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INTRODUCCION

El ser humano debe adaptarse a una gama muy diversa de situaciones
ambientales. Cada situacion exige una reaccion del sujeto ante el medio externo, lo que
conlleva en cada caso, a estrategias especificas a nivel interno, para asegurar no solo que
la respuesta del sujeto ante los estimulos externos sea adecuada, sino que ademas ésta no
suponga una alteracion importante del equilibrio en el medio interno u homeostasis. Al
realizar ejercicios de alta intensidad se estd sometiendo a los distintos sistemas
fisiologicos del cuerpo humano (cardiovascular, respiratorio, etc.) a una situacion de alta
exigencia, cuyo objetivo final sera generar una respuesta adecuada a la situacion
ambiental, lo cual requiere que la puesta en funcionamiento de los distintos sistemas
fisiologicos esté perfectamente coordinada y controlada (Turner, 1991).

Dentro de la respuesta fisiologica al esfuerzo, los sistemas que participan en el
aporte metabolico y el intercambio gaseoso van a ser activados de forma importante para
satisfacer la demanda de las células funcionantes, dichas células pueden mantener su
funcion a lo largo del tiempo siempre que los mecanismos reguladores del medio interno
compensen adecuadamente los desequilibrios propios de tal situacion. Caso contrario, se
facilitaria la aparicion de la "fatiga", considerada ésta como el aviso de una situacion de
"catastrofe” del organismo humano como realizador de trabajo fisico. Para una
descripcion mas detallada del concepto actual de fatiga y sus posibles causas ver
Maclaren y col. (1989) o mas recientemente Fitts (1994). La aparicion de la fatiga y sus

posibles causas, es y ha sido un tema de discusion permanente y por tanto ampliamente
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revisado (Gibson y Edwards, 1985; Sahlin, 1986; Vagllestad y Sejersted, 1988; Hainaut y
Duchateau, 1989; Kirkendall, 1990; Westerblad y col., 1991).

La realizacion de ejercicio fisico de alta intensidad supone un importante reto
para los diversos mecanismos que tratan de mantener el balance acido-base e hidro-
electrolitico a nivel organico. El que éste se mantenga dentro de unos limites aceptables
y se evite o se retrase la aparicion de la fatiga es el resultado de la interaccion dinamica
de dichos mecanismos, lo que requiere la participacién integrada de diversos sistemas
(respiratorio, cardiovascular, nervioso, digestivo), 6rganos (rifion), tejidos (muscular,
0seo) y células (hematies, células tubulares renales, fibras musculares). En todo caso, el
organismo humano posee mecanismos complejos que por su versatilidad permiten la
adaptacion del mismo a las diversas situaciones de sobrecarga (acida o alcalina, hidro-
electrolitica, etc.), manteniéndose y controlandose de forma precisa la homeostasis del
medio interno.

A nivel celular, se han descrito tres mecanismos fisiologicos basicos de
regulacion acido-base ( Boron, 1989 a y b):

1) Fisico-quimicos: son acidos y bases débiles con su correspondiente par de
base o acido conjugado. Estos pueden ser considerados transferibles o no, segin puedan
atravesar la membrana celular o el compartimento organico en cuestion. Asi, el tampon
proteina-proteinato es intransferible, éste en realidad se trata del conjunto de grupos
ionizables de las proteinas (p.ej: radicales carboxilo, grupos imidazol-histidina, grupos
amino-terminales, etc.), que forman un sistema buffer cerrado, siendo una de sus
caracteristicas la de tener baja potencia tamponadora (), cuando se comparan con los
sistemas bufferes abiertos. La B en el sistema cerrado depende de la cantidad total de
buffer disponible ([TBuff]), tal como se puede deducir de la ecuacion B~ 0.58 [TBuff].
Por ejemplo, si se tratase de un acido débil neutro (AH) y su base conjugada (A™) que se
ajustara al equilibrio AH <> A~ + H', la mencionada [Tbuff] seria igual a AH + A~y
conservaria un valor constante en el sistema buffer cerrado. Ademas, los bufferes
cerrados presentan el pico de maxima potencia en la zona de pH cercana al pK. Por
contra, un 4cido o base débil difusible permite que el sistema tamponador se comporte
como un sistema abierto, de entre ellos el tampon carbonico-bicarbonato de indudable
importancia en el liquido extracelular, juega también un importante papel a nivel
intracelular, porque su potencia tamponadora (B,), tal como expresa en la siguiente
ecuacion: By~ 2.3 [A~], depende de la cantidad de base conjugada disponible (A™: en este
caso HCO3", que es un anion intercambiable y puede ser repuesto o retirado segun las
necesidades); no obstante, asumiendo las concentraciones habituales para los
componentes de los bufferes cerrados y abiertos, a los niveles normales de pH
intracelular (pHj;) en reposo, la B, para el carbonico-bicarbonato es superior a la del
resto de bufferes celulares. Es importante indicar que la relacion entre la potencia de los
sistemas bufferes celulares abiertos y los sistemas cerrados (B,/B¢) se incrementa a alto
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pHj, pero decrece a bajo pH; (Boron, 1989 a y b), con lo que durante el ejercicio (pH;
bajo) aumentaria la importancia relativa de los sistemas bufferes no-bicarbonato
intracelulares.

2) Bioquimicos: se consideran como tales a las reacciones bioquimicas que retiran
cargas acidas o basicas del medio. Durante el ejercicio fisico se deben tener en cuenta las
reacciones metabolicas ligadas al lactato y piruvato tanto en el interior de la fibra
muscular como fuera de ella (se detallard en la pagina 4). A nivel intracelular es
interesante recordar el importante papel jugado por el lactato y el piruvato en las vias
metabolicas y que el paso piruvato <> lactato depende de la disponibilidad de ambos
metabolitos y de la actividad del enzima lactato deshidrogenasa, sin olvidar que las
posibles desviaciones en ésta reaccion estan perfectamente acoplados a los cambios en el
estado redox y en el pH intracelular (Emmet y Seldin, 1989 b).

3) Transporte e intercambio idnico transmembrana: estd mediado por una serie
de proteinas de membrana que retiran o aportan cargas acidas o basicas de la célula.
Existe una enorme variedad de proteinas de membrana que realizan dichas funciones y
que ayudan a controlar de forma precisa el pH; en diversos tipos celulares. De entre
ellas, destaca por su posible importancia fisiologica durante la realizacion de ejercicio
fisico de alta intensidad, el antiportador Na*/H*, que es uno de los mecanismos que
retira H" del medio intracelular realizando un intercambio activo, secundario al
gradiente de Na¥, establecido originalmente por la bomba Nat/Kt ATP,q,. Otros
mecanismos que pueden retirar H* del medio intracelular son la bomba de H' o el
intercambio activo K*/H" (como ejemplos de transporte activo primario: dependiente de
ATP); y las proteinas transportadoras de acidos monocarboxilicos situado en la
membrana basolateral de las células tubulares renales (como ejemplo de transporte
terciario). Cada uno de éstos mecanismos puede presentar a su vez diversos subtipos que
adquieren mayor o menor importancia segiin la situaciéon a corregir y el tipo celular,
tejido u 6rgano en estudio (Moody, 1984; Aickin, 1986; Boron, 1986; Boron, 1989 a 'y
b; Tonnensen y col., 1990).

Por tanto, si la célula es un sistema que integra diversos mecanismos de
regulacion del medio interno, el organismo humano puede ser considerado como un
sistema de sistemas perfectamente interconectados y regulados. En la integracion de los
distintos mecanismos de regulacion acido-base e hidro-electrolitica de los diversos
tejidos y células del organismo, juega un papel fundamental el liquido plasmatico-
extracelular y dentro de éste el par tamponador de mayor importancia es el carbonico-
bicarbonato (Boron, 1989 a; Emmett y Seldin, 1989 a), el cual ademas de ser un sistema
abierto esta doblemente regulado, gracias al control de la pCO7 por parte del sistema
respiratorio (Morris y Crapo, 1989) y del HCO3~ por parte del rifion (Sabatini y
Kurtzman, 1989). Dicho par tamponador ha sido ampliamente estudiado, se sabe que
juega un papel primordial en el control del intercambio de gases a nivel organico.
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Resulta interesante que una de las piezas claves y que actualmente se considera punto
limitante de la capacidad de reciclamiento de COp <> HCO3~ (ciclo de Jacobs-Stewart)
durante el ejercicio fisico, sea la velocidad del intercambio de Cl- por HCO3~ llevada a
cabo por el intercambiador de aniones tipo banda-3 (Alper, 1991), localizado en la
membrana plasmatica del eritrocito (Klocke, 1988, Alberts, 1989). Siendo, por tanto
pieza fundamental en el balance Aacido-base e hidro-electrolitico en diversos
compartimentos: pulmonar (Bidani y Crandall, 1988), renal (DuBose y Bidani, 1988),
muscular y hepatico (Gros y Dodgson, 1988).

Dentro de este complejo sistema de sistemas de regulaciéon acido-base e hidro-
electrolitico interrelacionados entre si presentes en el organismo humano, no se debe
olvidar que ademas del par carbOnico-bicarbonato, de extraordinaria importancia,
existen otros mecanismos que se pueden activar y jugar un papel fisioldgico importante.
Resulta conveniente resefiar que, durante la realizacion de ejercicio fisico de alta
intensidad, existen una serie de compuestos metabolicos intermedios, entre los que
destacan el lactato y el piruvato, que juegan un papel clave en la respuesta metabolica
organica. De nuevo es curioso observar, que en el control de la cinética de intercambio
de estos compuestos entre los distintos compartimentos organicos, juega un papel
fundamental, ademés del gradiente de pH entre los compartimentos, la proteina de
membrana que realiza el cotransporte Lact/H* (Brooks, 1991; Roth, 1991), que ha
sido descrita tanto en células musculares (Roth y Brooks, 1990; Juel, 1991 a y b) como
en eritrocitos (Poole y Halestrap, 1993) y hepatocitos (Quintana y col., 1988).

En nuestros experimentos, dentro de la respuesta organica al ejercicio fisico, se
ha hecho hincapié en el estudio de los efectos de la inhibicion del antiportador
Na*/H™, en concreto se estudiaron las posibles repercusiones de dicha inhibicién sobre
los procesos de regulacion acido-base e hidro-electrolitico durante el ejercicio fisico.
Como se citd anteriormente, el antiportador Nat/H* (ver figura 3), es uno de los
diversos mecanismos de intercambio i6nico que parecen activarse de forma gradual a
nivel celular, segin el rango de pH; y el tipo de célula en consideracion. Este
antiportador, al igual que los dos mecanismos de intercambio i6nico transmembrana
resefiados previamente, parece poseer el don de la ubicuidad (Aronson, 1985; Grinstein
y Rothstein, 1986; Hoffmann y Simonsen, 1989; Clark y Limbird, 1991), existiendo
evidencias de su presencia en las membranas de los principales tipos de células
implicadas en el ejercicio fisico (fibras musculares: Aickin y Thomas,1977; eritrocitos:
Escobales y Canessa, 1986; células tubulares renales: Garty y Benos, 1988; etc.). Por lo
que resulta sorprendente que no haya recibido atencioén en estudios in vivo.

El antiportador Na™/H' se encuentra en casi todas las células en que ha sido
buscado de forma experimental, participando en aquellas funciones celulares
relacionadas con la entrada de Na™ y la salida de H" de la célula (Aronson, 1985),

jugando un papel importante en mecanismos fisioloégicos de muy diversa indole: control
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del volumen celular, control del pH citoplasmico, control del crecimiento y
proliferacion celular, respuesta metabodlica a hormonas como la insulina o los
glucocorticoides, transporte transepitelial de Na‘t y HCO3", etc.; siendo en la actualidad
relacionado con diversos procesos fisiopatologicos ( Mahnensmith y Aronson, 1985;
Hoffmann y Simonsen, 1989). Es un intercambiador iénico que aprovecha el gradiente
electroquimico de Na' para extraer H, aunque también puede intercambiar NHy" vy
Li* (o diversas combinaciones entre ellos), su estequiometria es 1:1, es inhibido por el
clorhidrato de amiloride de forma competitiva (y por sus derivados), pero la propiedad
mas importante del antiportador es la de poder ser activado de forma alostérica por los
protones intracelulares, siendo esto lo que determina su elevada importancia como
regulador del pH citoplasmico. Los grupos imidazol-histidina (pK= 6.5) en la cara
interna del antiportador Nat/H™ parecen ser el lugar de accion de los H' intracelulares
para la activacion alostérica de dicho antiportador, por lo que ha sido considerado como
pieza clave en la hipotesis "alfastat" para el balance acido-base (Nattie, 1990).

Se considera que en condiciones fisiologicas, con las concentraciones de
hidrogeniones ([H']) y de sodio ([Na™]) intra y extracelulares habituales, el principal
activador serian los HT intracelulares, pero que el antiportador esté activo o inactivo
depende, a su vez, de la sensibilidad del mismo a los protones intracelulares, lo cual se
ha visto que varia de un tipo de célula a otro, incluso dentro de la misma especie animal.
Esto quiere decir que en cada tipo celular el antiportador Nat/H™ se activara a partir de
un determinado pH;, dependiendo ademas de la presencia de moduladores especificos;
asi, en muchos tipos celulares el antiportador esta inactivo en condiciones de reposo
pero al cambiar a una situacion que tienda a disminuir el pHj (p.ej.: ejercicio fisico
intenso) o por desplazamiento de la zona de pH; a la cual se activa (p.ej.: efecto de la
insulina, péptidos de crecimiento celular, cambios de temperatura, etc.), se podria
provocar la puesta en funcionamiento del mismo (Aronson, 1985; Clark y Limbird,
1991; Grinstein y Rothstein, 1986). La presencia de diversos factores que puedan
modular la actividad del antiportador en el ser vivo debe hacernos pensar que no es tan
facil y directa la extrapolacion de los conocimientos adquiridos in vitro a las
condiciones experimentales que se dan in vivo.

Por tanto, a la luz de los conocimientos actuales, parece logico pensar que el
antiportador Na*/H" debe jugar un papel importante en la regulacion y establecimiento
del equilibrio acido-base e hidro-electrolitico en el ser humano, especialmente durante la
realizacion de ejercicio fisico intenso. Consecuentemente, estudiar los efectos que
conlleva la inhibicién del mismo, en el ser humano in vivo, puede permitir ahondar en el
conocimiento del papel fisiologico que desempefia tanto en reposo como durante el

ejercicio.



OBJETIVOS
Generales

El principal objetivo del presente trabajo fue estudiar -in vivo- los cambios
inducidos por la inhibicién del antiportador Na*/H' en la respuesta fisiologica ante el
esfuerzo fisico intenso y extenuante en el ser humano.

Dado que existe un gran nimero de experimentos in vitro que demuestran la
ubicuidad del antiportador Na‘/H', su importante papel como regulador del pH
intracelular y la posibilidad de bloqueo del mismo con dosis altas de amiloride, y teniendo
en cuenta la experiencia clinica existente en el uso de amiloride en seres humanos, se
consider6 de extraordinario interés, la realizacion de un estudio que aunara la
administracion de este farmaco a dosis superiores a las habituales en la practica clinica,
con la situacion fisioldgica que se presenta durante la realizacion de ejercicios de alta
intensidad, ya que podria permitir ahondar en el conocimiento del papel desarrollado por
dicho antiportador como mecanismo de regulacién acido-base e hidro-electrolitico; asi
como, sus posibles implicaciones en los mecanismos de aporte metabdlico y de
intercambio gaseoso a diferentes niveles. Ademas, al realizarse el estudio in vivo en el ser
humano se optd por un abordaje sistémico, con la intenciéon de tratar con una vision
integradora los conocimientos obtenidos in vitro y en la medida de los posible

redireccionar una serie de lineas de experimentacion futuras.



Objetivos
Especificos

1) Estudiar los efectos del uso de dosis crecientes de amiloride, en sujetos en
situacion de reposo, sobre algunas variables fisiologicas renales y sanguineas, a fin de
caracterizar el curso temporal de algunas de sus acciones fisiologicas.

2) Controlar y detectar la aparicion de cualquier sintoma o signo que indicara la
existencia de una situacion de riesgo importante para la salud de los sujetos
experimentales, derivada de las condiciones experimentales planteadas: uso de dosis
crecientes de amiloride durante la realizacién de pruebas progresivas maximas o durante

brotes de ejercicio de alta intensidad.

3) Estudiar los cambios inducidos en el equilibrio acido-base e hidro-electrolitico a
nivel sistémico por la inhibicion del antiportador Na1/H™, caracterizando la cinética y la
magnitud de los cambios en las presiones parciales de los gases, pH y concentraciones
plasmaticas de iones a lo largo de los distintas pruebas de esfuerzo.

4) Caracterizar los cambios en la estrategia metabolica y de intercambio gaseoso a
nivel respiratorio, por medio del analisis respiracién a respiracion durante las pruebas
maximas progresivas como en los brotes de ejercicio de alta intensidad.

5) Caracterizar los cambios en la estrategia metabélica y de intercambio gaseoso,
asi como en la respuesta cardiovascular del territorio muscular activo, por medio del
estudio del flujo sanguineo periférico, las presiones parciales de los gases y del consumo o
la produccion de los mismos en dicho territorio.



MATERIAL Y METODOS

1.- Sujetos experimentales.

El grupo fundamental de pruebas se realizaron con AML sobre un total de 32
personas, repartidas en cinco situaciones experimentales diferentes. No obstante se
realizaron una serie de pruebas adicionales, unas previas para comprobar los efectos
secundarios o indeseables del AML y su posible uso en humanos a dosis altas y otras
simultdneas o a posteriori para aclarar aspectos concretos segin los resultados iban
siendo obtenidos.

Todos los sujetos experimentales, que se prestaron de manera voluntaria a la
realizacion de las pruebas, fueron previamente informados de las caracteristicas asi como
de los posibles inconvenientes o efectos indeseables, secundarios a la realizacion de las
mismas con o sin uso de la droga. Un comité de ética local aprobé la realizacion de dichas
pruebas.

En todo caso, se realizaron estudios basales previos a la realizacion de las mismas;
es decir, se realizd una breve historia clinica para cada sujeto que incluia, al menos,
anamnesis, exploraciéon fisica general y por aparatos, cineantropometria,
electrocardiograma de reposo y espirometria basal forzada. Asi mismo, se realizaron
pruebas previas para la adaptacion de los sujetos a las condiciones experimentales,
laboratorio, ergémetros, etc. Las caracteristicas antropométricas de los sujetos
experimentales que fueron sometidos a los experimentos en reposo o de ejercicio en

cicloergémetro y en el ergémetro de Andersen fueron similares. El grupo (n=10) que se
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sometio a los experimentos en reposo tenia una edad de 27.3 + 7.4 afios, una estatura de
171.1 +£6.2 cm y su peso fue de 65.8 + 10.6 kg. En el grupo (n=13) que se someti6 a los
experimentos en cicloergémetro, la edad fue de 28.4 + 7.0 afios, la estatura de 176 + 10
cm y el peso de 71.9 = 11 kg. Finalmente, en el grupo (n=9) que se sometié a los
experimentos en el ergometro de Andersen la edad fue de 24.8 + 5.2 afios, la estatura de
180.2+ 4.4 cm y el peso de 76.8 £ 7.6 kg.

2.- Ergometrias.

