grupo
control (68 £ 10; n = 10 vs 78 £ 10 ms; n = 8 respectivamente). Podemos

observar dicho incremento en la figura 3.1.

90 O Control.

M Entrenado
%

®
=]
M

=)
=]

|—\\ A

Intervalo VV (ms)
2
>

Figura 3.1 Efecto del entrenamiento fisico sobre los intervalos VV en el grupo control y en el
entrenado. Las barras de error corresponden al error estandar.*p<0,05.
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En cuanto al efecto del entrenamiento en los intervalos VV tras la
infusién de atropina, se observé una clara tendencia (p = 0,064) con una
diferencia de un 13% al comparar el grupo control frente al entrenado (tabla
3.2). Este resultado es muy similar al evidenciado antes de la administracion
de atropina en la comparacion de los grupos control y entrenado, aunque en
este caso, con clara significacion estadistica. Estos resultados nos hacen
pensar que el bloqueo de los receptores muscarinicos participa muy poco o
nada en el alargamiento del intervalo VV observado por nosotros en los

corazones procedentes de conejos sometidos a entrenamiento.

Post-atropina

Control 67 +10 (9)
Entrenado 76 £8(7)

Tabla 3.2 Intervalos VV después de la infusion de atropina en
los grupos control entrenado, expresados en ms como media y
desviacion estandar. Entre paréntesis, n° de experimentos.

3.2.1.2 Efecto del bloqueo colinérgico.

Estudiamos el efecto del bloqueo colinérgico sobre la media de los
intervalos VV. Una vez realizado el marcaje de los intervalos VV, antes y
después de la infusion de atropina, no observamos ningin cambio, en
ninguno de los dos grupos, ni en el control (68 + 10 vs 67 +10 ms,
respectivamente; n = 10) ni en el entrenado (78 £10 ms vs 76 £ 8 ms, n = 8),

tal y como se puede observar en la figura 3.2.
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OPre-atropina.
- W Post-atropina.
90 1 Control 90 1 Entrenado P
= 807 30 4
g 70 1 70 -
g 60 1 60 o
- 50 1 50 4
E 40 1 40 4
E 30 1 30
E 20 4 20
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Figura 3.2 Efecto del bloqueo colinérgico sobre la longitud de los intervalos VV, en ms, en
el grupo control n=10 y en el grupo entrenado n=8. Se representa el valor medio y las barras
de error corresponden al error estandar.

3.2.1.3 Resultados en el grupo falso operado.

El grupo de animales denominado falso operado fue empleado para
descartar la posible interferencia en nuestros resultados por el efecto que
podria producir el paso del tiempo durante la aplicacidn de nuestro protocolo
experimental, por la manipulacion que conlleva y por la repeticién del
mismo. En la siguiente figura 3.3, los resultados obtenidos confirman que el
intervalo VV permaneci6 inalterado en este grupo experimental, antes y
después de la infusion de Tyrode y de la repeticion del protocolo (67 + 11; n
=10 vs 62 + 13 ms; n = 8 respectivamente).

DOPre-Tyrode.

WPost-Tyrode.
70 -

60 4
50 +
40 1
30 4
20 o

Intervalo VV (ms)

10 A

0
Figura 3.3 Intervalo VVV en el grupo falso operado antes y después de la administracion de
Tyrode. Valores expresados en ms como media de 9 experimentos. Las barras de error
corresponden al error estandar.
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3.3 Parametros electrofisioldgicos durante la FV:
3.3.1 Periodo refractario funcional (PRF).
3.3.1.1 Efecto del entrenamiento fisico.

El efecto del protocolo de entrenamiento fisico aplicado modifico el
periodo refractario funcional durante la FV (PRF), siendo éste mayor en el
grupo entrenado tanto antes como después de la infusién de atropina. Se
registré un incremento del PRF en el grupo entrenado de un 27% en relacion
a los controles, antes de infundir la atropina (42 £7; n=10vs 53 +8 ms; n =
8) y de un 24% en relacion a los controles, tras la infusion de dicha sustancia
(40 £6;n=10vs 50 £ 6 ms; n = 8).

Este resultado es indicativo de que el alargamiento del PRF producido

por el entrenamiento no es dependiente del sistema parasimpatico intrinseco.

60 - O Control.
+  BEntrenado

Figura 3.4 Efecto del entrenamiento fisico sobre el periodo refractario funcional (PRF)
durante la FV en el grupo control y en el entrenado. Las barras de error corresponden al error
estandar.*p<0,05.

3.3.1.2 Efecto del bloqueo colinérgico.

En la figura 3.5 podemos ver como el blogueo colinérgico no produjo
ningun efecto en lo que respecta a la modificacion del periodo refractario

funcional durante la fibrilacion ventricular en el grupo control (42 £ 7 vs 40
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+ 6 ms; n = 10). En cuanto al grupo de animales sometidos a entrenamiento
tampoco se observaron diferencias estadisticamente significativas (53 £ 8 ms
vs 50 £ 6 ms, n = 8), entre antes y después de la infusion de atropina.

OPre-atropina.
WPost-atropina

60 - Control 60 - Entrenado
50 - 50 4
™
£ 40 - 40 -
& 30 30
A~
20 1 20 o
10 o 10 4
0 0

Figura 3.5 Efecto del bloqueo colinérgico sobre el periodo refractario funcional durante la
FV en el grupo control y en el entrenado. Las barras de error corresponden al error estandar.

3.3.1.3 Resultados en el grupo falso operado.

En la figura 3.6 podemos observar los valores del PRF antes y después de
la administracion de Tyrode (45 £ 10; n = 10 vs 43 £ 12 ms; n = 9). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las dos
determinaciones, lo que es indicativo de la ausencia de efectos por el tiempo

o0 por la repeticion del protocolo electrofisiologico.

DOPre-Tyrode.
50 = WPost-Tyrode.

40 1

30 4

PRF (ms)

20 1

10 4

0
Figura 3.6 Periodo refractario funcional (PRF) durante la fibrilacién ventricular en el grupo
falso operado. Los resultados son la media de 9 experimentos. Las barras de error
corresponden al error estandar.
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3.3.2 Coeficiente de variacion del PRF.
3.3.2.1 Efecto del entrenamiento fisico.

El entrenamiento fisico modifico el coeficiente de variaciéon del periodo
refractario funcional, produciéndose un decremento estadisticamente
significativo del 17% en el grupo sometido a entrenamiento fisico (figura
3.7). Esta situacion ocurre previamente a la infusion de atropina (15,1 *
3,8%; n =10 vs 12,5 £+ 1,5%; n = 8), sin embargo tras la administracion del
bloqueante colinérgico no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p = 0,24) entre ambos grupos (12,2 + 2,4%; n =10 vs 10,8 £
2,1%; n = 8).

20 0O Control.
M Entrenado

15 1 &
=
=
= 10
>
©]

5 e

0

Figura 3.7 Efecto del entrenamiento fisico sobre el coeficiente de variacion del periodo
refractario funcional durante la FV en el grupo control y en el grupo entrenado. Las barras de
error corresponden al error estandar.*p<0,05.

3.3.2.2 Efecto del bloqueo colinérgico.

El efecto del blogueo colinérgico sobre la heterogeneidad del tejido
miocardico expresada como CV, en lo que respecta a la dispersion de los
periodos refractarios, se modificé de forma significativa en el grupo control
(15,1 £ 3,8%; vs 12,2 + 2,4%; n = 10); produciéndose un decremento del

19% tras la administracion de atropina. Por el contrario, en el caso del grupo
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de animales sometidos a entrenamiento fisico no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (12,5 + 1,5%; vs 10,8 £ 2,1%; n = 8). En la

siguiente figura, expresamos los resultados en diagrama de barras.

DOPre-atropina.
W Post-atropina.

20 1 Control 20 - Entrenado
15 % 15
9
< 10 A 10 -
>
Q
5 4 5
0 0

Figura 3.8 Efecto del blogueo colinérgico sobre el coeficiente de variacion del periodo
refractario funcional durante la FV en el grupo control n = 10 y en el entrenado n = 8. Las
barras de error corresponden al error estandar.*p<0,05.

Como apreciamos en estos resultados, la disminucién de la
heterogeneidad miocérdica que se observa después de la administracion de
atropina, no se reproduce en corazones procedentes de conejos entrenados.
Es posible que este hecho sea debido a que, como vamos a ver en el bloque
de resultados siguiente, el entrenamiento, per se, disminuye la

heterogeneidad.

