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1.- LISTA DE ABREVIATURAS

Angll: Angiotensin Il [Angiotensina Il]

ATI1R: Angiotensin |1 receptor type 1 [Receptor de angiotensina Il tipo 1]

BP: Blood pressure [Presion arterial]

BRS: Baroreflex sensitivity [Sensibilidad del Barorreflejo]

BW: Body weight [peso corporal]

CB: Carotid body [Cuerpo carotideo]

CBA: Carotid body ablation [Ablacion del cuerpo carotideo]

CHF: Chronic heart failure [Insuficiencia cardiaca cronica]

CO: Cardiac output [Gasto cardiaco]

Cu-Zn-SOD: Copper zinc superoxide dismutase [Cobre zinc superdxido dismutasa]

CVLM: Caudal ventrolateral medulla [zona caudal ventro-lateral del tronco encéfalo]

DBP: Diastolic blood pressure [Presion arterial diastolica]

DHE: Dihydroethidium [Dihidroetidio]

DMV (DMNV): Dorsal motor nucleus of vagus nerve [Nucleo motor dorsal del nervio vago]

DBH: Anticuerpo anti-dopamina-p-hydroxylasa
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Ea: Arterial Elastance [elastancia arterial]

ECG: Electrocardiograma

EDPVR: End diastolic pressure-volume relationship [Relacion presion-volumen de fin de

diastole]

EF: Ejection fraction [Fraccion de eyeccion]

ESPVR: End systolic pressure-volume relationship [Relacion presion-volumen de fin de

sistole]

EXT: Exercise training [Entrenamiento fisico]

FFT: Fast fourier transform [Transformacion rapida de Fourier]

FiCOz: Fractional inspired carbon dioxide [Fraccion inspirada de didxido de carbono]

FiOz2: Fraction of inspired oxygen [Fraccion inspirada de oxigeno]

FS: Fractional shortening [Fraccién de acortamiento]

HCVR: Hypercapnic ventilatory response [Respuesta ventilatoria a la hipercapnia]

HF: Heart failure [Insuficiencia cardiaca]

HFHrv: High frequency [Alta frecuencia]
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HFpEF: Heart failure with preserved ejection fraction [Insuficiencia cardiaca con fraccion

eyectada preservada]

HFrEF: Heart failure with reduced ejection fraction [Insuficiencia cardiaca con fraccion

eyectada reducida]

HR: Heart rate [Frecuencia cardiaca]

HRV: Hear rate variability [Variabilidad del ritmo cardiaco]

HVR: Hypoxic ventilatory response [Respuesta ventilatoria a la hipoxia]

HW: Heart weight

inT: Intolerant [intolerante]

LFurv: Low frequency [Baja frecuencia]

LF/HFurv: Low/high frequency of heart rate variability [Razon de baja frecuencia/alta

frecuencia de la variabilidad del ritmo cardiaco]

Lung W/D: Lung wet/dry [Pulmon himedo/seco]

LV: Left ventricle [Ventriculo izquierdo]

LVEDD: left ventricular end-diastolic diameter [Diametro de fin de diastole del ventriculo

izquierdo]
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LVEDP: Left ventricular end-diastolic pressure [Presion de fin de diéstole del ventriculo

izquierdo]

LVEDV: Left ventricular end-diastolic volume [Volumen de fin de diéstole del ventriculo

izquierdo]

LVEF: Left ventricular ejection fraction [Fraccidn eyectada del ventriculo izquierdo]

LVESD: left ventricular end-systolic diameter [Didmetro de fin de sistole del ventriculo

izquierdo]

LVESP: Left ventricular end-systolic pressure [Presion de fin de sistole del ventriculo

izquierdo]

LVESV: Left ventricular end-systolic volume [Volumen de fin de sistole del ventriculo

izquierdo]

LVV: Lentiviral vector [Vector lentiviral]

MABP: Mean Arterial Pressure [Presion arterial media]

MDA: Malondialdehyde [Malondialdehido]

MMP2: Metalloproteinase-2 [Metaloproteinasa-2]

Mn-SOD: Manganese superoxide dismutase [Manganeso superoxido dismutasa]

NA: Nucleus ambiguous [Nucleo ambiguo]
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NOX: Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate [Nicotinamida adenina dinucledtido

fosfato]

NTS: Nucleus of tractus solitarius [Nucleo del tracto solitario]

PFA: Paraformaldehyde [Paraformaldehido]

PP: Pulse pressure [Presion de pulso]

Rf: Respiratory frequency [Frecuencia respiratoria]

ROS: Reactive oxygen species [Especies reactivas de oxigeno]

RTN: Retrotrapezoid nucleus [Nucleo retrotrapezoide]

RVLM: Rostral ventrolateral medulla [Zona rostral ventrolateral del bulbo raquideo]

SAP: Saporin [Saporina]

SBP: Systolic blood pressure [Presién arterial sistolica]

SV: Stroke volume [Volumen eyectado]

SW: Stroke work [Trabajo cardiaco]

TH: Tyrosine hydroxylase [Tirosina hidroxilasa]

TIMP2: Tissue inhibitor of Metalloproteinase-2 [Inhibidor tisular de la metaloproteinasa-2]

T: Tolerant [tolerante]
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VE: Minute ventilation [Ventilacion minuto]

Veh: Vehicle [Vehiculo]

VOzpeak: Peak oxygen consumption [Consumo “peak” de oxigeno]

VT: Tidal Volume [Volumen corriente]

*Todas las abreviaturas de esta tesis doctoral estan en inglés, ya que corresponden a
manuscritos publicados, aceptados, en prensa y/o enviados a diferentes revistas de la

especialidad.
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2.- RESUMEN

La insuficiencia cardiaca (HF) puede ser clasificada de acuerdo a la fraccion de eyeccion del
ventriculo izquierdo (EF) en: i) HF con EF reducida (HFrEF) y ii) HF con EF preservada
(HFpEF). Independiente de la etiologia de la HF, los pacientes con HF muestran un deterioro
del control autonémico. En HFrEF, el ejercicio fisico (EXT) ha mostrado ser una terapia
efectiva para restaurar el balance autondémico, principalmente por la reduccion del estrés
oxidativo en los centros de regulacion cardiovascular ubicados en el tronco encefalico. Por
el contrario, existe controversia sobre los efectos de ExT en el balance autondmico en
HFpEF. Por lo tanto, propongo como hipotesis que “El ejercicio fisico disminuye el estrés
oxidativo en las neuronas presimpaticas de la zona rostral ventrolateral (RVLM) del tronco
encéfalo, restaurando el control autonémico y la funcion cardiaca en animales con HFpEF”.
Por lo tanto, el objetivo principal de esta tesis fue determinar en un modelo preclinico de
HFpEF, los efectos del EXT crénico sobre: i) los niveles de estrés oxidativo y actividad de
las neuronas pre-simpaticas ubicadas en el RVLM, ii) el desbalance autonémico, iii) el
quimiorreflejo ventilatorio, iv) barorreflejo cardiaco (BRS), v) remodelamiento cardiaco, y
vi) y funcion cardiaca. La HFpEF fue inducida en ratas Sprague Dawley machos adultos
~250 g, por una fistula arteriovenosa. Los animales se dividieron en los siguientes grupos:
HFpEF; HFpEF+Sedentario (HFpEF+Sed); HFpEF+EXT; Sham; Sham+Sed; Sham+EXT. El

entrenamiento dur6 6 semanas. El nivel de activacion y el estrés oxidativo de las neuronas
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pre-simpaticas del RVLM se determind por la expresion de Fos-b mediante inmunoblot y
ensayo de dihidroetidium (DHE), respectivamente. El balance autondémico se determino
mediante el analisis de la variabilidad de la frecuencia cardiaca (HRV) en el dominio de la
frecuencia y no lineal, y por los cambios en la frecuencia cardiaca (HR) después de la
administracion de atropina y propranolol (iv. o ip.). BRS se determind por el método de
secuencia. El quimioreflejo ventilatorio periférico y central fue determinado por
pletismografia corporal completa utilizando estimulacion hipoxica (FiO2 10% y 12%) o
estimulacion hipercéapnica (FiCO2 7%), respectivamente. EI remodelamiento cardiaco se
midié con la tincidn Picro Sirius rojo y cuantificacion de los cambios en el contenido de
colageno en el ventriculo izquierdo. Como indicador de sintesis y degradacion de matriz
extracelular se midio la expresion de metalloproteasa-2 (MMP-2) y del inhibidor tisular de
MMP-2 (TIMP-2). La funcién cardiaca se midi6 con “loops” presién-volumen
intraventriculares durante la oclusién de la vena cava. Las ratas HFpEF desarrollaron
hipertrofia cardiaca, depositos de coldgeno en el ventriculo izquierdo, desbalance
autonémico cardiaco, aumento de la ganancia del quimiorreflejo central exacerbada, sin
cambios significativos en la ganancia quimiorrefleja periférica hipdxica y reduccion de BRS.
Ademas, las ratas HFpEF mostraron aumentos en el estrés oxidativo y activacion cronica de
las neuronas del RVLM. También, la estimulacién hipercapnica aguda en HFpEF increment6

el “drive” simpatico al corazén, aumento las arritmias cardiacas lo que produjo una
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disminucion adicional en la funcidn cardiaca diastolica. En ratas HFpEF, EXT produjo una
disminucion significativa de la progresion del deterioro de la funcion cardiaca, restauré el
control autonémico cardiaco, y redujo la incidencia de arritmias. Ademas, las ratas
HFpEF+EXT mostraron una disminucién de la fosforilacion de la subunidad p-47phox de
NOX en la RVLM junto con una disminucién de estrés oxidativo en la RVLM. De manera
importante, identificamos un subgrupo de ratas HFpEF entrenadas que mostraron
intolerancia al ejercicio (HFpEF+EXx-int) (44%). Notablemente, las ratas HFpEF+EX-inT no
desarrollaron adaptaciones positivas a EXT (control autonémico, incidencia de arritmias y
funcién cardiaca). Aun mas, un estimulo hipéxico moderado (FiO2 10%) desencadeno un
arresto cardiaco subito (40%). Este resultado sugiere que la baja sensibilidad a la hipoxia en
HFpEF puede ser responsable de la muerte subita cardiaca durante la estimulacion hipoxica,
pero también que el cuerpo carotideo (CB), que es el principal quimiorreceptor de oxigeno
puede estar involucrado en la tolerancia al ejercicio. De manera interesante, encontramos que
la denervacion del CB disminuyd significativamente la tolerancia al ejercicio en las ratas
Sham y HFpEF+EXT. En resumen, EXT mejord el control autonémico y la funcion cardiaca
solo en las ratas HFpEF tolerantes al ejercicio. Ademas, la tolerancia al ejercicio fisico fue

relacionada con la respuesta quimiorrefleja periférica a la hipoxia.
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3.- ABSTRACT

Heart failure (HF) can be classified according to left ventricle ejection fraction (EF) into i)

HF with reduce EF (HFrEF) and ii) with preserved EF (HFpEF). Independent of the HF

etiology, HF patients displayed autonomic control impairment. In HFrEF, exercise training

(EXT) has been showed to be an effective therapy to restore normal autonomic balance,

mainly by the restoration of oxidative stress levels in cardiovascular regulation centers

located in the brainstem. On the contrary to what is known in HFrEF, there is controversial

evidence about the effects of EXT on autonomic balance in HFpEF. Therefore, | propose as

hypothesis that "Exercise training decreases oxidative stress in pre-sympathetic neurons of

the rostral ventrolateral medulla (RVLM), restoring autonomic control and cardiac function

in animals with HFpEF." Thus, the main objective of this thesis was to determine in an

experimental model of HFpEF, the effects of chronic EXT on: i) oxidative stress levels and

pre-sympathetic neurons activity located in the RVLM, ii) autonomic imbalance, iii)

ventilatory chemoreflex, iv) cardiac baroreflex (BRS), v) cardiac remodeling, and vi) cardiac

function. HFpEF was induced in adult male Sprague Dawley adult rats ~250 g, by an arterio-

venous fistula. The animals were divided in groups as follow: HFpEF; HFpEF + Sedentary

(HFpEF + Sed); HFpEF + EXT; Sham; Sham + Sed; Sham + ExXT. The training protocol

lasted 6 weeks. The level of activation and oxidative stress of pre-sympathetic RVLM

neurons was determined by Fos-b protein expression by immunoblot and by dihydroetidium
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(DHE) assay, respectively. Autonomic balance was determined by heart rate variability
(HRV) analysis both in the frequency and nonlinear domain, and by changes in heart rate
(HR) after administration (i.v. or i.p.) of atropine and propranolol. Baroreflex sensitivity was
determined by the sequence method. Peripheral and central ventilatory chemoreflex was
determined by whole body plethysmography using hypoxic (FiO2 10 %and 12%) or
hypercapnic stimulation (FICO2 7%), respectively. Cardiac remodeling was determined by
Picro Sirius red staining and quantifying the changes in left ventricle (LV) collagen content.
Changes in the expression of metalloprotease-2 (MMP-2) and tissue inhibitor of MMP 2
(TIMP-2) were determined in cardiac tissue as an indicator of synthesis and degradation of
extracellular matrix. Cardiac function was measured by pressure-volume intraventricular
"loops” during the occlusion of the vena cava. HFpEF rats (compared to Sham rats) showed
cardiac hypertrophy, LV collagen deposition, cardiac autonomic imbalance, exacerbated
central chemorereflex gain, without significant changes in peripheral chemoreflex gain and
reduction of BRS. Additionally, HFpEF rats displayed increases in oxidative stress and
chronic activation of RVLM neurons. Also, acute hypercapnic stimulation in HFpEF rats
further increase sympathetic drive to the heart triggering cardiac arrhythmias being the
outcome a further decrease in diastolic cardiac function. In HFpEF rats, EXT results in a
significant decrease in the progression of cardiac function deterioration, restores cardiac

autonomic control, cardiac function and reduce arrhythmia incidence. Also, HFpEF+EXT rats
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displayed a decrease phosphorylation of the p-47phox subunit of NOX in the RVLM along

with a significantly less oxidative stress in the RVLM. Importantly, we identified a subgroup

of trained HFpEF rats which showed exercise intolerance (HFpEF+EX-IinT) (44%). Notably,

HFpEF+EX-InT rats did not show positive adaptations to EXT (autonomic control, incidence

of arrhythmias and cardiac function). Even more, a mild hypoxic stimulus (FiO2 10%)

triggers a sudden cardiac arrest (40 %). This result suggests that a low sensitivity to hypoxia

in HFpEF may be responsible for sudden cardiac death during hypoxic stimulation but also

suggest that peripheral carotid body (CB) chemoreceptors, that is the main oxygen sensors,

maybe involved in exercise tolerance. Interestingly, we found that CB denervation in Sham

and HFpEF+EXT rats, significantly decreased exercise tolerance. In summary, EXT improved

autonomic control and cardiac function in HFpEF rats only in exercise tolerant rats.

Moreover, the tolerance to exercise training was related to peripheral chemoreflex responses

to hypoxia.
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4.- INTRODUCCION

La insuficiencia cardiaca (HF) es una patologia de alta prevalencia a nivel mundial, con altos
indices de mortalidad y hospitalizaciones frecuentes, las cuales conllevan a una pobre calidad
de vida (Rodrigue-Aratalejo y cols. 1997; Abassi y cols. 2011; Lindenfield y cols. 2010). Se
estima que el 20% de todas las hospitalizaciones de personas sobre los 65 afios se deben a
esta enfermedad (Abassi y cols. 2011). De manera similar, en Chile hay una alta prevalencia
de HF (3% de la poblacion total y >20% de personas sobre los 60 afios), siendo la poblacion

sobre los 60 afios la que presenta mayor hospitalizacion por HF (Castro y cols. 2004).

Segun la Sociedad Americana de Insuficiencia Cardiaca, la HF es una patologia caracterizada
generalmente por la disfuncion y/o perdida de tejido contractil cardiaco, ademéas se
caracteriza por dilatacion del ventriculo, hipertrofia 0 ambos, lo cual conlleva a un deterioro
severo de la funcion cardiaca (Lindenfield y cols. 2010). Se han descrito dos tipos de HF
dependiendo de los cambios en la fraccion eyectada del ventriculo izquierdo (LVEF). La EF
es el porcentaje de sangre que se eyecta desde el ventriculo izquierdo, con respecto al
volumen con que se llena la camara del ventriculo. La primera se caracteriza por una
disminucion en la fraccion de eyeccion (EF) (<40%) (HFrEF) y la segunda es representada
por una EF preservada o aumentada (>50%) (HFpEF). La prevalencia de estos dos tipos de

HF es similar (Chile: HFrEF: 55% y HFpEF: 45%) (Castro y cols. 2004), sin embargo, en la
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HFpEF no existen tratamientos que logren mejorar la sobrevivencia de los pacientes que la

padecen (Abassi y cols. 2011).

Un marcador fisiopatologico caracteristico de pacientes con HF es el incremento en el nivel
de catecolaminas circulantes (Parker 1992), producto de hiperactivacion simpatica (Schultz
y Sun 2000). Se ha propuesto que la excesiva activacion del sistema nervioso simpatico
podria contribuir a deteriorar mas la funcion cardiaca, incrementar la incidencia de eventos
arritmicos, lo que contribuye a incrementar el riesgo de mortalidad en estos pacientes (Cohn
y cols. 1984). Esta evidencia sugiere fuertemente que, en HF, ciertos grupos neuronales
asociados al control simpatico cardiaco podrian aumentar su actividad. En efecto en modelos
animales de HFrEF, se encontrd una activacion cronica de grupos neuronales asociados al
control simpético cardiaco, ubicados en la zona rostro ventrolateral del bulbo raquideo
(RVLM). La activacion de estas neuronas estd asociada a un incremento en el nivel de
especies reactivas del oxigeno (ROS), mediado mayoritariamente por la expresion de la
enzima prooxidante, nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NOX) (Gao y cols. 2004;
Mousa y cols. 2008; Byne y cols. 2003). De manera interesante, se ha demostrado que la
hiperactivacion cronica de la RVLM en HFrEF es dependiente de la actividad de los cuerpos
carotideos (CB). En efecto, la ablacion selectiva de los CB disminuye el quimiorreflejo
ventilatorio hipdxico, restablece el barorreflejo (BRS) cardiaco y disminuye la activacion

cronica de laRVLM (Del Rio y cols. 2013). De manera importante, tanto la sobre-activacién
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del quimiorreflejo como también la disminucion del BRS, estan estrechamente relacionados
a la sobrevivencia de los pacientes con HFrEF (Giannoni y cols. 2009). Por el contrario, se
sabe mucho menos de las alteraciones autondémicas, cardiovasculares y los mecanismos
relacionados a la progresion de la HFpEF. Sin embargo, Kitzman y cols. (2002) describieron
que tanto pacientes con HFpEF como HFrEF presentan concentraciones plasmaticas de
norepinefrina similares entre estos dos tipos de HF, sugiriendo que existe una activacion
simpatica equivalente en ambas condiciones, la cual seria independiente de la etiologia de la

HF.

El ejercicio fisico se usa para disminuir las alteraciones autondémicas en diferentes
condiciones fisiopatoldgicas (Antonicelli y cols. 2016; Besnier y cols. 2017; Gao y cols.
2007; Hsu y cols. 2015; La Rovere y cols. 2002; Murad y cols. 2012; Yeh y cols. 2011). De
hecho, en la HFrEF el ejercicio fisico ha mostrado tener efectos beneficiosos en la
recuperacion del desbalance autonémico (Antonicelli y cols. 2016; Besnier y cols. 2017; Gao
y cols. 2007). Los mecanismos asociados al entrenamiento y adaptaciones a nivel reflejo y
neural (quimiorreflejo, barorreflejo, estrés oxidativo en el tronco encéfalo, etc.) en HFrEF
han sido ampliamente estudiados (Gao y cols. 2004; 2007; Mousa Yy cols. 2008; Jackson y
cols. 2005; Kleiber y cols. 2008; Li y cols. 2008; Negrao y cols. 2008; Coast y cols. 1992).
Sin embargo, los mecanismos reflejos y neuronales, asociados a los efectos del ejercicio

fisico en HFpEF no han sido descritos en su totalidad.
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En modelos experimentales de HFrEF, el ejercicio fisico disminuye la descarga del nervio
simpatico renal, mejora el BRS cardiaco, aumenta la expresion de Cu/Zn-SOD y Mn-SOD,
y disminuye la actividad de la NOX en la RVLM (Gao y cols. 2007). Ademas, se ha descrito
que un programa de entrenamiento fisico en conejos con HFrEF, disminuye la descarga
quimiosensorial carotidea basal y en respuesta a la hipoxia (Sun y cols. 1999), sugiriendo
que los efectos beneficiosos del ejercicio fisico sobre las alteraciones cardiovasculares en
HFrEF, estarian asociados a la normalizacion de la funcion quimiorrefleja carotidea y la
disminucion del nivel de estrés oxidativo en el RVLM. Por el contrario, la evidencia
experimental respecto a que si el ejercicio fisico tiene efectos terapéuticos en HFpEF es
controversial (Bowen y cols. 2015; Edilma y cols. 2011). Entrenamientos de caminata de 12-
16 semanas de duracién han mostrado ser eficaces en aumentar la performance aerdbica
(VO2peak) sin cambios significativos en la morfologia cardiaca (Bosen y cols. 2015; Gary
2006; Ritman y cols. 2010). Ademas, se ha demostrado que en pacientes con HFpEF, el
incremento de la capacidad aerdbica no mejora significativamente la funcién cardiaca (Bosen
y cols. 2015). Sin embargo, Federmann y cols. (2011), reportaron que el entrenamiento
aerobico mejora parcialmente la elastancia del corazén y disminuye la hipertrofia ventricular
izquierda en pacientes con HFpEF. Ademas, Afadi y cols. (2014) mostraron que un programa
de ejercicio fisico de alta intensidad (90% de la frecuencia cardiaca maxima) mejora la

funcién cardiaca en pacientes con HFpEF. Estos resultados muestran que los efectos
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terapéuticos del ejercicio fisico en HFpEF son dependientes del patron e intensidad del
entrenamiento. Mas aun, la evidencia de que distintos patrones de ejercicio tienen efectos
moderados en la performance aerdbica (7 a 10%) y disimiles en la funcion cardiaca, hace
pensar que existen mecanismos distintos que se ven activados por el tipo de patron de
ejercicio. Sin embargo, en HFpEF no se sabe cuales son los mecanismos relacionados a los
efectos beneficiosos del ejercicio fisico. Tomando en consideracion que ambos tipos de HF
presentan un desbalance autondmico similar, es posible hipotetizar que la restauracion del
balance autonémico en HFpEF seria un mecanismo importante por el cual el ejercicio fisico
la funcion cardiaca y consecuentemente podria mejorar la calidad de vida de estos pacientes.
De manera interesante, y a pesar de que el ejercicio fisico podria ser una estrategia no
farmacoldgica factible para mejorar la progresion de la HFpEF, se ha mostrado que un grupo
de pacientes con HF no adhieren al tratamiento (Tabet y cols. 2008), lo que podria responder
a la heterogeneidad de la poblacién de pacientes con HF, relacionado quizas a las diferencias
en el nivel de control autondémico, lo que podria contribuir a la tolerancia al ejercicio fisico.
Esta condicion particular no se ha descrito si ocurre 0 no en HFpEF y tampoco se sabe si es

que podria estar asociado a esta excesiva activacion simpatica presente en esta poblacion.

4.1.- Funcion cardiaca en modelos experimentales HFpEF

El musculo cardiaco presenta propiedades tanto activas (funcion sistolica) como pasivas

(funcidn diastdlica) (Borlaug 2014). En HFrEF existe un deterioro de la capacidad contractil
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del musculo cardiaco (Jessup 2007). Sin embargo, en HFpEF, la mayor alteracion es el
deterioro progresivo en la fase de llenado ventricular, donde por un aumento de la pre y/o
post carga cardiaca existe un aumento en la presion de fin de didstole (LVEDP) (Kass y cols.
2004). Para el diagndstico de la HFpEF son necesarias tres condiciones: i) signos y sintomas
de insuficiencia cardiaca, ii) una EF >50%, y iii) presencia de disfuncion diastdlica, reflejada
en un incremento en la relacion presién-volumen de fin de didstole (EDPVR) del ventriculo

izquierdo (Paulus y cols. 2007).

Se han utilizado modelos preclinicos de HF para estudiar los mecanismos asociados a las
alteraciones en la funcion cardiaca. Asi, en modelos experimentales de HFpEF por
sobrecarga de volumen, por medio de la creacion de una fistula arteriovenosa (Monnet y
Chachques 2005; Abassi 2011), se ha demostrado que existe un incremento del volumen
eyectado (SV), mayor gasto cardiaco (CO), mayor LVEDP y un incremento del EDPVR
(Yoshimura y cols. 2000; Shigematsu y cols. 2001). Ademas, se ha observado que estos
animales presentan congestion pulmonar e hipertrofia cardiaca (Yoshimura y cols. 2000;
Shigematsu y cols. 2001; Carcia y Diebold 1990; Flaim y cols. 1979). Una explicacion en la
mantencion de la EF en HFpEF, por sobrecarga de volumen, es que no existen mayores
alteraciones en el volumen de fin de sistole (LVESV). En efecto, el incremento del SV esta
determinado mayoritariamente por un incremento severo del LVEDV, sin pérdida de los

componentes contractiles (Abassi 2011). Por el contrario, en HFrEF, causada
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experimentalmente por un infarto, existe perdida del componente contractil, se observa un
deterioro progresivo de la contractibilidad cardiaca y consecuentemente una disminucion

significativa de la EF (Del Rio y cols. 2013).

4.2.- Estrés oxidativo en HFpEF

Independiente de la etiologia de la HF (reducida o preservada) se han descrito incrementos
en el nivel de estrés oxidativo sistémico y en el musculo cardiaco (Gao y cols. 2004; Keith y
cols. 1998; Diaz-Velez y cols. 1996), lo que se ha relacionado con alteraciones en la
estructura del corazdn, como el grado de remodelamiento cardiaco (Tsutsui y cols. 2011) v,
por lo tanto, con el deterioro continuo de la funcidn cardiaca (Zucker 2006). Adicionalmente,
en HFrEF se ha reportado que en el tronco encéfalo existe una produccion elevada de ROS
en la RVLM (Gao y cols. 2004). Este es uno de los nucleos més relevantes en el control
simpatico cardiovascular en HF, ya que es el ltimo relevo antes de la salida simpatica hacia
diferentes territorios (Guyenet 2010). Se ha propuesto que el aumento en el estrés oxidativo
a nivel del tronco encéfalo contribuiria a desarrollar alteraciones autonémicas y
cardiorrespiratorias y consecuentemente a la progresion de la HF (Zucker 2006; Prasad y
cols. 1996). Se han descrito que las mayores fuentes de produccion de ROS en modelos
experimentales de HF son la xantina oxidasa (Hare y Johnson 2003) y la NOX2 (Heymes y
cols. 2003). La NOX2 es un complejo enzimatico de cinco subunidades que transfiere

electrones desde la NADPH al oxigeno molecular para producir radical superéxido
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(Tammariello y cols. 2000). Las subunidades que la conforman son la: p47, p67, p22, p40y
gp91P"°X (Bedard y cols. 2007). Las subunidades p22 y gp91P"* son proteinas
transmembrana, mientras que las subunidades p40, p47 y p67°"* son polipéptidos
citosolicos, los cuales son translocados a la membrana por endosomas tempranos, para
formar el complejo y ademas son requeridos para la produccion de superoxido (Bedard y
cols. 2007; DeLeo y Quinn 1996). En ratas con HFrEF se ha descrito que existe un
incremento en la expresion de las subunidades p40, p47 y gp91P"°% y mayor produccion de
ROS en neuronas pre-simpaéticas alojadas en la RVLM (Gao y cols. 2004). Se ha sugerido
que el aumento en la produccién de ROS en la RVLM incrementa la actividad de neuronas
pre-simpaticas (Griffioen y cols. 2007), lo que desencadenaria un aumento de la salida
simpatica hacia diversos territorios (Francis 1985). Junto al aumento de la expresion de
enzimas con actividad prooxidante en animales con HFrEF se ha descrito una disminucién
de la expresion de enzimas antioxidantes, como la Cu/Zn-SOD (Lindey y cols. 2004) y la
Mn-SOD en la RVLM (Gao y cols. 2007). Estas isoformas de la SOD catalizan la reaccion

de degradacion del radical superoxido a peréxido de hidrogeno (McCord y cols. 1969).