Ademés de los experimentos realizados en condiciones de reposo, los sujetos
experimentales fueron sometidos a dos tipos distintos de pruebas de esfuerzo en dos
ergdmetros diferentes.

"ON-LINE" "OFF-LINE"
C
Ve 0 pH, pCO2, pO2
FO2 y FCO2 M
P
EKG. 9]
T IONES
(HR) A
D
POTENCIA I? LACTATO
Potencia Ejercicio : Recuperacién Potencia Ejercicio Recuperacion
(Watt) S $ 8 s s s 5§ s (Watt)
250 = 250 -
I 50 watt
I 50 watt
3 min 1min
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 1.- Esquema del montaje experimental en las pruebas con cicloergémetro. En la parte
superior de la figura se muestra el ergémetro y las distintas variables bioldgicas registradas o medidas
durante el experimento. En la parte inferior, se muestran los protocolos ergométricos usados; a la
izquierda el protocolo maximo progresivo y a la derecha el protocolo de un sélo brote a potencia
constante. Con S, se indica la toma de muestras sanguineas. Ve: ventilacién al minuto; FO,: fraccién de
oxigeno en ¢l aire ventilado, FCO): Idem para el diéxido de carbono, EKG: Trazado
electrocardiografico; H-R.: Frecuencia cardiaca; pO,: presion parcial de oxigeno; pCO,: Idem para el
diéxido de carbono.




Material y Métodos

2.1.- Ergémetros.

2.1.1. Cicloergometros (ver figura 1):

Se usaron dos tipos, uno de freno electromagnético por corrientes de Foucault, con
programador de carga controlado por microprocesador (ERG 551, Bosch); y otro de freno
mecanico con control de carga manual (Monark, 818). En ambos casos el control del
ritmo (que se ajustd a 60 pedaladas por minuto) se realizé por medio de una pantalla de
cristal liquido controlada por microprocesador.

N3 rTMO [, C Ve, FO2 y FCO2
) ' 0
M pH, pCO2, pO2
DE EK.G | P
U
(HR) !
DOUGLAS T Hb y HbO2
LA
TRA. 'D IONES (*M)
1O
FUERZA | R LACTATO
X2\
"ON-LINE" "OFF-LINE"
B B B
Potencia 4 Potencia S ssssssss s 8 S
(Watt) min (Watt) 4 min
120 - 120
l 20 watt 20 Watt BROTE Recuperacion
EJER-
- _) CICIO.
I—] CALENTAMIENTO
/]
. . 11 -
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 2.- Esquema del montaje experimental en las pruebas realizadas con el ergémetro de
Andersen. En la parte superior de la figura se muestra el ergémetro y las distintas variables
biolégicas registradas o medidas durante el experimento. En la parte inferior, se muestran los
protocolos ergométricos usados; a la izquierda el protocolo con brotes de carga crecientes y a la
derecha el protocolo de un sélo brote a potencia constante para 4 min. Con 8, se indica la toma de
muestras sanguineas, (en el caso de las obtenidas en el territorio femoral fueron arteriales y venosas,
ademas de ir seguidas de la determinacion del flujo sanguineo). Con B, se indica la toma de biopsias
musculares. Para mds explicaciones ver el texto o figura 1.

2.1.2. Ergometro de Andersen (ver figura 2):
En este aparato, el sujeto se sienta de espaldas a un cicloergémetro, en una silla
confortable y elevada a un metro y medio del suelo. El sujeto se une al cicloergémetro

10



Material y Métodos

por medio de un sistema que incluye una talonera, una barra metalica y un tornillo de
sujecion al pedal, por lo que el sujeto puede realizar extensiones ciclicas de la pierna/s
fijada/s, mientras que el control de la potencia dependera del tipo de bicicleta ergométrica
adosada. En nuestros experimentos se adaptdé un cicloergémetro de freno mecanico
(Monark, 818). Sobre el ergometro se habia implementado un sistema computarizado de
control o retroalimentacion visual del ritmo, que basicamente constaba de un sensor-
generador de pulsos conectado via RS232 con un ordenador, con el software apropiado
(wave-form 1.3) para que se mostrara en pantalla la duracion del ciclo en milisegundos
con intervalos de 50 mseg, lo que permitia al sujeto ajustar el ritmo a 1 + 0.05 Hz.

Por otro lado, para controlar que el sujeto trabajaba con los cuadriceps y relajaba la
musculatura no envuelta (p. €j. biceps femorales) se midi6 la fuerza desarrollada, tanto en
el sentido de la extension como de la flexion de la pierna (por medio de un transductor de
fuerza lineal conectado a su correspondiente amplificador). Como caracteristicas
principales del ergémetro sobresalen el permitir la localizacion del trabajo en los
cuadriceps femorales y el facilitar la toma de muestras bioldgicas, tanto sangre de los
vasos femorales como biopsias musculares del territorio activo. Para una descripcion
detallada del ergometro ver Andersen y col. (1985).

2.2, Tipos de pruebas ergométricas.

2.2.1. Pruebas maximas progresivas:

Este tipo de prueba es ampliamente usada en Fisiologia del ejercicio por lo que no
se hara una descripcion detallada de la misma. Para mayor informacién ver Brooks y
Fahey (1984) o Astrand y Rodhal (1986). En nuestro laboratorio se aplicd, en el
cicloergometro, un protocolo de escalones de tres minutos de duracién con potencias
crecientes, comenzando por 50 watt e incrementandose 50 watt por escalén. La
frecuencia de pedaleo fue de 60 pedaladas al minuto. La prueba se prolongaba hasta la
extenuacion (asi manifestada por el sujeto experimental), o hasta el momento en el que no
se podia mantener el nivel de trabajo exigido (ver figura 1).

Cuando se usé el ergometro de Andersen, se aplicoé una variante de este tipo de
prueba que fue una prueba progresiva con recuperacion entre cada escalon de carga. Asi,
cada sujeto fue sometido brotes de potencia creciente, controlandose en todo caso el ritmo
(que se ajust6 a 1 +0.05 Hz) asi como el tiempo en que el sujeto se detuvo. Esto permiti6
establecer una relaciéon "potencia desarrollada/tiempo de fatiga" y por tanto saber que
potencia se debia desarrollar para un tiempo limite de 4 minutos; con posterioridad, se
hacian varias repeticiones del mismo test para acomodar al sujeto al tipo de trabajo fisico
dentro del laboratorio y para comprobar la adecuacion de la carga, es decir que no
existieran cambios considerables en el tiempo de fatiga. En general, la adaptacion al
cicloergbémetro suele ser mas rapida que al ergdbmetro de Andersen, por lo que el uso del

segundo ergémetro requiere entrenamiento previo tanto para adaptarse al ritmo (lo cual
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era facilitado por el sistema de retroalimentacion visual computarizado) como para
contraer de forma exclusiva el cuadriceps femoral (ver figura 2).

2.2.2. Prueba de un escalon a potencia constante:

Con el cicloergometro, una vez que por la prueba maxima progresiva se conocia la
potencia desarrollada por cada sujeto al nivel del maximo consumo de oxigeno (Wmax),
se determind un nivel de carga a cierto porcentaje de la Wmax, que debia ser mantenido,
finalizando la prueba en el momento en que esto no fuera posible (ver figural). Con el
ergometro de Andersen también se realizaron pruebas cuadradas a potencia constante; si
bien, la forma de obtencion del nivel de potencia para cada sujeto fue diferente. Tal como
se describid en el anterior apartado, se considerd oportuno buscar el nivel de potencia
maxima para un tiempo aproximado de 4 minutos, a la frecuencia de 1 Hz (ver figura 2).

3.- Procesamiento de las muestras y sefiales biologicas.

3.1 Procesamiento de las muestras de orina:

En todas las muestras se midi6 el volumen (recipientes aforados), determinandose
de forma inmediata el pH, las presiones parciales de oxigeno (pO2) y di6éxido de carbono
(pCO») -analizador de gases Ciba-Corning 278-, la concentracion de Na™ ([Nat],,) v de
K* ([K*]op) en orina -fotémetro de llama, Beckman-. Esto nos permiti6 calcular tanto el
pK (pKor) como la concentracion de bicarbonato ([HCO37]or) en orina, ver en el
apartado de Calculos.

3.2.- Procesamiento de muestras sanguineas:

Las muestras sanguineas, tras la eliminacion de las burbujas de la jeringuilla, fueron
guardadas en condiciones anaerébicas en una cubeta con hielo, si bien una parte de cada
muestra fue inmediatamente centrifugada (centrifuga O.DICH), para la obtencion de
plasma sanguineo, que se guard6é a -20 grados centigrados hasta su posterior analisis.
Todas las muestras fueron analizadas a la mayor brevedad posible.

El hemoximetro que se uso para la determinacion de hemoglobina total (Hb) y la
saturacion parcial de la misma por el oxigeno (HbO9) fue el Hemoximeter OSM3
(Radiometer), que realiza mediciones sobre micromuestras de sangre total (35 pl), las
cuales son hemolisadas por ultrasonidos en el interior del aparato, y sometidas a
espectrofotometria a 6 longitudes de onda simultaneamente. Este proceso permite realizar
mediciones de alta precision y reproductibilidad de la HbO9, normalmente calculada en
otros aparatos.
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El pH y las presiones parciales de oxigeno (pO7) y didxido de carbono (pCO») en
sangre, se determinaron por medio de electrodos selectivos integrados en el
correspondiente analizador de gases sanguineos (AVL 995 o CIBA-Corning 278) que
fueron calibrados por medio de gases y soluciones, servidas por la correspondiente casa
comercial.

Para medir la concentracion de electrolitos en plasma sanguineo, realizadas tanto en
las muestras de sangre total como en las de plasma, se usé un analizador de electrolitos
(AVL 983-S), con electrodos selectivos para Nat, CL- y K*, los cuales fueron calibrados
por medio de soluciones servidas por la correspondiente casa comercial.

La concentracion de L-Lactato en sangre total hemolisada (por medio del agente
hemolisante YSI 1515) y en el plasma sanguineo previamente obtenido por
centrifugacion, se midi6 por medio de un analizador de L-lactato (YSI, 1500 Sport).
Este es un analizador semiautomatico que posee un electrodo selectivo para L-lactato. En
otros casos la concentracion de lactato se determind a partir del plasma sobrenadante, por
método enzimatico para micromuestras (Boehringer Mannhein) midiendo los cambios de
absorbancia en un espectrofotometro (Gricel RDJ 55). En todo caso se siguieron las
recomendaciones de Foxdal y col. (1990).

Se usaron distintos tipos de centrifugas; por ejemplo, en la obtencion de plasma
sanguineo o del sobrenadante de las muestras tratadas con perclorico para la posterior
medicion de la concentracion de lactato, se us6 una centrifuga O.DICH con cabezal para
microprobetas Eppendorf u opcionalmente centrifugas refrigeradas con velocidad
programable (Sorvall, RT6000B). Ademas, se determind el valor hematdcrito en
microcapilares, centrifugados a alta velocidad (Haemofuge A 1228 o Gricel
microhematécrito) lo cual solo genera un atrapamiento del 1 al 2% del volumen
plasmatico. Tras la realizacion de todas estas determinaciones la sangre restante se
centrifugd (Sorvall, RT6000B) y el plasma resultante se congelé a -80° C.

3.3 Procesamiento de las biopsias musculares:

Las muestras de 50 a 100 mg de tejido muscular fueron obtenidas del tercio
superior del vasto externo del cuadriceps femoral por medio de una aguja de biopsia
percutanea, segun la metodologia descrita por Bergstrom (1962); las cuales fueron
pesadas, inmediatamente introducidas en nitrogeno liquido y guardadas a -80° C. para su
posterior analisis. Cada muestra fue limpiada de su componente graso quedando un
residuo libre de grasa (FFS); que después fue liberado del tejido conectivo, quedando un
residuo libre de grasa y tejido conectivo (FCFS). Después, se determiné la cantidad total
de agua, electrolitos (Nat, K, Cl- y Mg™) y creatina de la muestra; segiin la metodologia
descrita por Forsberg y col. (1991). En el apartado de Calculos, se describe como se
estimaron las distintas variables relacionadas.
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3.4 Procesamiento de seifiales ergoespirométricas:

El analisis del aire espirado y recolectado por medio de bolsas de Douglas permite
la determinacién del volumen total del aire espirado en un gasémetro u opsémetro
humedo (Elster & CO) y las fracciones de Oy y COp en el mismo por medio de
analizadores de gases (Beckman). Con lo que, se puede calcular la ventilacion minuto
(Ve), el consumo de oxigeno (VO») y la produccién de didxido de carbono (VCO5). Una
buena descripcién del método se puede encontrar en Mellerowicz (1984). Si bien
béasicamente el principio es similar, el uso del sistema ergoespirométrico abierto
computarizado (CPX/D, Medical Graphics), que consta de un neumotacografo
desechable y analizadores rapidos de oxigeno (célula de circonio) y de didxido de
carbono (camara de infrarrojos) y que integra la sefial de frecuencia cardiaca procedente
del electrocardiografo, permitié la medicion respiracion a respiracion de las distintas
variables (frecuencia cardiaca (HR.), Ventilacion minuto (Ve), fraccion de oxigeno
(FOp) y de dioxido de carbono (FCO7) en el aire ventilado, asi como la potencia
desarrollada). Ademas, este tipo de instrumental realiza los calculos "on-line" necesarios
para la generacion de hasta 30 variables fisiologicas diferentes.

El trazado electrocardiogrifico (EKG) fue visualizado en todo momento por
medio de un monitor (Servomed SMS181, de Hellige o monitor de datos de paciente 565,
de Kone). Este tipo de electrocardiografos estan dotados de filtros apropiados que
eliminan los ruidos caracteristicos de las pruebas de esfuerzo y permiten medir con
precision la frecuencia cardiaca, lo cual se realiza basicamente al discriminar entre los
cambios de voltaje con respecto al tiempo, aceptando como latido cardiaco solo aquellos
que se encuentran en un rango propio para el complejo QRS. La sefial resultante se envi6
al CPX/D o a papel.

3.5.- Otras seiiales:

El flujo sanguineo se determind mediante termodilucion tras infusién continua,
siguiendo la metodologia de Andersen y Saltin (1985). Para lo cual, tras la instalacién del
termistor en la vena femoral, se usé una bomba de infusién continua para introducir suero
salino fisiologico, previamente enfriado tras hacerlo pasar por un circuito de
refrigeracion, en la vena canalizada. El analisis de los registros de temperatura de la
sangre venosa durante la maniobra de termodilucién permitié obtener los valores de flujo
sanguineo.

Adicionalmente, durante toda la prueba se monitorizé de forma continua, ademas
del trazado electrocardiografico, la fuerza desarrollada y la frecuencia de trabajo (tal
como se describe en la seccion de ergometro de Andersen). Las sefiales anteriores mas los
cambios de temperatura en sangre venosa se registraron de forma discreta en papel
(poligrafo Gould TA 2000), para su posterior estudio.
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4. Inhibicién del antiportador Na*/H™:

El clorhidrato de amiloride (AML), cuya estructura quimica se presenta en la
formula adjunta (ver figura 3), es ampliamente conocido por su uso clinico como
diurético ahorrador de potasio, para lo cual se suele administrar de forma cronica y a
bajas dosis (entre 5 y 10 mg). Por otro lado, en un gran nimero de preparaciones in vitro
se conoce y se usa tanto el amiloride como alguno de sus derivados como inhibidores del
antiportador Nat/H" (ver figura 3). Las dosis usadas para nuestros experimentos finales,
oscilaron entre 20 y 60 mg para un sujeto de 70 kg, es decir dosis de 0,29 a 0,86 mg/kg
de peso. En el primer apartado de la Discusion se detallan las consideraciones previas a la
eleccion de dichas dosis.

O NH,

// N I(Ij\ /k @ \\

Cooa \
’I 4 NH™WH, N
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Amiloride Antiportador Na* H

FIGURA 3.- Estructura quimica del amiloride y esquema de su accion en el antiportador Nat/H™.

S.- Proceder experimental

5.1. Protocolos en reposo. Determinacion de la dosis de amiloride.

5.1.1. Deosis tnica:

Cuatro sujetos sanos consintieron en la realizacion del test, todos ellos fueron
informados previamente de los inconvenientes y riesgos derivados de la prueba.

Protocolo: En primer lugar se obtuvieron muestras de sangre venosa y de orina en
ayunas, tras lo cual los sujetos experimentales ingirieron una dosis de 0.29 mg/kg de
AML y se dedicaron a realizar su vida habitual, sin restriccion ni control de la dieta y sin
realizar esfuerzos fisicos considerables. Dos nuevas muestras de sangre venosa y orina se
volvieron a obtener a las 3 y 7 h. Las muestras se analizaron segun se describe en el
apartado 3, determinandose iones, pH y presiones parciales de gases en orina y en sangre.
Adicionalmente, se controlo el trazado electrocardiografico.
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5.1.2. Dosis multiple:

Seis sujetos sanos consintieron en la realizacion del test, todos ellos fueron
informados previamente de los inconvenientes y riesgos derivados de la prueba.

Protocolo: En primer lugar se obtuvieron muestras de sangre venosa y de orina, tras
lo cual, los sujetos experimentales ingirieron una primera dosis de 0.29 mg/kg de AML,
otra segunda dosis de 0.29 mg/kg a las seis horas y la tercera dosis a las 12 horas. Se
obtuvieron varias muestras de orina a lo largo de 18 h, contadas desde el momento en que
se ingiri6 la primera dosis; durante este tiempo los sujetos experimentales realizaron su
vida habitual (como se detalla en el experimento previamente descrito). Por otro lado, se
obtuvo una nueva muestra de sangre venosa al final de la prueba.

Las muestras de orina y de sangre fueron procesadas igual que en el experimento de
dosis unica, controlandose igualmente el trazado electrocardiografico.

5.2. Protocolos ergométricos.
En este apartado se describen los experimentos con amiloride y ejercicio fisico,
tanto los realizados en cicloergdémetro como los realizados en ergémetro de Andersen.

5.2.1.- Progresivos.

5.2.1.1.- En cicloergémetro:

Un total de 7 sujetos realizaron este tipo de pruebas (ver 2.2.1), tanto sin AML
como tras la ingesta de tres dosis de 0.29 mg/kg de peso/6 horas. En ningin caso se
restringi6 la dieta. Durante la misma se monitorizé de forma continua el EKG, se conectd
a cada sujeto al sistema ergoespirométrico computarizado (CPX/D) y se cateterizo una
vena de la fosa antecubital, lo que permiti6 la toma de muestras sanguineas en reposo, al
final de cada escalén de carga y en los minutos 3°, 5° 10° de la recuperacion,
determinandose electrolitos, pH y gases en sangre. Las diversas variables fueron
analizadas de la forma habitual (Ver apartado 3 y figura 1).

5.2.1.2.- En ergéometro de Andersen:

Tal como se especifico anteriormente (apartado 2.2.1 y figura 2), este tipo de
protocolo s6lo se usd para determinar la carga a usar durante las pruebas a potencia
constante con este ergdémetro, asi como para facilitar la adaptacion de los sujetos al
laboratorio.

5.2.2.- A potencia constante.