3.3.2.3 Resultados en el grupo falso operado.

En la figura 3.9 se muestran los cambios del CV del PRF, en los dos
momentos de andlisis realizados durante la aplicacion del protocolo
experimental. Tal y como puede observarse, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ambas determinaciones, antes y después
de la infusion de Tyrode, por lo que, como ya hemos sefialado en anteriores

ocasiones, no se evidencian efectos por la repeticion del protocolo
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experimental. Antes de la administracion de Tyrode, el CV del PRF fue de
14,0 £ 2,8% y después de 13,3 + 2,3%.

OPre-Tyrode.
20 - BPost-Tyrode.
15 +
)
é 10
>
®)
5
0

Figura 3.9 Coeficiente de variacion durante la FV en el grupo falso operado (n = 9). Las
barras de error corresponden al error estandar.

3.3.3 Tiempos de activacion.
3.3.3.1 Efecto del entrenamiento fisico.

El tiempo de activacién disminuy6 significativamente, sufriendo un
decremento del 12% en el grupo de animales entrenados (48,6 + 4,2 vs 43,0

+ 5,7 ms, respectivamente) frente al grupo control antes de la administracion

de atropina.
50 1 [ Control.
o) B Entrenado.
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Figura 3.10 Efecto del entrenamiento fisico sobre el tiempo de activacion durante FV. El
grupo control n = 10; grupo entrenado n = 8; las barras de error corresponden al error
estandar. *p<0,05.
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No se encontraron diferencias estadisticamente significativas tras la
administracion de atropina al comparar el grupo control frente al grupo
entrenado (50,3 £ 3,7 vs 48,5 £ 4,4 ms, respectivamente). Estos resultados
anteriores son indicativos de que el entrenamiento produce una disminucion
del tiempo de activacion y este efecto es abolido por la administracion de
atropina, implicando de alguna manera a los receptores muscarinicos en este

efecto intrinseco.

3.3.3.2. Efecto del blogueo colinérgico.

Como se puede observar en la figural0, el efecto del bloqueo colinérgico
no modifico el tiempo de activacion en el grupo control (48,6 + 4,2 vs 50,3 +
3,7 ms, respectivamente; n = 10). Sin embargo, en el grupo entrenado si que
fueron encontradas diferencias estadisticamente significativas con un
incremento del 13% tras la administracion de atropina (43,0 + 5,7 vs 48,5 +
4,4 ms, respectivamente; n = 8).

OPre-atropina.

WPost-atropi
60 4 Control 60 - Entrenado ost-atropina

*

50 1 50 o

40 40 -
30 1 30 A

20 1 20 A1

t. activacién (ms)

10 1 10 4

0 0

Figura 3.11 Efecto del bloqueo colinérgico sobre el tiempo de activacion durante la FV en el
grupo control y en el grupo entrenado. Las barras de error corresponden al error
estandar.*p<0,05.
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3.3.3.3 Resultados en el grupo falso operado.

En la figura 3.12 se muestran los cambios del tiempo de activacion
ventricular. Como en ocasiones anteriores, no encontramos diferencias
significativas en los dos momentos analizados. Antes de la administracion de
Tyrode, el CV del PRF fue de 48,8 + 4,8 y después de 48,7 £ 5,3.

OPre-Tyrode.
60 - WPost-Tyrode.

50 1
40 1
30 4

20 o

t. acitivacion (ms)

10 1

0

Figura 3.12 Tiempo de activacion durante la fibrilacion ventricular en el grupo falso
operado. Grupo falso operado con una n = 9; ms = milisegundos. Las barras de error
corresponden al error estandar.

3.4 Analisis de los mapas de activacion miocéardica.
3.4.1 Complejidad global de la activacion.
3.4.1.1 Efecto del entrenamiento fisico.

La complejidad global fue significativamente menor en el grupo
entrenado al compararlo con el grupo control, en ambas situaciones, antes
(40,7 £ 5,2 vs 34,6 £ 7,5 ms) y después de la infusion de atropina (48,1 £ 9,3
vs 37,3 £ 6,6 ms). En la primera de ellas se produjo un decremento del 17%

y en la segunda del 25%, pudiéndose observar un claro descenso en el grado
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de complejidad de las sefiales fibrilatorias analizadas pertenecientes a los

animales sometidos a un protocolo de entrenamiento fisico.
50 - [ Control.
B Entrenado.

40 %

30 A
|

i}

Figura 3.13 Efecto del entrenamiento fisico sobre la complejidad global de la activacién

miocérdica durante FV. El grupo control n = 9; grupo entrenado n = 8; las barras de error
corresponden al error estandar. *p<0,05.

c. activacion (u.a.)

3.4.1.2 Efecto del bloqueo colinérgico.

En este apartado analizamos la participacion del bloqueo colinérgico
sobre un parametro que analiza las caracteristicas de la activacion, dandonos
informacién sobre el grado de la complejidad de la fibrilacion ventricular en
cada situacion estudiada. En el caso del grupo control podemos observar, en
la figura 3.14, como la infusion de atropina ejerce un efecto que puede
interpretarse como negativo al incrementar el grado de complejidad de la
activacién miocéardica en un 17%. En cambio, en el grupo entrenado el
bloqueo colinérgico no produce ningin cambio estadisticamente
significativo manteniendo los valores similares a los adquiridos en la

situacion previa a dicha infusion.
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Figura 3.14 Efecto del bloqueo colinérgico sobre la complejidad global de la activacién
miocardica durante la FV en el grupo control y en el grupo entrenado antes y después de la
infusion de atropina, expresado como unidades arbitrarias (u.a.). Las barras de error
corresponden al error estandar.*p<0,05.

3.4.2 Grados especificos de complejidad de activacion.

Como ya hemos mencionado en el apartado de métodos, los distintos
grados de complejidad fueron agrupados en 5 tipos, representados por
nimeros romanos Y clasificados segin el nimero de activaciones: tipo I-I1:
existen como méximo dos activaciones, tipo IlI: tres activaciones, tipo IV:
cuatro activaciones, tipo V: cinco activaciones y el tipo VI: seis 0 mas
activaciones.

3.4.2.1 Efecto del entrenamiento fisico.

El entrenamiento fisico modifico los niveles de complejidad mas simples
y los mas complejos, incrementando de forma significativa los de baja
complejidad, es decir, los denominados tipo I-1l y reduciendo los de alta
complejidad, el tipo V de forma estadisticamente significativa y el tipo VI
con una clara tendencia (p=0,06); todo ello en la situacion previa al bloqueo
colinérgico. En cuanto al andlisis de la FV inducida tras la infusion de

atropina, tuvo un comportamiento similar a la situacion previa, dando lugar a
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un aumento estadisticamente significativo del tipo 11l y a una disminucion

tanto del tipo V como del tipo VI en el grupo entrenado (tabla 3.3).

Tipos de Complejidad

I-11 1l v \Y, Vi
Control 14 26 35 17 7
Pre- (14%)  (26%)  (35%)  (17%)  (7%)
atropina Entrenad 28 30 21 7 5
nwenado  3p0)  (34%)  (24%)  (8%) (%)
Control 9 17 31 26 16
Post- (9%) (17%)  (31%)  (26%)  (16%)
atropina
P Entrenado 17 33 21 8 3

(19%)  (38%)  (31%)  (9%) (3%)

Tabla 3.3 Numero de mapas de activacion en FV (valores absolutos y relativos) clasificados
en funcion a su complejidad y porcentaje de patrones observados (tipo I-I1, tipo IlI, tipo 1V,
tipo V y tipo VI), en el grupo control (n=9) y entrenado (n=10), antes y después de la infusion
de atropina.

Los resultados de la tipificacion de la complejidad de la activacion de los
mapas en FV se muestran en la figura 3.15, previamente presentados en la
tabla 3.3. Se agruparon los datos en tablas de contingencia, y se observé que
el entrenamiento reducia la complejidad expresada en porcentajes de tipos de
mapas de activacion. En la figura 3.16, se representan los mapas de
activacién, con su complejidad correspondiente, de un experimento de cada

uno de los grupos estudiados.
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Pre-atropina Post-atropina
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Figura 3.15 Resultados de la tipificacion de la complejidad de la activacion de los mapas en
FV, en ambos grupos y en ambas situaciones. Los nimeros corresponden a los porcentajes de
los patrones observados clasificados atendiendo a su complejidad (tipo I-11, tipo 111, tipo IV,
tipo V y tipo VI), previamente a la infusién de atropina y después de la misma, tanto en el
grupo control (n=9) como el grupo entrenado (n=8). *p<0,05.