Contrario a lo extensamente descrito en modelos experimentales de HFrEF, en la HFpEF los
eventos relacionados a la produccion de ROS tanto a nivel central como periférico no se han
estudiado en detalle. En ratas con HFpEF, inducida por una sobrecarga de volumen, se

encontré un mayor nivel de malondialdehido (MDA), un indicador de dafio peroxilipidico,
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en tejido cardiaco (Wojciechowski y cols. 2010). Adicionalmente, pacientes con HF que
poseen una EF >40% tienen mayores niveles de MDA en el plasma (Diaz-Velez y cols. 1996)
y mayor estrés oxidativo en el pericardio (Mallat y cols. 1998). No obstante, a pesar de que
los pacientes con HFpEF presentan una mayor actividad simpética y estrés oxidativo, no se
han descrito en modelos experimentales preclinicos si existen alteraciones en el estado de
oxido-reduccién en grupos de neuronas asociadas al control cardiovascular. Sin embargo,
Yoshimura y cols. (2000) mostraron un aumento en la via de sefializacion del sistema renina
angiotensina, caracterizado por un mayor nivel de expresion del receptor de angiotensina tipo
1 (AT1R) en el ndcleo del tracto solitario (NTS) de animales con HFpEF. Lo anterior es muy
importante debido a que se ha descrito que la activacion de los receptores AT1r por
angiotensina 11 (Angll), desencadena la activacion de la NOX, aumentando la produccion de
ROS (Gao y cols. 2008). Sin embargo, no se ha descrito si existe mayores niveles de Angll
en el tronco encéfalo de animales con HFpEF. No obstante, estos antecedentes permiten
sugerir que en HFpEF exista estrés oxidativo en el RVLM, lo que gatillaria la activacién de
neuronas pre-simpaticas y desbalance autondémico descrito en estos pacientes (Kitzman y

cols. 2002).

4.3.- Hiperactividad simpatica y desbalance autonémico en HFpEF.

En HF se ha descrito que existe un desbalance autonémico, caracterizado por un aumento de

la actividad simpatica y una disminucion del control parasimpatico (Johnson y cols. 2013).
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El desbalance autonomico en HF seria un ajuste compensatorio de la reduccion de la funcion
cardiaca y puede ser beneficioso inicialmente para mantener una adecuada perfusion de los
tejidos periféricos en fases tempranas de HF (Zucker 2006). Sin embargo, este mecanismo
compensatorio se hace mas intenso y sostenido en el tiempo, contribuyendo finalmente a la
progresion de la enfermedad (Del Rio y cols. 2013). En HFrEF se encontrd que el aumento
en la actividad neuronal de la RVLM y consecuentemente el incremento del tono simpatico
depende del aumento en la respuesta ventilatoria quimiorrefleja carotidea a la hipoxia (Del
Rio y cols. 2013). Mas aun, la ablacion selectiva de los CBs en la rata con HFrEF, disminuye
la activacion crénica de la RVLM, disminuyendo la sobreactivacion simpatica, la incidencia
de eventos arritmicos y finalmente aumenta la sobrevivencia de las ratas (Del Rio y cols.

2013).

Por otro lado, en HFpEF existe poca evidencia experimental con respecto a los ajustes
centrales del control autonémico (Andrade y cols. 2015). Sin embargo, se ha descrito en el
modelo de HFpEF inducido por fistula arteriovenosa, que hay un incremento en la descarga
simpatica renal (Kristen y cols. 2002). No obstante, los mecanismos a nivel del sistema
nervioso central relacionados al aumento en el tono simpatico en HFpEF y su contribucion a
la generacion del desbalance autondmico y la progresion de la patologia no han sido

estudiados en su totalidad (Andrade y cols. 2015).

4.4.- Rol del quimiorreflejo ventilatorio y del barorreflejo cardiaco en HFpEF
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Los principales quimiorreceptores arteriales periféricos son los CBs, que detectan cambios
en la pO2, pCO2, pH, glicemia y flujo en la sangre arterial (lturriaga y Alcayaga 2004;
Atanasova y cols., 2011; Gonzalez y col., 1994). Ante un estimulo hipoxico, los CBs
desencadenan aumentos reflejos de la ventilacion, de la descarga simpética, del gasto
cardiaco y de la presion arterial (BP) (Prabhakar y Peng 2004). Su ubicacion estratégica en
la bifurcacion carotidea les permite detectar estas modificaciones antes de que la sangre
alcance al cerebro. Los CBs estan formados por células quimiorreceptoras (células tipo | o
glémicas), las cuales estan rodeadas de células tipo glial (células tipo 1) (Iturriaga y Alcayaga
2004; lturriaga y cols. 2007). EI modelo mas aceptado de la quimiotransduccion carotidea
propone que los estimulos despolarizan las células glémicas, lo cual desencadena un
incremento intracelular de [Ca?*] y la subsecuente liberacion de uno o mas neurotransmisores
excitatorios (lturriaga y Alcayaga 2004). Las fibras quimiosensoriales que inervan a las
células quimiorreceptoras en el CB proyectan al NTS, el cual integra informacion que llega
desde los CB, los barorreceptores arteriales y aferencias cardiopulmonares vagales

(Benarroch 1994).

Existen quimiorreceptores centrales ubicados principalmente en la superficie ventral del
tronco encéfalo. El nucleo retrotrapezoide (RTN) es el principal ndcleo quimiorreceptor
central (Nattie y Li 2012; Gueyenet y cols. 2012; Stornetta y cols. 2006). Sus neuronas

quimiorreceptoras son sensibles a cambios de pH, probablemente secundarios a cambios en
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la pCO. y participan en la regulacion de la actividad del centro generador del ritmo
respiratorio (Guyenet y cols. 2013; 2016; Mulkey y cols. 2010). Se ha propuesto que las
neuronas del RTN actian como un centro integrador de la informacion quimiosensorial que
viene desde otros territorios, incluyendo a los CB (Guyenet 2014). En efecto, se ha observado
que la activacion de los CB puede estimular al centro generador del ritmo respiratorio
directamente a través del NTS, pero también puede hacerlo a través del RTN, sugiriendo
fuertemente que hay una interdependencia de la quimiotranduccion central y periférica

(Guyenet y cols. 2017).

Los barorreceptores participan en el control de la BP a corto plazo. Las fluctuaciones de la
BP son detectadas por estos receptores (Michellini y Stern 2009) y reguladas por el sistema
nervioso central (Hagglund y cols. 2012; da Silva y cols. 2009). Los barorreceptores estan
ubicados en el arco adrtico y en la bifurcacion de la arteria carétida comun (Robertson y cols.
2012). Las terminaciones de las neuronas baro sensoriales son sensibles a los cambios
mecanicos producidos por la onda de presién (Michellini y Stern 2009; Korner 1971;
Kirchheim; 1976). Los barorreceptores producen potenciales de accién que se propagan, a
través del nervio vago y del nervio glosofaringeo hacia el NTS (Kirchheim; 1976; Korner
1971; van Giersbergen y cols. 1992). En este nlcleo, hay neuronas de segundo y tercer orden
que hacen sinapsis con el nacleo ambiguo (NA) y el nicleo motor dorsal del vago (DMNV)

(Korner 1971), que son parte del sistema parasimpatico. Frente a un aumento de presion
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arterial, los barorreceptores incrementan la tasa de disparo de potenciales de accion
produciendo un aumento de la actividad vagal y disminucion de la actividad simpatica
cronotrépica y ionotrdpica en el corazon (Michellini y Stern 2009). Las neuronas en el NTS
también establecen sinapsis con las neuronas de la zona ventrolateral caudal del tronco
encéfalo (CVLM) (Donald y Shepherd 1980), las cuales hacen sinapsis inhibitorias
gabaérgicas con el RVLM (Agarwal y Calaresu 1991; Guertzenstein y Silver 1974; Blessing
1990; Dampney y Goorchild 1985). Por lo tanto, una activacion de los BR aumenta el control

vagal e inhibe el control simpético.

El incremento del quimiorreflejo carotideo, medido por la repuesta ventilatoria a la hipoxia
(Del Rio y cols. 2013; Marcus y cols. 2014; Giannoni y cols. 2009) y la disminucién del
barorreflejo cardiaco, medido por la respuesta cardiovascular a un aumento/disminucion de
la presion arterial (Schwartz y cols. 2015), son considerados marcadores de severidad en
HFrEF. Se ha descrito que pacientes y animales con HFrEF presentan un aumento en la
ganancia del quimiorreflejo carotideo, el cual esta estrechamente correlacionado al aumento
del tono simpatico y a la disminucion de la eficiencia del BRS cardiaco (Del Rio y cols.
2013). Se ha demostrado en ratas infartadas (HFrEF), que la denervacion selectiva de los
CBs disminuye el quimiorreflejo periférico y aumenta el BRS cardiaco (Del Rio y cols.
2013). Por lo tanto, en HFrEF se sugiere que la disminucion del BRS es dependiente del

aumento de actividad de los quimiorreceptores periféricos (Del Rio y cols. 2013).
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Por el contrario, a lo que se sabe en HFrEF, en pacientes o modelos experimentales de HFpEF
no se ha descrito cual es la contribucion de los quimiorreflejos en la progresion de la
patologia. Sin embargo, se ha descrito que perros con fistula arteriovenosa presentan una
disminucion significativa del barorreflejo cardiaco (Chen y cols. 1991). Tomando en
consideracién la relevancia que tienen los quimiorreflejos en la progresion de la HFrEF, es
relevante determinar la posible contribucion de los quimiorreceptores (periféricos y
centrales) en la progresion de la HFpEF, ya que estos podrian estar involucrados en la

severidad de la patologia.

4.5.- Rol del ejercicio fisico sobre la HFpEF

El ejercicio fisico es la terapia no farmacologica mas utilizada para mitigar las alteraciones
autonémicas en diferentes condiciones fisiopatoldgicas (Antonicelli y cols. 2016; Besnier y
cols. 2017; Gao y cols. 2007; Hsu y cols. 2015; La Rovere y cols. 2002; Murad y cols. 2012).
Los mecanismos asociados al ejercicio fisico y adaptaciones a nivel reflejo y neural en HFrEF
han sido ampliamente estudiados (Antonicelli y cols. 2016; Besnier y cols. 2017; Gao y cols.
2007) demostrandose tener efectos beneficiosos en la recuperacion del desbalance
autonomico (Antonicelli y cols. 2016; Besnier y cols. 2017; Gao y cols. 2007; Hsu y cols.
2015; La Rovere y cols. 2002; Murad y cols. 2012). Sin embargo, hasta ahora no se han
descrito en su totalidad los mecanismos reflejos y neuronales, asociados a los efectos

beneficiosos del ejercicio fisico en modelos experimentales de HFpEF.
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Se ha observado que en modelos experimental de HFrEF, el ejercicio fisico restablece el
control autondmico y mejora la ganancia del BRS cardiaco (Gao y cols. 2007). También se
demostrd que las adaptaciones positivas al ejercicio serian dependientes del incremento en la
expresion de la Cu/Zn-SOD y de la Mn-SOD y de la disminucion de la actividad de la NOX2
en la RVLM (Gao y cols. 2007). De manera interesante, se ha mostrado que después de un
programa de ejercicio fisico conejos con HFrEF presentan una disminucion de la descarga
quimiosensorial en normoxia y durante la estimulacion con hipoxia (Sun y cols. 1999). Estos
resultados en su conjunto sugieren que los efectos beneficiosos de un programa crénico de
ejercicio fisico sobre la fisiopatologia de animales con HFrEF, estarian relacionados a la
normalizacion de la ganancia del quimiorreflejo carotideo y la disminucidon del nivel de estrés

oxidativo en la RVLM.

Por el contrario, a lo que se sabe en HFrEF, la evidencia experimental relacionada a los
efectos terapéuticos del ejercicio fisico sobre la progresion de la HFpEF es controversial
(Bowen y cols. 2015; Edelman y cols. 2011). Se ha descrito que pacientes que padecen
HFpEF presentan una reduccidon en la performance aerébica medido por consumo maximo
de Oz (VOzpeak) (<25 ml-kg-min) (Pardaens y cols. 1997; Mancini y cols. 1991; Weber y
cols. 1982) o por el test de caminata de 6 minutos (< 300 m) (Cahalin y cols. 1996). Los
pacientes que padecen HFpEF, poseen un VOzpeak entre un 30-70% mas bajo en

comparacion a sujetos sanos del mismo peso, edad y sexo (Haykowsky y cols. 2012).
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Entrenamientos de caminata de 12 (Gary 2006) y 16 (Kitzman y cols. 2010) semanas de
duracion han mostrado ser eficaces en aumentar la performance aerobica (VOzpeak) sin
cambios significativos en la morfologia cardiaca (Kitzman y cols. 2010). Ademas, se ha
demostrado que pacientes con HFpEF el incremento de la capacidad aerébica por el mismo
tipo de entrenamiento fisico (caminatas), no mejora significativamente la funcion cardiaca
(Bowen y cols. 2015). Sin embargo, Edelmann y cols. (2011), utilizando un protocolo de
ejercicio disefiado para aumentar “endurance/resistencia”, reportaron que el entrenamiento
aerdbico mejora parcialmente la elastancia del corazén y disminuye la hipertrofia ventricular
izquierda en pacientes con HFpEF. Ademas, Angadi y cols. (2014) sugieren gue la intensidad
del programa de ejercicio de tipo “endurance/resistencia” es clave para el mejoramiento del
VOqpeak y la funcién cardiaca en pacientes con HFpEF. Estos resultados muestran que los
efectos terapéuticos del ejercicio fisico en HFpEF son dependientes del patrén e intensidad
del entrenamiento. Mas aln, la evidencia de que distintos patrones de ejercicio tienen efectos
moderados en la performance aerdbica (7 a 10%) y disimiles en la funcién cardiaca, hace
pensar que existen mecanismos distintos que se ven activados por el tipo de patron de
gjercicio. Sin embargo, en HFpEF no se sabe cuéles son los mecanismos relacionados a los
efectos beneficiosos del ejercicio fisico. Por otro lado, en HFrEF el ejercicio fisico de tipo
“endurance/resistencia” de intensidad moderada, disminuye la actividad de neuronas pre-

simpaticas en la RVLM, disminuye el tono simpético, disminuye la ganancia del
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quimiorreflejo carotideo y aumenta el BRS cardiaco. Por lo tanto, es posible hipotetizar que
la restauracion del balance autonomico en HFrEF seria un mecanismo importante por el cual

el ejercicio fisico mejora la calidad de vida y la funcion cardiaca de estos pacientes.

Tomando en consideracion que en modelos preclinicos de HFrEF en ratas y conejos (Gao y
cols., 2004; Gao y cols., 2007) se ha descrito que el estrés oxidativo en la RVLM juega un
rol fundamental en el aumento del control simpatico, el deterioro de la funcion cardiaca y la
incidencia de eventos arritmicos, y que en HFpEF no se conoce cual es el rol de la RVLM en
su fisiopatologia, es que me propuse estudiar la contribucion de RVLM en el desbalance
autonomico, la disfuncion cardiaca y la arritmogenesis cardiaca en un modelo de HFpEF por
sobrecarga de volumen. Por otra parte, en HFpEF no se ha descrito el efecto del ejercicio
fisico de tipo “endurance/resistencia” de intensidad moderada sobre el estrés oxidativo de
neuronas pre-simpaticas del RVLM vy el control autonémico cardiaco durante la progresion
de la HFpEF. Por lo tanto, el objetivo principal de mi tesis doctoral es determinar los efectos
del ejercicio fisico de tipo “endurance/resistencia” de intensidad moderada sobre i) el nivel
de estrés oxidativo en neuronas pre-simpaticas de la RVLM, ii) el desbalance autonémico
cardiaco, iii) el quimiorreflejo ventilatorio hipdxico, iv) la sensibilidad del barorreflejo
cardiaco, v) el remodelamiento cardiaco, y vi) la funcién cardiaca en un modelo de HFpEF

en ratas.
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5.- HIPOTESIS

“El ejercicio fisico disminuye el estrés oxidativo en neuronas pre-simpaticas del RVLM,

restaurando el control autondmico y mejorando la funcién cardiaca en ratas con HFpEF”

6.- OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del ejercicio fisico en: i) el nivel de estrés oxidativo en neuronas pre-
simpaticas del RVLM, ii) balance autondmico, iii) ganancia del quimiorreflejo ventilatorio
hipoxico e hipercapnico, y barorreflejo cardiaco, iv) remodelamiento y funcion cardiaca, y

V) la “performance” aerdbica en animales con HFpEF.

6.1.- Objetivos especificos

6.1.1.- Determinar el nivel de estrés oxidativo en neuronas pre-simpaticas de

la RVLM en ratas con HFpEF.

6.1.2.- Determinar el balance autonémico, la funcién quimiorrefleja
ventilatoria a la hipdxia, a la hipercapnia y la ganancia del barorreflejo

cardiaco en ratas con HFpEF.

6.1.3.- Determinar el remodelamiento cardiaco y la funcién cardiaca en ratas

con HFpEF.
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6.1.4.- Determinar si un programa de ejercicio fisico disminuye el estrés
oxidativo y la actividad de neuronas pre-simpaticas de la RVLM, la ganancia
quimiorrefleja periférica y central, y la ganancia del barorreflejo cardiaco, el
remodelamiento cardiaco, el metabolismo del colageno, y si “mejora” la

funcidn cardiaca y la performance aerobica en un modelo de HFpEF.

6.1.5.- Determinar la contribucién del cuerpo carotideo sobre el grado de

tolerancia al ejercicio fisico en ratas con HFpEF.
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7.- MATERIALES

Animales.

Ratas Sprague Dawley adultos machos (~250 g) se usaron en la presente investigacion. Los
protocolos experimentales fueron previamente aprobados por los Comités de Bioética de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Pontificia Universidad Catolica de Chile y del Instituto
de Ciencias Biomédicas de la Universidad Autonoma de Chile en el marco del Proyecto

Fondecyt #1140275.

Procedimientos quirudrgicos con sobrevivencia.

Modelo de insuficiencia cardiaca.

Para inducir HFpEF, las ratas fueron anestesiadas con 2% isoflurano balanceado en 98% O»
y luego se realiz6 una incision en la zona media del abdomen para dejar expuesta la aorta
abdominal y la vena cava inferior. Estos vasos fueron ocluidos y perforados con una aguja
de calibre 19G. Se generd una fistula arteriovenosa (Abassi y cols. 2011), la cual fue
confirmada por el ingreso de sangre a la vena cava a través de la anastomosis. La cavidad
abdominal fue cerrada en capas y planos musculares con una sutura absorbible. Los animales
Sham fueron sometidos al mismo procedimiento, pero sin realizar la anastomosis entre estos
vasos. Luego de la cirugia, a los animales se les administré Enrofloxacino (5% subcutaneo)

y Ketoprofeno (1% subcutaneo).
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Instalacion de radiotelémetros para la medicion de presion arterial y frecuencia cardiaca.

Los animales fueron anestesiados (2% isoflurano, y 98% O>) y luego se realiz6 un corte en
la zona interna del muslo izquierdo para visualizar y aislar la arteria femoral (Del Rio y cols.
2013; Del Rio y cols. 2016). Luego se procedi6 a la instalacion de un radiotelémetro HDS10
(Data Science International, USA). Las incisiones de la parte ventral y dorsal se suturaron
con hilo quirtrgico absorbible. Luego de la cirugia, a los animales se les administro

subcutaneamente Enrofloxacino (5% subcutaneo) y Ketoprofeno (1% subcutaneo).

Ablacion de las neuronas de la RVLM.

A las 4 semanas de la cirugia para inducir HFpEF o Sham, los animales fueron sometidos a
una segunda intervencion, donde se destruyeron las neuronas C1 de la RVLM, de manera
similar a lo reportado por otros investigadores (Malheiros-Lima et al. 2017; Schreihofer et
al. 2000). Las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de ketamina (100mg/kg i.p.) con
xilasina (10mg/kg i.p), para posteriormente ser fijadas en un estereotaxico (modelo 900;
David Kopf Instruments, USA). Luego se procedio a realizar una inyeccion bilateral de
dopamina-beta-hidroxilasa conjugada con la toxina saporina (DBH-SAP [Advanced
Targeting Systems, USA]) en laRVLM (12.36 mm caudal a bregma, 2.3 mm lateral a la linea
media, y 8.5 mm bajo el craneo, ver atlas de Paxinos et al. 1980), con la intencidn de destruir

las neuronas C1 de esta region. La inyecciones se realizaron con una jeringa Hamilton (500
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nl) con una punta calibre 32. La dosis de la toxina DBH-SAP fue de 7.5 ng/150nl (Schreihofer
et al. 2000; Wenker et al. 2013). El vehiculo fue solucién salina estéril (NaCl 0.9%/100nl).
Luego de la cirugia, a los animales se les administr6 Enrofloxacino (5% subcutaneo) y

Ketoprofeno (1% subcutaneo).

Ablacién del cuerpo carotideo

La destruccion selectiva de los CB fue realizada en animales Sham y en animales HFpEF
tolerantes al ejercicio fisico (animales que lograron completar mas del 50% de las sesiones
de entrenamiento programadas), similar a lo realizado previamente (Del Rio y cols. 2013;
2016). Dos semanas antes de que terminara el protocolo de entrenamiento las ratas HFpEF
tolerantes al ejercicio fisico fueron sometidas a la ablacion bilateral de los CB. Brevemente,
los animales fueron anestesiados con isoflurano 2% en 98% de O». Luego se procedid a
realizar una incision en la zona de anterior del cuello (~2 cm), para después exponer ambos
CB. Cuando los CB fueron visualizados se procedi6 a destruirlos selectivamente con pinzas
de punta fina previamente enfriadas en Nz liquido (Del Rio y cols. 2013; 2016). Despues de

la cirugia los animales fueron inyectados con Enrofloxacino (5% s.c) y Ketoprofeno (1% s.c).

Control autonémico cardiaco

Ensayo de atropina y propranolol
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Después de una semana de la instalacion de los transmisores radio telemétricos se procedid
a la administracion, por via intravenosa (vena yugular) o por via peritoneal de propranolol (1
mg/kg) para producir una respuesta bradicardica y de atropina (1 mg/kg) para producir una
respuesta taquicardia (Del Rio y cols. 2016). Se cuantificaron los cambios de frecuencia

cardiaca (AHR) con respecto a un registro basal de 1 hora.

Medicién del barorreflejo cardiaco.

El barorreflejo cardiaco espontaneo (BRS) fue evaluado a través del método de las secuencias
(Software HemoLab) (Rey y cols. 2008; Del Rio y cols. 2013; 2016). La ganancia del BRS
fue determinado a través de la cuantificacion de los cambios de HR gatillados por la BP. De
esta manera, se buscaron grupos de secuencias donde al aumentar BP y la HR disminuia y
viceversa. Los ciclos fueron determinados en 10 minutos de registro continuo y solo las
secuencias que cumplieran con un coeficiente de correlacion r >80% fueron usadas (Rey y

cols. 2008).

Variabilidad del ritmo cardiaco (HRV)

Desde el registro de BP. Con una frecuencia de adquisicién 1.000 Hz, se obtuvo la primera
derivada (dP/dt) y el tiempo entre cada pico fue tomado como un intervalo R-R. EI HRV fue
evaluado en registros de 10 minutos en el dominio de la frecuencia en forma similar a otros

estudios (Del Rio y cols. 2010; 2013; 2016). EI HRV fue analizado con el médulo de HRV
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de LabChart 7.0-Pro. El poder espectral de la variabilidad entre los intervalos R-R fue
obtenido utilizando el algoritmo de la transformada rapida de Fourier (FFT), después de
haber aplicado una ventana Hann. Ademas, se calculd la potencia espectral en el dominio
tiempo continuo variable por medio del método de Kalman (coeficiente de adaptacion=
0.0001), con una resolucién de 2-s. La potencia espectral de los intervalos R-R fueron
evaluados utilizando las siguientes bandas de frecuencia: muy baja frecuencia: -0,04 Hz, baja
frecuencia (LF): 0,04-0,6 Hz y alta frecuencia (HF): 0,6-2,4 Hz (68, 69) (Del Rio y cols.
2010; Lai y cols. 2006). Ademas, se calcul6 la razén LF/HF como indicador del balance

autondmico.

Registro del quimiorreflejo ventilatorio en ratas con HFpEF.

Para evaluar las respuestas quimiorreflejas periféricas y centrales, los animales respiraron
distintos niveles de Oz (FiO2 10-12%) y CO2 (FiCO2 7% + 93% O3), respectivamente
(Granjeiro y cols. 2009; Braccialli y cols. 2008; Almado y Machado 2005; Del Rio y cols.
2013; Marcus y cols. 2014). Las estimulaciones hipdxicas e hipercapnicas duraron 10
minutos cada una y se midieron las respuestas en triplicado (10 ciclos respiratorios por cada
una) por cada nivel de exposicion. Brevemente, los animales fueron introducidos a un
pletismégrafo de cuerpo entero (EMKA Technologies) por 30 minutos antes de comenzar las
estimulaciones hipoxias e hipercapnias. En el pletismdgrafo se registré el volumen corriente

(V1) y la frecuencia respiratoria (fra.), y se calculo el volumen minuto (Vr - fra= VE). Las
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sefiales fueron digitalizadas en un computador con el software 10X2 (EMKA Technologies).

La frecuencia de adquisicion de datos fue de 1.000 Hz. Las respuestas ventilatorias a la

hipoxia y a la hipercapnia se expresaron como valores crudos y las ganancias (o pendientes)

se obtuvieron de acuerdo a las siguientes funciones lineales:

yyg < Fi02—F
=—
1)
FiC02 — B
HCVR =
Vg
)

Donde HVR es la pendiente (ganancia) de la respuesta ventilatoria a la hipoxia y HCVR es
la pendiente ganancia) de la respuesta ventilatoria a la hipercapnia y j representa el intercepto

de la recta.

Funcion cardiaca.

Ecocardiografia

La ecocardiografia se realiz6 en todos los experimentos a las 2, 4 y 8 semanas después de
inducir la insuficiencia cardiaca. Las mediciones fueron realizadas 48 horas después de la
ultima sesion de ejercicio fisico, para disminuir el efecto agudo del entrenamiento. Bajo
condiciones de anestesia (2% isoflurano en 98% O) los animales fueron escaneados con un

ecocardiografo en modo-M (Samsung Medison, Seoul, Republica de Korea), con un
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transductor de 12MHz. Las imagenes fueron obtenidas a nivel del ventriculo izquierdo (LV)
en una vista en el eje corto acorde a las recomendaciones de la Sociedad Americana de
Ecocardiografia (Schiller y cols. 1989). Los pardmetros medidos fueron: didmetro de fin de
diastole (LVEDD) y didmetro de fin de sistole (LVESD). Desde los didmetros diastdlico y
sistdlico se calculo: volumen de fin de didstole (LVEDV, Formula 3), volumen de fin de
sistole (LVESV, Formula 4), volumen eyectado (SV, Formula 5), fraccién eyectada (EF,
Formula 6) y fraccion de acortamiento (FS, Formula 7). El criterio para determinar si es que
un animal estaba o no en insuficiencia cardiaca, fueron: un SV y LVEDV por sobre dos

desviaciones estandar con respecto a un animal Sham y una EF >50%.