5.2.2.1 En cicloergémetro:

Un total de 6 sujetos realizaron este tipo de pruebas (ver 2.2.2 y figura 1), en
situacion control y a las 4 horas de ingerir una sola dosis de 0.86 mg de AML/kg de peso;
tampoco se controld la dieta. Durante la misma se monitorizé de forma continua el EKG
y se conecto el sujeto experimental al sistema ergoespirométrico computarizado (CPX/D).
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5.2.2.2.- En ergometro de Andersen:

5.2.2.2.1.- Con obtencién de muestras sanguineas del territorio inactivo:

Dentro de este apartado se incluye un amplio grupo de experimentos iniciales tanto
en situacién control (sin AML), con dosis que iban desde 5 a 20 mg de AML y la
realizacion simultanea de ejercicio con una sola pierna o con ambas, en el ergdmetro de
Andersen. De todos ellos, parece interesante resaltar las pruebas realizadas por un grupo
que desarroll6 estas pruebas de potencia constante con ambas piernas fijadas, tras ingerir
0.29 mg AML/kg de peso.

Los sujetos llegaban, en ayunas, a las 8 h. a.m. sin haber ingerido AML (situacién
control) o tras 4 h de haber ingerido la correspondiente dosis de 0.29 mg/kg de AML.
Previamente a la realizacion del ejercicio se colocaba un catéter en una vena
antecubital y el sujeto se unia a un sistema de recoleccion de aire espirado en bolsas de
Douglas, por medio de una boquilla y un sistema de valvulas inspiratoria-espiratoria en
Y.

Protocolo: Tras 10 minutos de calentamiento a una carga de 50 watt
aproximadamente, y tras un minimo de 10 minutos de reposo, se tomd una muestra de
sangre venosa y se colectd una primera bolsa de Douglas. Acto seguido se inici6 un test
cuadrado a la maxima carga sostenible para 4 minutos. El ejercicio fue interrumpido
cuando decrecio la amplitud de la sefial de fuerza o la frecuencia de las extensiones de
piernas.

Las extracciones de sangre venosa fueron realizadas en reposo y cada minuto
durante la fase activa del test. Lo mismo se repitié en los minutos 1, 3, 5, 7, 10, 20 y 30
en la fase de recuperacion tras el brote de ejercicio. El aire espirado se recolect6 con las
correspondientes bolsas de Douglas a lo largo de la prueba. El esquema del protocolo
seguido se presenta en la figura 2, solo que las unicas muestras obtenidas fueron de
sangre venosa.

Durante toda la prueba se monitorizo0 de forma continua el trazado
electrocardiografico, al que se le prest6 especial atencion durante estos primeros
experimentos. Adicionalmente, se monitorizaron la fuerza desarrollada y la frecuencia de
trabajo, que opcionalmente se registraron de forma discreta en papel.

Las muestras fueron analizadas a la mayor brevedad posible, determinandose
hemoglobina total y saturacion parcial de la misma, pH y presiones parciales de oxigeno
y dioxido de carbono en sangre, concentracion de electrolitos en plasma sanguineo, la
concentracion de L-Lactato en sangre hemolisada. Finalmente se determin6 el valor
hematdcrito en microcapilares centrifugados a alta velocidad (Ver apartado 3.2.).

5.2.2.2.2.- Con obtencion de muestras del territorio activo.

Un total de 6 sujetos realizaron las pruebas a potencia constante en el ergometro de
Andersen con ambas piernas.
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Los sujetos llegaban a las 8 h. a.m. sin haber tomado AML o tras 4 h. de haber
ingerido la correspondiente dosis de 0.86 mg/Kg de AML. Previamente a la realizacién
del ejercicio se colocaron catéteres en la arteria femoral (técnica de Seldinger modificada)
y vena femoral, lo permite la obtencion de muestras sanguineas de forma comoda. En el
territorio venoso se insert6 un catéter para angiografia unos 10-12 cm distal al ligamento
inguinal y se pasé un termistor a través del mismo, situandose la punta de éste a 1-2 cm
distal al ligamento inguinal; lo que permite medir el flujo sanguineo en la pierna (LBF)
mediante la técnica de termodilucion tras infusion constante, descrita por Andersen y
Saltin (1985). Eventualmente se midié dicho flujo por medio de la infusién en bolo.
Antes y después de cada brote de ejercicio se obtuvieron biopsias de tejido muscular (ver
3.3). Adicionalmente se tomaron muestras de aire espirado en bolsas de Douglas.

Protocolo: Tras 10 minutos de calentamiento a una carga de 50 watt
aproximadamente, y tras un minimo de 10 minutos de reposo, se tomaron muestras se
sangre arterial y venosa, una biopsia muscular , se determin6 el LBF y se colecté una
primera bolsa de Douglas. Acto seguido se inici6 un test cuadrado a la méxima carga
sostenible para 4 minutos, siendo el ejercicio interrumpido cuando decrecié la amplitud
de la sefial de fuerza o la frecuencia de las extensiones.

Las extracciones de sangre (arterial y venosa simultaneamente) y las
determinaciones de LBF fueron realizadas cada minuto o lo mas frecuentemente posible
durante la fase activa del test. Lo mismo se repiti6 en los minutos 1, 3, 5, 7, 10, 20 y 30
tras el brote de ejercicio. Las biopsias musculares fueron tomadas en reposo, al final del
ejercicio y durante la recuperacion al 3° y 10° minuto. Diversas bolsas de Douglas se
obtuvieron a lo largo de la prueba. El esquema del protocolo seguido se presenta en la
figura 2.

Adicionalmente, durante toda la prueba se monitoriz6 de forma continua el trazado
electrocardiografico, la fuerza desarrollada y la frecuencia de trabajo. Estas sefiales y los
cambios de temperatura en sangre venosa se registraron de forma discreta en papel.

6.- CALCULOS

La ecuacion de Henderson-Hasselbalch en su forma logaritmica:

[HCO;]
0.031x pCO,’
se uso tanto en los calculos en orina como en los calculos a nivel plasmatico. En orina, a
partir de las variables medidas (pH, pCO», pOs, [Na™]y, v [K*]op) se pudo calcular el
pK de ésta, segtin la féormula:

pK,. = 633 - 0.5 1/[Na+]m+[1<“] (Laski y Kurstman, 1989),

pH= pK+log
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con lo que se puede estimar la concentracién de bicarbonato en la orina ((HCO3]op), al
despejar de la ecuacion de Henderson-Hasselbalch:

[HCO3"]or = 0.031 x pCOy x 10 (PH-PKor

En las muestras sanguineas, igualmente se pudo estimar a partir de las variables
medidas (pH, pCO2 y pO2) la concentracion de bicarbonato actual ([HCO37,cp),
asumiendo un valor constante de pK= 6.1. Otras variables calculadas, que se utilizan de
forma habitual en la valoracion del equilibrio acido-base a nivel plasmatico, fueron la
concentracion estandar de bicarbonato ([HCO3]stq), estimada por medio de la férmula de
VanSlyke y Cullin (1917); el exceso de bases (B.E.) que se calculd por la formula de
Siggaard-Andersen (1966); mientras que la saturacion parcial de la hemoglobina por el
oxigeno (HbO») se calculd a partir de la ecuacion de Kelman (1966) y Thomas (1972):

4 3 2
HbO, = — N : ISN +22045N +2000N 100,
N —15N"+2000N*—-3110N +(2.4x10°)

donde, N =pO, x 100#EHT-00ZBE] Boiog valores calculados se compararon con los

medidos en el hemoximetro (ver en Resultados y Discusion).

Por otro lado, se realizo el analisis cuantitativo del equilibrio acido-base en plasma
por medio del abordaje propuesto por Stewart (1978 y 1981). Con esto se consigue
calcular, entre otras variables, la concentracion de hidrogeniones en plasma ([H']), segtin

la formula:

[HY]4 + K +[SID] x [H]3 + {K 4 x ([SID] - [P1oT]) - (KC X pCO2 + K'yy)}
x [H']2 - {(KA x (K¢ x pCOp) + K'wy) + (K3 x K¢ x pCOR)} x [H'] -
(KA xK3 xKc xpCO2)=0

donde, como coeficientes de la variable dependiente ([H']) aparecen las distintas variables
independientes, es decir: las constantes de disociacion para el acido carbonico (K¢),
bicarbonato (K3), acidos débiles (Kp) y del agua (K'yy); la pCO», la concentracion de
proteinas totales en plasma [PTQT] vy la diferencia neta de iones fuertes o S.L.D., del inglés
"Strong Ton Difference", calculada como ([Nat]+[K*])-([Cl-]+[Lact™]). Para resolver esta
ecuacion polinomial de cuarto grado se hizo un programa que permitié el uso del
algoritmo de Marquardt-Levenberg (minimos cuadrados), disponible en un programa para
graficos cientificos en ordenador, de uso cotidiano (Sigma-Plot 4.1, Jandel Scientific).
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Para el estudio del equilibrio hidro-electrolitico en plasma, se midieron los cambios
en el valor hematdcrito (V. Hct.) lo cual permite calcular los cambios en el volumen
plasmatico por medio de la ecuacion de Greenleaf y col. (1979); ademas, se compararon
los cambios en el valor hematocrito medido y el estimado a partir de la concentracion de
hemoglobina total (Hb) con la formula (V. Hct.= Hb x 2.941). Por otro lado, la medicién
de la concentracion los iones en plasma permitié una valoracion cuantitativa del balance

idnico por medio de la formula usada habitualmente en clinica (Emmet y Seldin, 1989 a):
A.G.gl. = ((Na*])-(CI-H{HCO57)),

donde, A.G.¢|¢. expresa el disbalance o "hueco" aniénico existente en el plasma (del inglés
"Anion Gap"), siendo calculado a partir de las concentraciones en plasma de los tres iones
de uso cotidiano en la practica clinica. No obstante, durante el ejercicio fisico se dan
cambios importantes en las concentraciones de potasio y de lactato, por lo que deben ser
tenidos en consideracion. Por tanto, se usé la siguiente formula:

AG.gjer = (INa™HK D~([CI-]+HHCO3 ]+{Lact"]) (Medbs y Sejersted, 1985),

donde, A.G.gjer- expresa el "anion gap" calculado a partir de las concentraciones en
plasma de cinco iones, afiadiéndose la [K*] y la [Lact] a la formula del A.G.¢J., en la
secciones de Resultados y Discusion se detalla la diferencia entre un abordaje y otro. Por
otro lado, para calcular el flujo neto de iones en el teritorio activo, se multiplicaron los
valores de las diferencias arterio-venosas de las concentraciones de dichos iones por los
valores de flujo sanguineo.

En las biopsias musculares, a partir de las variables medidas, que basicamente
fueron el agua muscular total (HpOyy), v el contenido muscular total de electrolitos (Nat,
K*t, Mg**, CI") en cada muestra, se pudo calcular la concentracion de cada uno de los
electrolitos en la muestra. Por otro lado, el calculo del agua intracelular (HyO;) y
extracelular (HpOg) se hizo por medio del llamado "método de cloruro” tal como han
descrito Forsberg y col. (1991) y Bergstrém y col. (1976), que se basa en la aplicacion de
la ecuacion de Nernst, asumiéndose una relacion de cloruro extra/intracelular constante de
26:1 y aplicandose potenciales de reposo en el sarcolema (Vm) de -87.2 mV previo al
ejercicio y de -75 mV al final del mismo ( Sjegaard y col., 1985).

La concentracion extracelular de electrolitos se calculd a partir de las
concentraciones plasmaticas de los mismos, corregidas por el contenido de proteinas y el
factor de Donnan. El contenido intracelular de iones se calculd sustrayendo del contenido
total de iones el contenido extracelular de los mismos.
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Estos calculos se compararon con los obtenidos a partir del “método de inulina”, ya
que el método anterior puede ser ampliamente criticado, especialmente durante el
ejercicio, por lo que se recalcularon la distribucion de agua y las diferentes
concentraciones y contenidos de electrolitos, asumiendo que el agua intracelular fue el
90% de la total en reposo y del 85% al final del ejercicio, tal como describieron Sjegaard
y Saltin (1982) y Sjegaard y col. (1985). El resto de calculos fue similar a los arriba
descritos.

La masa muscular del cuddriceps femoral fue estimada por medio de la técnica
cineantropomeétrica descrita por Andersen y Saltin (1985), que aporta valores similares a
los obtenidos con tomografia axial computarizada (Saltin, 1985).

Anilisis estadistico: En los distintos experimentos realizados, los datos se
presentan como la media * la desviacion estandar de la muestras (m + D.E.). El grado de
bondad del ajuste de cada variable a una distribucién normal se determiné con la Xz,
usandose la t-student parar la comparacion de las medias de los distintos grupos (para
datos pareados o para datos independientes segin cada caso). Aquellas muestras que no se
ajustaban a la distribucién normal fueron comparados con la prueba no paramétrica de
Mann-Whitney (Carrasco, 1989). En los ajustes realizados se indicara el correspondiente
coeficiente de correlacion de Pearson (r), cuando estos se hicieron simplemente para
realzar la evolucion temporal de una nube de puntos de exigi6 una r > 0.90. El nivel de
significacion estadistica exigido fue de p < 0.05, salvo que se indique lo contrario.
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1.- Efectos de la inhibicién del antiportador Na*/H* en situacion de reposo:
estudio con distintas dosis del inhibidor.

La ingesta de AML, a las diferentes dosis manejadas fue bien tolerada. No se
observaron efectos secundarios tras el uso del mismo, tanto en situacion de reposo como
durante el ejercicio fisico de alta intensidad. Resulta interesante destacar que en las
muestras sanguineas obtenidas en situacion de reposo, en los experimentos iniciales, se vio
que los cambios a nivel renal no generaban a corto plazo acidosis plasmatica ni
hiperkaliemia (considerada ésta como [Kt]plasma > 5 mmol-I'!). No obstante, en todo
momento se prestd especial atencion al control del trazado electrocardiografico, que en
ningun caso presento alteraciones dignas de mencion.

Tras la administracion de la dosis unica de 0.29 mg/kg de peso (ver figura 4, Q y
linea de puntos), se observd un claro incremento del pH de la orina a las 3 horas de la
ingesta del AML, que se mantuvo hasta las 7 horas, siendo esto debido a que el
incremento de la concentracion de bicarbonato en orina ([HCO37]y;) superd
proporcionalmente la subida de pCO» en orina, ya que ésta a pesar de presentar cambios
importantes, va corregido por 0.031 en la ecuacion de Henderson-Hasselbalch (ver figura
4; A, By C). Por otro lado, se dio un aumento transitorio en la concentracién de sodio en
orina ([Na+]or) y una disminucion de la concentracion de potasio en orina ([K+]or) (ver
figura 4, D y E). Tomando la primera orina de la mafiana como basal, se observd que el
volumen total de orina presentaba una tendencia a la subida (figura 4 F).
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Figura 4.- Evolucion a lo largo del tiempo de las variables relacionadas con el equilibrio 4acido-
base ¢ hidro-electrolitico en las muestras de orina, obtenidas con la dosis unica de amiloride (s¢
representa la m + D.E. con el simbolo O y las barras, dichos puntos van unidos por una linea de
discontinua) y en los experimentos con dosis multiple (4, unidos por la linea continua). Con * se
marcan las diferencias significativas (p<0.05) entre el punto sefialado y el valor basal; mientras que
con !, las diferencias significativas entre el punto sefialado y el previo. Los cuadrados colocados en
los ejes de abcisas marcan las dosis de 20 mg de AML alas 0, 6 y 12 horas.

Con la administracion de las tres dosis, 0.29 mg/kg cada 6 horas (ver figura 4,

unidos por linea continua), se comprobd que el incremento del

pH de la orina se

mantuvo practicamente hasta las 18 horas. Los cambios observados en la [HCO3 ]or ¥

en la pCO7 en orina presentaron inicialmente cinéticas similares, viéndose una gran

subida en las primeras horas, alcanzdndose un pico a la tercera o cuarta hora, momento

en el que la pCO, en orina present6 una caida exponencial, mientras que la [HCO3™ ]y,

parece decrecer ligeramente para estabilizarse en un nivel mas bajo, sobre 18 mmol*l-!

(figura 4, A, By C). La [Na+]0r presentd un incremento transitorio con pico a las 3

horas y una tendencia a la subida a partir de la segunda dosis, mientras que la [K™]y;



Resultados

presentd una importante disminucion, para mantenerse a niveles cercanos a cero a partir
de la séptima hora. (figura 4, D y E). Tomando la primera orina como basal, se observod
que el volumen total de orina, tras la tendencia ascendente inicial, presentaba un pico a
las 6 horas para descender posteriormente, volviendo a tener valores cercanos a los
basales a las 15 horas, a pesar de la administracion de la segunda y tercera dosis (figura
4, F).
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Figura 5.- Evolucion de la excrecién por
la orina (Ey) de los distintos iones. Se presentan
lam + D.E. de los experimentos con dosis Unica y
multiples tomados en conjunto. 4, Ex de sodio;
®_ Ex de potasio; M, Ex de bicarbonato; A, Ex de
hidrogeniones. Resto como en figura 4.

De los datos obtenidos y mostrados en la figura 4, se pueden calcular los cambios
que indujo el amiloride en la excrecion renal Ex) de los distintos iones. En la figura 5
se presentan los datos de ambos experimentos en conjunto y se observa que el AML
increment6 claramente la E(x) de Na™ y de HCOj3-, mientras que provocd una
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disminucién en la E(x) de K* y de HT. Por tanto los efectos inducidos por el AML en la
E(x) final de los distintos iones inducidos por el AML fueron evidentes, a pesar del
incremento leve y transitorio de la diuresis total, visto en la figura 4, F.

En la tabla I, se presenta el sumatorio de los incrementos o decrementos en la
E(X) renal de cada uno de los iones representados en la figura 5 -s6lo valores promedio-,
para lo cual se rest6 el valor basal a cada uno de los valores obtenidos en los distintos
intervalos de tiempo, tras lo cual se hizo una suma acumulada de los mismos. Ademas se
presentan los cambios en el sumatorio del volumen total de orina. Se observa que la E(x)
de Na* alcanzé valores finales de 89.2 mmoles, que en todo caso fue superior a la suma
del valor absoluto del resto de iones, que alcanz6 un valor de 54.4 mmoles. En valores
porcentuales se observo que la E(x) de HCO3~ supuso en todo momento un 20% de la
E(X) de Na', mientras que la cantidad total de K™ ahorrado increment6 progresivamente
de tal forma que al final llega a alcanzar valores equivalentes al 40.8% de la E(x) de
Na*. Los cambios en la E(x) de H* fueron de escasa importancia cuantitativa, si se
compara con los cambios observados en el resto de los iones, si bien la valoracion de
dicho cambio debe ser diferente puesto que el H' es un ion fuertemente tamponado o
multitamponado, con lo que un ligero cambio en la [H'] libres es fisiologicamente
importante. Como se puede observar hay desde un 74.1 a un 39% de la Ex) de Na™ que
no esta asociada al transporte de K*, HCOj3- o H'. Posiblemente, éste porcentaje
restante se asocie principalmente con los movimientos de Cl~ a nivel renal.