CONTROL m ENTRENADO ms

s

50 50
40 40
30 30
20 20
10 10

100 ms 100 ms

Figura 3.16 Representacién de mapas de activacion y electrogramas en un experimento del
grupo control y en experimento del grupo entrenado (C.A.: complejidad de activacion; ms:
milisegundos).
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En la tabla 3.4 se muestran, en valor relativo, los diferentes tipos de
activaciones con sus correspondientes porcentajes segin la cantidad de
patrones de activacion observados en cada grupo experimental. Los datos
fueron agrupados en tablas de contingencia, al realizar una prueba Chi-
cuadrado. No encontramos relacion entre los tipos de patrones al comparar
entre los grupos control y entrenado, por lo que podemos decir que el
entrenamiento fisico no modificd los patrones de activacién en cuanto a

porcentaje se refiere.

Frentes Afloramientos  Reentradas
Control 245(69 %) 102(29 %) 8(2 %)
Entrenado  204(75 %) 63(23 %) 6(2 %)

Tabla 3.4 Numero y porcentaje de patrones observados (frentes de onda simples, reentradas y
afloramientos) en los mapas de activacion en FV, en el grupo control (n=10) y en el grupo
entrenado (n=8).

3.4.2.2 Efecto del bloqueo colinérgico.

En cuanto a los resultados de las estadisticas realizadas para comparar
cada tipo por separado, podriamos destacar que en el grupo control existe un
incremento estadisticamente significativo del numero de situaciones
agrupadas en la complejidad de tipo VI, el grupo de mayor complejidad,
como consecuencia del bloqueo colinérgico inducido por la infusion de
atropina (figura 3.17, control). Este resultado va en la misma linea que el
incremento de la complejidad global citada en el apartado anterior. En lo que
respecta al grupo entrenado no observamos ningiin cambio estadisticamente
significativo al analizar los distintos grados de complejidad (figura 3.17,

entrenado)
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Figura 3.17 Mapas de activacion antes y después de la infusion de atropina, en un
experimento del grupo control y en un experimento del grupo entrenado. En la parte superior
de la figura se muestran 4 ejemplos correspondientes al grupo control, 2 de ellos antes de la
infusién de atropina: el primero presenta complejidad 4 (tipo 1V; 3 frentes y 1 afloramiento) y
el segundo complejidad 4 (tipo 1V; 2 frentes y 2 afloramiento); y 2 de ellos tras la infusion de
atropina: el primero presenta complejidad 5 (tipo V; 4 frentes y 1 afloramiento) y el segundo
muestra complejidad 6 (tipo VI; 5 frentes y 1 afloramiento). En la parte inferior de la figura se
muestran, del mismo modo que en la superior, 4 ejemplos correspondientes al grupo control,
2 de ellos antes de la infusion de atropina: el primero presenta complejidad 3 (tipo I1I; 2
frentes y 1 afloramiento) y el segundo muestra complejidad 2 (tipo II; 2 frentes); y 2 de ellos
tras la infusién de atropina: el primero de ellos presenta complejidad 2 (tipo I1; 2 frentes) y el
segundo muestra complejidad 3 (tipo I11; 3 frentes) (C.A.: complejidad de activacion; T.A.:
tiempo de activacion; ms: milisegundos).

En la tabla 3.5 se muestran, en valor relativo, los diferentes tipos de
activaciones con sus correspondientes porcentajes segin la cantidad de
patrones de activacién observados en cada grupo experimental y en cada
situacion estudiada, antes y después de la infusion de atropina. Los datos
fueron agrupados en tablas de contingencia, al realizar una prueba Chi-

cuadrado. No encontramos relacion entre los tipos de patrones al comparar
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en cada grupo en las dos situaciones de estudio, es decir, antes y después de
la infusién del bloqueante de los receptores colinérgicos intrinsecos del

corazon.
Frentes Afloramientos  Reentradas
Pre- Control 245(69 %) 102(29 %) 8(2 %)
atropina  Entrenado  204(75 %) 63(23 %) 6(2 %)
Post- Control 294 (63 %) 162 (35 %) 7 (2 %)
atropina  Entrenado 204 (71 %) 77 (27 %) 6 (2 %)

Tabla 3.5 Porcentaje de patrones observados (frentes de onda simples, reentradas y
afloramientos) en los mapas de activacion en FV, antes y después de la infusion de atropina,
tanto en el grupo control (n=10) como en el entrenado (n=8).

3.5 Flujo coronario.

Se realizaron cuatro medidas del flujo coronario a lo largo del
experimento; al inicio del mismo, antes de infundir atropina, tras el inicio de
la infusion de atropina y al final del experimento. En la siguiente tabla puede
observarse dichos valores normalizados por el peso del corazdn (ml/min/g).
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas de este valor
entre los diferentes grupos. Asimismo el flujo coronario fue estable a lo

largo del experimento en todos los grupos.

Inicio Pre-atropina Post-atropina Fin
Control 3,47+0,9 3,10+0,9 2,99+0,9 2,79+0,9
Entrenado 3,36x0,9 3,05+1,1 2,92+0,9 2,79+1,1
Falso operado  3,42+0,9 3,05+0,8 2,92+0,8 2,71+0,6

Tabla 3.6 Flujo coronario de los corazones normalizado por su propio peso. Expresados
como las medias + desviacion estandar; el niumero de experimentos son los siguientes: el
grupo control n=9, el grupo entrenado n=8 y en el caso del grupo falso operado n=6.
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3.6 Peso de los corazones.

En lo que respecta al peso de los corazones, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los tres grupos. Los valores promedios
obtenidos con sus correspondientes desviaciones estdndar de la masa
cardiaca en cada grupo fueron: control 14,23+2,7g (n=11), entrenado
14,4142 1g (n=11) y falso operado 15,36%2,7g (n=10).
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4.1 Consideraciones generales.

En la presente tesis doctoral hemos estudiado la posible participacion del
sistema nervioso parasimpatico intrinseco cardiaco, sin influencias
humorales o del sistema nervioso central, sobre algunas de las
modificaciones electrofisiolégicas que el entrenamiento fisico produce en el
corazén. Ademas de la refractariedad, en parte investigada ya por nuestro
grupo, hemos estudiado otros parametros que hasta el momento se
desconocen, como la facilidad para inducir la fibrilacién ventricular y los
obtenidos a partir del andlisis de la citada arritmia, como son los intervalos
VV, la heterogeneidad electrofisiolégica del miocardio, el tiempo de

activacién y la complejidad del patrén fibrilatorio.

En relacion con los conocimientos existentes sobre la refractariedad
miocéardica, debemos comentar que existen antecedentes (Zarzoso y cols.,
2012) acerca de los efectos del ejercicio fisico y del bloqueo colinérgico
sobre la refractariedad miocérdica intrinseca, pero no hemos encontrado
estudios sobre las caracteristicas de esta propiedad durante la fibrilacion
ventricular y sobre los efectos que podria tener el ejercicio fisico y el sistema

parasimpatico intrinseco en esta situacion fisiopatolégica sobre ella.

En lo que respecta al tipo de investigacion cabe decir que el presente, es
un trabajo predominantemente basico, aunque no por ello menos importante.
Nosotros hemos investigado posibles mecanismos que puedan explicar
adaptaciones que el ejercicio fisico produce en el corazén, 6rgano vital para
el ser humano. Mas aun, nos hemos centrado en la fibrilacion ventricular que
es la arritmia més letal; por lo que los conocimientos generados sobre este

tema podrian tener gran relevancia clinica.
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Para investigar los mecanismos por los que el ejercicio fisico produce las
modificaciones electrofisiologicas cardiacas sin influencias del control
central, hemos empleado un modelo de corazén aislado del animal y por
tanto carente de inervacion extrinseca, lo que nos permite descartar las
influencias centrales nerviosas o humorales. Evidentemente, nos hemos
cerciorado (Nylander y cols., 1982; Such y cols., 2002; 2008) de que nuestro
modelo experimental produce, en respuesta al ejercicio, modificaciones
eléctricas miocardicas, para asi poder estudiar la participacién de posibles
mecanismos intrinsecos como las neuronas parasimpaticas postganglionares

y su papel en la aparicion de los citados efectos.