LVEDY 7 - LVEDD3
~ (2.4 + LVEDD)
(3)
LVESY — 7 - LVESD
~ (2.4 + LVESD)
(4)
SV = (LVEDV — LVESV)
(5)
(LVEDV — LVESV)
EF =100 -
(LVEDV)
(6)

(LVEDD — LVESD)
(LVEDD)

FS =100 -

(7)
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“Loops presion-volumen”

Los animales se anestesiaron con una mezcla de uretano (800 mg/kg) y a-cloralosa (55
mg/kg) (Pacher y cols. 2008) y se les realiz6 una tragueotomia. Luego se realiz una incision
en la zona abdominal y la fistula arteriovenosa fue visualizada. Un hilo 5-0 fue deslizado por
debajo de la vena cava para la realizacion de la oclusion de este vaso (disminucién de la
precarga). Un catéter de conductancia (Millar Instruments) fue introducido por la arteria
carotida derecha hasta el LV (Cingolani y cols. 2004; Pacher y cols. 2008; Rommel y cols.
2016). Adicionalmente, otro catéter fue introducido en la vena yugular para realizar la
calibracién de la conductancia en paralelo del LV, a través de un bolo de 50 ul de NaCl al
30% (Formula 8) (Pacher y cols. 2008). Ademas de la calibracion con una solucién
hipertonica, se realizé la calibracion del volumen del ventriculo izquierdo por medio del
método de las cubetas (Formula 9) (Pacher y cols. 2008). Luego de un periodo de
estabilizacion del catéter dentro del ventriculo (15 min), se comenzd el registro basal de loops
presién-volumen de 25 minutos. La funcion cardiaca fue determinada por medio de la
relacién presion volumen de fin de sistole (ESPVR, ajuste lineal) (Formula 10) y la relacion
presion volumen de fin de diastole (EDPVR, ajuste exponencial) (Formula 11), la cual es
obtenida durante la oclusion de la vena cava (Pacher y cols. 2008). El anélisis de los datos

fue realizado con el software LabChart 7 pro (ADIntruments).

Ggs =m-Ggp +
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(8)

Donde Ges es la conductancia de fin de sistole, m representa la pendiente, Gep representa la
conductancia de fin de diastole y j representa el intercepto de la recta. Asi, el punto donde el
ajuste lineal se cruza con la linea de identidad es el punto donde Ges = Gep, 10 que implica

que la sefial se deriva completamente del musculo cardiaco (Gp).

p 2
Volumen = o (G — Gp)

(9)

Donde p es la resistividad de la sangre, L representa el largo entre los electrodos del catéter,
o representa una constante de corriente uniforme del campo eléctrico entre los electrodos (o

=1), G es la conductancia total y Gp es a la conductancia del muasculo cardiaco.

LVESP — 8

ESPVR = LVESV

(10)

Donde el LVESP es la presion de final de sistole del ventriculo izquierdo, g es el intercepto

de larecta y el LVESV representa el volumen de final de sistole del ventriculo izquierdo.

EDPVR = a - expFLVEDY)
(11)

Donde « representa la contante de curvatura, 8 representa una constante de rigidez del
ventriculo izquierdo y el LVEDV representa el volumen de final de diéstole del ventriculo

izquierdo.

Funcion cardiaca por andlisis de un ciclo cardiaco (single beat analysis)
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Ademas de evaluar la funcidon cardiaca a través de los ajustes lineales y exponencial durante
la oclusidn de la vena cava, se determind la funcion cardiaca por medio del analisis de un
solo ciclo cardiaco (single beat analysis) (Takeushi et al. 1991; ten Brinke et al. 2010). Asi,
la funcién cardiaca sistolica, representada por el ESPVR fue calculada por medio de la
estimacion de la presiébn maxima predicha para el LV, a través de la quinta polinomial,
obtenida desde los peak del dP/dt max y min de la presion del LV. Luego, en base a los

LVESV y LVESP se calcul6 el ESPVR por medio de un ajuste lineal (Formula 12):

LVESP — B

ESPVR = LVESV

(12)

donde el LVESP representa la presion de final de sistole del ventriculo izquierdo, S representa
el intercepto de la recta y el LVESV representa el volumen de final de sistole del ventriculo

izquierdo.

Por otro lado, la funcion cardiaca diastolica también fue determinada por medio del analisis
de un solo ciclo cardiaco (Klotz et al. 2006; 2007). A través de los experimentos de PV loop
(ver metodologia de loop presion-volumen), desde un ciclo cardiaco se obtuvo la presion y
volumen de final de diastole del ventriculo izquierdo (LVEDP y LVEDV). Luego se procedio
al calculo del volumen a presion 0 (Vo), el cual representa el volumen donde el LVEDP es 0
mmHg y del volumen a presion 30 (Vao), el cual representa el volumen donde el LVEDP es

30 mmHg. Lo primero fue la normalizacion del LVEDV (LVEDV,):
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LEDy. — LVEDV = Vo)
" (V30 - VO)

(13)

(LVEDV, — V,)

Vao =V,
0= Yot (LVEDP — A,))(1=Bn)
(14)
Vo = LVEDV,, - (0.6 — 0.006 - LVEDE,,)

(15)

Donde LVEDVn, representa el LVEDV medido desde el catéter y EL LVEDP, es el LVEDP
medido desde el ventriculo. Luego de esto y para forzar la curva de que pase por VO y V30,

se determind a y .

30
a= LVEDVm)]}

{[log(LVEDP,)]/[log(~>
30

(16)

VEDP,
p= [10g( =)/1og(LVE DV, /V30)
A7)

Para finalizar y poder obtener una serie de datos que de LVEDP y de LVEDV, las cuales
tenga un comportamiento exponencial, se utilizan los valores de a y  obtenidos desde las

formulas 14 y 15.

EDPVR = a - LVEDV#

(18)
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Incidencia de arritmias

La frecuencia cardiaca (HR) fue obtenida desde el calculo de la primera derivada de la
presion arterial (Del Rio y cols. 2013; 2016). Los ciclos cardiacos irregulares fueron
visualmente inspeccionados en todas las condiciones experimentales. Los episodios
arritmicos fueron definidos como cualquier ciclo que sea superior o inferior a 3 desviaciones
estdndar con respecto a la media de la HR. Adicionalmente se evalué la contribucién
simpatica sobre la incidencia de arritmias por medio de la administracion de propanolol
(Img/kg ap.) (Del Rio y cols. 2013; 2016). Las arritmias fueron cuantificadas como

eventos/hora.

Immunoblots

Western blot de MMP2 y TIMP2

Luego de 8 semanas, se procedid a sacrificar a los animales por medio de una sobredosis de
anestésico (Pentobarbital 60mg/kg). Después de sacrificar a los animales, los corazones
fueron removidos, pesados y congelados rapidamente en hielo seco y almacenado a -80 ° C,
para su posterior procesamiento. Los ventriculos izquierdos de los animales fueron lisados
con buffer RIPA + 1% de inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich, USA) y sonicados al 20%
de la potencia maxima durante 2 minutos a 4°C (Onmi, instruments). Las muestras fueron

centrifugadas a 12000-rcf por 30 minutos a 4°C. Luego el sobrenadante fue resuspendido y
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posteriormente la concentracion de proteinas se determind mediante cuantificacion con BCA
(Thermo Scientific, USA). Las muestras fueron almacenas a -80°C hasta su posterior analisis.
Para poder determinar la expresion de proteinas, se realizé una separacion electroforética,
para lo cual se cargaron 50-ug de proteina por pocillo en geles nu-page Bis-Tris de
poliacrilamida al 10% (Life Technologies, USA) embebidos en tampén MES 1X (Life
Technologies, USA). La corrida electroforética se realizé a 165 V a amperaje constante (600
mA totales), durante 35 min. Las proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF
(Life Technologies, USA) utilizando el sistema electroforético NOVEX junto con el tampén
de transferencia 1X recomendado por el fabricante (Life Technologies, USA). Este proceso
se realiz6 a 20V y con amperaje constante, durante 1 hora a temperatura ambiente. A
continuacion, las membranas fueron incubadas con un buffer de bloqueo (BSA al 3% en
TBS) (Thermo Scientific, USA) y luego fueron incubadas toda la noche a 4°C con un
anticuerpo monoclonal de conejo anti-MMP2 (1:1000, Novus, USA) seguido por la
incubacion de 1 hora con un anticuerpo secundario de cabra anti-conejo-HRP (1:2000,
Thermo Scientific, USA). Las membranas fueron reveladas con solucion ECL PicoWest
(Thermo Scientific, USA) y la captura de imagenes se realiz6 en el equipo UVP Doc-It®
(Life Science Software, USA). Para analizar TIMP2 se realiz0 el stripping de las membranas
por 5 minutos con la solucion Western blot Stripping Buffer (Thermo Scientific, USA), luego

se bloqued por 1 hora con solucién de blogueo (BSA al 3% en TBS) (Thermo Scientific,
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USA) y luego fueron incubadas toda la noche a 4°C con un anticuerpo monoclonal de conejo

anti-TIMP2 (1:500, Novus, USA) seguido por la incubacién de 1 hora con un anticuerpo

secundario de cabra anti-conejo-HRP (1:2000, Thermo Scientific, USA). Las membranas

fueron reveladas con solucion ECL PicoWest (Thermo Scientific, USA). El analisis de las

densidades dpticas de las bandas especificas fue realizado con el software ImageJ (National

Institute of Health, USA). Los niveles relativos de proteinas fueron calculados como la razén

MMP2/TIMP2. Luego de hacer un strippling de la membrana se revelo contra el anticuerpo

and GAPDH (housekeeping) (Anticuerpo monoclonal de ratén 1:5000, Sigma).

Activacion crénica del RVLM

La activacion cronica neuronal se estudio mediante la cuantificacion de la expresion relativa
del marcador de actividad Fos-b, en micropunches obtenidos de la RVLM, a través de
immunoblot (Haack y cols. 2012; Del Rio y cols. 2013). Luego de 8 semanas, se procedio a
sacrificar a los animales por medio de una sobredosis de Pentobarbital (60 mg/kg). Después
de sacrificar a los animales, los cerebros fueron removidos y rapidamente congelados en hielo
seco y almacenados a -80°C, para su posterior procesamiento. Los cerebros fueron cortados
en un criostato hasta llegar a la zona de interés, luego de esto se tomaron micropunches que
contenian la RVLM. Luego los micropunches que contenian la RVLM fueron lisados con
buffer RIPA + 1% de inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich, USA) y sonicados al 20% de

la potencia maxima durante 2 minutos a 4°C (Onmi, instruments). Las muestras fueron
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centrifugadas a 12000-rcf por 30 minutos a 4°C. Luego el sobrenadante fue resuspendido y
posteriormente la concentracion de proteinas se determind mediante cuantificacion con BCA
(Thermo Scientific, USA). Para poder determinar la expresion de proteinas, se realizd una
separacion electroforética, en la cual se cargaron 50ug de proteina por pocillo en geles nu-
page Bis-Tris de poliacrilamida al 10% (Life Technologies, USA) embebidos en tampdn
MES 1X (Life Technologies, USA). La corrida electroforeética se realizé a 165 V a amperaje
constante, durante 35 min. Las proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF (Life
Technologies, USA) utilizando el sistema electroforético NOVEX junto con el tampon de
transferencia 1X requerido por el fabricante (Life Technologies, USA). Este proceso se
realizd a 20V y con amperaje constante (600 mA), durante 1 hora a temperatura ambiente. A
continuacion, las membranas fueron incubadas con un buffer de bloqueo (BSA al 3% in PBS)
(Thermo Scientific, USA) y luego incubadas toda la noche a 4°C con un anticuerpo mouse
monoclonal anti-Fos-b (1:250, Santa Cruz, USA) seguido por la incubacion de 1 hora con un
anticuerpo secundario anti-mouse-HRP (1:2000, Thermo Scientific, USA). Las membranas
fueron reveladas con solucién ECL PicoWest (Thermo Scientific, USA) y la captura de
imagenes se realizé en el equipo UVP Doc-It® (Life Science Software, USA). El andlisis de
las densidades Opticas de las bandas especificas fue realizado con el software Imagel

(National Institute of Health, USA). Luego de hacer un strippling de la membrana se incubo
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con el anticuerpo anti-p-actina (Anticuerpo monoclonal de raton 1:5000, Sigma-Aldrich,

USA), el cual fue utilizado como housekeeping.

Inmunohistoquimica

Medicion de ROS en la RVLM

La produccion enddgena de ROS en la RVLM se midi6 cuantificando cuantificacion de la
fluorescencia emitida por dihidroetidio (DHE) (Sigma-Aldrich, USA), similar a lo realizado
en investigaciones previas (Gao y cols. 2004; Banes y cols. 2005; Oliveira-Sales y cols.
2010). Luego de 8 semanas, se procedié a sacrificar a los animales por medio de una
sobredosis de Pentobarbital (60 mg/kg). Después de sacrificar a los animales, los cerebros
fueron removidos y rapidamente congelados en hielo seco y almacenados a -80°C, para su
posterior procesamiento. Los cerebros fueron cortados en un criostato hasta llegar a la zona
de interés. Se realizaron cortes de 30 um y posteriormente fueron incubados con DHE (1
pM) en oscuridad por 30 min a 37°C. Luego, los cortes fueron montados con el medio de
montaje con DAPI (Vectashield), para visualizar los nucleos celulares. Las muestras fueron
analizadas utilizando un microscopio de epifluorescencia y con el software ImageJ (National
Institute of Health, USA). En algunos casos, para co-localizar la produccion de ROS, los
cortes de cerebro fueron fijados en 4% PFA post-incubacion con DHE y se realizo deteccion

con immunofluorescencia de la enzima tirosina hidroxilasa (TH) (para mas detalle mirar
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metodologia inmunofluorescencia), que es un marcador de neuronas pre-simpaticas

catecolaminérgicas de la RVLM.

Inmunofluorescencia.

Dependiendo si la inmunofluorescencia fue realizada para detectar ROS por DHE junto con
TH o solo TH para el conteo de neuronas de la RVLM, los cerebros fueron extraidos y
congelados o fijados por perfusion con solucién salina (NaCl 0.9%) y 4% PFA,
respectivamente. Luego de 8 semanas, se procedio a sacrificar a los animales por medio de
una sobredosis de Pentobarbital (60 mg/kg). Después de sacrificar a los animales, los
cerebros fueron removidos y rapidamente congelados en hielo seco y almacenados a -80°C,
para su posterior procesamiento. Por otro lado, para el protocolo de conteo de neuronas se
tomo al animal, se le abri6 la cavidad toracica y con una aguja por el ventriculo izquierdo se
le administro durante 15 minutos NaCl 0.9%, para luego pasar a una solucién de PFA al 4%.
El cerebro fue extraido, mantenido 2 horas en PFA, para luego pasar a sacarosa al 30% para
su crio preservacion. Posteriormente, los cerebros fueron embebidos en OCT y cortados en
un criostato para llegar a la zona de interés (RVLM). Los cerebros se cortaron con un espesor
de 20 um y se colocaran sobre portaobjetos de microscopio cargado electrostaticamente
(Superfrost, VWR Scientific, USA). Las secciones cerebrales que contienen la region del
RVLM se incubaran con un anticuerpo monoclonal anti-TH y un anticuerpo secundario para

IgG de raton acoplado a Alexa-564. Luego fueron montados con un medio de montaje
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(Vectashield, Mounting Media). Las imagenes fueron adquiridas con un microscopio de
epifluorescencia de alta resolucion Leica o con microscopia confocal y las imagenes fueron
cuantificadas utilizando el software ImageJ a través del conteo de neuronas TH positivas

(NIH, Betheseda, USA).

Remodelamiento cardiaco

Luego de 8 semanas, se procedi6 a sacrificar a los animales por medio de una sobredosis de
Pentobarbital (60 mg/kg). Después de sacrificar a los animales, los corazones fueron
extraidos, pesados y fijados en PFA 4%, para luego ser incluidos en parafina. Luego los
cortes fueron deshidratados con Xilol. Luego los cortes fueron rehidratados pasando por una
serie de soluciones decrecientes de alcohol etilico hasta Ilegar a 100% de H20.Luego las
muestras fueron tratadas con una solucién Sirius rojo (Sigma) por 60 minutos y montadas
con un medio de montaje, para realizar su posterior analisis por microscopia de campo claro
(Del Rio y cols. 2013). Se realizaron cortes transversales de los ventriculos (5 um) en un para
determinar contenido de coldgeno mediante la tincién de Picro Sirius rojo. Las imagenes
fueron analizadas por medio de la cuantificacion de las deposiciones de colageno del
ventriculo izquierdo con el software ImageJ (National Institute of Health, USA). Los datos

fueron expresados como % del area total.

Protocolos de ejercicio.
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Protocolo de entrenamiento.

Dos semanas después de la generacion de la fistula arteriovenosa y de los experimentos de
ecocardiografia, los animales fueron sometidos a ejercicio continuo en una cinta rodante 5
veces/semana por 6 semanas. Inicialmente, use utilizé una baja velocidad (10 m/min), grado
(0%) y duracion (10 min/dia) para familiarizar a las ratas a correr en la cinta rodante. La
velocidad, duracion y grado fueron incrementadas gradualmente entre 20 a 25 m/min, 60
min/dia y 5 a 10% de inclinacién, respectivamente (Kleiber y cols. 2008). Las ratas de los
grupos experimentales sedentario (HFpEF y Sham), fueron alojadas en la cinta rodante, pero

sin ser ejercitadas.

Performance aerdbica en animales controles

El protocolo utilizado para determinar el rendimiento aerébico fue similar a los realizados
por otros investigadores (Veskoukis y cols. 2008). Brevemente, los animales fueron
sometidos a un protocolo de nado libre en un tanque de agua (1 metro de profundidad, 30 cm
de didmetro). El protocolo consistia en sesiones de ambientacion (3 sesiones de 5, 20 y 50
minutos de nado libre con el propio peso corporal (aprendizaje). La temperatura del agua se
mantuvo entre 23 a 25° en todas las sesiones de ambientacion y evaluacion. Luego se
procedio a evaluar la performance aerébica con un peso de ~4% del peso corporal. Este

procedimiento se realiz6 antes y dos semanas después de la ablacion selectiva de los CB.
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Analisis estadistico.

Los resultados se presentan como promedio + error estdndar de la media (SEM). Las
diferencias estadisticas se analizaron por medio de una ANOVA de una o dos vias, de
acuerdo a la estructura de los datos, seguido de un analisis post hoc de Holm-Sidak a dos
colas. Para las comparaciones por pares se utilizd el test T de student para muestras no
pareadas. El nivel de significancia estadistica fue definido con un p <0,05. El software

estadistico utilizado fue GraphPad Prism 7.0.
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8.- RESULTADOS

8.1.- Los animales con HFpEF presentan hipertrofia cardiaca, mayor deposicion de

colageno en el ventriculo izquierdo y deterioro de la funcion cardiaca sistolica y diastolica.

El disefio experimental se muestra en la Figura 1. A la semana O se induce la HFpEF, se
esperan 8 semanas Yy se realizan los experimentos fisiologicos (Figura 1). Por medio de
ecocardiografia se observo que los animales con HFpEF presentan un incremento en el
didmetro de la cAmara del ventriculo izquierdo en sistole (3.18 £ 0.21 vs. 1.80 £ 0.04 mm,
p<0.05, HFpEF vs. Sham, respectivamente, Figura 2A y B) y en diastole (8.00 + 0.37 vs.
5.06 + 0.15 mm p<0.05, CHF vs. animales Sham, respectivamente, Figura 2A y C). Ademas,
encontré que la fraccion de acortamiento (FS) y la fraccion eyectada (EF) no fueron
significativamente diferentes entre los animales HFpEF comparado con los animales del
grupo Sham (FS: 59.56 + 2.61 vs. 63.98 + 1.26 % p<0.05, HFpEF vs. Sham, respectivamente;
EF: 85.32 £ 1.93 vs. 91.67 + 0.68 % p<0.05, HFpEF vs. Sham, respectivamente; Figura 2D

y E, respectivamente).

El remodelamiento cardiaco en HFpEF fue determinado por los depésitos de colageno en el
ventriculo izquierdo y la hipertrofia cardiaca expresada como peso del corazdn respecto del
peso corporal (HW/BW). Por medio de la tincién de picro-sirius rojo se observo que los
animales con HFpEF mostraban un incremento significativo en el porcentaje del area total

de colageno en comparacion a los animales del grupo Sham (7.37 £ 0.57 vs. 4.28 + 0.31 %,
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p<0.05, HFpEF vs. Sham, respectivamente, Figura 3A y B). Por otro lado, se observo que
los animales con HFpEF presentaban hipertrofia cardiaca en comparacion a los animales
Sham (3.9 £ 0.2 vs. 2.9 + 0.1 mg/g, p<0.05, HFpEF vs. Sham, respectivamente, Figura 4A 'y

B).

Adicionalmente, se determinaron niveles de expresion de proteinas asociadas al
remodelamiento de la matriz colagena en el corazon. Por medio de immunoblot se observo
que los animales con HFpEF presentan un aumento significativo de la metaloproteasa 2
(MMP-2:0.13 £ 0.001 vs. 0.08 + 0.01 p<0.05, HFpEF vs. Sham, respectivamente, Figura 5A
y C) y una disminucién no significativa del inhibidor tisular de la metaloproteasa 2 (TIMP2:
0.19 £ 0.01 vs. 0.29 £ 0.01, p>0.05, HFpEF vs. Sham, respectivamente, Figura 5A y B)
comparado a los animales Sham. Acorde con estos resultados, los animales con HFpEF
presentaron un incremento en la razon MMP2/TIMP2 en comparacion a los animales Sham
(MMP2/TIMP2: 0.69 + 0.08 vs. 0.28 £ 0.09, p<0.05, HFpEF vs. Sham, respectivamente,

Figura5Ay C).

Mediante el estudio de presion-volumen intra-ventriculares (Figura 6) se observé que las
ratas con HFpEF mostraban un incremento significativo de la presion de fin de diastole
(LVEDP: 5.61 £ 0.18 vs. 3.87 + 0.32 mmHg, p<0.05, HFpEF vs. Sham, respectivamente) y
sin cambios significativos en la presion de fin de sistole en comparacion a los animales Sham

(LVESP: 88.12 + 2.62 vs. 86.52 + 5.22 mmHg, p<0.05, HFpEF vs. Sham, respectivamente).
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Ademas, se pudo observar un aumento significativo del volumen eyectado (SV) en los
animales HFpEF en comparacion a los Sham (325.5 £ 20.26 vs. 160.6 £ 10.28 ul, p<0.05,
HFpEF vs. Sham, respectivamente) (Figura 6D), sin cambios significativos de la frecuencia
cardiaca (HR: 318.3 = 16.15 vs. 344.2 £ 11.9 latidos/min, p<0.05, HFpEF vs. Sham,
respectivamente) (Figura 6E) y un aumento significativo del gasto cardiaco (CO: 55.5 £ 4.2
vs. 106.5 £ 12.4 ml/min, p<0.05, HFpEF vs. Sham, respectivamente) (Figura 6F). Lo anterior
muestra que los animales con HFpEF presentan un deterioro en los pardmetros

hemodindmicos basales los que sugiri6 la perdida de la funcién cardiaca.

El grado de deterioro de la funcion cardiaca fue determinado por medio de la oclusion de la

vena cava durante el registro de PV-loop. La funcién cardiaca sistolica fue medida por los

cambios en la relacion presion-volumen de fin de sistole (ESPVR) durante la disminucion de

la precarga. Los animales con HFpEF mostraron una disminucion significativa del ESPVR

en comparacion a los animales Sham (0.13 £ 0.03 vs. 0.51 + 0.11 mmHg/ul, p<0.05, HFpEF

vs. Sham, respectivamente, Figura 7A y B). La funcién cardiaca diastolica se midié por los

cambios en la relacion presion-volumen de fin de diastole (EDPVR) durante la disminucion

de la precarga. En comparacién a los animales Sham, las ratas con HFpEF mostraron un

deterioro significativo de la funcion diastdlica (EDPVR: 0.008 + 0.001 vs. 0.004 + 0.001

mmHg/ul, p<0.05, HFpEF vs. Sham, respectivamente, Figura 7A y C). Estos resultados
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muestran que en este modelo experimental de HFpEF existe una pérdida de contractibilidad

como también un incremento de la tension pasiva del ventriculo izquierdo.
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-Echocardiography
-Cardiac hypertrophy

-Cardiac remodeling

-Cardiac function

-RVLM activation and oxidative stress
-Autonomic control

-Hypoxia ventilatory response (HVR)
-Hypercapnia ventilatory response (HCVR)
-Arrhythmias index

l
TR

Week 0 Week 8
-AC fistula surgery
-Sham surgery

Figura 1. Disefio experimental para determinar las alteraciones cardiorrespiratorias
después de inducir la HFpEF. A la semana 0 se indujo la insuficiencia cardiaca, a través de
una fistula arteriovenosa (AC). Se esperaron 8 semanas y se evaluo la hipertrofia cardiaca, el
remodelamiento cardiaco, la funcion cardiaca, la activacion crénica y estrés oxidativo de la
RVLM, el control autondmico, la respuesta ventilatoria a la hipoxia (HVR) y a la hipercapnia

(HCVR), y la incidencia de arritmias.
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Figura 2. Los animales con HFpEF presentan dilatacion del ventriculo izquierdo sin
cambios en la fraccion de eyeccion ni en la fraccion de acortamiento. (A) imagen
representativa de una ecocardiografia en modo-M del ventriculo izquierdo. Se puede
observar gue los animales HFpEF muestran un aumento en el tamafio de la cdmara al fin de
la sistole y al fin de la diastole. (B, C) Cuantificacion del LVESD y del LVEDD en la
condicion HFpEF y Sham. (D, E) Cuantificacion de la EF y de la FS en HFpEF vs. Sham.
Prueba T de Student no pareada. *, p<0.05 vs. Sham, n=8 por grupo.
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Figura 3. Las ratas con HFpEF presentan remodelamiento cardiaco. (A) imagen
representativa del LV después de la tincion de picro-sirius rojo. Se puede observar que los
animales HFpEF muestran un aumento en los depdsitos de coladgeno en el LV. La barra
equivale a 80 um. (B) Cuantificacién de las deposiciones de colageno en el ventriculo

izquierdo. Prueba T de Student no pareada. *, p<0.05 vs. Sham, n=8 por grupo.



69

Sham \ HFpEF

B
__ b
R
835
= 4
0
;3
T

2

Sham HFpEF

Figura 4. Las ratas con HFpEF presentan hipertrofia cardiaca. (A) Imagen representativa
transversal del corazén de un animal Sham y un animal HFpEF. Los animales con HFpEF,
muestran un aumento evidente en el tamafio del corazdn. La barra equivale a 3 mm. (B)
Cuantificacion de la hipertrofia cardiaca medido por la razon del peso del corazén respecto
del peso corporal (HW/BW). Prueba T de Student no pareada. *, p<0.05 vs. Sham, n=8 por

grupo.
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Figura 5. Las ratas con HFpEF muestran alteraciones en los niveles de la
metaloproteinasa 2 y el inhibidor tisular de la metaloproteinasa 2. (A) Nivel de la
metaloproteasa 2 (MMP-2) y el inhibidor tisular de la metaloproteasa 2 (TIMP-2) en el
ventriculo izquierdo de tres animales Sham y 3 animales con HFpEF. Los animales con
HFpEF muestran un descenso de TIMP-2 y un incremento de la MMP-2. (B) Cuantificacion
de la expresion de MMP-2 del LV de animales Sham y HFpEF. (C) Cuantificacion de la
expresion de TIMP-2 del LV de ratas Sham y HFpEF. (D) Cuantificacion de la razon entre
MMP-2/TIMP-2, como indicador de balance entre sintesis y degradacion de la matriz
extracelular de coldgeno en el LV. Prueba T de Student no pareada. **, p<0.01 vs. Sham,

n=8 por grupo.
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Figura 6. Ratas con HFpEF muestran dilatacion del ventriculo izquierdo y aumento en la
presion de fin de diastole del ventriculo izquierdo (LVEDP). (A) Imagen representativa de
un loop presion-volumen intraventricular de un animal Sham y un animal con HFpEF. Los
animales HFpEF presentan un aumento en la cavidad del ventriculo izquierdo, evidenciado
por un aumento del volumen eyectado (SV). (B) Cuantificacion del LVEDP, donde se
observa que los animales con HFpEF presentan un aumento del LVEDP en comparacion con
animales Sham. (C) Cuantificacion de la presion de fin de sistole del ventriculo izquierdo
(LVESP). (D) Cuantificacion del SV, donde es posible observar un aumento del SV por parte
de los animales HFpEF en comparacion a los animales Sham. (E) Resumen de datos de la
cuantificacion de la frecuencia cardiaca (HR). (F) Cuantificacion del gasto cardiaco (CO),
donde se observa que hay un aumento del CO por parte de los animales HFpEF en
comparacion a los animales Sham. Prueba T de Student no pareada. *, p<0.05 vs. Sham, n=8

por grupo.
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Figura 7. Las ratas con HFpEF presentan un deterioro de la funcion cardiaca sistolica y
diastdlica. (A) Imagen representativa de loops presion-volumen intraventricular durante la
oclusion de la vena cava inferior en un animal Sham y en un animal HFpEF. Los animales
HFpEF presentan una disminucion en la relacién presion-volumen de fin de sistole (ESPVR)
y un aumento en la relacion presion-volumen de fin de diastole (EDPVR). (B) Cuantificacion
del ESPVR como indicador de la funcion sistélica. (C) Cuantificacion del EDPVR, como
indicador de la funcién cardiaca diastdlica. Prueba T de Student no pareada. *, p<0.05 vs.