TE(x) Tiempo

Oh 3h 7.2h 126h | 16.7h

Na+ (mmol) 0 27.4 53.4 72.5 89.2

K™ (mmol) 0 -1.8 -11.9 257 | -36.9
HCO3~ (mmol) 0 53 11.2 155 18.0

H™ (mol) 0 667 | 130 | -160 | 2260
(HCO3+K™+HT) (mmol) 0 71 23.1 41.2 54.4
K"/Na™ (%) - 6.6 22.3 35.4 40.8
HCO3/NaT (%) - 19.3 21.0 21.4 20.2
(HCO;+K +H)/Na" (%) - 25.9 433 56.8 61.0
Volumen orina (1) - 0.06 0.26 0.33 0.34

Tabla I. Valores absolutos y relativos de los cambios inducidos por el AML en la
excrecion total de iones por la orina a lo largo del tiempo. Se han calculado los
incrementos y decrementos (datos con signo negativo) con respecto al valor basal,
mostrandose en la tabla la suma acumulada de los mismos. También se muestran los
cambios en el volumen de orina.
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A pesar de los cambios ejercidos por el AML a nivel renal, podemos decir que, en
general, no se observaron cambios importantes en las variables sanguineas controladas de
forma simultanea, tal como se puede observar en la tabla Il y en la figura 6.
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Figura 6.- Variables fisiologicas relacionadas con ¢l equilibrio acido-base e hidroelectrolitico en
situacion de reposo, antes y después de la ingesta de AML. Se presenta la m + D.E. de las muestras de
plasma obtenidas en territorio venoso. En primera instancia se presentan los datos basales y a las tres y
siete horas del experimento con dosis tinica de 20 mg y control de orina simultineo, (D. inica: 20 mg
para un sujeto de 70 kg). A continuacién se muestran los datos basales y a las 18 horas de la ingesta de
la dosis triple de amiloride (D. miltiple: 3x20 mg). Se complet6 la figura con los datos previos a la
realizacion del test en el ergometro de Andersen, en los que a diferencia de los experimentos anteriores
los sujetos guardaron ayuno antes de la realizacion del test, tanto en el caso en que se us6 la dosis de 20
mg (Ayunas + 20 mg) como en el caso de la dosis de 60 mg (Ayunas + 60 mg). En este ultimo caso no
se tomaron muestras basales. Claves de significacion estadistica en tabla II.

Asi, tras la administracién de la dosis Gnica de 0.29 mg/kg, en sujetos que no
guardaban ayuno y en los que se controld simultaneamente la orina, solo se observo un
incremento significativo en la pOy en sangre venosa, mientras que en las demas variables
sanguineas no se vieron cambios significativos; si bien, conviene resefiar una tendencia a la
disminucion en la concentracién de los distintos iones en plasma, entre ellos el K.

En los experimento con dosis multiple -no ayuno-, se hace evidente la tendencia a
la caida en la [stdHCO3 ]gy (concentracion de bicarbonato estandar en el plasma de la
sangre venosa), que no se acompafi6 de una caida importante de pH,, ya que fue
contrarrestada con una disminucion en la p,CO7 plasmatica. Dicha tendencia a la caida
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DOSIS DE AMILORIDE
VARIABLES 20 mg, no ayuno 3 x 20 mg, no ayuno 20 mg, ayuno 60 mg, ayuno | S E.
Tiempo Oh 3h 7h Oh 18 h Oh 4h Sh P<0.05
[Na*‘] 138.2 136.7 135.9 133.7 130.7 147.7 147.9 143.2 q
(mmol 1) +3.8 £2.0 £2.1 2.8 £2.6 +1.8 +1.8 +2.8
[K"] 43 4.0 3.6 38 3.9 4.0 42 43
(mmol I'1) +0.6 £0.7 0.7 +0.4 £0.3 £0.2 £0.2 +0.3
[CIT] 111.6 108.9 108.4 98.3 91.6 104.5 104.7 108.2 p
(mmol 1) +2.2 +1.2 £1.3 £10.2 +3.6 +1.5 +1.6 +4.2 r
pH 7.36 7.38 7.37+ 7.34 7.36 7.34 731 7.34 d
+0.02 +0.02 0.02 +0.05 +0.05 +0.02 +0.02 +0.03
pCO, 52.4 48.4 53.8 534 454 49.3 51.9 474
(mm Hg) +4.7 +2.0 +12.2 +10.2 +7.1 +5.0 +4.0 +5.1
[sthCOT’] 26.4 26.3 26.3 25.2 232 237 23.1 234 q
(mmol 17) +0.74 +0.6 +0.6 *1.5 +2.0 +1.0 +0.9 +1.1 r
p0, 33.7 41.0 483 34.8 431 40.9 37.0 51.0 b
(mm Hg) +9.7 +10.6 +9.7 9.2 +17.9 +6.6 +5.3 +6.6 e

Tabla IL.- Curso temporal de los efectos fisioldgicos inducidos por el amiloride en reposo. Se muestran las variables fisioldgicas
en relacion con el equilibrio dcido-base y el balance hidro-clectrolitico, obtenidas en muestras de sangre venosa. Se presentan la m = D.E. b:
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre los datos de los experimentos con dosis unica de 20 mg, sin ayuno, obtenidosalasOhy
a las 7h de la ingesta del AML. d: Idem entre los datos de los experimentos con dosis tinica de 20 mg en ayunas -previo a la prueba en el
ergbmetro de Andersen-, entre las muestras tomadas a las O h y las 4 h. e: Idem entre los datos basales del anterior experimento y los obtenidos a
las 5 h de la dosis tinica de 60 mg de AML. p: Idem entre los datos basales del primer y segundo experimento (orden de aparicion de la tabla). q:
Idem para los datos basales del primer y tercer experimento. r: Idem entre los datos basales del segundo y tercer experimento.
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en la [stdHCO3-]gy se repite en los experimentos posteriores con ayuno y dosis tnica de
0.29 y 0.86 mg/kg peso. Conviene resefiar, que Uinicamente se observo una caida notable
y significativa del pHy, plasmatico en los experimentos con ayuno y dosis nica de 20 mg,
lo cual fue debido a que el descenso en la [stdHCO3-]gy se asocio a un incremento en la
pyCO7 en plasma. Es interesante remarcar que a pesar de la cantidad considerable de
mmoles de HCO3~ eliminados por el rifion (ver tabla I), la [stdHCO3-]gy, no se
modificara apenas, lo que indica la presencia de un mecanismo que restaurd las pérdidas,
lo que se cuantifica mas adelante (ver tabla III y figura 8).En cuanto a los cambios de las
concentraciones idnicas en plasma, lo mas importante a destacar es la ligerisima tendencia
a incrementar de la [K*]gy, en los tres Gltimos experimentos de la figura 3, a pesar del
importante ahorro de potasio inducido por el AML a nivel renal, lo que indicaria la
presencia de un mecanismo que retird del plasma el potasio ahorrado, tal como se
detallara mas adelante (ver tabla III y figura 8).
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Por lo datos presentados en la figura 2, resulta evidente que se dieron cambios en
la cantidad total de iones excretados (siendo éstas calculadas segun la formula:

E, =V, xO, donde Vor: volumen de orina y Oy: concentracion de cada sustancia en
la orina). No obstante, también se vio que dichos cambios en la excrecién se asociaron a
ligeras modificaciones en la concentracion plasmatica de los iones correspondientes (Py).
Resulta interesante detenerse a valorar la relacion entre la Ey y la Py o de otro modo:

O
Vor X P_X (ver figura 7).
X

Puesto que E, =V _xO0, =TFG, xP, +T, (donde TFGy es la tasa de filtracion
glomerular para cada sustancia y Tx es el transporte neto a nivel tubular), los datos
presentados en la figura 7 equivalen a la suma de la tasa de filtracion glomerular para
cada sustancia y el valor resultante de dividir el transporte neto a nivel tubular (Tx) por la
concentracion plasmatica de la misma -TFGx + (Tx/Px)-, que es dimensionalmente
equivalente al aclaramiento plasmatico y que aqui se representa con el simbolo O,

Dado que el AML no parece afectar de forma importante a la TFGy de los distintos
iones (Weiner, 1990), ni los valores de Py (al menos en nuestros datos), el estudio de
dicha relacién es interesante, ya que los cambios observados en ella se deberian
principalmente a cambios en el Ty; asi, un incremento en la relacion supondria un
aumento en el transporte tubular neto (por activacion de los procesos de secrecion o por
inhibicion de la reabsorcion), mientras que un decremento de la relacién supondria un
descenso en Tx (por disminucién en la secreciéon o por aumento en la reabsorcion). En
éste sentido, la figura 7 indica claramente la presencia de incrementos en los valores de
transporte tubular neto de Nat y HCO3-, mientras que disminuyen los de K* e H*. Por
otro lado, la relacion indica la importancia de la excrecion renal frente a los niveles
plasmaticos de cada uno de los iones estudiados. En este sentido resulta interesante
comparar las figuras 2 y 4, tras lo cual se puede observar que, aunque los cambios
cuantitativos mas importantes en la excrecion renal fueron los de Na*, los cambios de la
Ol(Na%) fueron similares a los de QUHCO3"), siendo éstos a su vez, claramente inferiores
a los cambios de OU(K ™) y especialmente de OL(H™); por tanto, a pesar de que los cambios
cuantitativos en la excreciéon de H" no fueron importantes, vemos como éstos si lo son
cuando los referimos al medio interno, es decir cuando hablamos de OL((H™). Visto de otro
modo, para que se den pequefios cambios en la excrecion final de H' se tienen que dar
cambios importantes en el Tx.

Para cuantificar mejor la importancia sistémica de los cambios producidos a nivel
renal por el AML, se han considerado los cambios observados o medidos en el
compartimento plasmatico (Opy) y se han comparado éstos con la estimacion de las
modificaciones inducidas por el amiloride (Epy).
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EXPERIMENTOS DOSIS UNICA

EXPERIMENTOS DOSIS MULTIPLE

(7 HORAS) (18 HORAS)
Variables Na™ HCO?' K™ HT pH Na™ HCOj3" K™ H" pH
@mmol '} @mol Iy | mumolr?l) ol 'L (mmol ') (mmol I'1) (@mmol I'1) Moi1l

Op4 135.9 263 3.6 43-8 7.37 130.7 23.2 3.9 4.4-8 7.36
Epy 122.9 232 7.7 4.1-7 6.38 108.2 20.1 143 7.8-1 6.10
Opy-Epy +13.0 +3.1 -4.1 -3.7-7 +0.99 +22.5 +3.1 -104 -7.4-7 +1.26

Na+ HCO3 K" HT pH Na+ HCO3 K+ HT pH

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
AOPX -1.7 -04 -16.3 2.3 +0.13 22 -7.9 +2.6 -4.5 +0.27
AEPx -11.0 -12.1 +79.1 +850.9 -9.6 -19.1 -20.4 +277.4 | +1625.2 -16.8
AOPx-EPx +9.3 +11.7 -95.4 -853.1 +9.7 +16.9 +12.5 -274.4 -1629.7 +17.1

TABLA IIL- Cuantificacién de los cambios inducidos en el compartimento plasmatico y de los cambios estimados, secundarios a los efectos del
amiloride a nivel renal. Ademas se presenta la diferencia entre ambos, que expresa la compensacioén a nivel sistémico, de los cambios inducidos por el
amiloride. Por tanto, se comparan los valores absolutos de las concentraciones plasmdticas medidas (Opy), estimadas (Epy) y la diferencia entre ambas
(Opx-Epy). Los valores estimados se calcularon asumiendo un volumen plasmatico de 3.5 1y tomando los correspondientes valores de las tablas I y II. Por

otro lado, se presentan los valores de los incrementos porcentuales con respecto a los niveles basales, tanto de los valores observados (AOpy), de los

estimados (AEpy), como de la diferencia entre ambos (AOpy - Epy). Los simbolos indican 1la pérdida (-) o ganancia (+) de un determinado ion en el

compartimento plasmatico. Ver el texto para mayor explicacion.
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En la tabla III, se presentan los datos absolutos y relativos de los calculos
realizados, pero solo se presentan los cambios observados y estimados a las 7 h de los
experimentos con dieta habitual y dosis tnica de 20 mg, asi como a las 18 h de los
experimentos con dieta habitual y dosis multiple. Para simplificar los calculos, se ha
considerado un volumen fijo de 3.5 litros para el compartimento plasmatico y que éste es
un compartimento cerrado y sin mecanismos de correccion que contrarresten los
diferentes desequilibrios; a partir de lo cual, se han estimado los cambios que inducirian
las pérdidas o ganancias de iones, medidas a nivel renal y resefiadas en la tabla I.

Comparando los valores de los cambios observados a nivel plasmético con
respecto a los estimados, se puede ver que los cambios estimados son claramente
superiores a los observados, lo que indica la existencia de mecanismos sistémicos que
regulan de forma precisa los niveles plasmaticos de los distintos iones, contrarrestando los
cambios previsiblemente inducidos por el AML. Por tanto, al calcular la diferencia entre
"lo medido y lo estimado" a nivel plasmatico podemos cuantificar la tasa de
compensacion llevada a cabo por parte de dichos mecanismos, lo cual se presenta en la
tabla IIT en valores absolutos y relativos. En la primera parte de la tabla se presentan los
valores absolutos de las cambios en las concentraciones plasmaticas medidas, estimadas y
las diferencias entre ambas. Tomemos como ejemplo el caso del Na* a las 7 h de la
ingesta de 20 mg de AML: ya que se observé una concentracion de 135.9 mmol-1-1
cuando los cambios a nivel renal hubiesen generado una concentracion de 122.9 mmol-1-1,
resulta evidente que algiin mecanismo compensador a nivel sistémico ha repuesto 13
mmol-1-! a nivel plasmatico. En la segunda parte de la tabla, se presentan los incrementos
porcentuales de las concentraciones plasmaticas de los distintos iones con respecto a los
valores basales, tanto de las concentraciones medidas como de las estimadas, asi como el
valor porcentual de la compensacion sistémica de los cambios estimados. Tomando los
mismos valores de Na* como ejemplo, se observa que la perdida a nivel renal hubiese
reducido la concentracién plasmatica basal de Na™ en un 11% pero solo fue reducida en
un 1.7% luego los mecanismos reguladores del nivel de Na® plasmatico realizan una
compensacion del 9.3%, casi el total de las perdidas renales inducidas por el AML. El
orden de importancia en las compensaciones en valores absolutos fue Na™ > Kt >
HCO3™ >> H*, mientras que el de las compensaciones en valores relativos fue H >>
K*>>Nat ~ HCO3", siendo el H" y el K™ extraidos del compartimento plasmatico y el
Na't y el HCO3™ repuestos en el mismo compartimento. Los cambios de pH también estan
indicados y son importantes, especialmente en términos relativos, al igual que los de H.

En la tabla III, solo se trabajé con las concentraciones y las cantidades totales de
iones en plasma y orina, pero no se debe olvidar que el uso de amiloride indujo cambios
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INTERCAMBIO RENAL INTERCAMBIO SISTEMICO
H,0: 0.261
K" 11.9 mmoles COMPARTIMENTO PLASMATICO Na": 45.5 mmoles
+ -
H": 1.3p1 moles HCO, : 11.2 mmoles
__l"_ 3

) ()

Na' (mmolT')
138.2 135.9

Y Y

S -1
26.4 HCG, (mmol I" ) 263
43 k'Y (mmoll') 36
7.36 pH 737
Q 7 HORAS )
132.8
251
33

' 6.35 | '
) )

Hy0: 0261 K* 143 mmoles
+
Na : 53.4 mmoles 17 i" moles
HCO;: 11.2 mmoles
INTERCAMBIO RENAL INTERCAMBIO SISTEMICO
HZO 1 0341
K" 36.9 mmoles . Na': 78.7 mmoles
+ COMPARTIMENTO PLASMATICO .
H: 29 |:|moles HCO;: 10.9 mmoles
(+) . (+)
Na  (mmol e
' 133.7 ) } 1307 V
252 HCGy (mmol I ) 232
38 K" (mmoll') 39
7.34 pH 7.36

/.

e D

/‘/(') Y

Q)

H,0: 0341 B Kt 36.5 mmoles

+ .
Na': 89.2 mmoles H': 26 |_|moles

HCO; : 18.0 mmoles

Figura 8 .- Modificaciones en ¢l pH y movimientos hidro-electroliticos en ¢l compartimento
plasmatico tras las ingesta de AML. Se asume un volumen inicial de 3.5 1 para el compartimento
plasmético y se comparan los cambios medidos (comparar punto basal -A- con punto final -C-) con los
cambios estimados ( punto intermedio -B-) para cada una de las variables. Con el signo (+) se indican
ingresos hacia el compartimento plasmético y con el signo (-) se indican los egresos desde el mismo.
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moderados en la diuresis. En la aproximacion que se ha hecho arriba, se consider6 un
volumen plasmatico constante (3.5 1); es decir, que en todo momento la pérdida de agua a
nivel renal fue repuesta a nivel plasmatico. En la figura 8 se presentan los mismos datos si
se hubiesen considerado las pérdidas renales de agua disminuyendo directamente el
volumen plasmatico, con lo que éste descenderia 260 ml a las 7 h y 340 ml a las 14 h, que
hubiese supuesto un descenso del 7.4% y 9.7% respectivamente. Por tanto, cabria esperar
un incremento de similar rango en las concentraciones plasmaticas estimadas.

Tal como se ve al comparar los datos de la figura 8 y de la tabla III, los
movimientos de agua serian importantes en la compensacion de los cambios de las
concentraciones plasmaticas estimadas de los distintos iones, aunque no las explicarian
totalmente. La hemoconcentracion inducida por la perdida renal de agua preservaria
parcialmente las concentraciones plasmaticas de Na™ y HCO3™ a pesar de las pérdidas
renales, con lo que la cantidad a reponer a nivel sistémico seria menor que la presentada
en la tabla III; pero por contra, incrementaria las concentraciones plasmaticas estimadas
de H" y KT, requiriéndose en éste caso una mayor participacion de los mecanismos que
retiran del plasma dichos iones. No obstante, en nuestros experimentos no se han
observado cambios importantes en el valor hematocrito ni en la concentracion plasmatica
de Hb total en las muestras de sangre venosa, por lo que no hay indicios de
hemoconcentracion o hemodilucion tras el uso de AML en dicho territorio. Esto parece
indicar que el volumen plasmatico se restituyod a pesar de la pérdida renal de liquidos.
Asumiendo que la reposicion de liquidos perdidos a nivel renal se hace a expensas de
otros territorios, la cantidad final de iones a reponer o retirar para que se alcanzaran las
concentraciones plasmaticas observadas no seria diferente de las calculadas en la tabla III,
a pesar de la previsible infraestimacion de las concentraciones plasmaticas de los iones a
la salida del territorio renal.

En la figura 8 también se muestran los cambios en el pH, que siguen una
evolucion similar a lo antes expuesto, observandose la restitucion de los valores basales a
pesar de los cambios inducidos a nivel renal por el AML.
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2.- Efectos de la inhibicién del antiportador Na*/H* durante el ejercicio y la
recuperacion.

2.1.-Pruebas maximas progresivas en cicloergémetro:

No se observaron diferencias significativas en la duracion de las distintas pruebas
maximas progresivas realizadas en cicloergémetro, que fueron de 13.03 £ 2.6 min en los
casos controles y de 12.82 + 2.4 min tras la ingesta de amiloride (dosis total de 0.86 mg/kg,
repartidos en tres dosis de 0.29 mg/kg cada 6 horas). La potencia méaxima desarrollada fue
de 243 £ 45 vatios, tanto en situacion control como tras la ingesta de amiloride.