4.2 Consideraciones sobre la metodologia empleada.

Si bien es cierto que los resultados procedentes de modelos animales no
se asemejan totalmente a la clinica humana, y en consecuencia cualquier
intento de extrapolacién de resultados debe hacerse con cautela, ellos son
necesarios porgue permiten realizar estudios controlados y aplicar métodos
de exploracién que no se deben realizar, por razones legales y éticas, en los
seres humanos. No obstante, las consideraciones éticas en el uso de modelos
animales siguen siendo importantes, y hay una continua bdsqueda de otros
modelos para explorar, en este caso, las arritmias ventriculares (Hamlin,
2007). En el presente estudio se ha pretendido aplicar en la medida de
nuestras posibilidades la regla de las “3R” de la experimentacion animal-
reemplazo, reduccion y refinamiento-, intentando minimizar el efecto

indeseable de producir dafio a los animales de experimentacion.
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La regla de las “3R” fue propuesta en el ano 1959 por William Russell y
Rex Burch. La primera regla pretende reemplazar los métodos que emplean
animales por cualquier método cientifico que emplee “materiales
insensibles”. Existen distintos tipos de reemplazos, en nuestro estudio hemos
empleado el directo, empleando tejidos in vitro en lugar de in vivo, aunque
es un avance, no se trata de un reemplazo total del animal. En cuanto a la
segunda regla, la reduccion, trata de disminuir el nimero de animales
necesarios para obtener informacidén con precisién de un acontecimiento
dado. Nosotros, en la aplicacion de esta regla, no calculamos
estadisticamente en su momento el nimero muestral necesario. No obstante,
decidimos el tamafio muestral sobre la base de trabajos previos con similar
metodologia. En cualquier caso, ya estamos aplicando el andlisis estadistico
del calculo muestral (programa informatico “G-Power”) para estudios
experimentales con errores alfa y beta, asi como la potencia, similares al
presente, y el nimero muestral que obtenemos es practicamente el mismo
gue hemos utilizado en esta tesis doctoral. Por lo tanto, estamos muy seguros
de haber empleado el menor nimero de animales necesarios para llegar a
conclusiones lo mas precisas posibles. La tercera y Gltima regla, se centra en
el refinamiento que trata de introducir cualquier desarrollo que haga
disminuir la severidad de los procedimientos que se les aplica a los animales.
Esta regla se ha ido ampliando para incluir todos los aspectos de la vida del
animal de laboratorio, es decir, abarcando desde el nacimiento hasta la
muerte. Este estudio experimental ha sido refinado con el fin de minimizar el
sufrimiento o la angustia del animal. Todo ello se plantea con el fin de
defender el bienestar de los animales en los laboratorios, motivado tanto por

los propios animales como por la fiabilidad de los resultados experimentales,
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y con ello, de los productos cientificos y técnicos de que se beneficiaran los

humanos.

4.2.1. Respecto al modelo animal.

Con el fin de cumplir con nuestros objetivos creemos haber elegido el

modelo animal en el que:

v’ Se producen las adaptaciones cardiovasculares caracteristicas producidas

por la realizacién de ejercicio fisico crénico.

v’ La fibrilacién ventricular es facilmente inducible y lo suficientemente
estable para asegurar su mantenimiento durante el tiempo de aplicacion del

protocolo.
v' Las neuronas colinérgicas intracardiacas estan presentes.

Tradicionalmente, las preparaciones con térax abierto de perro y cerdo
fueron consideradas los mejores modelos experimentales para extrapolacién
de la fibrilaciéon ventricular a humanos, dada la similitud del tamafio del
corazén de estos animales al de nuestra especie (Panfilov, 2006). No
obstante, algunos nuevos modelos animales han sido introducidos para los
estudios de fibrilacion ventricular, incluyendo la perfusién de corazén en

pequefios animales en sistema Langendorff.

Nuestro modelo animal es el conejo, y es considerado por muchos autores
(DiCarlo y Bishop, 1990; Such y cols., 2002; 2008) idéneo para estudios
sobre los efectos del entrenamiento fisico, entre otras razones porque el
conejo de laboratorio es, a semejanza de los humanos en general, sedentario,
y con protocolos de ejercicio adaptados con una apropiada intensidad,

duracion y frecuencia, podemos obtener muy facilmente una respuesta
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cardiovascular caracteristica del entrenamiento fisico (DiCarlo y Bishop,
1990).

Efectivamente, estos autores valoraron la influencia de los aferentes
cardiacos en la regulacion arterial barorrefleja de la actividad nerviosa
simpdtica renal, lo que fue examinado antes y después de un programa de
entrenamiento de resistencia. EI programa de entrenamiento de resistencia de
8 semanas dio lugar a una bradicardia inducida por el ejercicio (disminucién
de la frecuencia cardiaca tanto en reposo como durante una prueba de
esfuerzo). En reposo, los conejos sometidos a entrenamiento ofrecieron
valores de frecuencia cardiaca en promedio de 210 latidos minuto en
contraste con los 242 que presentaban los conejos no entrenados. Durante la
carrera en cinta rodante a una velocidad de 15,0 m/min, con una pendiente
del 20%, la frecuencia de los conejos entrenados subié a 287 latidos minuto,
mucho menos que la que alcanzaron los conejos no sometidos a

entrenamiento (390 latidos minuto).

En esta misma linea, Billman (2002) propone al conejo como el modelo
animal dptimo para estudios similares al desarrollado por nosotros, ya que es
mas facil de inducir y mantener la FV debido al tamafio de su corazon y por
el ritmo cardiaco en reposo, que es mas lento que animales mas pequefios,

como la rata o el ratén.

Otros autores como el ya citado Panfilov (2006), considera que los
corazones de pequefios animales, a pesar de que difieran en tamafio en
relacion al humano més de un orden de magnitud, la fibrilacion ventricular
puede ser inducida. Para este autor, a la hora de extrapolar resultados acerca
de la fibrilacion ventricular, mas importante que la diferencia real del

tamafio cardiaco entre especies, es que exista similitud en lo que él denomina
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tamafio efectivo cardiaco. Este concepto tiene en consideracion, aparte del
tamafio en si de la viscera cardiaca, la longitud de onda de reentrada, que
determina la fibrilacion ventricular. El tamafio efectivo cardiaco resultaria
del cociente de la raiz cubica del peso de corazén y del periodo de rotacion
de la onda espiral de reentrada. Se ha demostrado que los patrones de onda
en el corazon de conejo durante arritmias ventriculares, determinado por el
tamafio efectivo del corazon y la longitud de onda de la reentrada, son muy
similares a la del humano.

Por otro lado, también se ha demostrado que los aspectos criticos de
excitacién-contraccién de acoplamiento en el miocardio de conejo, como la
contribucion relativa del reticulo sarcoplasmico, es muy similar al
acoplamiento excitacidn-contraccion del ser humano. (Maier y cols., 2000).

Ademas de que las caracteristicas electrofisioldgicas del corazén de
conejo puedan ser muy similares a las del corazén humano (Panfilov, 2006;
Gao y cols., 2007; Gaustad y cols., 2010), y abundando acerca de la
idoneidad del corazon de conejo para estudios de esta naturaleza, aparte de
lo ya comentado, entendemos que también desde el punto de vista
morfoldgico, existe una importante similitud con el corazon humano en lo
que se refiere al sistema nervioso vegetativo intrinseco. A este respecto,
Saburkina y cols. (2014) estudiaron la topografia de los plexos nerviosos
intrinsecos situados en la superficie del corazén de conejo y en el tabique
interauricular mediante  un marcaje  histoquimico mediante la
acetilcolinesterasa usando corazones enteros presion-distendido y
preparaciones de montaje-entero en conejos californianos, llegando a la
conclusién que a pesar de las diferencias anatémicas en la distribucion de las
neuronas cardiacas intrinsecas y la presencia de plexos nerviosos bien

desarrollados en el hilio del corazén, la topografia de los siete subplexos de
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los plexos nerviosos intrinsecos en corazén de conejo corresponde bastante

bien a otras especies de mamiferos, incluyendo a los seres humanos.

4.2.2. Respecto a la preparacion experimental.

Uno de los valores de importancia de la preparacion de Langendorff es
gue es Util para determinar, bajo condiciones controladas, propiedades del
coraz6n (por ejemplo, cronotropismo, dromotropismo, refractariedad,
inotropismo, lusitropismo y la resistencia vascular coronaria) sin influencias
nerviosas autondmicas, farmacolégicas (producidas por la anestesia, por
ejemplo), o de metabolitos. Asimismo, este tipo de preparacion permite

acceder directamente a diversas zonas de estudio.