Sham, n=8 por grupo.
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8.2.- La zona rostral-ventral-lateral de la medula (RVLM) de los animales con HFpEF esta

cronicamente activa y presenta un mayor nivel de estrés oxidativo.

La activacion neuronal en el RVLM fue evaluada a través de la expresion del marcador de
actividad crénica neuronal Fos-b. Los animales con HFpEF mostraron un incremento en la
expresion relativa de Fos-b en comparacion con los animales Sham (252.0 £ 56.5 vs. 100.0
+ 3.9 %, p<0.05, HFpEF vs. Sham, respectivamente, Figura 8B). Por medio de la sonda
fluorescente dihidroetidio (DHE), sensible a superdxido y parcialmente a peroxido de
hidrogeno, se observé que los animales con HFpEF presentan un incremento en el nivel de
estrés oxidativo en el RVLM en comparacion a los animales Sham (12.3 £ 1.6 vs. 3.7 + 0.6
AU, p<0.05, HFpEF vs. Sham, respectivamente, Figura 8A y C). Estos resultados sugieren
que en HFpEF existe un incremento en la activacién neuronal, lo cual estaria asociado con

un incremento en la formacién de ROS en la RVLM.
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Figura 8. Ratas con HFpEF presentan un aumento de estrés oxidativo, activacion cronica
de la RVLM y desbalance simpatico-vagal. (A) Las neuronas tirosina hidroxilasa positivas
(TH+) de la RVLM muestran un aumento en la fluorescencia para dihidroetidio (DHE)
comparado a los animales Sham. La barra equivale a 100 um. (B) Expresion de Fos-b en la

RVLM. Los animales con HFpEF presentan un aumento en la expresién de Fos-b en la
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RVLM en comparacion a los animales Sham. (C) Cuantificacion de la formacion de especies
reactivas del oxigeno (ROS) en la RVLM. (D) La respuesta bradicardia a propanolol fue
mayor en los animales HFpEF vs. Sham, sugiriendo mayor simpatoexcitacion. (E) La
respuesta taquicardia a atropina fue menor en los animales HFpEF vs. Sham, sugiriendo
disminucion del componente parasimpatico. Prueba T de Student no pareada. *, p<0.05; ***,

p<0.001 vs. Sham, n=6 por grupo.
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8.3.- Los animales con HFpEF muestran desbalance autonoémico, sobre activacion del

quimiorreflejo central a CO2, y barorreflejo cardiaco disminuido.

8.3.1. Desbalance autonomico: El control autonémico cardiaco fue determinado por medio
de la administracion de propanolol (1 mg/kg i.v.) y atropina (1 mg/kg i.v.), para cuantificar
los cambios en la frecuencia cardiaca relacionados al bloqueo de receptores adrenérgicos y
colinérgicos, respectivamente. Adicionalmente, se utilizo el analisis de la variabilidad del
ritmo cardiaca (HRV) en el dominio de la frecuencia como indicador indirecto de desbalance
autonémico cardiaco. En comparacién al grupo de animales Sham, las ratas con HFpEF
mostraron una respuesta crono trépica a propanolol significativamente incrementada (-53.7
+ 5.4 vs. -21.4 +£ 2.2 AHR, p<0.05, HFpEF vs. Sham, respectivamente, Figura 8D) y una
respuesta crono tropica a atropina disminuida (33.5 + 6.5 vs. 96.2 £ 9.9 AHR, p<0.05, HFpEF
vs. Sham, respectivamente, Figura 8E). El analisis de HRV mostr6 que los animales con
HFpEF presentan un incremento significativo de la potencia espectral del componente de
baja frecuencia, asociado mayoritariamente al tono simpatico (LFxrv: 0.04 — 0.6 Hz; 48.07
+ 6.14 vs. 17.80 * 3.42 n.u., p<0.05, HFpEF vs. Sham, respectivamente, Figura 9A y B) y
una disminucion en el componente de alta frecuencia (HFnrv: 0.6 — 2.4 Hz; 47.46 + 6.27 vs.
74.38 + 2.86 n.u., p<0.05, HFpEF vs. Sham, respectivamente, Figura 9A y C), asociado
mayoritariamente al con el tono parasimpatico. Ademas, se observé que la razén LF/HF del

HRYV, como indicador del balance simpatico-vagal, estd aumentada en los animales HFpEF
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en comparacion a los animales Sham (0.95 £ 0.13 vs. 0.25 + 0.05, p<0.05, HFpEF vs. Sham,
respectivamente, Figura 9A y C). Estos resultados muestran que los animales con HFpEF
presentan un desbalance autonémico, caracterizado tanto por un incremento del simpatico

como también de una disminucién del control vagal cardiaco.

8.3.2. Quimiorreflejo: Los animales con HFpEF mostraron una disminucion en la respuesta
ventilatoria a hipoxia (HVR) en comparacion a los animales Sham (2.1 £ 0.4 vs. 6.1 £ 0.8
%/AVE, p<0.05, HFpEF vs. Sham, respectivamente, Figura 10A, B y C). Por otro lado, se
observd que los animales con HFpEF presentaron un incremento significativo de la respuesta
ventilatoria a hipercapnia (HCVR) en comparacion a los animales Sham (19.1 + 1.3 vs. 13.9
+ 0.9 AVE/%, p<0.05, HFpEF vs. Sham, Figura 10 A, D y E). Estos resultados muestran que
en HFpEF los quimiorreflejos centrales que responden a CO; presentan un aumento de
ganancia, mientras que los quimiorreflejos periféricos que responden a la hipoxia no

presentan un aumento en su actividad.

8.3.3. Barorreflejo: Se ha propuesto que existe interaccion entre el quimiorreflejo ventilatorio
y el control barorreflejo cardiaco. En HFpEF el quimiorreflejo central hipercapnico esta
incrementado y el control quimiorreflejo periférico hipoxico estd disminuido, por lo tanto,
me propuse determinar si la sensibilidad del barorreflejo (BRS) estaria alterado en las ratas
HFpEF. Los animales con HFpEF muestran una ganancia del BRS disminuida en

comparacion a los animales Sham (Secuencias DOWN: 1.34 + 0.39 vs. 491 + 0.41
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mmHg/ms, p<0.05, HFpEF vs. Sham, respectivamente; Secuencias UP: 1.41 +0.42 vs. 14.26
+ 2.90 mmHg/ms, p<0.05, HFpEF vs. Sham, respectivamente; Secuencias Total: 1.23 + 0.25
vs. 8.63 + 1.42 mmHg/ms, p<0.05, HFpEF vs. Sham, respectivamente) (Figura 11). Los
animales con HFpEF mostraron una disminucion significativa de la efectividad del BRS en
comparacion a las ratas Sham (0.021 £+ 0.001 vs. 0.087 + 0.015 mmHg/ms, p<0.05, HFpEF

vs. Sham, respectivamente (Figura 11E).
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Figura 9. Las ratas con HFpEF presentan alteraciones en la variabilidad del ritmo
cardiaco (HRV). (A) Espectros representativos de la HRV. Las ratas HFpEF presentan un
aumento en el componente de baja frecuencia (LFxrv: 0.04-0.6 Hz) y una disminucion del
componente de baja frecuencia (HFnrv: 0.6-2.4 Hz) en comparacion a las ratas Sham. La
potencia espectral es mostrada como unidades normalizadas (n.u.) (B, C, D) Cuantificacion
del LF (B), HF (C) y la raz6n LF/HF (D) como indicador de balance autonémico. Los
animales presentan un aumento del componente simpatico cardiaco (LFurv) (B), una
disminucion del componente parasimpatico (HFnrv) (C) en comparacion a los animales
Sham. Consecuentemente los animales HFpEF muestran un deterioro del desbalance
simpatico-vagal en comparacién a los animales Sham. Prueba T de Student no pareada. *,

p<0.05 vs. Sham, n=6 por grupo.
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Figura 10. La respuesta ventilatoria a la hipercapnia (HCVR) y no la respuesta

ventilatoria a la hipoxia (HVR) estan aumentada en ratas con HFpEF. (A) Registros

representativos del volumen corriente (Vt) en normoxia (FiO2 21%), hipoxia (FiO2 10%) e

hipercapnia (FiCO2 7%) en un animal Sham y un animal HFpEF. (B, C) La magnitud de la

ganancia de la respuesta ventilatoria a la hipoxia (HVR) esta disminuida en los animales

HFpEF vs Sham. (E, F) La ganancia de la respuesta ventilatoria a la hipercapnia (HCVR)
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esta potenciada en los animales HFpEF vs. Sham. Prueba T de Student no pareada. **, p<0.01

vs. Sham, n=6 por grupo.
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Figura 11. Las ratas con HFpEF presentan una disminucion en la sensibilidad del
barorreflejo cardiaco. (A) Registros representativos de la presion arterial y de la frecuencia
cardiaca de secuencias BRS positivas. Ejemplo de la cuantificacién de secuencias BRSup y
BRSpown. (B, C) La magnitud de la ganancia del BRSpown Y BRSup esta disminuidas en las
ratas HFpEF en comparacion a las ratas Sham. (D, E) La ganancia total del BRS (D) y la
efectividad del BRS (E) estan disminuidas en los animales HFpEF en comparacion a las ratas

Sham. Prueba T de Student no pareada. *, p<0.05 vs. Sham, n=6 por grupo.
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8.4.- La activacion aguda del quimiorreflejo central con hipercapnia empeora el balance

autonomico, la funcion cardiaca y la arritmogénesis cardiaca en animales con HFpEF.

Para poder determinar las consecuencias de la activacion aguda del quimiorreflejo central
sobre el balance autonomico cardiaco, se estudio la funcion autonomica mediante el analisis
de HRV durante la estimulacién con hipercapnia (FiCO2 7%). Durante la hipercapnia, los
animales con HFpEF mostraron un mayor incremento del componente LFxry (212.5 £ 15.1
vs. 179.8 + 13.1%, p<0.05, HFpEF+Hypercapnia vs. HFpEF+Normoxia, respectivamente,
Figura 12A, B), sin mayor cambio en el componente HF+rv en comparacion a su condicion
en normoxia (FiO2 21%) (Figura 12C). Consecuentemente, se observd que los animales con
HFpEF mostraron un aumento mayor de la razén LF/HF del HRV comparado a su condicion
de normoxia (296.0 £ 21.9 vs. 229.6 + 21.6 %, p<0.05, HFpEF+Hypercapnia vs.
HFpEF+Normoxia, respectivamente, Figura 12A, D). En conjunto estos resultados sugieren
que la estimulacién de los quimiorreceptores centrales con hipercapnia desencadena un
deterioro aun mayor del control autondémico cardiaco, caracterizado principalmente por un

aumento del componente simpatico (LFnrv) del HRV en los animales con HFpEF.

La funcién cardiaca fue determinada durante la estimulacion con hipercapnia (FiCO2 7%).
En condiciones de normoxia, los animales con HFpEF en comparacion a las ratas Sham,
presentan una disminucion de la pendiente del ESPVR, como indicador del deterioro de la

funcién cardiaca sistolica (ESPVR: 0.13 + 0.03 vs. 0.51 + 0.11 mmHg/ul, p<0.05,
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HFpEF+Normoxia vs. Sham+Normoxia, respectivamente, Figura 13A, B) como también un
aumento del coeficiente exponencial del ajuste de EDPVR (), como indicador del deterioro
de la funcién cardiaca diastélica (EDPVR: 0.008 + 0.001 vs. 0.004 £ 0.001 mmHg/ul, p<0.05,
HFpEF+Normoxia vs. Sham+Normoxia, respectivamente, Figura 13A, C). Por otro lado,
durante la estimulacién con hipercapnia los animales del grupo Sham no mostraron cambios
significativos en la contractibilidad como tampoco en las propiedades pasivas del ventriculo
izquierdo (Figura 13A, B, C). No obstante, los animales con HFpEF mostraron un deterioro
mayor de la funcion cardiaca diastolica durante la estimulacion con hipercapnia (0.020 +
0.010 vs. 0.007 £ 0.001 mmHg/ul, p<0.05, HFpEF+Hypercapnia vs. HFpEF+Normoxia
respectivamente, Figura 13A, B, C), sin cambios en la funcion cardiaca sist6lica (Figura 13A,
B, C). No se observaron cambios en las variables cardiovasculares basales durante la

estimulacion con hipercapnia (Tablas 1y 2).

Se ha demostrado que una de las principales caracteristicas de la HF es la incidencia de
arritmias cardiacas. En condiciones de normoxia, comparado a los animales del grupo Sham,
los animales HFpEF mostraron un incremento significativo en la incidencia de arritmias
cardiacas (196.0 + 84.8 vs. 19.8 = 7.2 eventos/hora, p<0.05 HFpEF+Normoxia vs.
Sham+Normoxia, respectivamente, Figura 14A, B). Durante la estimulacion con hipercapnia,
los animales con HFpEF mostraron un incremento en la incidencia de arritmias en

comparacion a su condicion de normoxia (576.7 + 273.0 vs. 196.0 + 84.8 eventos/hora,
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p<0.05, HFpEF+Hypercapnia vs. HFpEF+Normoxia, respectivamente, Figura 14A, B).
Estos resultados sugieren que la estimulacion de los quimiorreceptores centrales con
hipercapnia incrementaria el control simpatico, produciendo un deterioro mayor de la funcion
cardiaca diastolica y un aumento en la incidencia de arritmias en animales con HFpEF. Para
determinar si el aumento de las arritmias cardiacas depende del aumento simpatico hacia el
corazén, durante la estimulacion con hipercapnia se administré propranolol (Img/kg i.v.). En
la Figura 14 se puede observar que el incremento de la arritmogénesis cardiaca durante la
estimulacion con hipercapnia fueron completamente suprimidas por la administracion de

propranolol.
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Figura 12. La activacion aguda de los quimiorreceptores centrales con hipercapnia
empeora el control autonémico cardiaco en ratas con HFpEF. (A) Espectros
representativos de la variabilidad del ritmo cardiaco (HRV). Las ratas HFpEF, presentan un
aumento en el componente de baja frecuencia (LFxrv: 0.04-0.6 Hz) y una disminucion del
componente de baja frecuencia (HFxrv: 0.6-2.4 Hz) en normoxia (FiO2 21%) vs las ratas
Sham, lo cual se exacerba durante la estimulacion con hipercapnia (FiCO2 7%). (B, C, D)
Cuantificacion del LFnurv (B), HFHrv (C) v la razon LF/HFHry (D) como indicador de
balance autonémico. (B) En las ratas HFpEF, el LFxrv, mayoritariamente asociado al control
simpatico, aumenta durante la estimulacion con hipercapnia en comparacion a su condicién
de normoxia. (C) El componente HFpry, asociado mayoritariamente al control
parasimpatico, se cambia significativamente después de la estimulacion con hipercapnia en
las ratas HFpEF. (D) La razon LF/HFurv, como indicador del balance simpético/vagal,

incrementa alin mas en las ratas HFpEF, en comparacion a su condicion control. ANOVA de
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dos factores, seguido de la prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. Sham+Normoxia; +,

p<0.05 vs. Sham+Hipercapnia; §, p<0.05 vs. HFpEF+Normoxia, n=4 por grupo.
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Figura 13. El deterioro de la funcidn cardiaca diast6lica empeora durante la estimulacion

con hipercapnia en las ratas con HFpEF. (A) Imagen representativa de un loop presion-

volumen intraventricular durante la disminucion de la precarga por la oclusion de la vena

cava durante normoxia (FiO2 21%) e hipercapnia (FiCO2 7%) en un animal Sham y HFpEF.

Los animales HFpEF presentan una disminucion en la relacion presion-volumen de fin de

sistole (ESPVR, linea continua) y un aumento en la relacion presién-volumen de fin de

diastole (EDPVR, linea segmentada) en normoxia. Durante la estimulacion con hipercapnia

la funcion cardiaca diastolica (EDPVR) fue deteriorada ain mas, en comparacion a su
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condicion de normoxia. Los animales Sham no mostraron modificaciones significativas
sobre el ESPVR y el EDPVR durante la estimulacion con hipercapnia. (B) Cuantificacion
del ESPVR como indicador de la funcion sistdlica. Los animales HFpEF muestran un
deterioro del ESPVR en condiciones de normoxia, comparado a los animales Sham. Durante
la estimulacién con hipercapnia los animales HFpEF no muestran alteraciones significativas
en comparacién a su condicion de normoxia. (C) Cuantificacién del EDPVR, como indicador
de la funcién cardiaca diastolica. Los animales HFpEF muestran un deterioro del EDPVR en
la condicion de normoxia en comparacion a los animales Sham. Durante la estimulacion con
hipercapnia los animales HFpEF muestran un deterioro mayor de la funcion cardiaca
diastolica en comparacion a su condicion de normoxia. ANOVA de dos factores, seguido de
la prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. Sham+Normoxia; +, p<0.05 vs.

Sham+Hipercapnia; a, p<0.05 vs. HFpEF+Normoxia, n=10 por grupo.
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Tabla 1. Efecto de la hipercapnia sobre pardmetros hemodinamicos basales de PV-loop.

Sham+Normoxia Sham+Hipercapnia HFpEF+Normoxia  HFpEF+Hipercapnia
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Funcion cardiaca global
HR, beats/min 3442+11.9 353.6 £ 14.6 318.3+16.15 314.1+10.8
CO, ml/min 555+4,.2 524 +5,6 106.6 £ 12.4* 83.2+11.1*
LVEDP, mmHg 3.8+£0.3 5.0x£0.7 56 £0.1* 57 x0.4*
Pre-carga y post-carga
LVEDV, ul 245.1+14.8 263.0+7.2 460.1 + 24.0* 465.1 + 15.3*
Ea, mmHg/pl 06+0.1 0.8+0.2 0.2 £0.0** 0.4+0.1"
Funcion sistdlica del LV
LVEF, % 72.1+£2.3 82227 759+34 73.8+7.2
LVESV, ul 84676 81.2+35 134.5 + 12.9** 195.2 + 8.7**
dp/dt max, mmHg/s 8,260.0 + 1,046.0 8,612.0 £ 967.1 8,057.0 £ 817.7 7942 +745.1
Funcion diastdlica del LV
Relajacion activa
Tau, ms 9.6+09 11.1+0.9 89+05 10.8+0.7
dp/dt min, mmHg/s -6,603.0 + 372.8 -6,429 + 522.9 -5,903.0 + 646.6 -6,429 + 552.9

Los valores estan expresados como media £ error estandar de la media (S.E.M.). HR: Frecuencia cardiaca; CO: gasto cardiaco; LV: Ventriculo
izquierdo; EDP: Presién de fin de diastole; EDV: Volumen de fin de diastole; Ea: elastancia; EF: fraccion eyectada; ESV: Volumen de fin de
sistole; Tau: Constante de relajacion; ANOVA de dos vias, seguido del analisis Holm-Sidak. * vs. Sham+Normoxia, * vs. Sham-+Hipercapnia,
P<0.01.



Tabla 2. Efecto de la hipercapnia sobre pardmetros hemodinamicos basales de PV-loop.
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Sham+Normoxia Sham+Hipoxia HFpEF+Normoxia HFpEF+Hipoxia
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Funcion cardiaca global
HR, beats/min 343.2+10.9 343.2+10.1 317.3+14.16 341.0+14.3
CO, ml/min 554+ 4,6 56.8+8.2 106.6 £ 12.4* 98.1+12.4
LVEDP, mmHg 3.7£0.3 4803 55+£0.1* 5.8+0.3*
Pre-carga y post-carga
LVEDV, ul 246.1 £13.8 230.2 £ 28.6 462.1 + 24.2* 398.9 + 36.0*
Ea, mmHg/pl 06+0.1 0.7+0.1 0.2 +£0.0** 0.3+0.1*
Funcion sistdlica del LV
LVEF, % 73.1+£23 77.0+£4.1 779+34 78.1+£3.0
LVESV, ul 85.6+7.6 68.3+12.1 136.5 +12.9** 130.7 + 15.4**
dp/dt max, mmHg/s 8,263.0 £ 1,047.0 7,652.8 £ 605.7 8,056.0 £ 818.7 10,804.8 £ 1,277.9
Funcion diastdlica del LV
Relajacion activa
Tau, ms 9.5+09 13.4 +2.0* 8.8+05 9.4+0.6
dp/dt min, mmHg/s -6,633.0 + 374.8 -5,292.3 + 726.8 -5,901.0 + 647.6 -6,247.7 + 522.7

Los valores estan expresados como media £ error estandar de la media (S.E.M.). HR: Frecuencia cardiaca; CO: gasto cardiaco; LV: Ventriculo
izquierdo; EDP: Presién de fin de diastole; EDV: Volumen de fin de diastole; Ea: elastancia; EF: fraccion eyectada; ESV: Volumen de fin de
sistole; Tau: Constante de relajacion; ANOVA de dos vias, seguido del analisis Holm-Sidak. * vs. Sham+Normoxia, * vs. Sham+Hipoxia, P<

0.01.
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Figura 14. La activacién de los quimiorreceptores centrales con hipercapnia incrementa
la incidencia de arritmias cardiacas en animales Sham y HFpEF. (A) Registros
representativos de la frecuencia cardiaca durante normoxia (FiO2 21%), hipercapnia (FiCO-
7%) e hipercapnia + propranolol (Img/kg i.v.) en un animal Sham y HFpEF. (B) La
incidencia de arritmias fue aumentada durante la estimulacién con hipercapnia en las ratas
Sham y con HFpEF. La administracion de propranolol disminuye el efecto de la hipercapnia
en los animales Sham y HFpEF (B) Cuantificacion del nimero de eventos arritmicos en
condiciones de normoxia, hipercapnia e hipercapnia+propranolol. Se puede observar que la
hipercapnia induce un aumento de eventos arritmicos en las dos condiciones, lo cual es
abolido por la administracion de propranolol. ANOVA de dos factores, seguido de la prueba
posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. Sham+Normoxia; +, p<0.05 vs. HFpEF+Hipercapnia,

N=6 por grupo.
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8.5.- La destruccion selectiva de la RVLM restablece el balance autonémico en animales con

HFpEF.

Los resultados previos sugieren que el aumento de la hiperactividad simpatica contribuiria
de manera importante al deterioro de la HFpEF. Por lo tanto, nos propusimos eliminar
selectivamente neuronas pre-simpaticas del RVLM. En la figura 15 se puede observar el
procedimiento experimental. A la semana 0 se realiz6 las cirugias Sham y las HFpEF, luego
de 4 semanas se evaluo el grado de deterioro cardiaco por medio de ecocardiografia, luego
se inyecto bilateralmente la toxina saporina conjugada con DBH (DBH+SAP, 7.5 ng/150nl
de NaCl 0.9%) o la inyeccion vehiculo (Veh) y después de 4 semanas post-inyecciones se
realizaron los experimentos fisiologicos (Figura 15). A la semana 8, los animales tratados
con la toxina DBH+SAP mostraron una disminucion significativa en el nimero de neuronas
C1 de la RVLM comparado a los animales que fueron tratados con vehiculo (Veh) (270.1 +
27.0 y 264.0 = 32.0 neuronas vs. 512.0 £ 42.0 and 533.0 + 48.0 neuronas, p<0.05,
Sham+DBH-SAP y HFpEF+DBH-SAP vs. Sham+Veh y HFpEF+Veh, respectivamente,
Figura 16 B y C). Luego se determind si es que la eliminacién selectiva de las neuronas C1
del RVLM tiene un efecto sobre el desbalance autonémico cardiaco en los animales HFpEF.
El control autondmico fue determinado en animal despierto, a través de la respuesta
cronotropica cardiaca (A frecuencia cardiaca [A HR]) a propranolol (1 mg/kg i.p.) y atropina

(1 mg/kg i.p.). Los animales con HFpEF mostraron un incremento del control simpatico,
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evidenciado por una mayor respuesta cronotrépica a propranolol, en comparacion a los
animales Sham (-96.0 + 7.8 vs. -26.7 £ 3.9 A latidos/min, p<0.05, HFpEF+Veh vs.
Sham+Veh, respectivamente, Figure 16D). La eliminacidn selectiva de las neuronas C1 de
la RVLM con la toxina DBH+SAP disminuye el control simpatico en los animales con
HFpEF en comparacion a la inyeccion vehiculo (-50.3 £ 7.3 vs. -96.0 £ 7.8 A latidos/min,
p<0.05, HFpEF+DBH-SAP vs. HFpEF+Veh, respectivamente, Figura 16D). No se
observaron diferencias significativas en la respuesta cronotrdpica a propranolol entre los
animales Sham+Veh y Sham+DBH-SAP (-26.7 = 3.9 vs. -29.7 = 3.7 A latidos/min,
Sham+Veh vs. Sham+DBH-SAP, respectivamente, Figura 16D). Por otro lado, se observé
que luego de la administracion de atropina (control parasimpatico) los animales con HFpEF
tratados con Veh mostraron una taquicardia significativamente menor en comparacion a los
animales Sham tratados con Veh (42.3 + 7.0 vs. 80.9 = 12.6 Alatidos/min, p<0.05,
HFpEF+Veh vs. Sham+Veh, respectivamente, Figura 16E), evidenciando una disminucion
del componente vagal. Sin embargo, la eliminacidn selectiva de las neuronas C1 del RVLM
con la toxina DBH+SAP no restablecid la disminucion del componente parasimpatico en los
animales con HFpEF (52.8 =+ 6.5 vs. 42.3 = 7.0 Alatidos/min, HFpEF+DBH-SAP vs.

HFpEF+Veh, respectivamente, Figura 16E).