PRUEBAS SIN AMILORIDE

200 - REP. EJERCICIO RECUPERACION
v 1e0 }
k=
g
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Q
-
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40 |-
0
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Tiempo (%)
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200 ( REP. EJERCICIO RECUPERACION
e B
'g 160 = |
=
< 120
O
-

80 +

40 |

0
Tiempo (%)

Figura 9.- Curso temporal de la ventilacién minuto (Ve) durante las
prucbas maximas progresivas. En A, se representa la nube de puntos de los
valores medios, obtenidos cada 15 segundos, en cada una de las pruebas
realizadas por los distintos sujetos experimentales en situacion control (e),
representandose la curva de regresion con una linea discontinua. En B, se
representa la nube de puntos de los valores medios obtenidos cada 15 segundos
en cada una de las pruebas de los mismos sujetos experimentales tras la ingesta
de amiloride (Q), representandosc la curva de regresién con una linea
continua. En las curvas de regresion representadas se acepto una 1> 0.90.

Tal como se muestra en la figura 9, no se observaron diferencias en la respuesta
ventilatoria tras la ingesta de AML. Asi mismo, la evolucion del patrén ventilatorio no se
modificé tras la ingesta de amiloride. Como se puede observar en la figura 10, ni la
frecuencia respiratoria, ni el volumen tidal cambiaron tras el uso de amiloride durante las

pruebas maximas progresivas.
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Figura 10.- Curso temporal del patrén ventilatorio a lo largo de
las pruebas mdaximas progresivas. En A y C se representan la
frecuencia respiratoria y el volumen tidal en situacion control. En B y
D sc representan las mismas variables tras la ingesta de amiloride.
Resto como en la figura 9.
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La evolucion de las fracciones de oxigeno y didxido de carbono en el gas ventilado

durante la prueba, no se modificé con el uso de amiloride (ver figura 11).
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Figura 11.- Curso temporal de las fracciones de los gases al final
de Ia espiracion. En A y C se representan la fracciones "end tidal" de
CO, y O, respectivamente, en situacion control, en B y D, las mismas
variables tras la ingesta de amiloride. Resto igual que en la figura 9.
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Por lo que, tampoco se observaron cambios en la respuesta metabélica tras las ingesta
de amiloride; asi, la evolucion del VO; y VCO9 a lo largo de la prueba de esfuerzo fue

similar en ambas situaciones (ver figura 12).
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Figura 12.- Curso temporal de la produccion de CO, y del
consumo de Op. En Ay C se representan los valores de VCO, y de VO,
respectivamente, en situacion control. En B y D se representan las mismas
variables tras la ingesta de amiloride. Resto igual que en la figura 9.
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Asi mismo, los equivalentes ventilatorios fueron similares en la situacion control y tras

la ingesta del farmaco (ver figura 13).
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Figura 13.- Curso temporal de los equivalentes de COy y de O,.
En Ay C se representan los valores del equivalente de CO, y del
equivalente de O, respectivamente, en situacién control. En By D se
representan las mismas variables tras la ingesta de amiloride. Resto

como en la figura 9.
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En la figura 13 también se observa que los umbrales ventilatorios no se modificaron
de forma notable tras el uso de amiloride, presentandose el punto de transicién o umbral
ventilatorio I al 25% del tiempo total de la prueba y el umbral ventilatorio II al 80% del
tiempo total de la prueba; siendo estos determinados segliin los criterios de Skinner y
Maclellan (1980).

El resto de variables controladas con el ergoespirometro computarizado (frecuencia
cardiaca, tiempos inspiratorios y espiratorios, etc.), tampoco cambiaron con el uso de AML.
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Figura 14.- Curso temporal de los cambios inducidos por el
¢jercicio en cicloergémetro, sin (@) y con amiloride (Q). A: pH; B:
pCO,y; C: [HCO3 gyq. (*: diferencias frente al valor basal, p< 0.05).
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En cuanto al equilibrio acido-base, se puede observar en la figura 14, que el amiloride
no indujo cambios importantes respecto’a la situacion control. Durante el ejercicio se
produjo un importante descenso del pH que se mantuvo en los primeros minutos de la
recuperacion (ver A). Durante la realizacion del ejercicio se observo un ligero incremento
en la pCO», para decrecer en la fase de recuperacion. En consecuencia, la [HCO3 ]gtq (ver
C) se mantuvo estable durante la fase de ejercicio y decrecid en la recuperacion.

En la figura 15 se representan los cambios en la concentracion plasmatica de los
distintos iones, como se puede observar, el uso de amiloride indujo un incremento en la
[K™*] en reposo, dicho incremento se mantuvo a lo largo del ejercicio y la recuperacion. En
el resto de iones estudiados los cambios inducidos por el AML fueron poco importantes y

fueron similares a los cambios observados en situacion control.
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Figura 15.- Curso temporal de las concentraciones plasmdticas de los iones durante la prueba
progesiva en cicloergdémetro. En A se muestran los cambios en la [Na™]; en B se muestran los cambios
en la [K™]; en C los cambios en la [C1"] y en D los de la [Lact”]. Simbolos como en figura 14. (*:
diferencias respecto al valor basal. #: Idem respecto al valor previo. p< 0.05)
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La [Lact™] presenta una subida importante al final del ejercicio y continda subiendo en
la fase de recuperacion; mientras que el resto de iones estudiados presentan una subida
durante el esfuerzo para volver a los niveles de reposo durante la recuperacion.

La figura 16 muestra los datos obtenidos al aplicar el algoritmo de Stewart para el
estudio del equilibrio acido-base (ver Material y Métodos). La S.I.D. se mantuvo sin
cambios durante el gjercicio, para descender en la recuperacion (ver A). Los valores de la
[H*] calculados con la ecuacién de Stewart (ver C) fueron siempre infraestimadas, pero
durante la fase de ejercicio se acercaron mas a los valores de [H] medidos (ver D) ‘que en

la fase de recuperacion, donde se observaron valores muy diferentes.

en figura 14.
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Figura 16.- Analisis cuantitativo del equilibrio acido-base. En A, se muestra el curso temporal de
la SID bajo los efectos del amiloride y en la situacion control. En C, 1a concentracién de hidrogeniones
calculada a partir del algoritmo de Stewart. En D, la concentracién de hidrogeniones medida con el
electrodo selectivo de pH. En B, la relacion de los valores calculados de [H"'] frente a los medidos
(Linea continua: con AML, linea discontinua: sin AML, linea de puntos: identidad). Simbolos como
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Figura 17.- Anélisis del balance hidro-electrolitico. En A:
relacién sodio-cloruro; en B: Curso temporal del "anmion gap"
usando la formula habitual en la prictica clinica. En C: Curso
temporal del "anion gap” usando los formula propuesta por Medbe
v Sejersted (1985), a partir de cinco iones. Simbolos como en la

figura 14.
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Ademas, tal como se muestra en la figura 17, se estudio la evolucion de la relacion
sodio-cloruro que se mantuvo practicamente constante a lo largo del ejercicio, con valores
algo menores para los sujetos con AML. Por otro lado, el "anion gap" estudiado a partir de
la formula de tres iones presenta cambios mas importantes que los observados cuando se
usa la férmula de cinco iones, propuesta por Medbg y Sejersted (1985). En ambos casos se
muestra una ligera subida, para incrementar de forma importante durante la recuperacion.

Finalmente, los cambios inducidos por el AML en la pOy se presentan en la figura
18. Si bien se observaron cambios importantes a lo largo de la realizacion de la prueba, con
una caida importante de la pOy durante el ejercicio para subir en la fase de recuperacion
muy por encima de los valores basales; no se vio que el amiloride indujera cambios

importantes.
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Figura 18.- Curso temporal de la pO, durante la prueba
progresiva en cicloergémetro. Simbolos como en figura 14.
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2.2.- Pruebas a potencia constante en cicloergémetro:

La duracién media del test fue de 2.83 + 0.9 min en situacién control y de 2.75 + 0.7
min tras la ingesta de amiloride (dosis Ginica de 0.86 mg/kg de peso, sin control de la dieta).
En estas pruebas se solicitd el desarrollo de la potencia maxima alcanzada en las pruebas
maximas progresivas realizas con anterioridad, que en este grupo fue de 250 watt. La
respuesta ventilatoria fue la habitual en este tipo de pruebas, siendo similar en ambas

situaciones experimentales (ver figura 19)
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Figura 19.- Curso temporal de la ventilacion minuto durante las pruebas a
potencia constante. En A, se representa la situacion control y en B tras la ingesta de
amiloride. Resto igual que en la figura 9.

Como se puede ver en la figura 20, la evolucion del patron ventilatorio de igual
modo, fue la habitual para este tipo de pruebas ergométricas, siendo practicamente idéntico
en la situacion control que tras la ingesta de amiloride. Conviene incidir en que tras la
ingesta de amiloride, al final del ejercicio, se observa una mayor caida en los volumenes
tidales (Vt), pero asociados a frecuencias respiratorias algo mas elevadas, por lo que, en
todo caso y tal como se vio en la figura 19, la ventilacion minuto se mantuvo al mismo nivel

en ambas situaciones experimentales.
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Figura 20.- Curso temporal del patrén ventilatorio durante las pruebas
a potencia constante. En A y C se representan la frecuencia respiratoria y el
volumen tidal en situacién control. En B y D se representan las mismas
variables tras la ingesta de amiloride. Resto igual que en la figura 9.
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La evolucion de las fracciones de COp y Op en el aire ventilado no sufrieron
modificaciones importantes con el uso de amiloride (ver figura 21).
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Figura 21.- Curso temporal de las fracciones "end tidal" de CO,y Oj.

En A y C se¢ muestran dichas variables en situacion control, siendo
representadas en B y D tras la ingesta de amiloride. Resto igual que en figura 9.
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Dada la evolucion de las variables antes vistas, era de esperar que no se dieran

cambios en la respuesta metabolica tras la ingesta de amiloride, tal como se ve en la figura
22.
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Figura 22.- Curso temporal de la VCO, y del VO,. En A y C se muestran

dichas variables en situacion control, siendo representadas en B y D tras la ingesta
de amiloride. Resto igual que en figura 9.
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Asi mismo, los equivalentes ventilatorios mostraron cursos temporales similares en
la situacion control y tras la ingesta de amiloride (figura 23).
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Figura 23.- Curso temporal de los equivalentes de CO, y de O,. En

A y B se muestran dichas variables en situacién control, mostrandose en B
y D las mismas tras la ingesta de amiloride. Resto como en figura 9.
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2.3.- Pruebas en el ergometro de Andersen.

Resultados

2.3.1.- Efectos de la inhibicién del antiportador Na'/H* en el territorio

muscular activo.

El grupo que se sometio a las pruebas bajo los efectos del AML (dosis tnica de 0.86

mg/kg de peso en ayunas) y al que llamaremos AS, fue comparado con los datos de otro

grupo control, al que llamaremos CS, que realizé el mismo tipo de experimento, en el

mismo laboratorio, pero sin haber ingeridlo AML Ademas, en algunos casos se

presentaran datos de algunas de las variables obtenidas del grupo AS cuando

a

posteriori- se repitid la prueba en condiciones control, sin amiloride; en las que se

observo en todo caso las mismas diferencias que las descritas al comparar AS y CS.

2.3.1.1.- Tiempo de duracion de las pruebas.

La duracion media de las pruebas previas fue de 4.0 minutos, tiempo al que se

intentd ajustar todos ellos, mientras que con el uso de la droga la duracion media de los

test subié hasta 4.83 minutos. La potencia desarrollada en ambos tipos de test fue la
misma, oscilando ente 115 y 130 watt (ver Tabla IV).

TIEMPO TIEMPO
SUJETO POTENCIA PRE-TEST TEST
(watt) (min) (min)
1 115 4.16 4.75
2 115 4.00 5.50
3 120 4.16 5.41
4 115 4.16 5.00
5 130 433 4.50
6 120 3.10 3.83
Media 119 3.98 4.83 *
D.E. 5.84 0.44 0.62

TABLA IV.- Valores individuales y promedios de la potencia desarrollada (en vatios: watt) y
de los tiempos de aparicion de la fatiga en las pruebas preliminares ( sin uso de la droga: ver
columna tiempo pre-test) y en las pruebas tras la ingesta de la droga (ver columna tiempo test). *:
diferencia antes y después de la ingesta de amiloride (p < 0.05).
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2.3.1.2.- Modificaciones del equilibrio acido-base.

2.3.1.2.1.- Lactato sanguineo y liberacion del mismo desde los misculos.
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Figura 24.- Concentraciones de lactato en
plasma, sangre y eritrocitos; en situacién de reposo,
de ejercicio y durante 20 minutos de recuperacion. A)
Concentracién de lactato en plasma: O, Valores en
sangre venosa, [J, valores en sangre arterial. B)
Concentracion de lactato en sangre total: ®, Valores
en sangre venosa, M, valores en sangre arterial. C)
Concentracion de lactato en el eritrocito: Q, Valores
en sangre venosa; O, valores en sangre arterial. m *
E.EM. (» diferencias significativas respecto al basal
(p<0.05); # Idem venoso frente a arterial ).

50



Resultados

Durante el ejercicio, la [Lact‘v]p (concentracion de lactato plasmatico en vena)
aument6 desde un valor de reposo de 1.87 (rango 0.68-3.31) mmol‘I-! a un valor de 14.62
(rango 12.2-18.1) mmol‘I"1, mientras que a nivel arterial ([Lacta]p) los valores oscilaron
entre el de reposo de 1.46 (rango 0.60-2.97) mmolI-l y 12.77 (rango 10.1-16.05)
mmol-I-1, alcanzindose los valores maximos en los primeros minutos de la recuperacion
(16.8 y 14.4 mmol-I-! de [Lact\,]p y [Lacta]p respectivamente), para después disminuir de
forma lenta y progresiva (figura 24, A), de tal forma que tras 20 min de recuperacién no
se habian alcanzado atn los niveles de reposo.

Puesto que los valores de [Lactv]p fueron siempre superiores que los de [Lacta]p
podemos considerar que se produjo liberacion y aclaramiento de lactato desde la
musculatura activa durante el ejercicio y en reposo. El flujo o produccion neta de lactato
al final del ejercicio presentd un valor promedio de 4.74 mmol'min-! (figura 25, A), como
resultado de una diferencia arterio-venosa de [Lac:t]p que se mantenia estable durante el

ejercicio (ver figura 24, A), y un LBF que presentd una franca elevacion (ver figura 40).
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Figura 25.- Valores individuales y promedios del flujo neto
de lactato desde el misculo en reposo, durante el ejercicio y en
la recuperacion. A) O, Valores para los AS; B) Los datos
mostrados en A comparados con los CS (m).
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Los valores de concentracion media de lactato en sangre total venosa ([Lacty]g)
siguieron una evolucion similar a los valores de [Lactylp (figura 24 A y B). Tras los §
primeros minutos de recuperacion, la [Lact,]g presentd una caida mas rapida que la
[Lacty]g. Por otro lado los valores de las concentraciones de lactato en el interior del
eritrocito ([Lact]GR) fueron muy superiores a las plasmaticas en los sujetos bajo AML,
tanto en sangre venosa como en sangre arterial. En cuanto a las cinéticas, se observéd que
la [Lacty]GR se incrementd en los tres primeros minutos de recuperacion para después
caer, mientras que la [Lacty]GR permanecié estable a lo largo de toda la recuperacion
(figura 24 C). Por tanto, AML indujo un incremento de la relaciéon [Lact]GR/[Lact]p
tanto en reposo como durante el ejercicio y la recuperacion. De hecho, la relacion
[Lact]GR/[Lact]p fue superior a uno durante todo el test y con valores similares para
sangre venosa y arterial (ver figura 26).
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Figura 26.- Relacion entre las concentraciones de
lactato intraeritrocitarias y plasméticas. Se presentan los
valores de m + EEM,, de los datos obtenidos a nivel
arterial () y venoso (O), en las pruebas de esfuerzo
realizadas por los sujetos tratados con amiloride. El detalle
incluido en esta figura muestra con mayor claridad que
dicha variable presentd siempre valores superiores a 1.

Es importante destacar que en los AS los valores de [Lactato]G R fueron bastante
elevados y superiores a los valores de [Lactato]p tanto a nivel arterial como venoso,
contrastando con los datos observados en los CS, donde se dieron valores de [Lact]G R
muy inferiores a los medidos a nivel plasmatico. Estudiando la figura 27 (A y B) se
observa que las concentraciones plasmaticas con y sin droga no fueron muy diferentes,
mientras que el uso de amiloride indujo un importante incremento en las [Lactato]G R.
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Figura 27.- Valores de la [lactato] en plasma e intraeritrocitarios durante la prueba de
esfuerzo. En la grafica A se muestran los datos obtenidos en las muestras de sangre venosa y
en B las de sangre arterial. Se representa la media = EEM. de las [lactato]: En plasma se
marca con O los valores de los AS y con @ los valores de los CS; en el caso de las
concentraciones intraeritrocitarias se determina con <> los valores obtenidos en los AS y con

@ los valores de los CS.

Si bien las diferencias mas importantes fueron las observadas a nivel

intraeritrocitario, cabe destacar que a nivel plasmatico se observd un evidente

enlentecimiento en la cinética de recuperacion de las concentraciones de lactato de los

sujetos que ingirieron amiloride (ver figura 27), tanto a nivel venoso como arterial.
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2.3.1.2.2.- pH y gases en

7.
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Figura 28.- Curso temporal de los cambios del pH arterial
y venoso, en los sujetos controles y tras la ingesta de
amiloride, a lo largo de la prucba de esfuerzo. En A, se
muestran los valores (m + EEM.) de pH venoso (O) y
arterial () en los AS. En B, los datos mostrados en A
comparados con los datos de los CS (®, venoso y M, arterial;
unidos por linea discontinua). En C, se comparan los datos de
AS (O, venoso y O, arterial) con los datos tras retestar sin
amiloride (®, venoso y M, arterial; unidos por la linea

sangre.
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Resultados

Dentro del estudio del equilibrio acido-base se hicieron las mediciones de pH y
pCO2 en plasma y el analisis posterior por medio de la ecuacion de Henderson-
Haselbalch; pero ademas, se hizo una valoracion cuantitativa a partir del algoritmo de
Stewart y adicionalmente se valoraron los cambios hidro-electroliticos. Todo ello permite
un profundo analisis de los cambios observados en el equilibrio acido-base.