Las preparaciones experimentales basadas en el uso de sistemas de tipo
Langendorff, son faciles de realizar y proporcionan un alto rendimiento ya
gue no necesariamente requieren grandes cantidades de liquido de perfusion,
ni tampoco necesariamente soluciones coloidosmoticas. Ademas, el corazon
recibe todos sus componentes basicos, que se perfunden a través de su propia
circulacion coronaria y capilar, manteniendo una situacion bastante cercana

a la fisiologica “in vivo”.

Por otra parte, nuestra preparacion tipo Langendorff, sin carga, nos evita
los cambios que se producirian cuando se utiliza una preparacion de working
heart. Las preparaciones que no someten al corazén a una postcarga no
producen, obviamente efectos como consecuencia del trabajo cardiaco. Por
tanto, asi nos aseguramos de que las modificaciones que se observen en el
grupo entrenado, se deben al propio protocolo de entrenamiento fisico.
Quiz& el unico inconveniente que pudiese tener nuestra preparacion en

cuanto a la carga se refiere, es que el ventriculo derecho si posee una
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pequefia precarga (unos 50 ml. por minuto de flujo coronario) como
consecuencia del retorno del Tyrode a dicho ventriculo a través de la
auricula derecha, tras perfundir las coronarias. Este efecto creemos que ha
sido minimizado en nuestro estudio, al haber obtenido los registros

electrofisioldgicos en una zona concreta del ventriculo izquierdo.

4.2.3. Respecto al farmaco de eleccion.

La sustancia utilizada para realizar el bloqueo farmacoldgico del sistema
nervioso parasimpatico ha sido la atropina (como sal de sulfato), un
alcaloide natural que actia como antagonista competitivo del receptor
muscarinico, con una concentracién de 1 uM. Estos alcaloides no poseen
selectividad alguna por ningun tipo de receptor muscarinico. El principal
efecto conocido de la atropina sobre el corazon consiste en modificar la
frecuencia cardiaca. Aunque la respuesta predominante es la taquicardia, la
frecuencia cardiaca suele disminuir de forma transitoria con las dosis
promedio que se emplean en la clinica (0,4 a 0,6 mg). Este efecto inesperado
se ha atribuido al bloqueo de los receptores muscarinicos M; presinapticos
presentes en las terminaciones nerviosas posganglionares parasimpaticas en
el nodo sinoauricular que normalmente inhiben la liberacién de acetilcolina.
Las dosis mas elevadas de atropina (alrededor de 0,2 mg) producen
taquicardia progresiva al bloquear los receptores M, en las células del
marcapaso del nodo SA, antagonizando de esta manera el tono parasimpatico
(vagal) del corazén. La eliminacion del tono vagal cardiaco por la atropina
también puede facilitar la conduccion AV. La atropina acorta el periodo
refractario funcional del nodo AV y puede incrementar la respuesta
ventricular en pacientes que tienen fibrilacion auricular (Goodman y Gilman,

2012). En nuestro estudio buscamos averiguar el posible efecto que pueda
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producir el citado antagonismo pero en una situacion en donde el corazon
estd denervado y cuya procedencia no es humana sino de animales de
experimentacion. Entre las concentraciones que se plantearon varian de 0,1 a
10 pM segin la literatura, habiendo sido demostrado que con una
concentracion de 0,5 pM es suficiente para realizar un bloqueo total y
efectivo de los receptores muscarinicos en el corazon de conejo
(Habermeier-Muth 'y Muscholl, 1988; Accili y Di Francesco, 1996).
Nosotros hemos escogido una concentracién de 1 puM (equivaldria a
2,32x10°® /gramo de corazén) con el fin de mantener un margen de seguridad
en el blogueo de receptores muscarinicos ante hipotéticas variaciones del
flujo coronario, vy, a la vez, no utilizar una concentracion demasiado elevada
de la sustancia que pudiese resultar tener otros efectos no vinculados al

bloqueo colinérgico.

4.2.4. Respecto al protocolo de entrenamiento fisico.

Muchos de los trabajos experimentales que se han realizado sobre
gjercicio fisico, han tomado como modelo de estudio la rata. Los trabajos
sobre entrenamiento fisico Ilevado a cabo en conejos son mas escasos y
existe una gran diversidad en cuanto a los métodos de entrenamiento
utilizados, pudiendo encontrase tanto protocolos continuos (Chen y Li, 1993;
Carroll, 2003; Becker y cols., 2004; de Moraes y cols., 2008) como
discontinuos (Meng y Pierce, 1990; Such y cols., 2002; 2008) con un rango
de intensidades variable entre estudios. También existen discrepancias en
cuanto a la predisposicion de los conejos Nueva Zelanda para la carrera, de
forma que algunos autores han encontrado dificultades para hacer correr a
los animales durante mas de 1-2 minutos a una modesta velocidad de 13

memin™ (Faris y cols. 1982).
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Por las razones que a continuacion exponemos, consideramos que nuestro
modelo de entrenamiento fisico en conejos, es adecuado, en tanto que no
solamente es capaz de generar cambios electrofisiologicos cardiacos, sino
también, bioquimicos. Esta efectividad del protocolo de entrenamiento
utilizado en el presente estudio ya ha sido discutida en trabajos anteriores
(Zarzoso, 2011; Such y cols., 2008; Pelechano, 2008). Los principales
hallazgos al respecto, segun describe Pelechano (2008), citada por Zarzoso

(2011), son los siguientes:

- El protocolo de entrenamiento fisico produce un descenso de la
frecuencia cardiaca en reposo, tanto in vivo como in vitro, en el grupo de
animales entrenados (Such y cols., 2008; Pelechano, 2008). La
modificacion de este parametro se ha considerado tradicionalmente
como uno de los sellos caracteristicos del entrenamiento aerébico
(Blomgvist y Saltin, 1983).

- En cuanto a la concentracion de lactato, analizado en diversas fases del
protocolo de entrenamiento, también se aprecian cambios sugestivos de
respuesta a la ejecucion de ejercicio fisico crénico. Los datos de
Pelechano fueron coincidentes con lo expuesto por Astrand (1992) y
Garcia Manso y cols. (1996), quienes mostraron que, con el
entrenamiento aerdbico, tras el inicio de la actividad se produce una
respuesta inicial en la que aumenta la concentracion de lactato v,

transcurrido un tiempo, éste retorna a valores similares al reposo.

- Asimismo, con un protocolo idéntico de entrenamiento fisico aplicado a
otras series de conejos, se obtuvieron aumentos en las expresiones de la

enzima 6xido nitrico sintasa inducible de un 51% y en la proteina de
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choque térmico HSP60 de un 35% en el grupo de animales entrenado en
relacion con los controles (Such y cols., 2008). Gémez-Cabrera y cols.
(2005) relacionaron el aumento en la expresion de proteinas como las
anteriormente mencionadas con las adaptaciones producidas por el
entrenamiento  fisico utilizando dos protocolos de diferentes
intensidades. Asimismo, un estudio realizado por Husain y Hazelrigg
(2002) mostré también un incremento en la expresion de la enzima iINOS
y del éxido nitrico en el miocardio de ratas sometidas a entrenamiento

fisico.

Por tanto, a la vista de los anteriores resultados, puede decirse que el
protocolo de entrenamiento utilizado en este estudio produce modificaciones
en una serie de marcadores de entrenamiento, tanto especificos como
inespecificos del entrenamiento fisico de tipo aerdébico, por lo que
consideramos que se trata de un protocolo adecuado para la realizacion del

estudio.
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4.3 Consideraciones sobre los resultados obtenidos.

Como hemos comentado al principio de este capitulo, hemos estudiado
los efectos del ejercicio fisico cronico sobre la vulnerabilidad miocérdica,
refractariedad del miocardio ventricular, la dispersion del periodo refractario
funcional ventricular (como un indice de heterogeneidad electrofisioldgica
del miocardio), los tiempos de activacion, la frecuencia de activacion
durante la fibrilacién ventricular analizando esta arritmia en el dominio del
tiempo (intervalo VV), la complejidad de la activacién durante la fibrilacion
ventricular, y el papel de las neuronas colinérgicas del miocardio en estos

parametros en corazén aislado de conejo.

El entrenamiento fisico ha producido, en el presente estudio, una serie de
cambios electrofisioldgicos en el miocardio ventricular como son el
incremento de la longitud de los intervalos VV, el incremento de la
refractariedad, la disminucion de la heterogeneidad del tejido, la disminucién
de los tiempos de activacion y la disminucion de la complejidad del proceso
de activacion miocéardica. Por otro lado, la participacion de las neuronas
parasimpaticas intrinsecas miocardicas en estos cambios debidos al
entrenamiento solamente la hemos observado en el caso de los tiempos de

activacion.