Adicional al bloqueo farmacologico con propranolol y atropina, se determind el balance

simpatico/vagal por medio del analisis de la variabilidad del ritmo cardiaco (HRV) en el
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dominio de la frecuencia. Los animales HFpEF tratados con vehiculo (Veh) mostraron un
incremento en el componente LFxry (70.6 £ 2.6 vs. 54.6 £ 3.4 n.u., p<0.05, vs. HFpEF+Veh
vs. Sham+Veh, respectivamente, Figura 17A, B) y una disminucion del componente HFHrv
(28.1£2.5vs.44.1 + 3.6 n.u., p<0.05, HHpEF+Veh vs. Sham+Veh, respectivamente, Figura
17A, C) en comparacion a los animales Sham. Por consiguiente, y consistente con los
resultados anteriores (Figuras 9 y 12), los animales HFpEF tratados con vehiculo mostraron
una razon LF/HF aumentada en comparaciéon a los animales Sham tratados con vehiculo (2.7
+ 0.3 vs. 1.3 £ 0.2, p<0.05, HFpEF+Veh vs. Sham+Veh, respectivamente, Figura 17A, D).
Los animales HFpEF tratados con la toxina DPH-SAP mostraron una normalizacion en las
perturbaciones de HRV. En efecto, tanto el componente LFnrvy como HFury fueron
normalizados por la toxina DBH-SAP en los animales con HFpEF (LFnrv: 59.1 £ 2.9 vs. 70.6
+ 2.6 n.u. p<0.05, HFpEF+DBH-SAP vs. HFpEF+Veh, respectivamente; HFyrv: 40.6 + 2.9
vs. 28.1 £ 2.5 n.u. p<0.05, HFpEF+DBH-SAP vs. HFpEF-Veh, respectivamente. ; Figuras
17A, B, C). Por consiguiente, después de la destruccion selectiva de las neuronas C1 de la
RVLM los animales con HFpEF mostraron una normalizacion de la razén LF/HF del HRV
comparado a los animales HFpEF+Veh (1.5 £ 0.1 vs. 2.7 + 0.3, p<0.05, HFpEF+DBH-SAP

vs. HFpEF+Veh, respectivamente, Figura 17A, D).
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Figura 15. Disefio experimental para determinar el efecto de la destruccion selectiva de
las neuronas C1 de la RVLM en ratas HFpEF. A la semana 0 se indujo la insuficiencia
cardiaca con fraccion eyectada preservada (HFpEF), a través de una fistula arteriovenosa
(AC). A la semana 4 se midieron parametros ecocardiograficos, para determinar el grado de
HF, luego se realizd la inyeccidn estereotaxica de la toxina dopamina-beta hidroxilasa
saporina (DBH-SAP, 7.5 ng/150nl de NaCl 0.9%) o vehiculo (Veh, NaCl 0.9%) en los
animales Sham y HFpEF. A la semana 8 se evalu6 ecocardiografia, el control autonémico,
la sensibilidad del barorreflejo, la funcion cardiaca, hipertrofia cardiaca, remodelamiento
cardiaco, incidencia de arritmias, la respuesta ventilatoria a la hipoxia (HVR) y a la
hipercapnia (HCVR).
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Figura 16. La destruccion selectiva de las neuronas C1 de la RVLM restablece el control
simpatico cardiaco en ratas con HFpEF. (A) Representacidn esquematica de la inyeccion
estereotaxica bilateral en la RVLM de la toxina DPH-SAP o Veh. (B) Iméagenes
representativas de cortes histologicos coronales de la RVLM, donde se detect6 las neuronas
tirosina hidroxilasa positivas (TH+) de animales Sham y HFpEF, después de su respectiva
eliminacion selectiva con la toxina DBH-SAP. La inmunofluorescencia muestra una
destruccion significativa de las neuronas TH+ en los animales Sham+DBH-SAP y
HFpE+DBH-SAP. (C) Cuantificacion del nimero y distribucion de las neuronas TH+ de la
RVLM. Se puede observar, que los animales Sham y HFpEF, a los cuales se les administro
la toxina DBH-SAP, presentan una disminucion significativa del namero de neuronas TH+

en laRVLM. (D) El aumento del componente simpatico que esta exacerbado en los animales
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HFpEF tratados con Veh, fue restablecido por la toxina DBH-SAP, sin cambios significativos
entre los animales Sham+Veh y Sham+DBH-SAP. (E) EI componente parasimpaético, el cual
esta disminuido en la condicion de HFpEF+Veh no fue restablecido por la toxina DPH-SAP.
ANOVA de un factor, seguido de la prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. Sham+Veh;
+, p<0.01 vs. Sham+DBH-SAP. Sham+Veh: n=8; Sham+DBH-SAP: n=6; HFpEF+Veh: n=8;

HFpEF+DBH-SAP: n=8.
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Figura 17. La destruccion selectiva de las neuronas C1 de la RVLM restablece las
alteraciones en la variabilidad del ritmo cardiaco (HRV) en ratas con HFpEF. (A)
Espectros representativos de la HRV, de una rata Sham tratada con vehiculo (Sham+Veh),
una rata Sham tratada con la toxina DBH-SAP (Sham+DBH-SAP), una rata HFpEF tratada
con Veh (HFpEF+Veh) y una rata HFpEF tratada con la toxina DBH-SAP (HFpEF+DH-
SAP). (B, C, D) Cuantificacién del componente de baja frecuencia (B) (LF: 0.04-0.6 Hz),
alta frecuencia (C) (HF: 0.6-2.4 Hz) y la razon LF/HF. (B) Los animales HFpEF+Veh
mostraron un aumento del componente LF, en comparacién a los animales Sham+Veh, lo
cual fue restablecido por la toxina DBH-SAP. (C) Los animales HFpEF+Veh presentan una
disminucion del componente HF en comparacién a los animales Sham+Veh, lo cual fue
restablecido por la toxina DBH-SAP. (D) La razon LF/HF esta aumentada en los animales
HFpEF+Veh vs. Sham+Veh, lo cual fue restablecido por la toxina DBH-SAP. ANOVA de
un factor, seguido de la prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. Sham+Veh; +, p<0.01 vs.
Sham+DBH-SAP; f, p<0.01 vs. HF+DBH-SAP. Sham+Veh: n=8; Sham+DBH-SAP: n=6;
HFpEF+Veh: n=8; HFpEF+DBH-SAP: n=8.
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8.6.- El deterioro de la funcion cardiaca y la mayor incidencia de arritmias en los animales

con HFpEF disminuyen al eliminar neuronas C1 del RVLM.

La progresion de la patologia fue evaluada, a través de ecocardiografia en modo-M. Se
determinaron los diametros del ventriculo izquierdo en diastole (LVEDD) y sistole (LVESD)
ala semana 4 y 8 después en animales Sham o HFpEF. Los animales con HFpEF que fueron
tratados con la toxina DPH-SAP no mostraron cambios significativos en el LVEDD ni
tampoco en el LVESD en comparacion a los animales HFpEF tratados con vehiculo (Veh) a
las 4 y ni a las 8 semanas (Figura 18A). Sin embargo, los animales HFpEF+Veh mostraron
un deterioro progresivo significativo de la fraccion de acortamiento (FS) (59.3+5.1 vs.
45.0£1.4 %, p<0.05, HFpEF+Veh 4 semanas vs. HFpEF+Veh 8 semanas, respectivamente,
Figura 18 A, B), lo cual fue parcialmente revertido por la toxina DBH-SAP en los animales
HFpEF (57.2+4.7 vs. 51.0+4.8 %, p>0.05, HFpEF+DBH-SAP 4 semanas vs. HFpEF+DBH-
SAP 8 semanas, respectivamente, Figura 18 A, B). No se observaron cambios significativos

en la fraccion eyectada entre todas las condiciones experimentales (Figura 18B y C).

El resultado previo sugiere que la funcién cardiaca podria ser mejorada por la destruccién de
neuronas pre simpaticas en la RVLM por medio de la toxina DBH-SAP. Los animales con
HFpEF presentan un deterioro tanto de la funcién cardiaca diastélica, como de la funcion
cardiaca sistolica en comparacion a los animales Sham. El tratamiento con la toxina DBH-

SAP en ratas con HFpEF restablecid las propiedades pasivas del ventriculo (EDPVR: 0.005
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+ 0.0009 vs. 0.009 + 0.001 mmHg/ul, p<0.05, HFpEF+DBH-SAP vs. HFpEF+Veh,
respectivamente, Figura 19 A, B) y la contractibilidad (ESPVR: 0.45 £+ 0.10 vs. 0.26 + 0.03

mmHg/ul, p<0.05, HFpEF+DBH-SAP vs. HFpEF+Veh, respectivamente, Figura 19 A, C).

Se evalud si la mejora en la funcion cardiaca en los animales con HFpEF luego de la ablacion
selectiva de neuronas C1 del RVLM dependié de cambios en el remodelamiento cardiaco,
ya que se ha propuesto que el nivel de remodelamiento cardiaco puede alterar la funcion
cardiaca. Por lo tanto, la mejora en la funcién podria ser una consecuencia de la mejora en el
nivel de remodelamiento. Los animales HFpEF tratados con vehiculo mostraron un aumento
significativo en la hipertrofia cardiaca (Figura 20 A) y en las deposiciones de colageno del
ventriculo izquierdo en comparacion a los animales Sham (7.75 + 0.69 vs. 5.34 + 0.44 %,
HFpEF+Veh vs. Sham+Veh, respectivamente, Figura 20 B y C) y el tratamiento con DH-
SAP no modifico ni la hipertrofia cardiaca (Figura 20 A) ni los depdsitos de colageno en los
animales HFpEF (7.71 + 0.65 vs. 7.75 + 0.69 %, HFpEF+DBH-SAP vs. HFpEF+Veh,

respectivamente, Figura 20 B y C).

Luego, nos propusimos determinar los efectos de la ablacion de neuronas C1 sobre la
incidencia de eventos arritmicos en HFpEF. El tratamiento con DBH-SAP logré disminuir la
incidencia de arritmias cardiacas en los animales HFpEF (34.75 £ 8.78 vs. 71.5 + 15.58

eventos/hora, p<0.05, HFpEF+DBH-SAP vs. HFpEF+Veh, respectivamente, Figura 21 A, B)
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sin observarse cambios significativos entre los animales Sham+Veh vs. Sham+DBH-SAP

(Figura 21 A, B).
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Figura 18. La eliminacién selectiva de las neuronas C1 de la RVLM disminuye la
progresion en el deterioro de la funcidén cardiaca en ratas con HFpEF. (A) Imagenes
representativas de una ecocardiografia en modo-M a las 4 y 8 semanas después de la
induccion de la HFpEF. (B, C) Cuantificacion de la fraccion de acortamiento (FS) y fraccion
eyectada (EF) antes y después del tratamiento con vehiculo (Veh) o la toxina DBH-SAP. (B)
Los animales con HFpEF que fueron tratados con VVeh mostraron una disminucion progresiva
del FS, la cual fue restablecida después de ser tratados con la toxina DPH-SAP. (C). No se
observaron diferencias significativas en la EF de los animales Sham y HFpEF, tratados con
Veh o la toxina DBH-SAP. ANOVA de dos factores, seguido de la prueba posthoc Holm-
Sidak. *, p<0.05 vs. HFpEF+Veh 4 semanas. Sham+Veh: n=11; Sham+DBH-SAP: n=4;
HFpEF+Veh: n=13; HFpEF+DBH-SAP: n=13.
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Figura 19. La destruccion selectiva de las neuronas C1 de la RVLM mejora la funcion
cardiaca en ratas con HFpEF. (A) Imagen representativa de un loop presién-volumen
durante la oclusion de la vena cava. Los animales con HFpEF tratados con vehiculo (Veh)
presentan un aumento del deterioro de la funcién cardiaca diastolica, medido por la relacion
presién volumen de fin de diastole (EDPVR, linea segmentada) y una disminucion de la
contractibilidad cardiaca, medido por la relacion presion volumen de fin de sistole (ESPVR,
linea continua). (E, F) Resumen de datos del EDPVR y del ESPVR. (E) Los animales
HFpEF+Veh presentan un aumento significativo del EDPVR con respecto a la condicién
Sham+Veh, el cual es restablecido después del tratamiento con la toxina DBH-SAP. (F) Los

animales HFpEF+Veh mostraron una disminucion significativa del ESPVR en comparacién
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a los animales Sham, lo cual fue restablecido por la toxina DBH-SAP. ANOVA de un factor,
seqguido de la prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. Sham+Veh; +, p<0.01 vs.
Sham+DBH-SAP; 1, p<0.01 vs. HFpEF+DBH-SAP ratas. Sham+Veh: n=8; Sham+DBH-
SAP: n=6; HFpEF+Veh: n=8; HFpEF+DBH-SAP: n=8.
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Figura 20. La hipertrofia y el remodelamiento cardiaco no fueron restablecidos por la
eliminacion selectiva de las neuronas C1 de la RVLM en ratas con HFpEF. (A) Imagen
representativa transversal del corazon de una rata Sham tratada con vehiculo (Sham+Veh),
una rata Sham tratada con la toxina DBH-SAP (Sham+DBH-SAP), una rata HFpEF tratada
con vehiculo (HFpEF+Veh) y una rata HFpEF tratada con la toxina DPH-SAP
(HFpEF+DBH-SAP). La destruccion selectiva de las neuronas C1 de la RVLM no mejora la
hipertrofia cardiaca en las ratas HFpEF. (B) Imagen representativa del contenido de colageno
en el ventriculo izquierdo de una rata Sham+Veh, una rata Sham+DBH-SAP, una rata
HFpEF+Veh y una rata HFpEF+DBH-SAP. Los animales HFpEF+Veh muestran un aumento
en los depositos de colageno en el ventriculo izquierdo, lo cual no fue restablecido por la
ablacion selectiva de las neuronas C1 de la RVLM. (C) Resumen de datos del contenido de
colageno en el ventriculo izquierdo. ANOVA de un factor, seguido de la prueba posthoc
Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. Sham+Veh, n=6 por grupo.
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Figura 21. La destruccidon selectiva de las neuronas C1 de la RVLM disminuye la
incidencia de arritmias en ratas con HFpEF. (A) Registros representativos de la frecuencia
cardiaca de una rata Sham tratada con vehiculo (Sham+Veh), una rata Sham tratada con la
toxina DBH-SAP (Sham+DBH-SAP), una rata HFpEF tratada con vehiculo (HFpEF+Veh) y
una rata HFpEF tratada con la toxina DPH-SAP (HFpEF+DBH-SAP). Los animales
HFpEF+Veh presentan una mayor incidencia de arritmias, lo cual es restablecido por la
toxina DBH-SAP. (B) Cuantificacion de la incidencia de arritmias en todas las condiciones
experimentales. Los animales HFpEF+Veh mostraron una mayor incidencia de arritmias en
comparacion a los animales Sham+Veh, lo cual fue restablecido por la toxina DBH-SAP.
ANOVA de un factor, seguido de la prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. Sham+Veh;
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+, p<0.01 vs. Sham+DBH-SAP. Sham+Veh: n=8; Sham+DBH-SAP: n=6; HFpEF+Veh: n=8;
HFpEF+DBH-SAP: n=8.
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8.7.- El deterioro de la funcién cardiaca inducido por la activacion del quimiorreflejo central

es dependiente de la integridad de las neuronas C1 de la RVLM.

Anteriormente se mostré que la activacion aguda de los quimiorreceptores centrales con
hipercapnia (FiCO2 7%) induce un deterioro mayor de la funcion cardiaca diastolica en los
animales con HFpEF. Para determinar si el efecto de la activacion del quimiorreflejo sobre
el deterioro de la funcion cardiaca y el incremento del control simpéatico son dependientes de
las neuronas C1 de la RVLM, realizamos estimulacién con hipercapnia (FiCO2 7%) en los
animales HFpEF a los cuales se les destruyé selectivamente las neuronas C1 de la RVLM.
Similar a nuestros resultados previos, se observo que en condicién de normoxia, las ratas
HFpEF, presentan un deterioro de la funcion cardiaca diastdlica y sistolica en comparacion
a los animales Sham y que la estimulacién de los quimiorreceptores centrales empeora la
funcién cardiaca diastolica (Figura 22). Observamos que este efecto deletéreo de la
estimulacion con hipercapnia sobre la disfuncion cardiaca diastolica fue completamente
abolido por la eliminacién de neuronas C1 en animales con HFpEF (0.023 + 0.008 vs. 0.005
+0.001 mmHg/pl, p<0.05, HFpEF+Veh+Hypercapnia vs. HFpEF+DBH-SAP+Hypercapnia,
respectivamente, Figura 22 A y B). Adicionalmente, el aumento del control simpético
cardiaco durante la estimulacion con hipercapnia fue disminuido por el tratamiento con la

toxina DBH-SAP en los animales con HFpEF (351.62 + 82.07 vs. 200.32 + 44.35 AUC,
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p<0.05, HFpEF+Veh+Hypercapnia vs. HFpEF+DBH-SAP+Hypercapnia, respectivamente,

Figura 23 A-C).
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Figura 22. El deterioro de la funcion cardiaca diastolica inducido por la activacion del
quimiorreflejo central en ratas con HFpEF requiere de neuronas C1 de la RVLM. (A)
Imagen representativa de un loop presién-volumen durante la disminucion de la precarga por
la oclusion de la vena cava en normoxia (FiO2 21%) e hipercapnia (FiCO2 7%). Los animales
HFpEF presentan un aumento en la relacion presion-volumen de fin de diastole (EDPVR,
linea segmentada) en normoxia en comparacion a los animales Sham tratados con vehiculo.
Durante la estimulacion con hipercapnia la funcion cardiaca diastélica (EDPVR) fue
deteriorada aun mas, en comparacion a su condicion de normoxia. Los animales Sham no
mostraron modificaciones significativas sobre el EDPVR y el ESPVR. El deterioro sobre el
EDPVR en los animales HFpEF inducido por la estimulacion con hipercapnia es restablecido
por la toxina DBH-SAP. La funcion cardiaca sistolica (ESPVR, linea continua) no fue
afectada por la estimulacion con hipercapnia en los animales Sham y HFpEF, tratados con
Veh o la toxina DBH-SAP. (B, C) Cuantificacion del EDPVR y el ESPVR durante normoxia
e hipercapnia. (B) El deterioro del EDPVR en normoxia y su empeoramiento durante

hipercapnia, fueron mejorados por el tratamiento con la toxina DBH-SAP. (C) No se
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observaron diferencias significativas entre las condiciones experimentales. ANOVA de dos
factores, seguido de la prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. HFpEF+Veh hypercapnia;
+, p<0.05 vs. Sham+Veh hypercapnia; §, p<0.05 vs. Sham+DBH-SAP hypercapnia; and I,
p<0.05 vs. HFpEF+DBH-SAP hypercapnia. Sham+Veh: n=8; Sham+DBH-SAP: n=6;
HFpEF+Veh: n=8; HFpEF+DBH-SAP: n=8.
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Figura 23. La activacion simpética inducida por la activacion del quimiorreflejo central
con hipercapnia en ratas con HFpEF depende de la integridad de las neuronas C1 de la
RVLM. (A) Espectro representativo de la variabilidad del ritmo cardiaco (HRV) en el
dominio tiempo-continuo variable durante normoxia (FiO2 21%) e hipercapnia (FiCO2 7%)
de una rata Sham tratada con vehiculo (Sham+Veh), una rata Sham tratada con la toxina
DBH-SAP (Sham+DBH-SAP), una rata HFpEF tratada con vehiculo (HFpEF+Veh) y una
rata HFpEF tratada con la toxina DBH-SAP (HFpEF+DBH-SAP). La estimulacion con
hipercapnia induce un aumento del componente de baja frecuencia del HRV (LF, 0.04-0.6
Hz), lo cual fue restablecido por la toxina DBH-SAP. (B, C) Cuantificacion del componente
de baja frecuencia del HRV durante normoxia e hipercapnia. (B) Se puede observar que en
condiciones de normoxia, los animales HFpEF+Veh presentan un aumento de la potencia
espectral en el componente LF del HRV, el cual aumenta durante la estimulacion con

hipercapnia y es restablecido por la toxina DBH-SAP. (C) Cuantificacion del area bajo la
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curva (AUC) del componente LF del HRV en cada condicion experimental. ANOVA de dos
factores, seguido de la prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. HFpEF+Veh hypercapnia;
+, p<0.05 vs. Sham+Veh hypercapnia; §, p<0.05 vs. Sham+DBH-SAP hypercapnia; and I,
p<0.05 vs. HFpEF+DBH-SAP hypercapnia. Sham+Veh: n=8; Sham+DBH-SAP: n=6;
HF+Veh: n=8; HFpEF+DBH-SAP: n=8.
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8.8.- El mejoramiento de la funcién cardiaca y la reduccién del tono simpatico en animales

con HFpEF luego de la eliminacion de neuronas C1 no esté asociado a la normalizacion en

el control quimiorreflejo central

Para determinar si es que la mejora de la funcién cardiaca diastolica y la disminucién del
componente simpético durante la estimulacién con hipercapnia en los animales con HFpEF
tratados con DBH-SAP son dependientes de cambios en el quimiorreflejo central, nosotros
evaluamos la respuesta ventilatoria a hipercapnia. La destruccion selectiva de las neuronas
C1 de la RVLM, no modifica significativamente el quimiorreflejo central en los animales
con HFpEF (55.25 + 3.05 vs. 54.99 £ 2.18 ml/min/100g, p<0.05, HFpEF+Veh vs. HFpEF+
DBH-SAP, respectivamente, Figura 24 A-F). No se observaron cambios significativos en la
respuesta quimiorrefleja a la hipoxia en todas las condiciones experimentales (Figura 24 A-
F). Adicionalmente, se evalud si es que la toxina DBH-SAP modifica el numero de neuronas
quimio-sensibles del RTN. Como se aprecia en el Figura 25, no se observaron cambios

significativos en el numero de neuronas quimiorreceptoras (TH (-); phox2b (+)) en el RTN.
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Figura 24. EIl quimiorreflejo central y periférico no es modificado por la eliminacion
selectiva de las neuronas C1 de la RVLM en ratas con HFpEF. (A) Registros
representativos del volumen corriente (V) y la frecuencia respiratoria (Rf) en normoxia (FiO>
21%), hipoxia (FiO2 10%) e hipercapnia (FiCO2 7%) de u una rata Sham tratada con vehiculo
(Sham+Veh), una rata Sham tratada con la toxina DBH-SAP (Sham+DBH-SAP), una rata
HFpEF tratada con vehiculo (HFpEF+Veh) y una rata HFpEF tratada con la toxina DBH-
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SAP (HFpEF+DBH-SAP). Los animales HFpEF+Veh muestran un aumento significativo de
la respuesta ventilatoria a la hipercapnia, sin cambios significativos en la respuesta
ventilatoria a la hipoxia, en comparacion a los animales Sham+Veh. La destruccion selectiva
de las neuronas C1 de la RVLM no modifica la respuesta ventilatoria a la hipercapnia ni a la
hipoxia en los animales Sham y HFpEF. (B-D) Resumen de datos de la ventilacion minuto
(VE) en normoxia, hipercapnia e hipoxia, respectivamente. La respuesta a la hipercapnia esta
aumentada en las ratas HFpEF, y no es modificada tras la eliminacion selectiva de las
neuronas C1 de la RVLM. (E, F) La sensibilidad del quimiorreflejo central y periférico no
fue alterada después de la eliminacion selectiva de las neuronas C1 de la RVLM. ANOVA
de un factor, seguido de la prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. Sham+Veh; +, p<0.05
vs. Sham+DBH-SAP. Sham+Veh: n=8; Sham+DBH-SAP: n=6; HFpEF+Veh: n=8;
HFpEF+DBH-SAP: n=8.
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Figura 25. La toxina DPH-SAP inyectada en la RVLM no reduce el nimero de neuronas
quimiorreceptoras centrales del nucleo retrotrapezoide (RTN). (A) Imagenes coronales
representativas de la zona del RTN. La toxina DBH-SAP inyectada en la RVLM no modifica
el nimero de neuronas Phox2+, tirosina hidroxilasa negativa (TH-). Cuantificacion del

namero de neuronas quimiorreceptoras centrales del RTN. n=6 por grupo.
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8.9.- Efecto del ejercicio fisico sobre variables fisioldgicas basales en animales tolerantes al

ejercicio.

En la figura 26 se puede observar le disefio experimental para determinar el efecto del
ejercicio fisico sobre la progresion de la HFpEF. El protocolo de entrenamiento consistio en
una semana de adaptacion, donde tanto la intensidad como el tiempo de entrenamiento se

incrementaron progresivamente (Figura 27).

Las variables fisiologicas basales se muestran en la tabla 3. Después de 6 semanas de
ejercicio fisico (ExT), se observo que la masa del musculo soleo relativo al peso corporal
(soleo/BW) increment6 significativamente (p<0.05) en los animales Sham+EXT vy
HFpEF+EXT en comparacion a los animales Sham sedentarios (Sham+Sed) (Tabla 3) y
HFpEF+Sed (Tabla 3), respectivamente. Adicionalmente, y similar a los resultados
anteriores (Figura 2), los animales con HFpEF sedentarios (HFpEF+Sed) mostraron un
incremento significativo en la hipertrofia cardiaca en comparaciéon a los animales Sham+Sed
(p<0.05), lo cual no fue restablecido por el EXT (Tabla 3). La presion arterial sistolica (SBP),
la presion arterial diastélica (DBP), la presion de pulso (PP), la presién arterial media
(MABP) vy la frecuencia cardiaca (HR) no fueron significativamente diferentes entre los
animales Sham+Sed y las ratas Sham+ExT (Tabla 3). La PP fue significativamente
incrementada (p<0.05) en los animales con HFpEF+EXT en comparacion a los animales

HFpEF+Sed (Tabla 3).
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-Echocardiography

-Baseline Hemodynamics

-Cardiac function
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-Baroreflex
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-Echocardiography -Arrhythmia index
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Figura 26. Disefio experimental para determinar el efecto del ejercicio fisico sobre la
progresion de la HFpEF. A la semana 0 se indujo la insuficiencia cardiaca con fraccion
eyectada preservada (HFpEF), a través de una fistula arteriovenosa (AC). A la semana 2 se
determind el grado de insuficiencia cardiaca, por medio de ecocardiografia en modo-M.
Luego de esto, se dio inicio al protocolo de entrenamiento. Luego de 6 semanas de
entrenamiento se evalu6 el control autonémico, funcion cardiaca, hipertrofia cardiaca,
remodelamiento cardiaco, incidencia de arritmias, barorreflejo cardiaco y estrés oxidativo en
la RVLM.
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Figura 27. Protocolo de entrenamiento. El protocolo de entrenamiento fue de tipo
endurance-resistencia el cual corresponde a ~80% de la frecuencia cardiaca méxima. La
primera semana de entrenamiento inicio a una velocidad de 10 m/min, con 0% de inclinacién
y 10 minutos al dia. Luego esto aument6 a 20-25 m/min, con 5-10% de inclinacion, 60

min/dia 5 veces por semana, durante 6 semanas.



Tabla 3. Efectos del ejercicio fisico sobre parametros fisioldgicos basales.
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Sham+Sed Sham+EXT HFpEF+Sed HFpEF+EXT
(n=8) (n=6) (n=8) (n=8)

BW (g) 498.01 +14.52 528.81+32.25 53490+16.30 566.01+16.01*
HW (g) 1.41+0.01 142 +0.11 2.07 £0.17*" 2.19+0.12*"
Soleus (g) 0.18+0.01 0.23 +0.03* 0.18 +0.017 0.23+0.01
HW/BW (mg/g) 291+0.11 2.711+0.15 3.72 +0.33* 3.88 +0.20*
Soleus/BW 0.38 +0.02 0.44 +0.01* 0.35+0.017 0.41+0.01
(mg/g)
Lung W/D (g/g) 4.14 +0.07 4.29 + 0.04 4.24 +0.09 457 +0.11
SBP (mmHg) 104.60 + 3.99 86.47 £ 2.62 103.60 + 5.38 111.20 £ 4.20
DBP (mmHg) 7257 £5.11 58.95 + 3.92 68.46 + 4.31 55.71 + 3.33*
MABP (mmHg) 83.58 £4.42 68.67 £ 4.82 80.16 £ 4.52 74.13 +£2.97
PP (mmHg) 32.05 + 2.36 29.16 + 3.02 35.09 + 2.65" 55.53 + 4.49*

HR (latidos/min)

344.20 +£11.90

361.01 +18.11

318.30 + 16.15

375.30 +£12.88

Los valores estan expresados como media * error estandar de la media (S.E.M.). HW/BW:

peso del corazon/peso corporal; Lung W/D: Pulmdn himedo/seco; SBP: presion arterial

sistolica; DBP: presion arterial diastélica; MABP: presion arterial media; PP: presion de
pulso; HR: frecuencia cardiaca. * Vs. Sham+Sed, p < 0.05; * vs. HFpEF+Sed, p < 0.05;
vs. HFpEF+EXT, p < 0.05.
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8.10.- Efecto del ejercicio fisico sobre las variables hemodinamicas cardiacas basales en

animales con HFpEF tolerantes al ejercicio.

Los parametros cardiacos en reposo son mostrados en la tabla 4 y en la Figura 28. En
comparacion a los animales Sham+Sed, las ratas HFpEF+Sed mostraron un incremento
significativo (p<0.05) del LVEDD (Tabla 4) y del LVEDV (Tabla 4). Los animales
HFpEF+Sed mostraron claros signos de insuficiencia cardiaca comparado a los animales
Sham+Sed, caracterizado por un incremento significativo (p<0.05) del LVEDP, mayor
trabajo sistolico (stroke work [SW]), menos elastancia (Ea), mayor volumen eyectado (SV)
y mayor gasto cardiaco (CO) (Tabla 4). Después de 6 semanas de entrenamiento fisico el
LVESD, LVESV, EF, FS, dP/dt max, dP/dt min y el TauwW no fueron significativamente

diferentes entre los grupos Sham+Sed vs. Sham+EXT y HFpEF+Sed.