Como se observa en la figura 28, en los sujetos tratados con AML el pH en sangre
venosa (pHy), pas6 de 7.34 a 7.1 en los tres primeros minutos de ejercicio, donde se
mantuvo hasta el final del mismo, para volver al nivel de reposo de forma paulatina
durante la recuperacion, pero sin haber alcanzado los valores de reposo tras 30 min de
recuperacion. El pH en sangre arterial (pHy) pasé de 7.39 a 7.29 durante el ejercicio y
aun presentaba una clara tendencia a descender al final del mismo. En la fase temprana
de recuperacion el pHj presentd una tendencia descendente para alcanzar valores de 7.22
unidades de pH a los 5 minutos, a partir de ese momento se observé una recuperacion
lenta del pHy de tal forma que a los 20 min de recuperacion ain no se habia alcanzado
los niveles del final del ejercicio. Por contra, el pHy comenzé a subir desde el primer
momento de la recuperacion, en la mayoria de los casos y con mayor velocidad de subida
que el pH, (figura 28, A). El decremento total de pH causado por el test (ApH) fue de
0.16 unidades de pH en la sangre arterial y de 0.24 unidades de pH en la sangre venosa y
tras 20 min solo se habia recuperado un 37.5% del ApH, y del 66.6% del ApHy, sin
llegar a alcanzar en ningun caso los valores de pH basal. Cuando los sujetos no estaban
bajo los efectos del AML (CS: figura 28, B y C en trazos discontinuos) los cambios en
pH, fueron paralelos a los descritos arriba, pero los valores absolutos fueron en todo
momento mayores que los visto en los AS, mientras que los ApH, fueron menores que
los observados en los AS. Las diferencias en las cinéticas de las curvas de pHy, entre los
sujetos tratados y no tratados fueron minimas durante el ejercicio, pero la velocidad de
recuperacion del pHy, en los AS fue claramente inferior, mas lenta (figuras 28, B y C).

Durante el ejercicio la p,COy pasé de 40 a 32 mm Hg. En la recuperacion, la
paCO2 se incrementd rapidamente en los primeros 2.5 minutos y muy lentamente en los
20 minutos siguientes. Por otro lado, la p,,CO» increment6 de 46 a 85 mm Hg durante el
ejercicio, mostrando una rapida vuelta a los valores de reposo en la recuperacion
temprana (figura 29, A). Se observaron ligeras diferencias entre los valores de pCO7 de
los AS y los CS (ver figuras 29, B y C).

Las presiones parciales de oxigeno se estudiaron de forma separada, presentando la
evolucion que se muestra en la figura 41, B.
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Figura 29.- Curso temporal de los cambios en la pCO;,
arterial y venosa, en los sujetos controles y tras la ingesta de
amiloride, durante la realizaciéon de Ia prucba de esfuerzo. A)
Se muestran m + E.E.M de pCO, venosa (O) y arterial (O) tras
la ingesta de amiloride. B) Se compara los datos de los AS (O,
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venoso y O, arterial) y con los datos obtenidos tras retestar sin
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La concentracion real o actual de bicarbonato en sangre venosa ([HCO3-]acty) se
increment6 en el primer minuto y después decreci6 durante el ejercicio y los 5 primeros
minutos de la recuperacion. Tras 20 minutos de recuperacion solo el 36% del valor inicial
de [HCO3™]act,, habia sido restablecido, sin haberse alcanzado en ningtin caso los valores
observados al final del ejercicio. La concentracion actual de bicarbonato a nivel arterial
([HCO3™Jacty) cayé marcadamente durante el ejercicio y mas suavemente durante los 5
primeros minutos de recuperacion. Tras 20 minutos de recuperacion solo el 42% del valor
inicial de [HCO3"]act, habia sido restablecido. En todo momento los valores observados
para la [HCO3-]act, fueron inferiores a los valores de [HCO3"]acty, dandose las mayores
diferencias entre ellas durante el ejercicio. Las cinéticas de las [HCO3-]Jact se muestran
en la figura 30, A; siendo la velocidad de recuperacion de las [HCO3~Jact mas lenta en
los AS que en la situacion control (figura 30 B).
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Figura 30.- Valores de la concentracioén de bicarbonato
actual [HCOj7Jact, a nivel arterial y venoso durante la
realizacién de las pruebas de esfuerzo. A: valores (m
E.EM.) de [HCO3Jact venosa (O) y arterial ([J) tras la
ingesta de amiloride. B: se comparan los datos obtenidos en
los experimentos tras la ingesta de amiloride (O, venoso y
O, arterial) y en situacién control (®, venoso y M, arterial;
linea de puntos).
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El exceso de base (B.E.) y la concentracion de bicarbonato estandar ([HCO3 ]std)
presentaron cinéticas similares (figura 31), pero diferentes a la que acabamos de ver en la
[HCO3™]act, especialmente en sangre venosa.
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Figura 31.- Curso temporal de la modificaciones en la concentracién de bicarbonato estindar
([HCO37]std) y del exceso de base (B.E.), a nivel arterial y venoso durante la realizacion de la prueba
de esfuerzo. En A, se muestran los valores (m + E.E.M.) de [HCO3]std venosa (O) y arterial ([J) tras
la ingesta de amiloride. En B, se comparan los datos tras la ingesta de amiloride (O, venoso y O,
arterial) y sin amiloride (®, venoso y M, arterial). En C y D, se muestran los cambios en B.E,
usandose las mismas claves que en A y B. *, como en la figura 24.

Por otro lado, la relacion [lact™]/B.E. en sangre arterial fue practicamente equimolar
en cualquier momento de los experimentos realizados bajo los efectos de AML y en
situacion control; por contra, en sangre venosa se observd un pico inicial en dicha
relacion al inicio del ejercicio, para caer después hasta alcanzar la unidad (figura 32).
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Figura 32.- Curso temporal de la modificaciones en la
relacion [lact”)/(-B.E.); que muestra la relacion entre los
incrementos de la concentracion plasmatica de lactato y los valores
absolutos de los decrementos en el exceso de base. Se muestran los
valores (media + E.EM.) de la relacién a nivel venoso (O) y
arterial (O) tras la ingesta de amiloride. En B, se compara los datos
de tras la ingesta de amiloride (O, venoso y O, arterial) y sin
amiloride (®, venoso y M, arterial) en un sujeto experimental que
presentd un pico importante de la relacion durante el ejercicio.

2.3.1.2.3.- Analisis del equilibrio acido-base por la ecuacién de Stewart.

Ademas del analisis por medio de la ecuaciéon de Henderson-Hasselbalch, se realizé
el analisis cuantitativo del equilibrio acido-base por medio del abordaje propuesto por
Stewart (1981). Al calcular la diferencia de iones fuertes en plasma o SID (figura 33, Al
y A2), se vio que ésta, en el territorio venoso, presenta un pico inicial para volver al nivel
basal donde se mantiene constante durante el ejercicio, mientras que, a nivel arterial,
presenta una franca caida. En ambos casos, se observa una cinética de recuperacion lenta
tras el esfuerzo. Es dificil valorar si el uso de amiloride produjo grandes cambios en

dicha variable, aunque en todo caso no fueron evidentes.
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Figura 33.- Andlisis cuantitativo del equilibrio acido-base. En Al y A2, se muestra,

respectivamente, el curso temporal de la SID bajo los efectos del amiloride y en la situacién control; en
B1 y B2, 1a concentracién de hidrogeniones calculada a partir del algoritmo de Stewart; en C1 y C2, se
presentan los valores de [H+] medidos con el electrodo selectivo de pH. En D1 se representa la
relacion, a nivel venoso, de los valores calculados de la [H'"] frente a los medidos, con sus
correspondientes rectas de regresion y coeficientes de correlacion; en D2, se representa lo mismo pero
a nivel arterial (Linea continua: con AML, linea discontinua: sin AML, linea de puntos: identidad).
Para explicacion ver el texto. (*, diferencias significativas con respecto al reposo; #, diferencias
significativas entre los valores arteriales y venosos. En ambos casos p< 0.05).

Por otro lado, los valores de [H'] calculados, con la ecuacion de Stewart (figura
33, B1 y B2), difieren de los valores medidos de [H™] (figura 33, C1 y C2), obteniéndose
valores calculados superiores a los medidos al final del ejercicio y al principio de la
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recuperacion; especialmente a nivel arterial y tras el uso de amiloride. De hecho, en las
graficas D1 y D2 se observa que la nube de puntos mas cercana a la linea de identidad fue
la de muestras venosas en situacién control (r: 0.91), acercandose a la precision
demostrada por Weinstein y col. (1991) en muestras venosas en reposo y tras una prueba
de esfuerzo maxima en tapiz rodante (r: 0.99). No obstante, se observa que dicho
algoritmo bajo en precision en el resto de los casos; es decir, en las muestras arteriales en
situacion control (r: 0.64), en las muestras venosas tras la ingesta de amiloride (r: 0.61) y
en las muestras arteriales tras la ingesta de amiloride (r: 0.45). La desviacion de la linea de
identidad se observé en los niveles altos de [H'], con valores calculados superiores a los
medidos.

2.3.1.3.- Balance hidro-electrolitico.

En la figura 34 se observa la elevacion de la [Na™] (B1 y B2) durante el ejercicio,
con su posterior caida durante la fase de recuperacion. Estos cambios en la [Nat] no
siempre fueron proporcionales a los cambios observados en el volumen plasmatico (ver Al
y A2). La [K™] presento un claro incremento durante el esfuerzo para caer bruscamente en
la recuperacion, se puede observar que su incremento es muy superior al producido por la
hemoconcentracion secundaria al ejercicio y que el uso de amiloride indujo un incremento

adicional de la misma. Este ion se abordara en el apartado 2.3.1.4. de Resultados.
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Figura 34.- Curso temporal de las concentraciones plasmaticas de los cationes, asi como del
volumen plasmatico. Se presentan muestras de sangre venosa y arterial. En Al y A2 se muestran los
cambios en el valor hematdcrito durante la prueba de esfuerzo en los sujetos que ingirieron amiloride y
en situacién control, respectivamente. En Bl y B2 se observa la evolucién de la [Na'] en el plasma de
sangre venosa Yy arterial -con y sin amiloride respectivamente-; en C1 y C2 se muestra lo mismo para
la [KT]. (*, diferencias significativas con respecto al reposo, #, diferencias significativas entre los
valores arteriales y venosos. En ambos casos p< 0.05).
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El curso temporal de los principales aniones plasmaticos se presenta en la figura 35.
La [CI7] se increment6 a lo largo del ejercicio para volver a los valores basales en los
primeros minutos de la recuperacion. Es importante incidir en que la subida de la [CI"] a
nivel arterial fue superior a la observada a nivel venoso, y que ésta no sigui6 los cambios
inducidos por la hemoconcentracion. La [Lact™] presenté incrementos superiores a los
previsiblemente inducidos por la hemoconcentracion. Como ya se habia visto, la [HCO3"]
presenté un notable descenso a lo largo de la prueba de esfuerzo, observandose un
evidente enlentecimiento de la curva de recuperacion en los sujetos que ingirieron

amiloride. Asi mismo, dicho enlentecimiento se observo en la [Lact™] tras la administracion
de amiloride.
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Figura 35.- Curso temporal de las concentraciones plasmaticas de los aniones. Se presentan
muestras de sangre venosa y arterial. En Al y A2 se muestran los cambios en la [C17] durante la prueba de
esfuerzo en los sujetos que ingirieron amiloride y en situacion control, respectivamente. En Bl y B2 se
observa la evolucion de la [Lact’] en el plasma de sangre venosa vy arterial -con y sin amiloride
respectivamente-; en C1 y C2 se muestra lo mismo para la [HCO37].

El analisis cuantitativo de los cambios inducidos en el balance hidro-electrolitico se
representa en la figura 36. La relacién sodio-cloruro (ver Al y A2), nos indica que la
pérdida de agua en el compartimento plasmatico se asocio, durante el ejercicio a una
"salida" proporcionalmente mayor de Cl- que de Na* en el territorio venoso, pero que la
relacion se mantiene estable a nivel arterial. Dicha relacion se mantiene alrededor de los
valores basales en la recuperacion en ambos territorios. Por otro lado, al calcular el
A.G.clc. se observd un incremento importante en los valores obtenidos (ver B1 y B2),
debido al incremento en la [Na*] y especialmente a la pérdida de HCO3". Esta pérdida se
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balancea, durante el ejercicio y la recuperacion, por medio del anién Lact™. Como se puede
observar la [HCO3"] y la [Lact~] presentan cinéticas y cambios cuantitativos similares pero
en direcciones opuestas, por lo que cuando se usa la formula con cinco iones, es decir,
cuando se calcula el A.G.ejer. (ver C1 y C2 ) no se observan cambios importantes,
manteniéndose los valores alrededor de 15 mmol-1-! durante toda la prueba de esfuerzo.
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Figura 36.- Anilisis cuantitativo del balance hidro-electrolitico. En A, se muestra la relacion
sodio-cloruro. En B, el curso temporal del "anion gap" obtenido a partir de los iones Nat, CI" y
HCO3™. En C, se representa el "anion gap" calculado a partir de los cinco iones.

Por otro lado se comprobo si los valores calculados para el hematocrito a partir de la
concentracion de Hb total en plasma presentaba algin cambio con el uso del amiloride. Tal
como se ve en la figura 37 el uso de amiloride no alter6 de forma notable la relacion entre
los valores medidos y estimados del hematdcrito. El valor calculado se obtiene con la
formula:

V. HCTO. ¢yiculado = [Hb] x 2.941

El factor 2.941 se obtiene con la formula V. HCTO. ¢4 (%) = ([Hb] / [CMHbG]) x 100,
asumiendo una concentracion media de Hb globular ((CMHbG]) de 34 g-dl'l, por tanto el
factor resulta de dividir 100/34. Puesto que la relacién entre los datos calculados y
medidos del valor hematocrito se mantuvo siempre cerca de la linea de identidad, cabe
pensar que dicho factor y por ende el valor de la MCHbC no se modificoO de manera
drastica en ningln caso. Por tanto, se puede concluir que ni con el uso de amiloride ni en

situacion control se produjeron ganancias o pérdidas importantes del volumen total de
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agua en el interior del eritrocito, con lo que los desplazamientos de agua observados a
nivel vascular se deben producir entre el compartimento plasmatico y otros
compartimentos (ver Discusion).
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Figura 37.- Estudio del desplazamiento de agua en el compartimento vascular. Para ello se
presenta la relacion de los datos calculados para el valor hematocrito frente a los valores medidos
con sus correspondientes rectas de regresion y coeficientes de correlacion (linea continua: con
AML, linea discontinua: sin AML, linea de puntos: identidad). Para explicacion ver el texto.

2.3.1.4.- Cambios en la concentraciéon plasmética de potasio.

Durante el ejercicio, la concentracién media de potasio plasmatico en vena aumenta
desde un valor de reposo de 4.25 (rango 3.85-4.53)mmol‘l"l a un valor de 7.58 (rango
6.59-9.08)mmol‘l"1, mientras que a nivel arterial los valores oscilan entre el de reposo de
4.35 (rango 4.00-4.66)mmol-l"l y 7.26 (rango 6.56-8.53)mmol‘I"}, alcanzandose ambos
valores maximos al final del ejercicio (fig. 38, A). En la recuperacion se observa una caida
brusca de las concentraciones arteriales y venosas de potasio, quedando los niveles de
concentracion arterial por encima de las concentraciones venosas.

Comparando los datos de los AS con los obtenidos en los CS se comprobd un ligero
incremento de los valores de reposo con el uso de AML, siendo claramente superiores
durante el ejercicio, especialmente para los valores de potasio a nivel arterial; alcanzandose
en todo caso, valores superiores en los AS al final del ejercicio tanto en vena como arteria
(figuras 38, B y C). Dadas las diferencias entre [K"‘]p venosas y arteriales durante el
gjercicio es evidente que existe liberacién y aclaramiento de potasio desde el territorio
muscular, mientras que durante la recuperacion la direccién del flujo neto de potasio se
invierte, lo que sugiere que en esta fase predomina la recaptacion del mismo por parte del
musculo. Los datos calculados para el flujo muscular neto de K* durante la prueba de
esfuerzo, se representa en la figura 39.
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Figura 38.- Curso temporal de las concentraciones de
potasio durante 1a prueba de esfuerzo. Se muestran los valores
(m + EEM.) de la [K*] a nivel venoso (O) y arterial (OJ) tras
la ingesta de amiloride. En B, se¢ comparan los datos antes
vistos para los AS (O, venoso y [, arterial) con los datos de
los de CS (®, venoso y B, arterial). En C, datos obtenidos tras
la ingesta de AML (O, venoso y [, arterial) comparados con
los datos obtenidos tras retestar sin amiloride (®, venosoy M,
arterial).
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Figura 39.- Flujo muscular neto de potasio en reposo, durante el ejercicio y en los 30
minutos de la fase de recuperacion. O, los datos de los sujetos tratados con amiloride se
comparan con la situacién control (@), sin amiloride.

La produccion o flujo neto de potasio (VK1) en el territorio muscular activo
durante el esfuerzo presenta una subida inicial para alcanzar un pico entre los 2-3 minutos
con tendencia a la estabilizacion o a decrecer hasta los 4 minutos, para presentar un
incremento final una vez superados los 4 minutos. Los valores de VK que se representan
en la figura 39, fueron calculados mediante la formula: VK*= LBF x ([K*]y, - [K*]y). El
sumatorio del flujo neto de K* durante la fase de ejercicio fue de 5.88 (rango 5.45-6.68)
mmol. (calculado midiendo el rea bajo la curva de produccién de K™).

2.3.1.5.- Flujo sanguineo y consumo de oxigeno.

En la figura 40 A se representan los valores de LBF obtenidos con la técnica descrita
previamente (Andersen y Saltin, 1985), tras la ingesta de AML. Se observé que LBF
incrementaba inmediatamente tras el inicio del ejercicio, alcanzando un maximo valor de 5
I'min-! al final del mismo. En la fase de recuperacion, el valor de LBF decrecié de forma
brusca en los cinco primeros minutos, pero después se observd una caida lenta y
progresiva durante la recuperacion, pero sin llegar a alcanzar los niveles de reposo hasta
los 30 minutos de recuperacion. Comparado con los valores de los CS (figura 40, B) se
observa que so6lo durante el ejercicio los valores de los AS fueron inferiores y inicamente
si comparamos los distintos valores en tiempo real. No obstante, al final del ejercicio los
valores en los AS superan los de los CS, si bien el final del ejercicio en los experimentos
con AML se dio 1.5 minutos mas tarde. En reposo y en la recuperacion los valores de
ambos grupos se igualaron.

La evolucion de los consumos de oxigeno del territorio activo durante el test en los
AS y su comparacion con los datos de los CS se presenta en la figura 40 (C y D) y
siguieron una evolucion similar a los cambios descritos para el LBF; es decir, se elevo
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rapidamente en el ejercicio, cae de forma brusca al inicio de la recuperacion y de forma

lenta posteriormente
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Figura 40.- Valores individuales y promedios del flujo sanguineo periférico (L.B.F.,
medido en la pierna derecha) y del consumo de oxigeno del territorio activo (VO,, medido en la
misma pierna). Se presenta el curso temporal de las dos variables a lo largo de la prucba de
esfuerzo: En A, los valores individuales (w), en el momento de la extenuacién (mE) y los valores
delam + E.EM. (O). En B, se presentan los datos obtenidos tras 1a ingesta de AML (O) y en los
sujetos en situacion control (M), En C, los valores de los consumos de oxigeno individuales (@),
en el momento de la extenuacion (®) y los valores de las m + E..E.M. (O). En D, se muestran los

datos de los AS (O0) comparados con los CS (W).

2.3.1.6.' p02 y OZHbsat.
Al comparar los datos de los sujetos que realizaron los test con y sin droga, se

observa que con la droga se produjo un claro aumento de la pO, en sangre venosa. La
pyO2, muestra valores de 40 mm Hg en los AS en vez de los 23 mm Hg de los CS durante

el ejercicio (figura 41, A y B). Durante la recuperacion los datos tienden a igualarse
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Figura 41.- Valores arteriales y venosos de la pOy. En A, s¢ muestran los valores de
los sujetos tratados con amiloride (O0) y comparados con la situacién control. (@®). En B, se
compara los datos obtenidos en situaciéon control con los obtenidos tras la ingesta de
amiloride.