4.3.1 Inducibilidad de la FV.

En cuanto a la facilidad de induccion de la fibrilacion, tal y como hemos
comentado en el capitulo de resultados, no hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas en ninguno de los dos grupos ni en ninguna
de las dos situaciones, antes y después de la administracion de atropina. Se

trata de un pardmetro que nos da informacién acerca de la vulnerabilidad
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miocardica para la induccion de la arritmia y al igual que en otras
investigaciones, en donde estudian las adaptaciones que se producen en el
corazon tras aplicar un protocolo de entrenamiento (Arad y cols., 1990),
tampoco se dieron diferencias al comparar el umbral fibrilatorio en
corazones sometidos a un protocolo de entrenamiento frente a los corazones
controles. Sin embargo, otros estudios como el de Dor-Haim y cols. (2013)
relacionan el ejercicio fisico con una reduccion de la propension a la
fibrilacion asociada a una remodelacion cardiaca intrinseca relacionada con
un rango espectral mas amplio y componentes de frecuencia mas rapidos en
el ECG. Este estudio difiere del nuestro tanto en el modo de induccion de la
FV, como en el modelo animal empleado, la zona de registro miocéardica y el

protocolo de entrenamiento empleado.

Estudios clasicos, como el de Han y Moe (1964), relacionan el periodo
refractario y la heterogeneidad del mismo con la mayor o menor facilidad en
la inducibilidad de la fibrilacion ventricular. Si bien es cierto que en nuestro
modelo experimental si hemos encontrado cambios en la heterogeneidad y
en el periodo refractario debidos al entrenamiento, no los hemos encontrado
en cuanto a vulnerabilidad ventricular se refiere. Efectivamente al realizar un
andlisis de correlacion (datos no mostrados), no encontramos ninguna

significacion.
4.3.2 Intervalos VV.

Como ya hemos comentado en el capitulo de resultados, se dio un
incremento de los intervalos VV durante la FV tras la aplicacion del

protocolo de entrenamiento fisico, dicho cambio no se vio alterado tras la
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accion de atropina, por lo que el sistema nervioso parasimpatico intrinseco

no esta participando en estas modificaciones.

Anteriores investigaciones siguen la misma linea en lo que se refiere al
mayor intervalo VV en el grupo entrenado al compararlo con el grupo
control, los cambios inducidos por el entrenamiento en el automatismo,
conduccidn y refractariedad miocérdica no estdn mediados por la actividad
de las neuronas parasimpéticas posganglionares (Zarzoso y cols., 2012). En
un modelo experimental similar al del presente estudio, se examiné la
frecuencia dominante de la fibrilacion ventricular y se encontr6 que este
parametro fue menor en el grupo entrenado que en el grupo de control. Tanto
la frecuencia mas baja de la fibrilacion ventricular como el mayor intervalo
VV obtenido en los animales entrenados, refuerza la idea de que el ejercicio
fisico cronico aumenta la refractariedad ventricular intrinseca, que como es
bien conocido, est4 estrechamente relacionado con estos Gltimos pardmetros
, como ha sido publicado previamente (Chorro y cols., 2000). De forma
similar a los resultados obtenidos por Zarzozo y cols. (2012), en los que el
bloqueo de los receptores colinérgicos no cambio la frecuencia dominante de
la fibrilaciéon ventricular, no hemos encontrado ninguna modificacion del

intervalo VV después del bloqueo colinérgico.

4.3.3 Refractariedad.

Los resultados de esta investigacion muestran que el ejercicio fisico
crénico aumenta la refractariedad ventricular del miocardio y que el bloqueo
colinérgico no modifica esta propiedad en ninguno de los dos grupos de

estudio, animales entrenados y no entrenados.
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El aumento de la refractariedad debido al ejercicio fisico crénico que
hemos observado ha sido publicado previamente (Such y cols., 2002; 2008;
Zarzoso y cols., 2012) usando una metodologia diferente para determinar
esta propiedad, como ya se ha indicado con anterioridad. Esta metodologia
consiste en aplicar una serie de trenes cada uno de ellos compuesto por diez
estimulos seguidos de un extraestimulo que se va acercando al ultimo
estimulo del tren a razon de cinco milisegundos Nosotros hemos empleado la
fibrilacion ventricular como herramienta metodoldgica en nuestro estudio,
para valorar la refractariedad ventricular desde otra vertiente, porque, como
se ha comentado, la determinacién del periodo refractario ventricular
funcional construido a partir de maltiples ciclos consecutivos de fibrilacion
ventricular de electrogramas unipolares del ventriculo izquierdo, presenta
varias ventajas (Duytschaever y cols., 2001), es decir, que permite una
estimacion del periodo refractario en mas de doscientos puntos diferentes del
miocardio, y no solamente en el lugar de aplicacion del electrodo de
estimulacion como ocurre cuando se utiliza el test del extraestimulo.
Duytschaever y cols.comparan diferentes métodos para determinar el
periodo refractario durante la fibrilacion auricular utilizando como referencia
el método denominado “mapping” ya que lo considera el método “gold
standard”. La busqueda de metodologias alternativas se debe a que el citado
método solamente se puede aplicar en circunstancias excepcionales y es por
ello que lo emplean como referencia para poder utilizar otra metodologia que
se aproxime a los valores obtenidos con el método de referencia pero que sea
mas sencilla de realizar. Entre las metodologias comparadas en el trabajo de
Duytschaever y cols., se encuentra la empleada en esta tesis, el percentil 5 de
la longitud del ciclo durante la fibrilacion ventricular (LCFV), cuya

correlacion con la metodologia de referencia es de 0°90, siendo la segunda
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correlacion que se aproxima mas a la de referencia y ademéas no requiere de
ningun tipo de estimulacion evitando de este modo que pueda interferir en

las condiciones experimentales y por consiguiente en los resultados.

El bloqueo colinérgico no modifica la refractariedad, como hemos
comentado valorada mediante el percentil 5 de la LCFV, ni en animales
entrenados ni en animales no entrenados, lo que sugiere que las neuronas
colinérgicas no parecen tener ningun efecto directo sobre esta propiedad en

condiciones de sedentarismo y en condiciones de entrenamiento.

Es bien sabido que la refractariedad miocardica es una propiedad, junto
con la velocidad de conduccion, que determina la longitud de onda del
proceso de activacion del miocardio, que a su vez es un factor estrechamente
relacionado con la aparicién y la estabilidad de arritmias por reentrada a lo
largo del tiempo (Wijffels y cols., 1995). Este autor estudio la progresion de
la fibrilacion auricular mantenida y la relacioné con los cambios
electrofisiolégicos que se producen en el miocardio auricular como
consecuencia del mantenimiento de dicha arritmia. En el citado estudio se
relaciona el mantenimiento de la fibrilacién auricular con un acortamiento
del periodo refractario auricular, de la mediana de los intervalos de la
fibrilacién y con la disminucién de la longitud de onda, que favorecen la
formacion de circuitos reentrantes intra-auriculares. Sobre la base de las
afirmaciones de Wijffels y cols., los resultados obtenidos en el presente
estudio, en el sentido de un aumento tanto de la refractariedad ventricular,
como de los intervalos VV descritos en el apartado anterior, podemos
interpretarlos como un mecanismo de proteccion contra las arritmias
reentrantes. Dicho de otro modo: la realizacion de ejercicio fisico podria

operar beneficiosamente por este mecanismo, entre otros.



Capitulo 4. Discusion. -143 -

4.3.4 Heterogeneidad eléctrica miocardica.

Los resultados muestran que la heterogeneidad, valorada a través del
analisis de la dispersion del periodo refractario funcional ventricular, es
mayor en el grupo control que en el grupo entrenado antes de la
administracion de atropina y hay una clara tendencia (p = 0,06), a la
repeticion de este resultado, después de la administracion de atropina. El
blogueo colinérgico redujo la heterogeneidad miocérdica en el grupo control,
pero no en el entrenado, por lo que a la vista de los resultados, el
entrenamiento fisico evita las modificaciones producidas por el bloqueo de

los receptores muscarinicos presentes en el miocardio.