Adicionalmente, se observé que los animales HFpEF+EXT mostraron un incremento
significativo (p<0.05) en el LVESD vy el LVESV en comparacion a los animales HFpEF
sedentarios (Tabla 4). Después de 6 semanas de EXT los animales HFpEF, mostraron una
disminucion parcial en la progresion del deterioro diastélico medido por el diametro
diastolico del ventriculo izquierdo (LVEDD: 12.05 + 3.55 vs. 5.51 + 4.88 A% de Pre
entrenamiento, p=0.056, HFpEF+Sed vs. HFpEF+EXT, respectivamente) (Figura. 28A y B).
En efecto, se observo que la LVEDP disminuy0 en los animales HFpEF+EXT en

comparacion a los animales HFpEF sedentarios (Figura 29 A, B).
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Tabla 4. Efectos del ejercicio fisico sobre parametros ecocardiograficos basales.

Sham+Sed Sham+EXT HFpEF+Sed HFpEF+EXT
(n=8) (n=6) (n=8) (n=8)
Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post
LVEDD 6.8+0.1 56+0.2 6.1+0.3 59+0.2 7.3+£0.2 82+0.3 8.08+0.2 8.4+04
(mm)
LVESD 3.4+0.2 29+0.2 32101 26+0.1 39+0.2 3.68+0.3 3.8+£0.2 47+04
(mm)
LVEDV 2395+88 157.6+16.4* 190.9+17.1 1783+16.6 281.9+218 349.6+36.3* 3557+24.7 399.2+423*
(H)
LVESV 47.8+8.1 33444 41.8+3.8 26.2 +2.8% 67.7+9.9 60.1 + 13.6 64.2+9.2 110.8 + 18.6*"
(uh)
EF (%) 799136 77.6+3.7 77.7+14 85.3+0.6 76.4+25 83.8+2.3 822+1.7 73.2+28
FS (%) 50.2+4.0 47.7+£3.3 473+£15 55.1+£0.9 46.6 £2.1 55.1+23 53119 445+2.9

Los valores estan expresados como media * error estandar de la media (S.E.M.). LVEDV: volumen de fin de diastole del ventriculo izquierdo;
ESV: volumen de fin de sistole; EF: fraccion de eyeccidn; FS: fraccion de acortamiento. * vs. Sham+Sed Pre, p < 0.05; * vs. HFpEF+Sed Post,

p < 0.05; T vs. HFpEF+EXT Pre, p < 0.05; * vs. Sham+EXT Pre, p < 0.05.
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Tabla 5. Efectos del ejercicio fisico sobre parametros hemodinamicos basales del analisis de loops presion-volumen.

Sham+Sed Sham+EXT HFpEF+Sed HFpEF+EXT
(n=8) (n=6) (n=8) (n=8)

PV loop parédmetros
SV (ul) 173.60 £ 19.48 172.40 £ 25.11 344.50 = 27.70* 289.4 + 24.95
CO (ml/min) 53.33+2.43 62.61 £ 9.97 122.50 + 14.76* 104.81 £ 9.53
SW (mmHg/ul) 12,028 + 970 12,038 + 1,945 26,673 + 3,062* 22,673 + 2,530*
Ea (mmHg/ul) 0.61 + 0.04 0.51 +0.09 0.27 +0.01* 0.34 + 0.04*
dp/dtmax (MmHg/s) 8,260 + 1,024 6,852 + 1,236 8,057 + 817 9,596 + 756
dp/dtmin (MmHg/s) -6,603 + 372 -6,089 + 596 -5,903 + 646 -6,223 + 387
Tauw (Ms) 9,62 +0.90 8.04 +0.71 8.92 +0.52 7,46 + 0.60

Los valores estan expresados como media + error estandar de la media (S.E.M.). SV: volumen eyectado; CO: gasto cardiaco; SW: trabajo
cardiaco; Ea: elastancia; dp/dtmax: primera derivada del maximo valor presion intraventricular en el tiempo; dp/dtmin: primera derivada del
minimo valor presion intraventricular en el tiempo; Tauw: constate de relajacion de West. * vs. Sham+Sed, p < 0.05; * vs. HFpEF+Sed, p <

0.05.
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Figura 28. Efectos del ejercicio fisico sobre la progresioén del aumento en el diametro de
fin de diéstole del ventriculo izquierdo (LVEDD) en ratas con HFpEF. (A) Imagenes
representativas de una ecocardiografia en modo-M de una rata Sham sedentaria
(HFpEF+Sed), una rata Sham sometida a ejercicio (Sham+EXT), una rata HFpEF sedentaria
(HFpEF+Sed) y una rata HFpEF sometida a ejercicio fisico (HFpEF+EXT) antes (Pre) y
después (Post) del entrenamiento. (B) Resumen de datos que muestran el efecto del ejercicio
fisico sobre la progresion del aumento del didmetro del ventriculo izquierdo durante el fin de
la diastole (LVEDD). Los animales HFpEF sedentarios (HFpEF+Sed) (p=0.056), muestran
un aumento en la progresion del LVEDD, el cual es parcialmente restablecido por el ejercicio
fisico (HFpEF+EXT). ANOVA de dos factores, seguido de la prueba posthoc Holm-Sidak.
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Figura 29. El ejercicio fisico disminuye la presion de fin de diéstole del ventriculo
izquierdo en ratas con HFpEF. (A) Registro representativo de un loop presion-volumen
intraventricular en reposo de una rata Sham sedentaria (HFpEF+Sed), una rata Sham
sometida a ejercicio (Sham+EXT), una rata HFpEF sedentaria (HFpEF+Sed) y una rata
HFpEF sometida a ejercicio fisico (HFpEF+EXT). El ejercicio no muestra efectos aparentes
en el ciclo cardiaco de los animales Sham y HFpEF. (B, C) Resumen de datos del efecto del
ejercicio fisico sobre la LVEDP y la presién de fin de sistole del LV (LVESP),
respectivamente. (B) Los animales HFpEF sedentarios (HFpEF+Sed) muestran un aumento
significativo del LVEDP en comparacion a las ratas Sham+Sed, el cual es restablecido
después de 6 semanas de ejercicio fisico (HFpEF+EXT) (C) No se observaron modificaciones
significativas en la LVESP entre las diferentes condiciones experimentales. ANOVA de un
factor, seqguido de la prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. Sham+Sed; +, p<0.05 vs.
HFpEF+Sed y; 1, p<0.05 vs. HFpEF+ExT. Sham+Sed, n=8; Sham+EXT, n=6; HFpEF+Sed,
n=8; y HFpEF+EXT, n=8.
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8.11.- Efecto del ejercicio fisico sobre la funcion cardiaca en animales tolerantes al

ejercicio.

El ejercicio fisico mejora significativamente la funcion cardiaca sistolica en los animales
HFpEF en comparacion a los animales HFpEF sedentarios (0.47 + 0.11 vs. 0.14 + 0.03
mmHg/ul, p<0.05, HFpEF+EXT vs. HFpEF+Sed, respectivamente, Figura 30 A, B). Sin
embargo, la funcion cardiaca diastdlica no fue alterada significativamente por el ejercicio
fisico en los animales HFpEF (0.0105 + 0.0030 vs. 0.0098 £ 0.0011 mmHg/ul, HFpEF+EXT

vs. HFpEF+Sed, respectivamente, Figura 30 A, C).
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Figura 30. El ejercicio fisico mejora la funcion cardiaca sistolica en ratas con HFpEF.
(A) Imagen representativa de un loop presién-volumen durante la oclusién de la vena cava
de una rata Sham sedentaria (HFpEF+Sed), una rata Sham sometida a ejercicio (Sham+EXxT),
una rata HFpEF sedentaria (HFpEF+Sed) y una rata HFpEF sometida a ejercicio fisico
(HFpEF+EXT). Los animales con HFpEF+Sed presentan un deterioro sistdlico, medido por
la relacién presion volumen de fin de sistole (ESPVR, linea continua) y un deterioro
diastélico, medido por la relacion presion volumen de fin de didstole (EDPVR, linea
segmentada) en comparacion a los animales Sham+Sed. Después del entrenamiento los
animales HFpEF mostraron una mejora del ESPVR, sin cambios significativos en el EDPVR.
(B) Resumen de datos del efecto del ejercicio fisico sobre el ESPVR. El ejercicio fisico

restablece la funcion cardiaca sistolica en las ratas HFpEF. (C) Resumen de datos del efecto
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del ejercicio fisico sobre el EDPVR. El ejercicio fisico no mejora la funcion cardiaca
diastolica en los animales HFpEF. ANOVA de un factor, seguido de la prueba posthoc Holm-
Sidak. *, p<0.05 vs. Sham+Sed; +, p<0.05 vs. HFpEF+Sed y; {, p<0.05 vs. HFpEF+ExT.
Sham+Sed, n=8; Sham+EXT, n=6; HFpEF+Sed, n=8; y HFpEF+EXT, n=8.
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8.12.- Efecto del ejercicio fisico sobre el control autonémico y el barorreflejo cardiaco en

ratas con HFpEF.

Comparado a los animales HFpEF+Sed, las ratas HFpEF+EXT muestran una mejora en el
control autonémico cardiaco, representando mayoritariamente por la disminucion en el
componente espectral LF del HRV (21.01 £ 5.54 vs. 48.07 = 6.14 n.u., p<0.05, HFpEF+EXT
vs. HFpEF+Sed, respectivamente, Figura 31 A, B), un incremento significativo del
componente HF del HRV (72.78 + 2.73 vs. 47.46 £ 6.27 n.u., p<0.05, HFpEF+EXT vs.
HFpEF+Sed, respectivamente, Figura 31 A, C), y consecuentemente, una disminucion de la
razén LF/HF del HRV (0.39 £ 0.13 vs. 0.93 £ 0.15, p<0.05, HFpEF+EXT vs. HFpEF+Sed,
respectivamente, Figura 31 A, D). Adicionalmente, se observé que después de 6 semanas de
ejercicio fisico los animales con HFpEF mostraron una mejora en el indicador no-lineal de
variabilidad del ritmo cardiaco, SD2 (3.69 + 0.38 vs. 2.26 + 0.34 ms, p<0.05, HFpEF+EXT

vs. HFpEF+Sed, respectivamente) (Figura 32 A, C),

Considerando que las ratas con HFpEF presentan una perdida en la sensibilidad del BRS
estudiamos los efectos del ejercicio fisico sobre el BRS en animales con HFpEF. El ejercicio
fisico mejord significativamente el BRS en los animales HFpEF que realizaron el
entrenamiento en comparacion con los HFpEF sedentarios (BRSpown: 3.42 £ 0.40 vs. 1.34
+ 0.39 mmHg/ms, p<0.05, HFpEF+EXT vs. HFpEF+Sed, respectivamente; BRSyup: 8.93 £

3.62 vs. 1.41 £ 0.42 mmHg/ms, p<0.05, HFpEF+EXT vs. HFpEF+Sed, respectivamente; and
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BRS Ganancia: 4.28 + 0.91 vs. 1.35 £ 0.27 mmHg/ms, p<0.05, HFpEF+EXT vs. HFpEF+Sed,

respectivamente) (Figura 33 A-E). No se observaron diferencias en el nUmero de secuencias

totales, DOWN y UP, entre todas las condiciones experimentales (Tabla 6).
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Figura 31. Efectos del ejercicio fisico sobre la variabilidad del ritmo cardiaco (HRV) en el
dominio de la frecuencia de ratas con HFpEF. (A) Espectros representativos de la HRV de
una rata Sham sedentaria (HFpEF+Sed), una rata Sham sometida a ejercicio (Sham+EXT),
una rata HFpEF sedentaria (HFpEF+Sed) y una rata HFpEF sometida a ejercicio fisico
(HFpEF+EXT). El ejercicio fisico normaliza el HRV en el dominio de la frecuencia en las
ratas HFpEF. (B, C, D) Resumen de los efectos del ejercicio fisico sobre el componente de
baja frecuencia (LFnrv, 0.04-0.6 Hz) (B), alta frecuencia (HF+rv, 0.6-2.4 Hz) (C) y la razén
LF/HF del HRV (D). El ejercicio fisico reduce el control simpético (B), el control
parasimpatico (C) y consecuentemente el balance autonémico (D) en las ratas HFpEF
(HFpEF+EXT) en comparacion a las ratas HFpEF+Sed. ANOVA de un factor, seguido de la
prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. Sham+Sed; +, p<0.05 vs. HFpEF+Sed y; ¥,
p<0.05 vs. HFpEF+EXT. Sham+Sed, n=8; Sham+EXT, n=6; HFpEF+Sed, n=8; y
HFpEF+EXT, n=8.
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Figura 32. Efectos del ejercicio fisico sobre la variabilidad del ritmo cardiaco (HRV) en el
dominio no lineal en ratas con HFpEF. (A) Potincaré representativo de la HRV de una rata
Sham sedentaria (HFpEF+Sed), una rata Sham sometida a ejercicio (Sham+EXT), una rata
HFpEF sedentaria (HFpEF+Sed) y una rata HFpEF sometida a ejercicio fisico
(HFpEF+EXT). El ejercicio fisico restablece las alteraciones del HRV en el dominio no-
lineal, caracterizado por un restablecimiento de la variabilidad a corto (SD1) y largo plazo
(SD2) en las ratas HFpEF. (B, C) Resumen de los efectos del ejercicio fisico sobre el SD1)
y SD2. (B) Las ratas HFpEF+Sed muestran una disminucion significativa del SD1 en
comparacion a las ratas Sham+Sed, lo cual es restablecido por el ejercicio fisico
(HFpEF+EXT). (C) Las ratas HFpEF presentan una disminucion significativa del SD2, sin
embargo, esto no fue restablecido por el ejercicio fisico. ANOVA de un factor, seguido de la
prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. Sham+Sed; +, p<0.05 vs. HFpEF+Sed.
Sham+Sed, n=8; Sham+EXT, n=6; HFpEF+Sed, n=8; y HFpEF+EXT, n=8.
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Figura 33. Efectos del ejercicio fisico sobre la sensibilidad del barorreflejo espontaneo
(BRS) en ratas con HFpEF. (A) Registro representativo de la presion arterial (BP) y
frecuencia cardiaca (HR) durante una secuencia BRSup y una secuencia BRSpown. Una
secuencia BRSup es cuando la BP incrementa y el HR disminuye. Al contrario, una secuencia
BRSpown es cuando la BP disminuye y el HR incrementa. (Panel inferior A) Ejemplo de la
cuantificacion de una secuencia BRS up Yy bown. (C, D, E, F) Resumen del efecto del ejercicio
fisico sobre BRSpown, BRSup, ganancia total del BRS y la efectividad del BRS,
respectivamente. (C) Los animales HFpEF+Sed mostraron una disminucién en la ganancia
del BRSpown en comparacion a las ratas Sham+Sed, lo cual fue restablecido por el ejercicio
fisico (HFpEF+EXT). (D) El ejercicio fue incapaz de mejorar la ganancia del BRSup en las
ratas HFpEF. (E) Los animales HFpEF+Sed mostraron una disminucién en la ganancia del
BRSup en comparacion a las ratas Sham+Sed, lo cual fue restablecido por el ejercicio fisico
(HFpEF+EXT). (F) LA efectividad del BRS no fue mejorada por el ejercicio fisico en las
ratas HFpEF... ANOVA de un factor, seguido de la prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05
vs. Sham+Sed; +, p<0.05 vs. HFpEF+Sed y; f, p<0.05 vs. HFpEF+ExT. Sham+Sed, n=8;
Sham+EXxT, n=6; HFpEF+Sed, n=8; y HFpEF+EXT, n=8.



Tabla 6. Efecto del ejercicio fisico sobre el nimero de secuencias barorreflejas.

Sham+Sed Sham+EXT HFpEF+Sed HFpEF+EXT

(n=8) (n=6) (n=8) (n=8)
Numero total de secuencias 100.61 + 22.27 81.01 + 48.58 51.01 +£+34.91 73.13+22.81
Numero de secuencias UP 19.71 +5.81 5.75+1.65 11.53+3.24 12.36 + 3.86
Numero de secuencias DOWN 52.01 + 13.46 35.01 +£13.87 35.67 +£10.27 17.01 £ 6.05

Los valores estan expresados como media * error estandar de la media (S.E.M.). UP: la presién arterial (BP) incrementa y la frecuencia

cardiaca (HR) disminuye; DOWN: la BP disminuye y la HR aumenta.

136



137

8.13.- Efecto del ejercicio fisico sobre estrés oxidativo y la expresion de enzimas pro y anti-

oxidantes a nivel de la RVLM en ratas con HFpEF.

Se ha propuesto que uno de los mecanismos asociados al aumento de la actividad simpatica
es la presencia de altos niveles de especies reactivas del oxigeno (ROS) en la RVLM. Los
animales con HFpEF+Sed mostraron un incremento significativo en la fosforilacion de la
subunidad regulatoria p-47phox (Ser 370) de la NOX-2 en la RVLM en comparacion a los
animales Sham+Sed (324.51 + 39.62 vs. 100.00 + 11.69 %, p<0.05, HFpEF+Sed vs.
Sham+Sed, respectivamente, Figura 34 A, B). Seis semanas de ejercicio fisico disminuyeron
la fosforilacion de p-47phox en los animales HFpEF+EXT en comparacion a las ratas
HFpEF+Sed (73.75 = 12.62 vs. 250.40 + 45.17 %, p<0.05, HFpEF+EXT vs. HFpEF+Sed,
respectivamente, Figura 34 A, B). Ademas, el ejercicio fisico no modifico la expresion de
Cuzn-SOD (Figura 34 A, C). Los niveles de superdxido en el RVLM de animales con
HFpEF+Sed fueron mayores en comparacion a los animales Sham+Sed (Figura 34D) vy el
ejercicio fisico en HFpEF disminuyo el estrés oxidativo (Figura 34D). No se encontraron
diferencias significativas en la fosforilacion del p-47phox y/o en la expresion de CuzZn-SOD
entre animales Sham+Sed y Sham+EXT (p-47Phox: 100.0 + 10.1 vs. 88.8 + 8.2 %, Sham+Sed
vs. Sham+EXT, respectivamente; CuZn-SOD: 100.0 + 3.7 vs. 89.5 *+ 15.6 %, in Sham+Sed

vs. Sham+EXT, respectivamente) (Figura 34).



138

A > A B e
%ep D &P XQ}“
x x & & £
& & & & = 8
s & & X B ST
phox <|( Q- (0] O
p-47 - o e p4T7kDa @ 55
CUZN-SOD w16 kD2 & ? o
B-ACtN w42 kDa  § c<
a b
Q

D
Sham+Sed Sham+ExT HFpEF+Sed HFpEF+EXT

Figura 34. Efectos del ejercicio fisico sobre la fosforilacion de la NOX-2, la expresion de
Cu-Zn-SOD vy el estrés oxidativo de la RVLM en ratas con HFpEF. (A) immunonblot
representativo de la fosforilacion de p-47P"* y la expresion de CuzZn-SOD en la RVLM de
una rata Sham sedentaria (HFpEF+Sed), una rata Sham sometida a ejercicio (Sham+EXT),
una rata HFpEF sedentaria (HFpEF+Sed) y una rata HFpEF sometida a ejercicio fisico
(HFpEF+EXT). El aumento en la fosforilacion de p47°"® fue que se observa en los animales
HFpEF+Sed es completamente restablecida después de 6 semanas de entrenamiento en las
(HFpEF+EXT), sin cambios significativo en CuzZn-SOD. (B, C) Cuantificacion de los efectos
del ejercicio fisico sobre la fosforilacion de p-47°"°* y la expresion de CuzZn-SOD en la
RVLM. (D) Imagenes de la fluorescencia de dihidroetidio (DHE) en la RVLM de una rata
Sham+Sed, una Sham+EXT, una HFpEF+Sed y una HFpEF+EXT (magnificacion total 200x).
El ejercicio disminuye la fluorescencia de DHE en la RVLM en los animales HFpEF
(HFpEF+EXT). ANOVA de un factor, seguido de la prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05
vs. Sham+Sed; +, p<0.05 vs. HFpEF+Sed y; f, p<0.05 vs. HFpEF+ExT. Sham+Sed, n=8;
Sham+EXT, n=6; HFpEF+Sed, n=8; y HFpEF+EXT, n=8.
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8.14.- Efecto del ejercicio fisico sobre la incidencia de arritmias cardiacas en ratas con

HFpEF.

La incidencia de arritmias cardiacas fue significativamente mayor en los animales
HFpEF+Sed en comparacion a los animales del grupo Sham+Sed (196.01 + 84.81 vs. 19.81
* 7.23 eventos/hora, p<0.05, HFpEF+Sed vs. Sham+Sed, respectivamente, Figura 35 A, B).
Después de 6 semanas de ejercicio fisico, los animales HFpEF que entrenaron mostraron una
disminucion significativa en la incidencia de arritmias en comparacion a la condicion HFpEF
sedentaria (28.50 £ 19.54 vs. 196.01 + 84.81 eventos/hora, p<0.05, HFpEF+EXT vs.

HFpEF+Sed, respectivamente, Figura 35 A, B).
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Figura 35. Efectos del ejercicio fisico sobre las arritmias cardiacas en ratas con HFpEF.
(A) Registro representativo de la frecuencia cardiaca (HR) de una rata Sham sedentaria
(HFpEF+Sed), una rata Sham sometida a ejercicio (Sham+EXxT), una rata HFpEF sedentaria
(HFpEF+Sed) y una rata HFpEF sometida a ejercicio fisico (HFpEF+EXT). El incremento
en la incidencia de arritmias de los animales HFpEF+Sed, disminuye después de 6 semanas
de ejercicio fisico (HFpEF+EXT). (B) Cuantificacion de los efectos del ejercicio fisico sobre
la incidencia de arritmias cardiacas en ratas HFpEF. ANOVA de un factor, seguido de la
prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. Sham+Sed; +, p<0.05 vs. HFpEF+Sed y; f,
p<0.05 vs. HFpEF+ExXT. Sham+Sed, n=8; Sham+EXT, n=6; HFpEF+Sed, n=8; y
HFpEF+EXT, n=8.
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8.15.- Tolerancia/intolerancia al ejercicio fisico en animales con HFpEF.

Durante los experimentos observamos que existian ratas que no podian tolerar el ejercicio
fisico. Este contexto nos hizo proponer experimentos para caracterizar a esta poblacion de
ratas. Asi, la intolerancia al ejercicio fisico fue definida como la incapacidad de realizar mas
del 50% del entrenamiento planificado y fue detectada solo en los animales con HFpEF. En
la figura 36 se muestra el disefio experimental para determinar la tolerancia/intolerancia al
ejercicio fisico. La proporcion tolerancia/intolerancia fue de 56% y 44%, respectivamente
(Figura 37 A). Con relacién al resultado anterior, los tiempos de entrenamiento fueron
significativamente menores en los animales HFpEF+EX-inT en comparacion a los animales
HFpEF+EX-T (31.8 + 4.7 vs. 88.6 = 11.6 % del Sham+EX, p<0.05, HFpEF+EX-InT vs.
HFpEF+EX-T, respectivamente, Figura 34 B). Por otro lado, para determinar si es que la
disminucion en los tiempos de entrenamiento por parte de las ratas HFpEF intolerantes al
ejercicio fisico se podia deber a algln tipo de atrofia muscular, se midié el peso del soleo en
el peso corporal (soleus/BW). Asi, se observé que el soleuss/BW no fue aumentado
significativamente en los animales intolerantes en comparacion a los animales HFpEF
sedentarios (100.0 £ 6.7 vs. 110.0 + 2.1 % del Sham+Sed, HFpEF+Sed vs. HFpEF+EX-InT,
respectivamente, Tabla 7). Antes de iniciar el entrenamiento (condicion Pre), no se
observaron diferencias significativas en LVESD, LVEDD, LVESV, LVEDV, EF y FS entre

los grupos HFpEF+Sed, HFpEF+EX-T y HFpEF+EX-IinT (Tabla 8).
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Figura 36. Disefio experimental para determinar el efecto del ejercicio fisico sobre la
tolerancia/intolerancia al ejercicio fisico en ratas HFpEF. A la semana 0 se indujo la
insuficiencia cardiaca con fraccion eyectada preservada (HFpEF), a través de una fistula
arteriovenosa (AC). A la semana 2 se determin0 el grado de insuficiencia cardiaca, por medio
de ecocardiografia en modo-M. Luego de esto, se dio inicio al protocolo de entrenamiento.
A la semana 4 se determind que animales eran intolerantes al ejercicio fisico (<50% del
tiempo de entrenamiento) y se procedi6é acortar los cuerpos carotideos en los animales
tolerantes al ejercicio fisico. Luego de 6 semanas de entrenamiento se evalué el control
autonomico, funcion cardiaca, incidencia de arritmias y la respuesta ventilatoria a la hipoxia
(HVR).
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Figura 37. Incidencia de intolerancia al ejercicio en animales con HFpEF. (A) La
prevalencia de animales intolerantes al ejercicio fisico es del 44% en las ratas HFpEF. No se
observaron animales intolerantes al ejercicio fisico en el grupo Sham. (B) Tiempos de
entrenamiento de los animales Sham y HFpEF. Los animales HFpEF intolerantes al ejercicio
fisico (HFpEF+EX-Int) muestran una reduccion del 70% en el tiempo total de entrenamiento,
la cual fue significativa en comparacion a las ratas Sham+EX y HFpEF+EX-T. ANOVA de
un factor, seguido de la prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. Sham+EX; +, p<0.05 vs.
HFpEF+EX-T. Sham+EX, n= 6; HFpEF+Sed, n= 6; HFpEF+EX-T, n=7; HFpEF+EX-inT,
n=>5 ratas.
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8.16.- Parametros fisioldgicos basales en ratas con HFpEF tolerantes e HFpEF intolerantes

al ejercicio fisico.

Los parametros fisiologicos basales y ecocardiograficos estan descritos en las tablas 7 y 8,
respectivamente. El ejercicio fisico no modifico la hipertrofia cardiaca en los animales
HFpEF tolerantes e intolerantes al ejercicio, medido por la razon HW/BW en comparacion a
los animales HFpEF+Sed (3.7 £ 0.3 vs. 4.4 = 0.3 mg/g, HFpEF+Sed vs. HFpEF+EX-InT,
respectivamente, Tabla 7). La SBP, DBP, PP y el HR no fueron significativamente diferentes
entre todas las condiciones experimentales (Tabla 7). Similar a como se ha mostrado
anteriormente, los animales HFpEF+Sed tienen un aumento significativo del LVEDD vy del
LVEDV comparado a los animales Sham+Sed. El entrenamiento por 6 semanas incrementd
el LVESD en HFpEF+EX-T (4.1 £ 0.8 vs. 2.7 £ 0.1 mm, p<0.05, HFpEF+EX-T vs.
HFpEF+Sed, respectivamente, Tabla 8) en comparacion a los animales con HFpEF+Sed. No
se observaron diferencias significativas en LVESD, LVEDD, LVESV, LVEDV, EF y el FS

entre los animales HFpEF+EX-T vs. HFpEF+EX-InT (Tabla 8).



Tabla 7. Efecto de la intolerancia al ejercicio fisico sobre pardmetros fisioldgicos basales
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Sham+Sed Sham+EX HFpEF+Sed HFpEF+EX-T HFpEF+EX-IinT
(n=6) (n=6) (n=6) (n=7) (n=5)

Efectividad del entrenamiento
Soleus/BW (% cambio) 100.0+5.2 114.4 + 1.5* 100.0 £ 6.7 118.1 £4.2* 111.0+£21
Hipertrofia cardiaca
HW/BW (mg/g) 29+0.1 27+0.2 3.7+0.3* 35+0.2 4.4 +0.3*"
Congestion pulmonar
Lung W/D (g/g) 42+0.2 43+0.1 42+0.1 45+0.1 47+03
BPy HR
SBP (mmHg) 96.0+ 3.8 88.1+6.7 101.4+£5.3 1089+ 6.4 96.0+6.2
DBP (mmHg) 66.7 £ 4.0 58.9+3.9 63.3+5.7 725+6.0 57.1+£3.9
PP (mmHg) 29.3+1.8 29.2+3.0 381+1.2 36.4+22 35377
HR (latidos/min) 344.2+11.9 361.0+£18.1 318.3+16.2 359.0+14.1 394.3+21.2

Los valores estan expresados como media + error estandar de la media (S.E.M.). T: tolerante; inT: intolerante; HW/BW: peso del corazn/peso

corporal; Lung W/D: Pulmon himedo/seco] SBP: presion arterial sistolica; DBP: presidn arterial diastolica; PP: presion de pulso; HR: frecuencia

cardiaca. * Vs. Sham+Sed, + vs. Sham+EXT, p < 0.05.