A pesar de esta elevacion en la pyOp, el valor de OpHbg,; (medida con el
hemoximetro) fue similar en todos los casos, alrededor de 25% en sangre venosa. No
obstante, cuando la OpHbg,¢ fue calculada por medio de la ecuacion de Kelman y Thomas
(Kelman, 1966; Thomas, 1972), se obtuvieron, durante el ejercicio, valores alrededor del
50% de OpHbgy,t en la sangre venosa de los sujetos que tomaron AML. Curiosamente, en
la situacion control se dieron siempre valores del 25% de OpHbgyy, ya fueran medidos con
el hemoximetro o calculados por medio de la mencionada ecuacion (figuras 42 y 43); es
por tanto importante resefiar que en los CS los valores calculados quedan cerca de los
valores medidos, a los diferentes porcentajes de OpHbg,; observados durante el test (de
20% a 100%), mientras que esto no es cierto en los sujetos que tomaron AML,
especialmente en los niveles de baja OoHbgy;.

s
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Figura 42.- Valores medidos y calculados de la saturacioén parcial de 1a Hb por el
oxigeno. Se representan los valores arteriales y venosos para la situacién control y tras
la ingesta de amiloride. La linea diagonal corresponde a la linca de identidad, indica
por tanto la precision en el cdlculo realizado.

Para mas detalle, en la figura 42, se representan los valores de OpHbg,¢ (medidos y
calculados) frente a la pyOy para cada uno de los sujetos experimentales. Se observa un
importante desplazamiento a la derecha de los valores de OpHbg,at/pO7 en todos los AS
frente a la situacion control . Por otro lado los valores calculados fueron diferentes a los
medidos en los AS, siendo esta diferencia especialmente evidente en los picos o valores
inferiores de la relacion OpHbg,1/pOo, es decir, a nivel venoso durante el ejercicio. A nivel
arterial (ver figura 40 y 44) la OoHbg,¢ se mantuvo alrededor del 97% tanto en AS como
en la situacion control, a pesar de diversas oscilaciones de la p3O5.

El desplazamiento a la derecha de los puntos correspondientes a los AS,

representados en la figura 43 no, indica el comportamiento de la Hb en todo el rango de
pO7 observados. Para ello en la figura 44 (A) se han unido los puntos arteriales con los
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Figura 43.- Valores medidos y calculados de la saturacion parcial de la Hb por el
oxigeno enfrentados con el correspondiente valor de pO,. En A, se representan todos los
valores venosos para la situacion control y tras la ingesta de amiloride, tanto los medidos
como los calculados (las flechas marcan la diferencia entre los datos medidos y calculados al
final del ejercicio). En B, se muestran los valores promedio de los mismos datos en reposo y
durante el gjercicio, con "E" se marca el punto de extenuacién; ademas, s¢ han afiadido los
datos medidos por Andersen y col. -1985- (A) y por Bagsbo y col. -1990- (B) en experimentos

similares.

venosos, lo que determina la pendiente de la curva de OpHbg,i/p0Oy. Vemos como los

incrementos de las pendientes de dichas rectas se asociaron a incrementos similares en las

pendientes de las rectas que unen los valores venosos y arteriales de la concentracion de

O» en sangre ([O9]), especialmente al final del ejercicio (ver figura 44, B), con lo que se

pone de manifiesto un incremento de la capacitancia de la sangre para el Oj.

70



Resultados

100
3
ON
2 80
T
60
40
]
20 1 | 1 1 ] 1 1
0 20 40 60 80 100 120 140
pO, (mm Hg)
25
®
3
Z 20t
&
o
15
10
5 -
m  SinAML
O L ] 1 | | L 1
20 40 60 80 100 120
pO, (mm Hg)

Figura 44.- Los valores medidos de 1a saturacién parcial de
la Hb por ¢l oxigeno asi como la concentraciéon de oxigeno en
sangre ([O;]) se enfrentan con el correspondiente valor de pO;.
Las lineas conectan los valores arteriales con los correspondientes
valores venosos ( 1a m + EEM.). En A, se representa un
equivalente de la curva de saturacion de Hb en las situaciones de
reposo (Sr) y de extenuacion (Se), afiadiéndose los valores
descritos por Andersen y col. -1985- (A) y por Bangsbo y col. -
1990- (B). En B se hizo lo mismo para la concentracion de
oxigeno en sangre, tanto en reposo (Cr) como en la extenuacion
(Ce). La pendiente de las rectas representadas en B marcan la
capacitancia de la sangre para el oxigeno. Ver el texto para mayor
explicacion.

En la figura 45, se muestra, a modo de resumen, como el cambio en la capacitancia
de la sangre para el Oy puede contribuir a igualar el aporte de O> a los tejidos en
situaciones de flujo sanguineo periférico comparativamente reducido. Se incidird sobre
este tema en la Discusion.
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Figura 45.- Comparacion de los datos obtenidos en la situaciéon control (simbolos rellenos) y
tras la ingesta de amiloride (simbolos huecos). En A, se muestra ¢l VO, durante la prucba de
esfuerzo, los valores pico se comparan con los descritos por Andersen y col. -1985- (A), por Bangsbo
y col. -1990- (B1) y por Bangsbo y col. -1992- (B2). En B se hizo lo mismo para los valores de
L.BF.. En Cy D, se muestran los cambios inducidos por el amiloride en la curva de OpHbsat y en la
[O5] en sangre; los valores al final del ejercicio (Se y Ce, respectivamente) se comparan con los
descritos por Andersen y col. -1985- (A) y por Bangsbo y col. -1990- (B) .

2.3.1.7.- Balance hidro-electrolitico en el compartimento muscular activo.

La masa muscular de cuadriceps femoral fue de 3.3 + 0.49 kg, obtenida segun se
indic6 en Material y Métodos.

El analisis de las biopsias musculares permitié observar que con el uso de amiloride se
produjeron cambios en el agua muscular total (figura 46, A y D), cuya distribucién en los
espacios intra- y extra-celular serian diferentes segiin se considere el "espacio de cr-"
(figura 46, B y C) o se asuma una distribuciéon de agua intra-extracelular de 90%-10% en
reposo y 85%-15% durante el ejercicio, distribucion similar a la obtenida al determinar el
"espacio de inulina" (figura 46, E y F). Incidiendo en la figura 46 se observa que, los valores

72



Resultados

representados en las A y D son idénticos, pero a partir de estos se obtienen valores

diferentes de agua extracelular (comparar B y E) y de agua intracelular (comparar C y F)
segun se extrapolen al espacio de CI- o al de inulina.
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Figura 46.- Los valores del agua muscular total (HyOpy), obtenidos por los cambios en el
peso de la muestra muscular himeda y seca, se representan en las graficas A y D, . En las
graficas B y C se representan los valores de agua en el espacio extracelular (HyO,) y en el
espacio intracelular (H,O;) calculados asumiendo que la distribucion del agua se hace segin el
"espacio de CI™; dichos datos se enfrentan con los valores de agua en el espacio extracelular
(HpOg, en E) y en el espacio intracelular (HyO;, en F) calculados asumiendo una distribucion
de agua similar a la observada para el "espacio de inulina". Los circulos huecos (O)
corresponden a los sujetos bajo el efecto de amiloride y los circulos rellenos ( @ ) a la situacion
control. =, marca las diferencias significativas con respecto al valor de reposo (p < 0.05).

Debido a la diferente distribucion del agua muscular total en los espacios intra y
extracelular del musculo, segin se considere el "espacio de CI™ o el "espacio de inulina",
las cantidades totales del soluto (expresadas en niimero de milimoles por kilogramo de masa

muscular) y las concentraciones de los diferentes solutos van a cambiar ostensiblemente en
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los espacios intra y extracelular; mientras que las cantidades y concentraciones de los
distintos solutos en el musculo (considerado como un sélo compartimento) van a tomar un
unico valor ya que estas fueron las que se midieron directamente.

Como se puede ver en la figura 47, tanto la concentracion como el nimero de moles
de Na™, CI- y K*, se modificaron durante el ejercicio, siendo los cambios diferentes en los

sujetos bajo amiloride al compararlo con el control.
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Figura 47.- Concentraciones de Nat, Kt y CI" en las muestras musculares: [Na+]m,
[K+]m, [CI']y,, representadas en las graficas A, By C respectivamente. Se muestran también las
cantidades totales o nimero de moles de Na®, KT y CI" en el misculo: n(Nam+); n(Km+) y
n(Cly,"), representadas en las graficas D, E y F respectivamente. Los circulos huecos (O)
corresponden a los sujetos bajo el efecto de amiloride y los circulos rellenos ( ® ) a la situacién
control.
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Por otro lado, las concentraciones de los iones en el espacio extracelular se
extrapolaron de las concentraciones plasmaticas de los mismos y se representan en la figura
48. No obstante, al calcular las cantidades totales de los distintos iones en el espacio
extracelular (expresadas en mmolkgl), se observa que los valores obtenidos son
claramente diferentes segin se considere que la distribucion de agua dentro del musculo
depende del "espacio de cr-" (figura 49; A, B y C) o del "espacio de inulina" (figura 49; D,
EyF).
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Figura 48.- Concentraciones de Nat, K yCl enel
espacio extracelular ([Na+]e; [K+]e, [CI']), durante las
pruebas de esfuerzo en los sujetos con y sin amiloride.
Los circulos huecos (O) corresponden a los sujetos bajo
el efecto de amiloride y los circulos rellenos ( ® ) a la
situacioén control.
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Figura 49.- Numero de moles de Nat, K™ y CI" en el espacio extracelular (n(Nag);
n(Ke‘") y n(Cle"), representados en A, B y C), considerando la distribucién de agua segiin el
"espacio de C1™ . Dichos valores se enfrentan con los valores del nimero de moles de Nat, Kt y
CI" en el espacio extracelular (n(Nae+); n(Ke'") y n(Cl,"), representados en las graficas D, E y
F), considerando la distribucion de agua en el misculo segin el "espacio de inulina". Los
circulos huecos (O) corresponden a los sujetos bajo el efecto de amiloride y los circulos rellenos
( @) a la situacién control.

Por otro lado, los datos de las concentraciones y el nimero de moles calculados
para el espacio intracelular por ambos procedimientos (espacios de Cl- y de inulina) fueron
también muy diferentes, tal como se puede observar en las figuras 50 y 51 en las que se
representan y enfrentan dichos datos durante la prueba de esfuerzo tanto bajo los efectos del
amiloride como en situacion control. De todos estos datos ambos métodos dan resultados
similares sélo en el K*, mientras que para el Cl- y el Na*, los cambios son contrapuestos.
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Estos resultados contradictorios se dan para las [Na™] y [CI-] tanto en los cambios

vistos en las concentraciones intracelulares (ver figura 50), como en los cambios en el

numero total de moles de ambos iones (ver figura 51).
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Figura 50.- Concentraciones de Nat, Kt y CI" en el espacio intracelular ([Na+]i, [K"'] is
[CI];, representadas en A,"B y C), los cilculos se realizaron considerando la distribucion del
agua segun "espacio de C1™ . Los valores resultantes al considerar la distribucién de agua segin
el "espacio de inulina" sc representan en las graficas D, E y F. Los circulos huecos (O)
corresponden a los sujetos bajo el efecto de amiloride y los circulos rellenos ( ® ) a la situaciéon
control.

Es importante sefialar que la pérdida media de K+ en el musculo fue de 22 mmol1-1
en los AS, lo que significa una cantidad total de 72.6 mmoles eliminados de los cuédriceps

femorales.
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Figura 51.- Nimero de moles de Nat, Kty CI" en el espacio intracelular considerando
la distribucion de agua regida por el "espacio de cr" (n(Nai+); n(Ki+) y n(CL")
representadas en las graficas A, B y C). Idem, considerando la distribucién de agua segun
"espacio de inulina" (n(Nai'"); n(Ki"') y n(Cl;") representadas en las graficas D, Ey F). Los
circulos huecos (O) corresponden a los sujetos bajo el efecto de amiloride y los circulos
rellenos ( ® ) a la situacidn control.

Finalmente, se vio que los descensos en las cantidades totales de magnesio y creatina
muscular seguian una cinética similar a las descritas para el K*. En la figura 52 se muestran
los cambios en la cantidad total de magnesio muscular (n(Mg*),, en B); concentracion de
magnesio muscular ((Mg* ], en A); la cantidad total de creatina muscular (n(Creat)yy,, en
D) y la concentracion de la misma ([Creat]y,, ver C). Estos cambios son similares a los
cambios vistos en la figura 47 (B y E) para el K, por lo que las diferentes relaciones entre
Kt, Mg™t y creatina medidas en las muestras musculares no cambiaron, de forma
importante, a lo largo de las pruebas de esfuerzo.

78



Resultados

16 EJERCICIO RECUPERACION 50 EJERCICIO RECUPERACION
—~ A - (
T,_, 14 | Py - sl N
= N ) N
[e)
8 12 | \\ E 1 \\
£ ¢ o ————9® E 40 p | 2 S o
8 —F
T 10 | ';“: 35 |
Q)
o
Z o,
8 I 30 |
sk
120 W
6 L L L ! 25 120w 1 I I )
Tiempo (min) Tiempo (min)
45 EJERCICIO RECUPERACION - 160 - EJERCICIO RECUPERACION
T T o
op
< =4 //?\
B S a0l &7 AN
g 4T g > _
\E/ é 0\ ~—e
P B
G -
+ < 120 *
& 35t p
< 8
. [=}
120 W 120 W
[l 1 1 ] 100 L 1 1 5
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 52.- Curso temporal de los cambios en 1la cantidad total de magnesio muscular
(n(Mg++)m, ver B; concentracidn de magnesio muscular ([l\/Ig++]m, en A; la cantidad total de
creatina muscular (n(Creat);,, en D; y la concentracién de la misma ([Creat]y,, ver C. Los circulos
huecos (O) corresponden a los sujetos bajo el efecto de amiloride y los circulos rellenos ( ® ) a la
situacién control.

2.3.2.- Efectos de la inhibicién del antiportador Nat/H' en el territorio
muscular inactivo durante el ejercicio.

Recordemos que las muestras en estos experimentos realizados en el ergémetro de
Andersen, fueron tomadas de una vena de los brazos inactivos tras la ingesta de 0.29 mg de
AML/kg de peso. La potencia media desarrollada fue de 100 watt y el tiempo de duracion
de las pruebas tras la ingesta de AML (5.08 * 0.9) fue superior al de las pruebas control
(5.30 + 1.0), p< 0.05.

2.3.2.1.- Modificaciones del equilibrio acido-base.

En cuanto al equilibrio acido-base, se puede observar en la figura 53 que el amiloride
indujo un descenso notable en el pH (ver A) y en la [ HCO3 ]stq (ver C) tanto en reposo
como durante la realizacion del ejercicio y la recuperacion; que se asocié a su vez a un

ligero incremento en la pCO».
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Figura 53.- Curso temporal de los cambios inducidos por el
ejercicio y el amiloride en el pH (en A), la pCO; (en B) y la [HCO37gq

_ EJERCICIO RECUPERACION A
e é g ¢
° Q
L? 9 o o *y I Q
8 i
i o Q (f O Amiloride
L Q ? @ Control
i 1 1 1 1 1 ] 1 1 1 1 1 I J
0 1 2 3 4 6 70 10 20 30 40 50 80
Tiempo (min)
_ EJERCICIO RECUPERACION B
(O Amiloride
i I z @ Control
5373 ;
L o ©° °
! ;! ‘ ¢ @
. te
¥
1 1 1 1 1 j I— 1 1 1 1 1 L !
0 1 2 3 4 6 70 10 20 30 40 50 860
Tiempo (min)
. EJERCICIO RECUPERACION C
| & ¢ ®
Sty ;
L o 0O i« . Pt Q
@]
_ - i
il x O Amiloride
- é 9
* @ Control
IQ
*

L [ 1 1 '

20 30 40 50 60
Tiempo (min)

(en C). , diferencia frente al valor basal (p < 0.05).

Resultados

También se aplico el analisis propuesto por Stewart (1981). Al calcular la diferencia

de iones fuertes en plasma o SID (figura 54), se vio que ésta casi no se modifico durante el

ejercicio, para caer tras finalizar el ejercicio y presentar una cinética de recuperacion lenta,

estos cambios estan muy influenciados por los cambios en la [Lact™]. El uso de amiloride no

produjo grandes cambios en dicha variable. Por otro lado, los valores de [H'] calculados,

con la ecuacion de Stewart, difieren ligeramente de los valores medidos, obteniéndose

valores calculados inferiores a los medidos al final del ejercicio y al principio de la

recuperacion. La correlacion de valores calculados frente a los medidos presentd un

coeficiente de correlacion de 0.7 en la situacion control y una r: 0.6 tras la ingesta de

amiloride. La desviacion de la linea de identidad se observé en los niveles altos de [H™].
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Figura 54.- Anglisis cuantitativo del equilibrio acido-base. En A, se muestra el
curso temporal de la SID; en B, la concentraciéon de hidrogeniones calculada a partir del
algoritmo de Stewart; en C, se presentan los valores de [H'] medidos con el electrodo
selectivo y finalmente, en D, se representa la relacion de los valores calculados frente a
los medidos con sus correspondientes rectas de regresion (linea continua: con AML, linea
discontinua: sin AML).
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2.3.2.2.- Balance hidro-electrolitico.

En la figura 55, se observa como los cambios en la [Nat] (ver B) son proporcionales
a los inducidos por la hemoconcentracion secundaria al ejercicio (ver A). No obstante, el
resto de iones presenta cambios no explicables por las modificaciones del volumen
plasmatico; asi en la [K*] y en la [Lact] se dan incrementos superiores a los simplemente
inducidos por la hemoconcentracion, mientras que por otro lado la [Cl~] no presenta apenas
cambios a lo largo de la prueba de esfuerzo y la [HCO3-] present6 un notable descenso.
Asi mismo, se observan los cambios inducidos por la administracion de amiloride.
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Figura 55.- Curso temporal de las concentraciones plasmaticas de los iones, asi como del volumen
plasmatico. En A se muestran los cambios en ¢l valor hematécrito durante la prueba de esfuerzo. En B
se observa la evolucion de la [Na™] en el plasma de sangre venosa de la fosa antecubital; en C lo mismo
para la [K*]; en D para 1a [CI"], en E para la [Lact™] y en F para la [HCO57].

El analisis de los cambios inducidos en el balance hidro-electrolitico se representa en
la figura 56. La relaciéon sodio-cloruro (ver A), nos indica que la pérdida de agua en el
compartimento plasmatico se asoci6 a una "salida" proporcionalmente mayor de CI- que de
Nat, por lo que se observa un ligero incremento de ésta relacion a lo largo de la fase de
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gjercicio para volver a los valores basales en la recuperacion. Por otro lado, al aplicar la
formula del A.G.clc. se observo un incremento importante en los valores obtenidos (ver B),
debido al incremento en la [Na™] y especialmente a la pérdida de HCO3~. Este "hueco" es
producido, durante el ejercicio y principalmente en la primera fase de recuperacidn, por
medio del anion lact™; asi, cuando se usa la formula con cinco iones, es decir, cuando se
calcula el A.G.ejer. (ver C) no se observan cambios importantes, manteniéndose en valores
cercanos a 20 a 25 mmollI-1 durante toda la prueba de esfuerzo. En las tres variables
presentadas el amiloride indujo tan sélo cambios discretos.
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Figura 56.- Anilisis cuantitativo del balance hidro-electrolitico. En A, se
muestra la relacién sodio-cloruro. En B, el curso temporal del "anion gap"
obtenido a partir de los iones Na™, CI" y HCOj3". En C, se representa el "anion
gap" calculado a partir de los cinco iones.
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2.3.2.3.- pOy y OgHbyys.