La disminucion de la dispersion de la refractariedad producida por el
entrenamiento fisico observado en el presente estudio, como ya hemos
comentado en lo que respecta a la refractariedad, indica que el protocolo de
entrenamiento ha ejercido un efecto antiarritmico al disminuir la
heterogeneidad electrofisioldgica miocardica. De hecho, es clasicamente
conocida la importancia de la heterogeneidad y del periodo refractario en la
induccion de la fibrilacion en el corazon como fue demostrado en el estudio
de Han y Moe en 1964. Por lo tanto, los cambios en la refractariedad y la
heterogeneidad podrian participar como un mecanismo basico adicional en el
que el ejercicio aer6bico tiene un efecto protector contra las arritmias
reentrantes, tales como la fibrilacion ventricular que puede producir la
muerte cardiaca subita (Billman, 2002). En lo que respecta a la disminucion
de la dispersion de la refractariedad en el miocardio ventricular después de
blogueo colinérgico, aunque no hemos investigado los mecanismos para
explicar este efecto en la heterogeneidad ventricular en este estudio,

debemos tener en cuenta las siguientes consideraciones: los datos
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acumulados en los ultimos quince afios dan cuenta de la complejidad de las
neuronas intracardiacas en la modulacion de la funcion del corazdn. Se sabe
que las neuronas cardiacas intrinsecas generan actividad espontanea (Arora y
cols., 2001) y que pueden funcionar de manera independiente de las sefales
de entrada generadas por las neuronales centrales (para revision ver Armour,
2008). Mas aun, estudios recientes muestran que en ausencia de la actividad
vagal la acetilcolina es liberada por las neuronas colinérgicas en los
mamiferos (Abramochkin y cols., 2010). Estos conocimientos nos permiten
especular que de manera similar a los efectos ejercidos por la acetilcolina en
las auriculas, acortando el periodo refractario auricular y aumentando la
dispersién de los mismos (Liu y Nattel, 1997), es decir, la heterogeneidad
eléctrica, si ocurriese una liberacién de acetilcolina en el ventriculo de
corazén aislado, y por lo tanto no sometido al control del sistema nervioso
central, también podria aumentar la dispersion de los periodos refractarios
ventriculares. Esto podria explicar la disminucion de la heterogeneidad
ventricular en términos de la dispersion del periodo refractario funcional

durante la FV después del bloqueo colinérgico.

4.3.5 Complejidad de la activacion eléctrica miocardica.

Los resultados obtenidos en lo que a la complejidad de la activacion
miocardica durante la fibrilacion ventricular se refiere, han mostrado un
menor valor del indice utilizado en el grupo entrenado al compararlo con el
grupo control, y este valor se increment6 después del bloqueo colinérgico en

el grupo control, pero no en los animales entrenados.

En lo que respecta a la disminucién en la complejidad de la activacion

durante la fibrilacion ventricular producida por el ejercicio fisico, deberia ser
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interpretado como un efecto beneficioso, ya que este decremento en la
complejidad de la activacion implica un aumento en la estabilidad eléctrica
del miocardio y por lo tanto un efecto protector frente a la produccion de
arritmias por reentrada (Han y Moe, 1964). En este estudio no hemos
investigado los mecanismos por los que el bloqueo colinérgico produce un
incremento en la complejidad de la activacion miocérdica durante la FV en

el grupo control.

Aunque parezca paradojico que el bloqueo colinérgico haya disminuido
la heterogeneidad electrofisiologica (apartado 4.3.4) en el grupo control, a
pesar de un aumento en la complejidad de la activacién, no es el Gnico caso
en donde la complejidad progresa en una linea distinta a la esperada. De
hecho, en un estudio realizado por Chorro y cols. (2000a) donde se
investigan diferentes propiedades, como la refractariedad y la complejidad
de los mapas de activacion eléctrica, empleando distintos farmacos, como la
flecainida, el sotalol y el verapamil, también obtuvieron resultados
aparentemente paradojicos. Los resultados acerca de la refractariedad,
velocidad de conduccién y otros parametros electrofisiolégicos, fueron
significativamente diferentes segun el farmaco utilizado, sin embargo
mantuvieron todos los grupos (diferentes farmacos) un bajo nivel de
complejidad de la activacion ventricular. En otra investigacion realizada por
el mismo grupo (Chorro y cols., 2000b) estudian la frecuencia dominante de
la fibrilacion ventricular y la complejidad de la activacién miocardica
cuando se administra un farmaco, verapamil, y cuando se produce un
estiramiento agudo miocardico. De los resultados que obtuvieron de la citada
investigacion pudieron concluir que aunque tanto el estiramiento miocérdico

como el verapamil aceleraron la fibrilacion ventricular, valorado a través de
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la frecuencia dominante, cada una de las situaciones mencionadas
(verapamil o estiramiento) obrd efectos opuestos sobre la complejidad del
patron fibrilatorio. Si tenemos en consideracién que segun estudios de
Zaitsev (2000) existe una correlacion directamente proporcional entre la
frecuencia dominante y su coeficiente de variacion de la misma durante la
fibrilacién ventricular (indice de heterogeneidad) podemos concluir que
cabria la posibilidad de que heterogeneidad y complejidad vayan en el

mismo sentido, como se puede observar en los resultados de nuestro estudio.

También en relacion con la complejidad de la activacion y la
heterogeneidad eléctrica miocéardica, hay que remarcar que, a diferencia del
grupo control, el grupo entrenado no presenta modificaciones de estos
parametros durante el bloqueo colinérgico. Este resultado nos hace suponer
gue el entrenamiento fisico pudiese modificar algunas propiedades
miocéardicas ventriculares que se expresasen en el sentido de convertir al
miocardio ventricular en menos susceptible a la accién directa de neuronas
colinérgicas intrinsecas. Méas aln, podemos decir sobre la base de los
resultados obtenidos que la influencia de las citadas neuronas en dichos
parametros seria bastante irrelevante, ejerciendo solamente algun efecto
indirecto mediante la accion vagal, aunque esto no ha sido planteado en

nuestro estudio.
4.3.6 Tiempo de activacion.

Tal como se ha comentado en el apartado anterior el entrenamiento ha
provocado una disminucion del indice de complejidad de la activacion
miocérdica durante la FV. Este efecto se ha observado tanto antes como
después de la perfusion de atropina. La disminucion de la complejidad ha

coincidido con una disminucién de los afloramientos y un aumento de los
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frentes de activacion identificados en el epicardio (distintos de los
afloramientos). La disminucion del indice de complejidad ha sido
concordante con el aumento de los mapas de activacion méas simples y la
disminucién de los de alta complejidad. Los efectos del entrenamiento y de
la atropina han sido contrapuestos (la atropina en el grupo control ha dado
lugar a un aumento del indice de complejidad y de los afloramientos, una
disminucion de los frentes epicardicos (distintos de los afloramientos) y un
incremento de los mapas de alta complejidad). De tal modo que la atropina
aunque no ha impedido los cambios inducidos por el entrenamiento si que ha
gjercido cierta modulacion de los mismos. Estos efectos contrapuestos
también se han reflejado en los tiempos de activacion determinados al
analizar los mapas epicardicos durante la FV. El tiempo de activacion ha
disminuido en el grupo de animales entrenados y esta disminucién ha
coincidido con la reduccion de los afloramientos, el aumento de los frentes
epicardicos, el aumento de los mapas de activacion mas simples y la
reduccion de los mapas con mayor complejidad. Estos resultados son
coherentes ya que un menor grado de complejidad de la activacion implica
una activacion mas réapida en la zona analizada. Por otra parte el analisis de
estos resultados también parece indicar que el aumento de los afloramientos
introduce mayor complejidad y mayores tiempos de activacion tal como
ocurre al perfundir la atropina en el grupo control. Este hecho sugiere que las
activaciones procedentes del endocardio o de las capas medias de las paredes
ventriculares influyen en el grado de complejidad y que este tipo de
actividad es modulada tanto por el entrenamiento como por la atropina,
aungue sus efectos también son contrapuestos, dejando abierta la posibilidad
de que las neuronas colinérgicas intrinsecas estén modificando la activacion

procedente de estas zonas miocérdicas.
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4.4 Consideraciones finales respecto a los resultados.