Tabla 8. Efecto de la intolerancia al ejercicio fisico sobre pardmetros ecocardiograficos basales
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Sham+Sed Sham+EX HFpEF+Sed HFpEF+EX-T HFpEF+EX-INT
(n=16) (n=16) (n=16) (n=7) (n=5)
Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post Pre Post
LVESD (mm) 34+ 27+ 29+ 32+ 38+ 32+ 38+ 47+ 33+% 41+
0.2 0.1 0.1 0.1 04 0.1 0.2 0.4** 0.5 0.8*™
LVEDD (mm) 6.8+ 6.0+ 56+ 6.1+ 70+ 78+ 8.1+ 85+ 6.7 £ 73+%
0.1 0.2 0.2 0.2 0.3 0.4** 0.2* 0.4** 1.1° 1.2**
EF (%) 79.9 + 853+ 77.7+ 77.7+ 753 £ 87.2+ 823+ 733+ 79.8 £ 735+
3.6 0.6 4.1 15 4.4 1.2 15 2.5 2.8 5.2
FS (%) 50.3 £ 554 + 47.7 473+ 456 £ 58.7 531+ 446 £ 505+ 451+
3.7 0.7 3.6 1.6 3.9 1.7 18 2.6 3.1 4.1

Los valores estan expresados como media + error estandar de la media (S.E.M.). LVEDD: volumen de fin de diastole del ventriculo izquierdo;

ESD: volumen de fin de sistole; EF: fraccion de eyeccién; FS: fraccion de acortamiento. *, vs. Sham+Sed, +, vs. Sham+EX y a, vs. CHF+Sed,

p<0.05.
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8.17.- Funcion cardiaca e intolerancia al ejercicio fisico.

Tomando en consideracion que la condicion de intolerancia al ejercicio fisico es un signo
clinico de HF, y se ha observado que en dependencia de la severidad de la HF la morfologia
del corazén puede cambiar, nos propusimos evaluar la funcion cardiaca con un tipo de
andlisis menos invasivo, que es independiente de la morfologia cardiaca. Asi, la funcién
cardiaca fue evaluada por medio del analisis de “single beat” desde los registros de PV-loop
(para mas detalle ver métodos). Similar a la oclusion de la vena cava, los animales con
HFpEF+Sed mostraron un deterioro de la funcién cardiaca diastolica tanto como también
sistolica, en comparacion a los animales Sham+Sed. Después de 6 semanas de entrenamiento,
los animales HFpEF+EX-T no mostraron cambios significativos en la funcion cardiaca
diastélica (VO: 254.2 + 19.4 vs. 237.8 = 6.6 pl, HFpEF+EX-T vs. HFpEF+Sed,
respectivamente, Figura 38 A, B) en comparacién a animales HFpEF sedentarios. Sin
embargo, los animales HFpEF+EX-T mostraron una mejora de la funcién cardiaca sistolica
(ESPVR: 0.8 £ 0.1 vs. 0.5 £ 0.1 mmHg/ul, p<0.05, HFpEF+EX-T vs. HFpEF+Sed,
respectivamente, Figura 38 A, C) en comparacion a animales HFpEF sedentarios. Por otro
lado, los animales con HFpEF+EX-IinT mostraron un deterioro significativo mayor de la
funcion cardiaca diastdlica (V0: 289.5 + 21.3 vs. 237.8 + 6.6 pl, p<0.05, HFpEF+EX-InT vs.
HFpEF+Sed, respectivamente, Figura 38A, B) en comparacion a los animales HFpEF

sedentarios. Ademas, no mostraron mejoras de la funcién cardiaca sistélica (ESPVR: 0.5 +



148

0.1vs. 0.5+ 0.1 mmHg/ul, HFpEF+EX-InT vs. HFpEF+Sed, respectivamente, Figura 38 A,

C) en comparacion a los animales HFpEF sedentarios.
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Figura 38. Efecto de la intolerancia al ejercicio fisico sobre la funcion cardiaca en ratas
con HFpEF. (A) (izquierda) relacién presion-volumen de fin de diastole (EDPVR) y
(derecha) relacion presion-volumen de fin de sistole (ESPVR) por anélisis de un solo ciclo
cardiaco de una rata Sham sedentaria (HFpEF+Sed), una rata Sham sometida a ejercicio
(Sham+EXT), una rata HFpEF sedentaria (HFpEF+Sed) y una rata HFpEF sometida a
ejercicio fisico (HFpEF+EXT). (B) Efectos del ejercicio fisico sobre el volumen a presion
intraventricular 0. Los animales HFpEF+EX-Int presentan un mayor deterioro diastélico en
comparacion a los animales HFpEF+Sed. (C) Efectos del ejercicio fisico sobre el ESPVR. El
efecto beneficioso del ejercicio fisico es disminuido en los animales HFpEF+EX-Int.
ANOVA de un factor, seguido de la prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. Sham+EX;
+, p<0.05 vs. Sham+EX. Sham+EX, n= 6; HFpEF+Sed, n= 6; HFpEF+EX-T, n= 7,
HFpEF+EX-InT, n=5 ratas.
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8.18.- Control simpatico e incidencia de arritmias en ratas con HFpEF

tolerantes/intolerantes al ejercicio fisico.

El rol de la intolerancia al ejercicio fisico sobre el control simpatico cardiaco en los animales
HFpEF, fue evaluado por medio de la respuesta cronotrdpica a propranolol, un antagonista
de receptores [ adrenérgicos (1 mg/kg i.v.) (Figura 36). Los animales HFpEF intolerantes al
gjercicio fisico, mostraron aumentos similares del control simpético cardiaco comparado con
lo observado en animales HFpEF+Sed (-92.4 + 15.4 vs. -89.6 + 13.4 A latidos/min,

HFpEF+EX-InT vs. HFpEF+Sed, respectivamente, Figura 39 A, D).

Respecto a la incidencia de eventos arritmicos, se observé que los animales intolerantes al
entrenamiento no mostraron cambios significativos en el ndmero de arritmias en
comparacion a los animales HFpEF+Sed teniendo ambos grupos una incidencia mayor de

eventos arritmicos en comparacion con la condicion Sham (Figura 39 B, C).
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Figura 39. Efecto de la intolerancia al ejercicio fisico sobre el control simpético y la
incidencia de arritmias en ratas con HFpEF. (A) Registro representativo de la frecuencia
cardiaca durante la administracion de propranolol (1mg/kg i.v.) (A latidos/min) de una rata
Sham sedentaria (HFpEF+Sed), una rata Sham sometida a ejercicio (Sham+EXT), una rata
HFpEF sedentaria (HFpEF+Sed) y una rata HFpEF sometida a ejercicio fisico
(HFpEF+EXT). Los animales HFpEF+EX-Int no mostraron una mejora de la respuesta
bradicardica a propranolol. (B) tacograma representativo de la HR, donde se puede observar
que los animales HFpEF intolerantes al ejercicio fisico (HFpEF+EX-Int) no mejoran la
incidencia de arritmias cardiacas. (C, D) Cuantificacion de la incidencia de arritmias y la
respuesta bradicardica a propranolol, respectivamente. ANOVA de un factor, seguido de la
prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. Sham+Sed; +, p<0.05 vs. Sham+EX; }, p<0.05
vs. CHF+Sed. Sham+EX, n= 6; HFpEF+Sed, n= 6; HFpEF+EX-T, n= 7; HFpEF+EX-inT,
n= "5 ratas.
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8.19.- Respuesta cardiovascular y simpatica a la estimulacion hipdxica e hipercapnia

moderada en animales con HFpEF intolerantes al ejercicio.

Para determinar la respuesta cardiovascular a la hipoxia, durante el experimento de PV-loop
se estimularon los quimiorreceptores periféricos con una mezcla gaseosa hipoxica (FiO2 10%,
balanceado en N2). Los animales HFpEF+EX-T incrementaron la Ry, sin mayores cambios
en la presion intraventricular, un pequefio cambio en la potencia espectral del componente
LF del HRV y sin mayores modificaciones del ECG (Figura 40 A, panel izquierdo). Por otro
lado, los animales del grupo HFpEF+EX-InT durante la estimulacion hipdxica mostraron un
incremento mayor de la Ry, con un rapido descenso de la presion intraventricular. En efecto,
se puede observar que el componente simpatico se incrementa de manera notoria (LF del
HRV), lo que desencadena la aparicion de eventos arritmicos (Figura 40 A, panel derecho)
resultando en un descenso en la sobrevivencia de los animales HFpEF+EX-inT durante la

estimulacion hipdxica moderada (60% de sobrevivencia, p<0.05) (Figura 40 B).

Por otro lado, durante la estimulacion con hipercapnia moderada (FiCO2 7%), se observé que
los animales HFpEF+EX-T y HFpEF+EX-IinT mostraron un cambio similar en la frecuencia
respiratoria en respuesta a la hipercapnia (Figura 41 A). Sin embargo, se observé que hay un
mayor incremento del control simpatico en los animales HFpEF+EX-inT en comparacion a
los animales HFpEF+EX-T (Figura 41 A, panel derecho). Por otro lado, durante la

estimulacion con hipercapnia, se puede observar que hay una mayor incidencia de eventos
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arritmicos por parte de los animales HFpEF+EX-inT (Figura 41 A, panel derecho), sin
embargo, no se observaron eventos de mortalidad en las ratas HFpEF tolerantes he

intolerantes al ejercicio fisico (Figura 41B).

Los resultados sugieren que los animales con HFpEF presentan algin cambio en la respuesta
ventilatoria a la hipoxia. Para determinar la funcién quimiorrefleja periférica en los animales
tolerantes vs intolerantes con HFpEF, se evaluo la respuesta ventilatoria a la hipoxia aguda
(HVR) en animal no anestesiado (FiO2 10%). En comparacion a los animales Sham
sedentarios, los animales HFpEF+Sed y HFpEF+EX-T no muestran cambios significativos
en laHRV (Figura42 A, B). Por el contrario, encontramos que los animales HFpEF+EX-inT
mostraron una disminucion significativa en la ganancia de la respuesta ventilatoria (Ve) a la

hipoxia (Figura 42 A, B).



154

A B
HFpEF+EX-T HFpEF+EX-inT
Hypoxia Hypoxia Hypoxia
501y I
R, . A N 100 * HFpEF+EX-T
(breath/min) | —— = 75] = HFPEF+EX-inT
0 3
120 B 501
ey WWW W‘ "
i ™
0 “m - 05—

2 3 4
0.6

) " Time {min)
Fra?::)ncy — _icsmz 5 ‘ 4 : ; HF.DEF*‘EX’T
0 — o 5 4 3 3 3 HFpEF+EX-nT

0.8

08 . TOs

| H,:ﬁ_‘j.ﬂ...\‘kl-%*ﬁ .;L;’L i ;‘-,,#.LT‘-,,HL‘@LM |

Figura 40. La estimulacion hipoxica aguda moderada induce arritmogénesis letal en
animales con HFpEF intolerantes al ejercicio fisico. (A) Registro representativo de la
frecuencia respiratoria (Rf), presion intraventricular, potencia espectral en el dominio
continuo-variables de la variabilidad del ritmo cardiaco (HRV) y electrocardiograma (ECG)
de una rata HFpEF tolerante al ejercicio fisico (HFpEF+EX-T) y un animal HFpEF
intolerante al ejercicio fisico (HFpEF+EX-Int). Durante la estimulacién hipéxica moderada
(FiO2 10%) los animales HFpEF+EX-Int presentan una mayor incidencia de arritmias y un
aumento severo del componente simpético cardiaco (B) Las ratas HFpEF+EX-Int presentan
un 40% de mortalidad durante la estimulacion hipdxica. ANOVA de un factor, seguido de la
prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. HFpEF+EX-T. HFpEF+EX-T, n= 7; HFpEF+EX-
inT, n=5 ratas.
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Figura 41. La estimulacion aguda con hipercapnia induce arritmogénesis, sin eventos de
mortalidad en animales con HFpEF intolerantes al ejercicio fisico. (A) Registro
representativo de la frecuencia respiratoria (Ry), presion intraventricular, potencia espectral
en el dominio continuo-variables de la variabilidad del ritmo cardiaco (HRV) y
electrocardiograma (ECG) de una rata HFpEF tolerante al ejercicio fisico (HFpEF+EX-T) y
un animal HFpEF intolerante al ejercicio fisico (HFpEF+EX-Int). Durante la estimulacion
con hipercapnia (FiCO2 7%) los animales HFpEF+EX-Int presentan una mayor incidencia de
arritmias y un aumento severo del componente simpatico cardiaco (B) Las ratas HFpEF+EX-
Int y tolerantes no presentan eventos mortalidad durante la estimulacion con hipercapnia.
ANOVA de un factor, seguido de la prueba posthoc Holm-Sidak. HFpEF+EX-T, n= 7,
HFpEF+EX-InT, n= 5 ratas.
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Figura 42. Las ratas con HFpEF intolerantes al ejercicio fisico presentan un
quimiorreflejo periférico disminuido. (A) Registro representativo del volumen corriente (Vy)
y la frecuencia respiratoria (Rf) de una rata Sham sedentaria (HFpEF+Sed), una rata Sham
sometida a ejercicio (Sham+EXxT), una rata HFpEF sedentaria (HFpEF+Sed) y una rata
HFpEF sometida a ejercicio fisico (HFpEF+EXT), durante normoxia (FiO2 21%) e hipoxia
(FiO2 10%). Los animales HFpEF+EX-Int muestran una disminucion en la respuesta
ventilatoria a la hipoxia (HVR) comparado a la condicion HFpEF+EX-T. (B) Resumen de la
ganancia de la HVR. Se puede observar que los animales HFpEF+EX-inT presentan una
disminucion en la HVR en comparacion a los animales HFpEF+EX-T. (C) Resumen de datos
de la diferencia entre FiO2 21 y 10 % en todas las condiciones experimentales. ANOVA de
un factor, seguido de la prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. HFpEF+EX-T, n=4.
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8.20.- Rol de los quimiorreceptores periféricos en la tolerancia al ejercicio fisico.

Los resultados anteriores sugieren que los quimiorreceptores periféricos estarian asociados a
la tolerancia al ejercicio fisico en ratas con HFpEF. Sin embargo, no esta completamente
claro si es que los CB son relevantes para la tolerancia al ejercicio fisico en condiciones
controles. Para determinar el rol de los quimiorreceptores periféricos en la tolerancia al
ejercicio fisico, procedimos a destruirlos quirdrgicamente y ver el impacto de la
qguimiodenevacién sobre los tiempos de entrenamiento en animales controles sanos. Como
se puede observar en la Figura 43, los animales a los que se les destruyé bilateralmente los
cuerpos carotideos (CB), muestran un descenso significativo de la respuesta ventilatoria a la
hipoxia respecto de la condicion no desnervada. En efecto, los animales a los que se les
realizd la ablacién de los CB (CBA) a la primera y segunda semana de haber destruido los
CB, tienen una respuesta menor en Ve a la hipoxia en comparacion a condicion control (49.50
+3.19 y 42.51 £+ 3.18 vs. 101.61 + 4.91 ml/min/100g, p<0.05, CBA 1wk y CBA 2wk vs.
Control, respectivamente, Figura 43 A, D). Ademas, los animales a los que se les destruyé
los CB muestran un descenso en los tiempos de entrenamiento, lo cual puede deberse a que
no responderian respiratoriamente al ejercicio (Figura 43). En efecto, se observé un descenso
de ~0.5 veces en el tiempo en el que se realiza una prueba de performance aerobica,
demostrando que la capacidad de ejercitar de animales controles dependeria parcialmente de

la integridad de los CB.
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Figura 43. La tolerancia al ejercicio fisico en animales controles depende de la integridad
de los cuerpos carotideos (CB). (A) Registro representativo del flujo respiratorio y la
frecuencia respiratoria (Rf) de un animal por condicion, durante normoxia (FiO2 21%) e
hipoxia (FiO2 10%). Se puede observar que la respuesta ventilatoria a la hipoxia disminuye
después de 1 y 2 semanas post ablacion de los cuerpos carotideos (CBA). (B, C, D)
Cuantificacion de la respuesta ventilatoria a la hipoxia en volumen corriente (Vi), Rs y
volumen minuto (VEe). Se puede observar que la respuesta ventilatoria a la hipoxia disminuye
después de la CBA (E) Cuantificacion de la tolerancia al ejercicio fisico en una prueba de
capacidad aerobica. Se puede observar que después de la CBA el tiempo hasta la fatiga
disminuye. ANOVA de uno o dos factores, seguido de la prueba posthoc Holm-Sidak. *,
p<0.05 vs. Control Normoxia; +, p<0.05 vs. CBAl+Normoxia; T, p<0.05 vs. Control

Hipoxia, n=4.
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8.21.- Rol de los quimiorreceptores periféricos en la tolerancia/intolerancia al ejercicio

fisico en animales con HFpEF.

Para determinar la contribucién de los CBs en la tolerancia/intolerancia al ejercicio fisico,
estos fueron removidos quirdrgicamente. La ablacion de los CBs disminuyd la respuesta
ventilatoria a la hipoxia en los animales HFpEF tolerantes al ejercicio fisico (33.02 £ 3.6 vs.
50.26 + 1.4 ml/min/100g, p<0.05, HFpEF+EX-T+CBA vs. HFpEF+EX-T, respectivamente)
(Figura 44 Ay B). Respecto de los tiempos de entrenamiento de los animales HFpEF+EX-T
que fueron denervados, encontramos que estos mostraban una disminucion significativa en
los tiempos de entrenamiento en comparacion a los animales HFpEF+EX-T sin denervacion
carotidea (50.5 = 9.7 vs. 88.6 £ 11.6 % de cambio, p<0.05, HFpEF+EX-T+CBA vs.

HFpEF+EX-T, respectivamente, Figura 45).
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Figura 44. Efectividad de la ablacidn de los cuerpos carotideos en las ratas con HFpEF
tolerantes al ejercicio fisico. (A) Registro representativo del volumen corriente (V:) de una
rata HFpEF tolerante al ejercicio fisico (HFpEF+ET-T) y una rata tolerante al ejercicio fisico,
después de la ablacion selectiva de sus cuerpos carotideos (HFpEF+ET-T+CBA), durante
normoxia (FiO2 21%) y durante una estimulacién con hipoxia (FiO2 10%). (B) resumen de
datos de la respuesta ventilatoria a la hipoxia en los animales HFpEF+EX-T y HFpEF+ET-
T+CBA. Los animales HFpEF tolerantes al ejercicio fisico (HFpEF+EX-T) a los cuales se
les denervd los cuerpos carotideos (HFpEF+EX-T+CBA) muestran una disminucion
significativa de la respuesta ventilatoria a la hipoxia (HVR). ANOVA de un factor, seguido
de la prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. HFpEF+EX-T hypoxia (FiO2 10%), n= 4.
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Figura 45. La tolerancia al ejercicio fisico de las ratas HFpEF tolerantes al ejercicio fisico
(HFpEF+EX-T) depende de la integridad de los cuerpos carotideos. (A) Cuantificacion de
los tiempos de entrenamiento de las ratas Sham sometidas a ejercicio fisico (Sham+EX), ratas
HFpEF tolerantes al ejercicio fisico (HFpEF+ET-T), ratas HFpEF intolerantes al ejercicio
fisico (HFpEF+EXInT) y ratas tolerantes al ejercicio fisico, después de la ablacion selectiva
de sus cuerpos carotideos (HFpEF+ET-T+CBA). Se puede observar que los animales HFpEF
intolerantes al ejercicio fisico (HFpEF+EX-inT) presentan una disminucion en los tiempos
de ejercicio fisico y después de la ablacién de los cuerpos carotideos (CBA) los animales
HFpEF tolerantes al ejercicio fisico (HFpEF+EX-T-CBA) disminuyen su capacidad de
ejercitarse. ANOVA de uno, seguido de la prueba posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs.
HFpEF+EX-InT; +, p<0.05 vs. HFpEF+EX-T-CBA. n=4.
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8.22.- La ablacion selectiva de los CB es deletéreo para las adaptaciones cardiacas al

ejercicio en ratas HFpEF.

La ablacién de los CB no generd cambios significativos de la funcion cardiaca diastolica
(Figura 46 A, B). Sin embargo, en comparacion a los animales HFpEF+EX-T, que tenian los
CB intactos, la ablacién selectiva de los CBs (HFpEF+EX-T+CBA) produjo un deterioro
significativo de la contractibilidad cardiaca (0.3 £ 0.1 vs. 0.8 + 0.1 mmHg/ul, p<0.05,

HFpEF+EX-T+CBA vs. HFpEF+EX-T, respectivamente, Figura 46 A, C).

En ratas HFpEF+EX-T+CBA encontramos que la ablacion incremento significativamente el
tono simpatico en comparacién a los animales tolerantes no denervados (-61.3 £ 10.1 vs. -
94.4 +12.3 AHR, HFpEF+EX-T vs. HFpEF+EX-T+CBA, respectivamente, Figura47 A, B).
Respecto a la incidencia de eventos arritmicos, la denervacion de los CB no modifico
significativamente la incidencia de arritmicas en los animales HFpEF+EX-T (Figura 47 C,

D).
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Figura 46. Efecto de la ablacion de los cuerpos carotideos (CBA) sobre la funcion cardiaca
en ratas con HFpEF tolerantes al ejercicio fisico. (A) (izquierda) relacion presion-volumen
de fin de diastole (EDPVR) y (derecha) relacion presion-volumen de fin de sistole (ESPVR)
por analisis de un solo ciclo cardiaco de una rata Sham sometida a ejercicio fisico (Sham+EX)
una rata HFpEF tolerante al ejercicio fisico (HFpEF+ET-T), una rata HFpEF intolerante al
gjercicio fisico (HFpEF+EXinT) y una rata tolerante al ejercicio fisico, después de la ablacién
selectiva de sus cuerpos carotideos (HFpEF+ET-T+CBA). (B) Efectos del ejercicio fisico
sobre el volumen a presidn intraventricular O sobre animales HFpEF tolerantes (HFpEF+EX-
T), intolerantes (HFpEF+EX-Int) y HFpEF tolerantes después de la ablacién de los CB
(HFpEF+EX-T+CBA). Los animales HFpEF+EX-T y HFpEF+EX-Int presentan un
deterioro de la funcion cardiaca diastolica. La ablacion de los CB no modifica el volumen a
presion O en las ratas HFpEF+EX-T. (C) Efectos del ejercicio fisico sobre el ESPVR en
animales HFpEF+EX-T, HFpEF+EX-Int y HFpEF+EX-T+CBA. Las ratas HFpEF+EX-inT

muestran un deterioro de la funcion cardiaca sistolica en comparacion a los animales
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Sham+EX y HFpEF+EX-T. La ablacion de los CB deteriora la funcion cardiaca sistolica en
las ratas HFpEF+EX-T. ANOVA de un factor, seguido de la prueba posthoc Holm-Sidak. *,
p<0.05 vs. HFpEF+EX-IinT y Sham+EX; +, p<0.05 vs. HFpEF+EX-T+CBA. Sham+EX, n=
6; HFpEF+EX-T, n=7; HFpEF+EX-IinT, n=5; HFpEF+EX-T+CBA, n=4.
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Figura 47. Efecto de la ablacion de los cuerpos carotideos (CB) sobre el control simpatico
cardiaco y la incidencia de arritmias en ratas HFpEF tolerantes al ejercicio fisico. (A)
Registro representativo de la frecuencia cardiaca durante la administracion de propranolol
(AHR) de un animal por condicién. La ablacion selectiva de los CB en las ratas HFpEF

tolerantes al ejercicio fisico (HFpEF+EX-T+CBA), incrementa la respuesta bradicardica a
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propranolol. (B) Cuantificacion de la respuesta bradicardica a propranolol en las condiciones
experimentales. (C) Registro representativo de la HR, donde se puede observar que la CBA
no modifica mayormente la incidencia de arritmias en los animales HFpEF+EX-T. (D)
Cuantificacion de la incidencia de arritmias. ANOVA de un factor, seguido de la prueba
posthoc Holm-Sidak. *, p<0.05 vs. Sham+EX; +, p<0.05 vs. HFpEF+EX-T. Sham+EX, n=
6; HFpEF+EX-T, n=7; HFpEF+EX-IinT, n=5; HFpEF+EX-T+CBA, n=4.
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9.- DISCUSION

Los principales hallazgos de esta tesis doctoral son: i) ratas con HFpEF presentan un
deterioro tanto de la funcion cardiaca diastolica como sistolica, hipertrofia cardiaca,
remodelamiento adverso cardiaco, quimiorreflejo central hipercapnico exacerbado, sin
modificaciones significativas del quimiorreflejo periférico hipdxico, aumento en el nivel de
estrés oxidativo y actividad crénica de las neuronas pre-simpaticas de la RVLM, desbalance
autonomico cardiaco y mayor incidencia de eventos arritmicos; ii) la activacion aguda de los
quimiorreceptores centrales induce un aumento mayor de la actividad simpatica, un mayor
deterioro de la funcion cardiaca diastdlica y una mayor incidencia de arritmias; iii) las
alteraciones autonoémicas y cardiovasculares presentes en HFpEF son dependientes de la
integridad de las neuronas C1 de la RVLM; iv) el deterioro de la funcion cardiaca y el
aumento del control simpético inducido por un estimulo hipercapnico en animales con
HFpEF son dependientes de integridad de las neuronas de la RVLM; v) un programa de
gjercicios fisico, en ratas con HFpEF tolerantes al ejercicio disminuye la progresion del
deterioro cardiaco, mejora la funcion cardiaca sistélica, mejora el balance autonémico
cardiaco y la incidencia de eventos arritmicos y disminuye el estrés oxidativo en la RVLM;
vi) ratas con HFpEF que presentan intolerancia al ejercicio fisico, no muestran mejoras en la
incidencia de eventos arritmicos ni en el balance autondmico, y muestran un deterioro mayor

de la funcién cardiaca diastolica; vii) los animales HFpEF intolerantes al ejercicio fisico
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muestran una disminucidn en la respuesta ventilatoria a hipoxia, y la exposicién a niveles de
hipoxia moderada produce una respuesta simpatica exagerada gatillando arritmias letales;
viii) la ablacion de los CB en animales controles y con HFpEF tolerantes al ejercicio
disminuye la performance aerobica; ix) la ablacion de los CB en los animales HFpEF
tolerantes al ejercicio fisico revierte las adaptaciones positivas asociadas al ejercicio fisico,

siendo el resultado final un cambio del fenotipo tolerante al intolerante.

9.1. Las ratas con HFpEF muestran hipertrofia cardiaca y deterioro de la funcion cardiaca

sistélica y diastolica.

La HFpEF se caracteriza por un deterioro de la funcion cardiaca diastlica como también
sistolica (Ya y cols. 2002). Adicionalmente, se ha descrito que en HFpEF la hipertrofia
cardiaca y el remodelamiento cardiaco contribuyen significativamente al deterioro de la
funcién cardiaca (Mosterd y Hoes 2007). En la presente tesis se observd que los animales
HFpEF presentan un deterioro de la funcién cardiaca diastolica y sistélica, hipertrofia
cardiaca y mayor acumulacion de colageno en el ventriculo izquierdo. La degradacion y
sintesis de colageno esta determinada por la expresion y/o actividad de las MMPs y TIMPs,
respectivamente (Spinale y Villareal 2014). Nuestros resultados muestran gque existe mayor
deposicion de colageno en el LV, sin embargo, y paraddjicamente, se observd un aumento
de la MMP2 y una disminucion de la TIMP-2. Estos resultados sugieren que la matriz

extracelular, la cual se sabe es dindmica, estaria en un proceso de regulacion de los
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componentes fibréticos (Spinale y Villareal 2014). Ademas, observamos que la presion de
fin de diastole (LVEDP) (indicador de la severidad de la HF) estd aumentada en los animales
HFpEF, sin cambios significativos en la EF y el FS, resultado que indica que estos animales
sufren de una insuficiencia cardiaca con un deterioro mayoritariamente de tipo diastolico. En
su conjunto, estos resultados validan el modelo utilizado en la presente tesis como un modelo
de HFpEF, ya que recapitula la mayoria de los criterios clinicos para el diagndstico de la
patologia (Yancy y cols. 2013). Sin embargo, una de las limitantes de este modelo
experimental es que no presenta las comorbilidades asociadas a la HFpEF, como son

hipertensién, obesidad, entre otras (Yancy y cols. 2013).