A la vista de los resultados deberiamos tener en cuenta una serie de
consideraciones. Sabemos, gracias a investigaciones realizadas por Armour
y cols. (1998), que las neuronas colinérgicas intracardiacas pueden operar
con un cierto grado de independencia de las entradas neuronales extrinsecas,
y que la actividad espontanea de los ganglios puede darse aunque estén
descentralizados de manera aguda (Armour y Hopkins, 1990). Esta actividad
de los ganglios de forma independiente al control central podria explicar, en
cierto modo, que las neuronas colinérgicas intracardiacas ejercieran un cierto
control colinérgico sobre propiedades miocardicas como la heterogeneidad
electrofisiolégica, asi como sobre la complejidad de la activacion eléctrica, a
pesar de que estas neuronas no parecen influir en las modificaciones
producidas en los parametros anteriormente citados por el ejercicio fisico
cronico. Es especialmente remarcable que, a diferencia del grupo control, en
el grupo entrenado no hayamos observado modificaciones ni en la
heterogeneidad ni en la complejidad de la activacién eléctrica como
consecuencia del bloqueo colinérgico, lo que nos lleva a suponer que el
entrenamiento disminuye la susceptibilidad del miocardio ventricular a las
influencias directas de las neuronas colinérgicas intrinsecas en ciertos

pardmetros electrofisiol6gicos.

Los resultados obtenidos, no los atribuimos a variaciones en el flujo
coronario 0 a variaciones en la masa miocardica de los animales, ya que
estos no fueron diferentes entre ambos grupos, control o entrenado. La
administracion de atropina no modificé el flujo coronario, ni en controles ni
en animales entrenados. Por otro lado, la repeticion del protocolo

experimental tampoco ha sido responsable de las modificaciones observadas
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en diferentes parametros, dado que los animales falsos operados tuvieron
resultados similares antes y después de la administracion de Tyrode.

En resumen, podemos decir que la aplicacién de nuestro protocolo de
entrenamiento fisico a un grupo de conejos ha producido, en el corazén
aislado y perfundido, una serie de modificaciones electrofisiol6gicas como
son el incremento de la refractariedad ventricular junto con el de los
intervalos VV durante la FV, la disminucion de la heterogeneidad
electrofisiolégica ventricular, del tiempo de activacion epicardica total, y la
reduccion de la complejidad de la activacion eléctrica durante la fibrilacion
ventricular. El bloqueo colinérgico producido con la administracién de
atropina durante la aplicacién del protocolo experimental no ha producido
modificaciones en los parametros investigados en el grupo de animales
entrenados, y por tanto el sistema nervioso parasimpatico intrinseco cardiaco
no parece que tenga efecto directo sobre las propiedades investigadas. A
excepcion de la medida del tiempo de activacion que al igual que otros
parametros, como la heterogeneidad electrofisioldgica wventricular y la
complejidad de la activacion eléctrica, analizados en corazones procedentes
de animales no sometidos a ningun tipo de protocolo de entrenamiento, el
blogueo colinérgico si que parece estar participando en las modificaciones
de las propiedades en corazén aislado. Con todo ello, tanto por los cambios
que el entrenamiento fisico como los que el bloqueo colinérgico produce
sobre las propiedades miocardicas estudiadas seria necesario plantear un
posterior estudio para poder dilucidar los mecanismos basicos implicados en
las citadas modificaciones y los mecanismos por los que las neuronas

colinérgicas modifican directamente algunos parametros.



Capitulo 4. Discusion. - 150 -

4.5 Limitaciones del estudio.

En cuanto a la metodologia, la falta de definicién del protocolo de
entrenamiento utilizado es una limitacién a considerar. Como ya se ha
discutido, la eficacia del protocolo de entrenamiento fisico no es
cuestionable, se trata de un protocolo que produce una serie de adaptaciones
caracteristicas del entrenamiento de resistencia aerébico. No obstante, podria
definirse con una mayor precision si la intensidad del mismo se refiriese al
VO,nx. A este respecto, es destacable y a la vez sorprendente la falta de
estudios relacionados con los métodos de entrenamiento en este modelo
animal, lo que deja una via abierta para futuras investigaciones. El poder
estudiar el impacto de diferentes protocolos de entrenamiento sobre las
caracteristicas, ya no solo electrofisioldgicas, sino también sobre las
modificaciones morfoldgicas, celulares y bioquimicas que se producen en el
corazon podria ofrecer una valiosa informacion sobre el proceso de
adaptacion al ejercicio fisico y los mecanismos por los cuales puede ejercer
su efecto protector frente a la aparicion de arritmias letales, o conocer las
razones por las cuales podria proporcionar un sustrato determinante para la
aparicion de las mismas como ha sido demostrado por estudios recientes
(Benito y cols., 2011). De este modo, con una definicion mas precisa de los
protocolos de entrenamiento podria determinarse qué tipo de ejercicio es
mas beneficioso para la salud, hasta el punto de que el entrenamiento de

resistencia aerébica es considerado para algunos autores como "una
maniobra antiarritmica no farmacol6gica" (Billman, 2002) y a partir de qué

punto el ejercicio fisico puede ser perjudicial.
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La utilizacién de registros epicardicos durante los procesos de activacion
recopilados en un entorno tridimensional limita la interpretacion de los
patrones de activacion, particularmente en los patrones de activacion
centrifuga que son los que asumimos que corresponden a los afloramientos
epicardicos de frentes de onda que aparecen desde regiones intramiocardicas
0 subendocérdicas.

En cuanto al electrodo multiple de registro utilizado para obtener los
registros epicardicos ha sido suficiente para el andlisis de los pardmetros
estudiados en la presente tesis doctoral, aunque para el estudio de la
complejidad de la fibrilacion ventricular nos podria haber ayudado la
utilizacién de un electrodo maltiple capaz de registrar la actividad intramural
y endocérdica, y de este modo darnos informacion complementaria y poder
esclarecer con mas certeza lo que esta ocurriendo en la superficie del
miocardio. En cuanto al tamafio del electrodo, hay que tener en cuenta que,
al no abarcar todo el miocardio ventricular, pueden quedar fuera del analisis

fendbmenos que ocurren en zonas no investigadas durante el estudio.

Finalmente, en el modelo animal empleado, al mantenerse la perfusion
coronaria durante la fibrilacion, no existe isquemia ni deterioro metabolico
propio del desarrollo de la arritmia en corazon in situ (como lo demuestra
una amplia bibliografia en la que se emplea este modelo experimental).
Aunque, esta limitacidn facilita el analisis de otros fenémenos relacionados

con la fibrilacién ventricular, y de los efectos de diferentes farmacos.
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En el presente trabajo hemos estudiado las modificaciones
electrofisioldgicas que el ejercicio fisico regular produce sobre los intervalos
VV, la refractariedad, la heterogeneidad electrofisiolégica, la complejidad de
la activacion miocéardica y la posible participacion del sistema nervioso
parasimpatico intrinseco en dichas modificaciones. Todo ello analizado
durante la fibrilacion ventricular empleando un modelo de corazén aislado
de conejo. A partir de los resultados obtenidos en este trabajo, podemos

realizar las siguientes conclusiones:

1.- Se confirma que la realizacion de ejercicio fisico crénico produce un
incremento de la refractariedad ventricular, valorada durante la fibrilacién
ventricular, y que este incremento no es dependiente de la actividad de las

neuronas postganglionares parasimpaticas.

2.- Los intervalos entre los complejos de activacion ventriculares
sucesivos durante la fibrilacién ventricular se alargan por la realizacién de
gjercicio fisico, y este cambio, tampoco es dependiente de la actividad

neuronal parasimpatica intrinseca.

3.- La ejecucion del protocolo de ejercicio fisico crénico genera efectos
electrofisioldgicos miocardicos, sobre la base de la disminucion de la
heterogeneidad que produce durante la fibrilacion ventricular. Estos efectos

beneficiosos son reproducidos por el bloqueo de la actividad colinérgica.
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4.- La realizacion de ejercicio fisico crénico reduce la complejidad
eléctrica miocérdica global a expensas fundamentalmente de la sustitucion
de patrones de activacién de alto indice de complejidad por patrones de bajo
indice de complejidad, no pudiéndose vincular este efecto a modificaciones
de la actividad colinérgica intrinseca.

5.- La administracion de atropina en corazones procedentes de animales
sedentarios, modifica la heterogeneidad y la complejidad global de la

fibrilacion ventricular.

6.- Los tiempos de activacién ventriculares durante la fibrilacién
ventricular son menores después de la realizacion de un protocolo de
gjercicio fisico crénico, siendo este efecto abolido tras el bloqueo

colinérgico.

7.- El ejercicio fisico crénico no ha resultado beneficioso en lo que se
refiere a la modificacion de la vulnerabilidad miocardica de induccion de la
FV.

8.- Los cambios electrofisiolégicos producidos por el ejercicio fisico
cronico durante la fibrilacién ventricular, no son dependientes de variaciones

en la masa miocérdica o flujo coronario.
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