9.2. Las ratas con HFpEF presentan desbalance autonémico, mayor estrés oxidativo y

activacion cronica de la RVLM.

Se ha propuesto que el desbalance autonémico es un indicador de severidad de la
insuficiencia cardiaca (reducida o preservada), lo cual ha sido fuertemente asociado a la
progresion de la patologia (Kitzman y cols., 2002; Florea & Cohn, 2014). En efecto, se ha
observado que en insuficiencia cardiaca con fraccion eyectada reducida (HFrEF), el aumento
de la actividad simpatica esta correlacionada positivamente con la incidencia de eventos de
mortalidad (Del Rio y cols. 2013). Similar a la evidencia existente en humanos, la presente
investigacion muestra que los animales con HFpEF, presentan un desbalance autonémico

con predominancia simpatica. Mas aun, se observo que el componente de baja frecuencia del
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HRV esta aumentado, como también se mostr6 una mayor respuesta bradicardica a
propranolol (antagonista de receptores ), en comparacion a los animales Sham. EXisten
diferentes nucleos que controlan la actividad simpatica, sin embargo, se ha propuesto que la
RVLM es una de las principales zonas en el tronco encéfalo asociadas al control simpatico,
mas aun, se ha propuesto que representa aproximadamente el 80% de la salida simpatica
cardiaca (Guyenet 2017). Tomando en consideracion que en HFrEF existe una hiper-
activacion de la RVLM (Del Rio y cols. 2013), nos propusimos determinar el nivel de
activacion de este nucleo en ratas con HFpEF. Nuestros resultados muestran que en HFpEF
la RVLM esté cronicamente activa, lo cual ocurre en tandem con el aumento en la actividad
simpatica. En efecto, existe una mayor expresion de Fos-b, un indicador de actividad cronica
neuronal (sobrexpresién por sobre 10 dias) (Vialou y col. 2015; Del Rio y col. 2013), en la
RVLM de los animales HFpEF. Adicionalmente, se observo que este aumento en la actividad
cronica de las neuronas de la RVLM ocurre junto con un aumento en el nivel de estrés
oxidativo, lo cual ha mostrado ser uno de los principales estimulos para la activacion cronica

de laRVLM (Lindley y cols., 2004; Ding y cols., 2009).

9.3. La activacion aguda del quimiorreflejo central empeora el balance autonémico, la

funcion cardiaca y la arritmogénesis cardiaca en animales con HFpEF.

En otros modelos de HF (modelo de infarto, HFrEF), la activacion de la RVLM depende

estrechamente de la integridad de los quimiorreceptores periféricos (Del Rio y cols. 2013).
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Sin embargo, nuestros resultados en ratas con HFpEF muestran que el quimiorreflejo central
(respuesta ventilatoria a la hipercapnia) y no el periférico (respuesta ventilatoria a la hipoxia),
estarian potenciado. Mas aun, la activacidn aguda con hipercapnia induce un aumento mayor
del tono simpético cardiaco, una mayor incidencia de eventos arritmicos y un deterioro mas
severo de la funcion cardiaca diastdlica. El deterioro en la funcion cardiaca, asi como la
arritmogenesis producto de la estimulacion de los quimiorreceptores centrales estarian
mediados por el aumento del tono simpatico en respuesta a la estimulacion de los
quimiorreceptores ya que la administracion de propranolol previno los efectos deletéreos de
la activacion de quimiorreceptores centrales. En resumen, estos resultados sugieren que la
activacion de la RVLM podria depender parcialmente de la activacion de los
quimiorreceptores centrales y no de los quimiorreceptores periféricos, sin embargo, nuestros
datos no descartan la participacion de los CB ni tampoco descartan la disminucién de la
ganancia del barorreflejo cardiaco, el cual esta disminuido en los animales con HFpEF, sobre

la activacion de la RVLM en los animales HFpEF.

Se ha visto que las neuronas de la RVLM reciben modulacion sinéptica por parte de los
quimiorreceptores periféricos y centrales, mas especificamente, se ha mostrado que las
neuronas quimiorreceptoras centrales podrian modular la actividad simpatica cardiaca
(Moreira y cols., 2006; Guyenet y cols., 2010; Del Rio y cols. 2013). Los principales

quimiorreceptores centrales se encuentran ubicados en la zona del RTN (Guyenet y cols.
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2010) y se sabe que estas neuronas quimiorreceptoras centrales hacen sinapsis directas en la
RVLM (Rosin y cols. 2003). Por lo tanto, es posible que neuronas del RTN modulen la
actividad de neuronas de la RVLM. Mas aln, se ha mostrado que la activacion de los
quimiorreceptores centrales con hipercapnia produce una sincronizacion entre la ventilacion
y la actividad simpética, generando acoplamiento respiratorio-simpético (Narkiewicz y cols.,
1999; Lazarenko y cols., 2009). Esta evidencia es consistente con nuestros resultados, ya que
luego de estimular con hipercapnia se observo un aumento importante (notorio) de la salida

simpética cardiaca.

Una mayor incidencia de eventos arritmicos ha sido asociada a un incremento de la
mortalidad (Esler 1998; Giannoni y cols., 2008). Se ha mostrado que en ratas con HFrEF, la
incidencia de arritmias cardiacas dependeria de la hiperactivacién de los CB (Del Rio y cols.
2013). Sin embargo, las ratas con HFpEF mostraron un aumento del quimiorreflejo central y
mas importante aun, la activacion aguda con hipercapnia induce un aumento severo en la
incidencia de eventos arritmicos. Tomando en consideracion que los eventos arritmicos
dependerian parcialmente del aumento del control simpatico y que las neuronas de la RVLM
reciben sinapsis directas desde las neuronas quimiorreceptoras del RTN (Moreira y cols.,
2006; Rosin y cols., 2006; Abbott y cols., 2013), es posible proponer que la activacion aguda
de las neuronas del RTN con hipercapnia activarian las neuronas del RVLM, aumentando la

salida simpatica y la arritmogénesis cardiaca.
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9.4. La destruccion selectiva del RVLM restablece el balance autonémico en animales con

HFpEF

A pesar de que nuestros resultados muestran que la RVLM seria relevante en la fisiopatologia
de la HFpEF, hasta ahora no existian estudios que demostraran una relacion causal entre las
neuronas pre-simpaticas de la RVLM vy la progresion de la HFpEF. Por lo tanto, nos
propusimos destruir selectivamente esta poblacion de neuronas en ratas con HFpEF vy
determinar los efectos de la eliminacién de estas neuronas sobre la progresion de la HFpEF.
Encontramos que la eliminacion de ~70% de las neuronas pre-simpaticas de la RVLM en
ratas con HFpEF, reduce el componente simpéatico de HRV, mejora el BRS cardiaco, reduce
la incidencia de eventos arritmicos y mejora la funcion cardiaca. Méas adn, se observo que la
disminucion progresiva de la fraccion de acortamiento (FS) en los animales HFpEF, fue
mejorada después del tratamiento con la toxina DBH-SAP, sugiriendo fuertemente que la
RVLM tiene un rol fundamental en la progresion de la HFpEF. Considerando que ~80% de
toda la actividad simpética cardiaca es dependiente de las neuronas de la RVLM (Guyenet y
cols. 2010) y que previamente observamos que el empeoramiento de la funcién cardiaca
diastdlica y la incidencia de eventos arritmicos serian dependientes del simpatico, no es
extraiio de observar que estas variables mejoren después de haber destruido masivamente
esta zona del tronco encefalo. Sin embargo, y a pesar de que nuestros resultados serian

relevantes en la fisiopatologia de la HFpEF, existen otras zonas en el cerebro asociadas al
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control simpatico que también podrian contribuir a la simpatoexcitacién que se observa en

HF (Toledo y cols. 2017). Asi, el ntcleo paraventricular (PVVN) ha mostrado ser relevante en

el aumento del componente simpatico cardiaco (Pyner 2014; Shenton y Pyner 2016). En

efecto, se ha observado que en HF existe un aumento de la actividad del PVN a la RVLM, lo

cual contribuiria al aumento del control simpatico (Toledo y cols. 2017). Sin embargo,

también sugiere que la RVLM, podria ser un centro integrador de toda la actividad simpatica

originada en el hipotadlamo y en el tronco encéfalo.

9.5. El deterioro de la funcion cardiaca y la mayor incidencia de arritmias en los animales

con HFpEF disminuyen al eliminar neuronas catecolaminérgicas de la RVLM.

Como se mostrd previamente, existe un aumento en la incidencia de eventos arritmicos en
HF (Esler, 1998; Giannoni y cols., 2008). Nosotros encontramos que la eliminacion selectiva
de las neuronas pre-simpaticas de la RVLM disminuye significativamente la incidencia de
arritmias cardiacas. Ademas, en ratas con HFpEF el remodelamiento de la matriz colagena
del corazdn no se relacionaria con el aumento de la actividad simpética ya que la eliminacion
de neuronas C1 de la RVLM no modifica las deposiciones de colageno en el ventriculo
izquierdo ni la hipertrofia cardiaca, lo cual sugiere fuertemente que la mejora en las arritmias

cardiaca en HFpEF, serian dependientes del aumento en el tono simpatico hacia el corazon.

Similar a lo que ocurre en los pacientes con HFpEF (Yu y cols. 2002), mostramos que las

ratas HFpEF presentan un deterioro tanto de la funcion cardiaca diastolica como sistdlica.
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Ademas, observamos que la estimulacion aguda con hipercapnia exacerba el deterioro de la
funcién cardiaca diastolica, pero no asi la funcion cardiaca sistolica. Las neuronas del RTN
responden a la acidificacion del liquido cefalorraquideo, secundario a un aumento en la pCO-
(Guyenet y cols. 2010). Existe evidencia que muestra que la activacion de los
quimiorreceptores centrales con hipercapnia exacerba el control autonémico simpatico
(Guyenet y cols. 2010). En efecto, se ha demostrado que en condiciones no patologicas la
estimulacion con hipercapnia induce un aumento del control simpatico en humanos (Somers
y cols. 1989), gatos (Millhorn 1986) y ratas (Oikawa y cols. 2005). Ademas, se ha mostrado
que en ratas con HFpEF la actividad del nervio simpatico renal incrementa luego de la
estimulacion con hipercapnia (Kristen y cols. 2002). Nuestros resultados amplian la
evidencia existente y mas aun, demostramos que las neuronas de la RVLM son necesarias
para producir los efectos adversos de la estimulacion con hipercapnia sobre el balance
autonémico y la funcion cardiaca en HFpEF. Estos resultados sugieren que existiria una
comunicacion no solo anatdmica, si no, funcional entre las neuronas quimiorreceptoras del
RTN con las neuronas de la RVLM (Rosin y cols. 2003). Sin embargo, esta hipdtesis ain no
ha sido comprobada (electrofisiologia), por lo tanto, futuras investigaciones deberan

dilucidar si esta conexién anatémica RTN-RVLM es verdaderamente funcional.

9.6. Rol del ejercicio fisico sobre la funcion cardiaca y el control autondmico en ratas con

HFpEF.
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Nuestros resultados demuestran que el deterioro del control autonémico cardiaco es relevante
dentro de la fisiopatologia de la HFpEF. Por lo tanto, determinamos si es que el ejercicio
fisico, como una terapia no farmacoldgica, podria impactar positivamente en el control
autonémico y la funcion cardiaca en animales con HFpEF. La evidencia previa sobre los
efectos del ejercicio fisico sobre la funcion cardiaca en HFpEF es controversial. En efecto,
se han mostrado solo mejoras discretas de la funcion cardiaca diastélica en pacientes con
HFpEF (Deber y cols. 2015), mientras que otros investigadores proponen que el ejercicio
fisico de tipo endurance-resistencia no tendria efectos beneficiosos sobre la funcién cardiaca
diastolica (Pandea y cols. 2015). Acorde a estos resultados, nuestros datos muestran que la
funcién cardiaca diastdlica no mejora después de 6 semanas de ejercicio fisico en ratas con
HFpEF. Sin embargo, encontramos que el ejercicio fisico si mejora la funcion cardiaca
sistolica, asociada a la contractibilidad del corazon. Contrario a nuestros hallazgos, Smart y
cols. (2007), mostré que después de un entrenamiento de tipo endurance/resistencia la
funcién cardiaca sistélica mejord solo parcialmente en 18 pacientes con HFpEF. Estas
diferencias respecto de nuestros resultados podrian deberse al grado de desbalance
autonémico de estos pacientes y las multiples comorbilidades asociadas a la HFpEF, los
cuales podrian contribuir significativamente a enmascarar los efectos beneficiosos del

ejercicio fisico en estos pacientes (Paulas y cols. 2013).
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Por otra parte, las ratas con HFpEF presentan desbalance autondémico, caracterizado por un
aumento del control simpatico y una disminucion significativa del control parasimpatico, lo
cual es similar a lo que se ha demostrado en pacientes con HFpEF (Kitzman y cols., 2002;
Florea & Cohn, 2014). Ademas, nuestros datos muestran que las ratas con HFpEF presentan
un control barorreflejo cardiaco disminuido. Estos resultados son similares a los que han
encontrado otros investigadores (Niebauer y cols. 1985), donde perros con HFpEF, inducido
por una fistula arteriovenosa, presentan una disminucion significativa del control barorreflejo
cardiaco, comparado a animales controles (Niebauer y cols. 1985). De manera importante,
nuestros datos muestran que el ejercicio fisico mejora el control autonémico cardiaco. Estos
resultados son similares a los encontrados en pacientes con HFpEF, donde se ha mostrado
que el ejercicio fisico mejora las alteraciones del HRV (Murad y cols. 2012).
Adicionalmente, demostramos que el ejercicio fisico restablece el BRS en ratas con HFpEF.
Este resultado es relevante, ya que se ha propuesto que la disminucién del BRS estaria
estrechamente relacionada con la incidencia de eventos de mortalidad (Schwartz y cols.
2015). En efecto, pacientes con HF que presentan <3 mmHg/ms de ganancia del BRS
muestran una disminucion en la sobrevivencia respecto de los pacientes con >3 mmHg/ms
(Schwartz y cols. 2015). Nuestros datos muestran que nuestro modelo experimental de
HFpEF presenta una ganancia del BRS de 1.35 + 0.27 mmHg/ms y el ejercicio fisico lo

incrementa a 4.28 + 0.91 mmHg/ms. Por lo tanto, se puede evidenciar que en ratas con
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HFpEF, el ejercicio fisico modifica el BRS a una ventana de bajo riesgo de mortalidad,
sugiriendo que el ejercicio fisico en HFpEF podria mejorar la sobrevida. A pesar de que estos
resultados serian relevantes dentro de la fisiopatologia de la HFpEF, es necesario

confirmarlos en estudios clinicos con pacientes con HFpEF.

9.7. Efecto del ejercicio fisico sobre estrés oxidativo y la expresion de enzimas pro y anti-

oxidantes a nivel de la RVLM en ratas con HFpEF.

Las neuronas de la RVLM son importantes en la progresion de la HFpEF. En efecto, también
demostramos que esta zona presenta un aumento en el nivel de estrés oxidativo, el cual se ha
propuesto, es uno de los principales mecanismos asociados a la activacion cronica de esta
zona (Gao y cols. 2007; Lindley y cols. 2004). Las enzimas mas importantes que controlan
el estado oxido-reduccion celular en HF son la CuzZn-SOD y la NOX (Gao y cols. 2007).
Nuestros datos muestran que en ratas con HFpEF, existe un aumento de la fosforilacion de
p-47P"°% una subunidad de la NOX, sin cambios significativos en la expresion de la CuZn-
SOD en la RVLM de ratas HFpEF. Estos datos sugieren que la actividad de las enzimas
prooxidantes son las que estarian contribuyendo a la formacién de ROS en la RVLM, y no
cambios en la expresion de enzimas antioxidantes. De manera importante, 6 semanas de
ejercicio fisico disminuyen la hiper-fosforilacion de la p-47phox y la formacion de ROS en
la RVLM en ratas con HFpEF. Otro de los mecanismos que contribuirian a la formacion de

ROS en el RVLM en HF es la activacion del sistema renina-angiotensina cerebral (Kishi y
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cols. 2004; Kishi 2012). Més aln, se ha demostrado que la angiotensina Il activaria a laNOX,
via activacion del receptor AT1 (Braga y cols. 2011; Kishi 2012; Kishi y cols. 2013). En la
presente tesis no se evalud el nivel de expresion del receptor AT1 en la RVLM. Por lo tanto,
no podemos descartar que los efectos del ejercicio sobre la formacion de ROS también
incluyen una menor activacion del sistema renina-angiotensina en el cerebro. Futuras
investigaciones deben ahondar en los mecanismos celulares asociados a los efectos
beneficiosos del ejercicio fisico sobre la formacion de ROS, la activacion de neuronas pre-

simpaticas del RVLM vy el desbalance autonémico cardiaco en HFpEF.

9.8. Rol del ejercicio fisico sobre la incidencia de arritmias cardiacas en ratas con HFpEF.

Los animales con HFpEF tienen una elevada incidencia de eventos arritmicos. Tomando en
consideracién que las arritmias cardiacas son comunes en los pacientes con HF (Pandey y
cols. 2015) y que son un predictor de mortalidad, nos propusimos determinar si es que el
ejercicio fisico podria disminuirlas (Esler 1998; Giannoni y cols. 2008). Nuestros datos
muestran que la incidencia de eventos arritmicos es mayor en los animales con HFpEF
sedentarios en comparacion a los animales Sham sedentarios, y de manera importante, el
ejercicio fisico las disminuye en las ratas con HFpEF. Tomando en consideracion que el
ejercicio fisico disminuye el control simpéatico en los animales con HFpEF, es posible

hipotetizar que uno de los mecanismos asociados a la disminucion de las arritmias cardiacas
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en HFpEF después de 6 semanas de ejercicio fisico, sean dependientes de la normalizacién

del control autonémico cardiaco.

9.9. Tolerancia/intolerancia al ejercicio fisico y su rol en la funcion cardiaca en animales

con HFpEF.

La intolerancia al ejercicio fisico se caracteriza principalmente por una reduccion severa en
la capacidad de ejercicio (Szlachcic y cols. 1985). Independiente de la etiologia de la HF, los
pacientes con HF presentan una elevada intolerancia al ejercicio fisico (Upadhya y cols.
2015). Nuestros resultados muestran que un 44% de nuestros animales con HFpEF presentan
intolerancia al ejercicio fisico, lo cual no fue observado en los animales Sham. Tabet y cols.
(2008), mostraron que los pacientes con HF intolerantes al ejercicio fisico tienen una
incidencia de mortalidad mayor que los pacientes tolerantes al ejercicio fisico. De manera
importante, estos autores encontraron que la intolerancia al ejercicio fisico no era dependiente
del grado inicial de insuficiencia cardiaca (Tabet y cols. 2008). Nuestros datos también
muestran que la intolerancia al ejercicio fisico en ratas con HFpEF, no depende del grado
inicial de la HF, sugiriendo que existen otros mecanismos asociados a la intolerancia al

ejercicio fisico.

Encontramos que el EXT en ratas con HFpEF mejora la funcion cardiaca sistdlica solo en
animales tolerantes al ejercicio. Es mas, las ratas HFpEF intolerantes al ejercicio fisico

presentan un deterioro ain mayor en la funcion cardiaca diastolica en comparacion a los
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animales HFpEF sedentarios. Estos datos sugieren que el ejercicio fisico en estos animales
podria tener efectos adversos sobre la funcidn cardiaca. Interesantemente, se ha propuesto
que el ejercicio fisico no seria transversalmente beneficioso para todos los pacientes, de
hecho, podrian tener efectos perjudiciales en la fisiopatologia de los pacientes con HFpEF

(Pifay cols. 2008).

9.10. Rol de la intolerancia al ejercicio fisico sobre la incidencia de eventos arritmicos en

ratas con HFpEF.

Por otro lado, los animales HFpEF tolerantes al ejercicio fisico muestran una mejora
significativa en la incidencia de arritmias cardiacas. Por el contrario, se observo que los
animales HFpEF intolerantes al ejercicio fisico no muestran mejoras en arritmogenesis. Mas
aun, se observo que el control simpatico sigue igualmente elevado en comparacion a las ratas
HFpEF sedentarias. Considerando que previamente demostramos que en HFpEF las arritmias
cardiacas serian parcialmente dependientes del control simpatico, es posible que el efecto
nulo sobre las arritmias cardiacas en las ratas con HFpEF intolerantes al entrenamiento, se
deba a que el ejercicio fisico es incapaz de disminuir el control simpatico cardiaco en este

grupo de animales.

9.11. Rol de los quimiorreceptores periféricos sobre la incidencia de mortalidad en ratas

HFpEF intolerantes al ejercicio fisico.
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Se ha propuesto que el aumento del quimiorreflejo periférico en ratas infartadas contribuye
significativamente al aumento simpatico (Del Rio y cols. 2013; Marcus y cols. 2014;
Niewinski y cols. 2016). Mas aun, la ablacion selectiva de los CB restablece el balance
autondémico en ratas con HF inducido por un infarto (Del Rio y cols. 2013). Nuestros
resultados muestran que las ratas con HFpEF tiene un quimiorreflejo carotideo normal
respecto a la condicion control, lo cual sugiere que no contribuyen significativamente a la
fisiopatologia de la HFpEF. Sin embargo, las ratas HFpEF intolerantes al ejercicio fisico
presentan una disminucion en la ganancia de la respuesta ventilatoria a la hipoxia y méas
importante adn, durante la estimulacion con un nivel de hipoxia moderado (FiO2 10%), se
desencadenan arritmias letales las que disminuyen la sobrevida. En efecto, se puede observar
que existe un aumento importante del control simpético y una caida abrupta de la presion
intraventricular, que conllevan a un 40% de mortalidad. Tabet y cols. (2008) mostr6 que
pacientes que presentan intolerancia al ejercicio fisico tienen una menor tasa de
sobrevivencia en comparacion a pacientes que si toleran el ejercicio fisico. Sin embargo, en
esa investigacion no se describe cual es el nivel de balance autondmico, ni tampoco si el
quimiorreflejo de estos pacientes era diferente entre los grupos experimentales (Tabet y cols.
2008). Nuestros resultados sugieren gue la tolerancia/intolerancia al ejercicio fisico por parte
de los animales con HFpEF, podria estar parcialmente mediados por la ganancia

quimiosensorial periférica.
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Los principales quimiorreceptores periféricos son los CB (lturriaga y Alcayaga 2004). Estos
Organos estan estratégicamente ubicados en la bifurcacion de la arteria carotidea, y detectan
los cambios arteriales de presion parcial de oxigeno, antes de que la sangre llegue al cerebro
(Iturriaga y Alcayaga 2004). Recientemente, se ha sugerido que los CB serian también
sensores metabdlicos que detectarian rapidamente los cambios ocurridos durante el ejercicio,
desencadenando una respuesta ventilatoria durante la misma actividad (Parkes y cols. 2013).
Nuestros resultados muestran que los animales con HFpEF intolerantes al ejercicio fisico
tienen una disminucion significativa en la ganancia de la respuesta ventilatoria a la hipoxia.
Estos datos sugieren que los quimiorreceptores periféricos podrian contribuir a la
performance en ejercicio. Para comprobar esto, destruimos los CB en animales controles y
observamos que después de la ablacion selectiva de los CB la performance aerdbica
disminuyo significativamente. Luego de esto extendimos nuestros experimentos a animales
HFpEF tolerantes al ejercicio fisico. Después de la ablacién selectiva de los CB, los animales
HFpEF tolerantes al ejercicio fisico disminuyen su performance aerGbica de manera
significativa. Estos resultados son concordantes con la literatura existente, en donde se ha
reportado que pacientes con asma, a los cuales se les extirparon los CB, muestran una
disminucion significativa del consumo maximo de oxigeno (Honda 1985). Ademas, Masuda
y cols. (1988) mostraron que la inactivacion de los quimiorreceptores periféricos con 95%

02 con 5% de CO durante el ejercicio, disminuye la respuesta ventilatoria al ejercicio.
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Nuestros resultados demuestran que la tolerancia al ejercicio fisico en animales controles y
HFpEF tolerantes al ejercicio fisico dependeria de la integridad de los quimiorreceptores del
CB. Por otro lado, nuestros resultados sugieren fuertemente que la intolerancia al ejercicio
fisico en animales HFpEF, se podria deber a una disminucion en la actividad de los CBs, lo
cual fue medido indirectamente por la respuesta ventilatoria a la hipoxia. Futuras
investigaciones deberan dilucidar los mecanismos relacionados a la intolerancia al ejercicio
fisico en animales con HFpEF y el rol de los CBs en el “setting” de la performance al

ejercicio fisico (Figura 48).
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Figura 48. Representacion esquematica de los efectos del ejercicio fisico en animales con
HFpEF tolerantes he intolerantes al ejercicio fisico. Las ratas con HFpEF se dividen en dos
fenotipos: i) animales con un quimiorreflejo periférico normal y; ii) animales con un
quimiorreflejo periférico disminuido. Las ratas con HFpEF que presentan un quimiorreflejo
periférico normal, son tolerantes al ejercicio fisico (EXT) y después de un programa crénico
de entrenamiento mejoran: el control autondmico, la incidencia de eventos arritmicos y la
funcion cardiaca. Por el contrario, las ratas con HFpEF que presentan un quimiorreflejo
periférico disminuido, tienen intolerancia al EXT y empeoran 0 no muestran mejoras en el
control autondmico, la incidencia de eventos arritmicos y la funcion cardiaca. Flechas verdes:

mejora; flechas rojas: empeoramiento o efecto nulo del EXT.
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10.- CONCLUSIONES

Ratas con HFpEF presentan aumentos de ROS e hiper-activacion de neuronas pre-simpaticas
alojadas en la RVLM, las que comandan la simpatoexcitacion, la arritmogenesis y la pérdida
progresiva de funcién cardiaca durante la progresion de la HFpEF. Ademas, encontramos
que en ratas con HFpEF la estimulacion aguda con hipercapnia, que activa preferentemente
quimiorreceptores centrales, desencadena un aumento atin mayor del tono simpatico junto
con un aumento concomitante en la incidencia de arritmias y deterioro mayor de la funcion

cardiaca.

El ejercicio fisico de moderada intensidad redujo la formacion de ROS en el RVLM, restauro
el balance autonémico cardiaco y la ganancia del barorreflejo, disminuyé la incidencia de
arritmias y mejoro de manera significativa la funcién cardiaca, solo en ratas con HFpEF
tolerantes al ejercicio. Por el contrario, el ejercicio fisico demostro tener efectos deletéreos
sobre el balance autonémico, arritmias y funcién cardiaca en animales HFpEF intolerantes
al ejercicio. Los mecanismos relacionados a la tolerancia/intolerancia al ejercicio fisico en
HFpEF parecen estar relacionados con cambios en la actividad de los quimiorreceptores
periféricos del CB ya que la eliminacion de estos en animales sanos disminuye la
performance. Mas importante adn, la eliminacién de los CBs en ratas HFpEF tolerantes al
ejercio resulta en el cambio del fenotipo tolerante al intolerante. Acorde con estos resultados,

los animales con HFpEF intolerantes al ejercio muestran una ganancia del quimiorreflejo
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periférico disminuido. Nuevas y futuras investigaciones deberan dilucidar los mecanismos

precisos que explicarian la contribucion del CB sobre la tolerancia al ejercicio fisico.

En resumen, los resultados obtenidos en esta tesis doctoral sugieren que el ejercicio fisico de
moderada intensidad es una estrategia no farmacologica efectiva para normalizar el balance
autonémico, la funcion cardiaca y la progresion del deterioro cardiaco en ratas con HFpEF

que toleran el ejercicio.
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