Finalmente, los cambios inducidos por el AML en la pO7 y la OxHbg,¢ se presentan
en la figura 57, cuyos cambios no fueron tan marcados como los vistos en el territorio

muscular activo.
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Figura 57.- Curso temporal de la pO; (A) y la HbO, (B) en sangre
venosa del territorio inactivo.
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DISCUSION

1.- Consideraciones sobre el proceder experimental.

En el presente trabajo se han estudiado los cambios inducidos por la inhibicion del
antiportador Na*/H™, en la respuesta fisiologica al ejercicio fisico de alta intensidad,
prestandose especial atencion a los aspectos relacionados con el equilibrio acido-base y
el balance hidro-electrolitico. Antes de comenzar la realizacion de los distintos
experimentos que implicaban la realizacion de ejercicio fisico, resultaba imprescindible
aclarar diversos aspectos sobre la inhibicién del antiportador Nat/H* por medio del
amiloride, siendo fundamental determinar qué dosis debia ser usada; asi mismo, habia
que elegir el tipo de protocolo ergométrico que permitiese un abordaje adecuado de los
objetivos planteados en la hipétesis inicial.

1.1.- Determinacion de la dosis de amiloride

Para la eleccion de la dosis del farmaco se tuvieron en mente una serie de
consideraciones previas, tedricas y practicas, sobre el uso del mismo.

En referencia al uso in vitro del amiloride, podemos decir que ha sido y es
empleado en diversos tipos de preparaciones ya que acta como inhibidor de los canales
de Na™ sensibles al amiloride, localizados preferentemente en las células epiteliales, a
concentraciones cercanas a | uM (este valor representa la constante del equilibrio
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aparente de disociacion para el amiloride: K4 i; siendo ésta la concentracion de farmaco
requerida para inhibir en un 50% el transporte de Na*). Cuando se usan dosis mas altas,
sobre 1 a 10 uM (Garty y Benos,1988) 6 100-1000 uM (Hoffman y Simonsen, 1989)
actiia como inhibidor del antiportador Na™/H™ ( la variabilidad de la K;p,j depende de
la sensibilidad del subtipo de antiportador en estudio). Finalmente, en el rango de los
milimoles puede actuar como inhibidor del intercambio Na'/Ca™™ (Garty y Benos,
1988). Es importante incidir en que estos valores de Ky fueron medidos a temperatura
ambiente y no a 37° C, por lo que cabe esperar algun cambio en la Ky a la
temperatura corporal durante el ejercicio.

Se ha estudiado ampliamente la inhibicion de los canales epiteliales de Na‘t
sensibles al AML, de especial significacion en el epitelio renal, (para una revision
profunda de este tema ver Garty y Benos, 1988; Smith y Benos, 1991). Este tipo de
canal ha sido recientemente clonado (en epitelio renal de rata) y expresado en oocitos
(Canessa y col., 1993).

Como se describi6 en la Introduccion, existe un gran numero de experimentos in
vitro, que demuestran la presencia del antiportador Nat/H™ practicamente en todos los
tipos celulares estudiados y el efecto inhibidor del amiloride sobre el mismo.
Actualmente, se acepta la existencia de dos subtipos de antiportador: uno sensible al
amiloride y otro insensible al amiloride (Clark y Limbird, 1991), localizdndose el
antiportador Nat/H* sensible al amiloride en todo tipo de células (6seas, sanguineas,
musculares, etc.) y en la zona basolateral de la membrana de las células epiteliales
tubulares y digestivas, presentando una K,pi de 5 pM (como promedio de los distintos
tipos celulares estudiados), mientras que el antiportador Na'/H™ no sensible al
amiloride se localizaria en la zona apical de la membrana de las células epiteliales
tubulares y digestivas, presentando una Kypi de 100 uM  (como promedio de los
distintos tipos celulares estudiados).

En preparaciones de tejido muscular esquelético estriado se ha evidenciado la
presencia del antiportador Na'/H* y se ha estudiado su papel y comportamiento (en
raton: Aickin y col.,, 1977 a y b; en pollo: Vigne y col., 1985; en rana: Putnam y col,,
1986; Estrada y Sanchez, 1991); no obstante, hasta la fecha no hay experimentos in vitro
en humanos que demuestren la existencia del mismo asi como sus propiedades en este
tipo celular concreto. Por tanto, asumida la existencia del antiportador Nat/H" en fibras
musculares de seres humanos y su activacion con el descenso del pHj durante la
realizacion de ejercicio fisico de alta intensidad, el uso de un inhibidor del mismo podria
provocar modificaciones importantes en la regulacion del equilibrio acido-base e hidro-

electrolitico del compartimento muscular.
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Por otra parte, la presencia contrastada del antiportador Na'/H™ en otras células
del organismo, ademas de las renales y musculares, no debe ser olvidado. Asi, las
posibles modificaciones a nivel de las células del cuerpo carotideo (Buckler y col., 1991
a, b) y en los globulos rojos (Escobales y Canessa, 1986) entre otras, deben ser
consideradas si se pretende comprender la respuesta sistémica ante la inhibicion del

mismo.

En cuanto al uso clinico -in vivo- del amiloride, podemos decir que es
ampliamente conocido por ser un diurético ahorrador de potasio de manejo habitual en
la practica médica, siendo el tratamiento de la hipertensién arterial una de sus
principales indicaciones (Weiner, 1990). En cuanto a su potencia como diurético, se ha
observado que el maximo efecto con dosis unica se obtenia con 40 mg (Baba y col,,
1968; Lant y col., 1969), pero al producirse hiperkaliemia y poseer similares efectos
antihipertensivos que dosis inferiores, se ha venido aconsejando que a largo plazo - en
tratamiento de enfermos cronicos - se usaran dosis de 5-10 mg (Kremer y col., 1977).
No obstante, otros autores han usado pautas de 3 x 25mg/dia durante 7 dias y
recomiendan una dosis maxima diaria de 80 mg (Millar y col., 1984), siempre que se
controle la hiperkaliemia.

Consecuentemente, en nuestros experimentos se prestd especial atencion al control
de la hiperkaliemia ya que, si bien inicialmente las dosis elegidas, que oscilaron entre
0.29 y 0.86 mg/kg de peso, no superan las dosis maximas aconsejadas para el uso en
humanos (Baba y col., 1968; Lant y col., 1969; Miller y col., 1984), se ha descrito
detalladamente la aparicion de hiperkaliemia secundaria a la realizacién de ejercicio
fisico intenso (Band y col., 1982; Sjegaard, 1983; Vyscocil y col., 1993; Sjegaard y col.,
1985; Harris, 1986; Sejersted y col., 1986; Conway, 1988; Juel y col., 1990; Medbay
Sejerted, 1990; Marcos, 1992; Marcos y col., 1992; Vellestad y col., 1994); por lo que,
la realizacion de ejercicios de estas caracteristicas tras la ingesta de AML, a las dosis
referidas, requiere un control preciso de los cambios en la concentracion de potasio en
sangre y adicionalmente del trazado electrocardiografico.

Por lo expuesto hasta ahora queda claro la necesidad del uso del clorhidrato de
amiloride para inducir la inhibicion del antiportador Na'/H™; toda vez que es el tnico
farmaco con capacidad de realizar dicha inhibicion usado en humanos. No obstante, es
importante hacer un ligero inciso sobre la farmacocinética del mismo, para intentar
entender la eleccion de las dosis empleadas. Estas fueron de 20 a 60 mg via oral para
sujetos de 70 Kg, lo que supone una dosis de 0.29 a 0.86mg/kg de peso, que como
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dijimos antes, no fueron en ningin caso superiores a las maximas dosis (1 mg/kg) usadas
en otros experimentos (Baba y col., 1968). Con las dosis empleadas, asumiendo una
biodisponibilidad del 50% (entre 30-90%, Weiss y col., 1969), un volumen de
distribucion similar al agua corporal total (60% del peso corporal: 42 1 para un sujeto
arquetipo), una distribuciéon homogénea del farmaco y puesto que el peso molecular del
amiloride es de 266.11 g, se alcanzarian concentraciones de 0.9 a 2.7 pmol I-1, que son
valores que podrian producir una inhibicion del antiportador Nat/H™, al menos en el
subtipo sensible al amiloride.

Estos valores no quedan lejos, pero son superiores al pico de concentracion
plasmatica de 0.13 a 0.19 umol 1-! medidos en plasma, a las 3 - 4 h de la ingesta de 20
mg de amiloride (Weiss y col., 1969; Smith y Smith, 1973). No obstante, la diferencia
entre dichos valores de concentracion se reduciria si existiera un volumen de
distribucion entre 4.7 y 6.9 veces superior al valor del agua corporal total; es decir, un
volumen de 199 y 290 1 reduciria los valores de concentracion estimados (0.9-2.7 pmol
1) hasta los valores medidos a nivel plasmaticos (0.13-0.19 umol 1-1), lo que
curiosamente concuerda con los datos existentes en la literatura, que muestran valores
del volumen de distribucion aparente para el amiloride superiores al agua corporal total
(Smith y Smith, 1973; Weiss y col., 1969). Por otro lado, el que exista un volumen de
distribuciéon superior al agua corporal total puede indicar que el AML se esta
acumulando en algln territorio periférico, tal y como proponen Smith y Smith (1973).
No obstante, hay que considerar que cuando estos autores midieron la concentracion de
AML en plasma, dentro de este valor no se incluy6 la cantidad de dicha sustancia fijada
a las proteinas de las membranas plasmaticas de las células existentes en el
compartimento vascular. Es decir, si el amiloride se uniese fuertemente; por ejemplo, al
antiportador Na'/H* de los eritrocitos, la cantidad total de amiloride en el
compartimento vascular habria sido obviamente infraestimada en las mediciones
realizadas a partir del plasma. Por tanto, teniendo en cuenta que la absorcion del farmaco
en ayunas se puede elevar al 90% y asumiendo que el valor de Ky no se modificod a
temperaturas proximas a 37 °C, podemos considerar que a las dosis empleadas, las
concentraciones alcanzadas a nivel plasmatico podrian considerarse como suficientes
para producir la inhibicién del antiportador Nat/H™ en diversos compartimentos

organicos, entre ellos el renal, el vascular y el muscular.

Por tanto, cabe esperar que con el uso in vivo de altas dosis de Amiloride en
humanos, ademas de los efectos renales y sistémicos por el bloqueo de los canales de Na*t
sensibles a AML, se diesen efectos secundarios a la inhibicion del antiportador Nat/H™,
no sélo a nivel del las células tubulares renales, sino también a nivel muscular, en los
globulos rojos y en otros tipos celulares. Si dichos efectos no fueran claros en el sujeto en
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reposo, era de esperar que la realizacion de ejercicio de alta intensidad los pusiera de
manifiesto. La realizacion de dichos experimentos no esta exenta de posibles riesgos a
nivel tedrico, pero podrian permitir ahondar en el conocimiento de éste mecanismo basico
de regulacion acido-base e hidro-electrolitico.

1.2.- Eleccién del protocolo ergométrico:

El tipo de ejercicio a realizar por los sujetos experimentales debia presentar una
caracteristica fundamental: inducir una acidosis metabolica importante, para activar la
puesta en funcionamiento de los distintos mecanismos de compensacion y regulacion de
ésta en el organismo. Dentro de los protocolos que pueden generar este tipo de situacion,
estarian incluidos todos los que requiriesen el desarrollo de potencias maximas o cercanas
a ellas. Entre ellos se encuentran las pruebas maximas progresivas (Hultman y Sahlin,
1981; Brooks y Fahey, 1984; Astrand y Rodhal, 1986; Gaebelain y Ladd, 1986) y los
brotes de ejercicio de alta intensidad (Brooks y Fahey, 1984; Hermansen y col., 1984;
Medbg y Sejerted, 1985; Astrand y Rodhal, 1986).

Las pruebas maximas progresivas inducen un cambio gradual de la respuesta
fisiologica al ejercicio, desde intensidades pequefias hasta intensidades maximas (ver
figuras 1 y 2), por lo que se pueden considerar como el abordaje inicial aconsejable para
el tipo de experimentos planteados, debido a la logica cautela con la que se debian
abordar los experimentos que asociaban AML y ejercicio; ademas el uso del
cicloergémetro se caracteriza por la facil adaptacion del sujeto experimental al ejercicio a
realizar y por permitir una aceptable captacion de sefiales y toma de muestras biologicas,
destacando la posibilidad de realizar una buena monitorizacion electrocardiografica. Por
contra, durante las pruebas méaximas progresivas se alcanza la zona de bajo pH
practicamente al final del ejercicio, siendo poco habitual que el sujeto experimental
continle realizando el ejercicio en esa situacion por un tiempo prolongado.

Con la realizacion de las pruebas de alta intensidad a potencia constante (ver figura
1 y 2) se alcanza de forma rapida la condicion experimental bésica: el bursco e importante
descenso de pH plasmatico. Este se ha descrito en diversos tipos de ejercicio, entre ellos
el realizado en cicloergébmetro (Sahlin y col., 1978; Allsop y col., 1988 y 1989) o en el
ergémetro de Andersen (Sjogaard y col., 1985; Juel y col., 1990). El tiempo elegido (de 3
a 5 minutos) permitia ademas la toma de varias muestras sanguineas o maniobras de
determinacion de LBF, etc., a lo largo de la fase de ejercicio, tal como se describi6é en
Material y Métodos. Por lo que este tipo de protocolo fue usado en segundo término, tras
la realizacion de las pruebas maximas progresivas de forma controlada.
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En todo momento se asume que el uso de mascarillas y boquillas no produjo
alteraciones significativas de la respuesta ventilatoria (Askanazy y col.,, 1980; Hirsch y
Bishop, 1982; Ward, 1986)

2.- Efectos de la inhibicion del antiportador Na*/H* en situacién de reposo.

Antes de someter a los distintos sujetos experimentales a la realizacion de ejercicio
en situacion de inhibicién del antiportador Nat/H™ (bajo los efectos del amiloride), por
motivos éticos obvios, se realizaron una serie de experimentos en reposo, a fin de obtener
informacion inicial sobre los efectos del amiloride a altas dosis y su posible uso durante la
realizacion de ejercicios de alta intensidad.

En el experimento inicial (dosis tnica de 0.29 mg/kg de peso, sin restriccion en la
dieta), se realizoé un primer acercamiento al uso del AML, con la intencion de conocer sus
efectos globales en el equilibrio acido-base e hidro-electrolitico a nivel renal y si €stos
podian llegar a producir alteraciones importantes en el medio interno. Los datos de este
primer experimento mostraban que los efectos renales eran claros y coincidian en todo
caso con lo referido en la literatura (Weiner, 1990), mostrando al AML como un diurético
de potencia media, ahorrador de K™, que induce pérdidas de Na™ y de HCO3"~, generando
una alcalinizacion de la orina, como se muestra en la figura 4; no obstante, estos efectos
renales no se acompafiaron de cambios notables en el equilibrio acido-base e hidro-
electrolitico a nivel sanguineo (ver figura 6 y tabla II).

Por lo visto en este experimento, cabria pensar que la dosis fue insuficiente (por ser
unica y no repetirse a lo largo del tiempo) o que se activaron mecanismos compensatorios
que contrarrestaron la incidencia de los cambios renales a nivel sanguineo, o ambas cosas.
Por otro lado, ya que los sujetos hacian vida habitual sin restriccion dietética, no se deben
olvidar los posibles efectos de la dieta, tanto en la disminucién de la absorcion del
farmaco, como sus posibles efectos en el equilibrio acido-base e hidro-electrolitico
(Greenhaff y col., 1987 a y b; Greenhaff y col., 1988 a y b; Charney y Feldman, 1989;
Weiner, 1990). Para intentar aclarar si la dosis fue baja para producir efectos sistémicos,
se planted el experimento en el que administraron 20 mg de AML -para 70 kg de peso-
cada 6 h, hasta completar un total de tres dosis (0.86 mg/kg de peso, en total).

Los datos del experimento con dosis multiple de amiloride, indican que los efectos

del farmaco a nivel renal se mantienen a lo largo del tiempo tanto para el ahorro de Kt
como para el incremento de pH, mientras que algunas variables presentan una ligera
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disminucién en las horas finales ((HCO3-],; ), y otras presentan francas caidas a lo largo
del tiempo (pCO»), ver figuras 4 y 5. Por otro lado, a nivel sanguineo se vio un descenso
de la [HCO3 ]y, sin que esto se acompafiara de cambios claros en el pH plasmatico, lo
que se explica en algunos casos por la caida simultanea de la pCO5 (figura 6). En cuanto
a la concentracion de los iones en plasma, existe un cambio en el comportamiento de la
cinética de la [K+]pv, ya que se pasa de una caida en el experimento con dosis Unica, a
una ligera tendencia a la subida en el experimento con dosis multiple (ver figura 6 y tabla
10).

Analizando los datos obtenidos con ambos experimentos de forma conjunta (dosis
unica y multiple, no ayunas), se observa que todas las variables controladas en orina
presentan cambios importantes (ver figuras 4) y que en el caso de los iones en orina,
dichos cambios conllevaron modificaciones notables en la excrecion final de los mismos
(ver figura 5 y tabla I), a pesar de que el incremento de la diuresis fue discreto y
transitorio (figura 4 F). No obstante, se puede decir que estos cambios a nivel renal no se
asociaron a cambios paralelos en plasma (ver figura 6 y tabla II). Esto es importante, ya
que por un lado se observa que la administracion de altas dosis de AML de forma Gnica o
a corto plazo, en personas sanas que realizan su vida habitual, no conlleva la presencia de
hiperkaliemia ni de acidosis metabdlica, que son los principales efectos secundarios
descritos con la administracion continua o en tratamientos de tipo crénico (Weiner, 1990;
Millar y col., 1984); lo cual nos permitia el uso de dicha sustancia en asociacion al
gjercicio fisico intenso con menor grado de reserva. Pero por otro lado, indica la
presencia de mecanismos compensadores a nivel organico, que contrarrestan los cambios
inducidos a nivel renal en las condiciones experimentales descritas (ver figura 8), lo que
concuerda con lo observado en experimentos con dosis similares a largo plazo (Millar y
col,, 1984) .

Es necesario un analisis en profundidad de los resultados obtenidos para entender la
importancia de los cambios observados, para lo cual se deben considerar de forma
conjunta cuales fueron las cantidades totales (de agua e iones) eliminadas o ahorradas a
nivel renal (figura 5 y tabla I), cuales fueron las pérdidas o ganancias a nivel plasmatico
(ver figura 6 y tabla IT), qué perdidas o ganancias proporcionales suponen los cambios
renales frente a los del medio interno (en cierta forma reflejado en la figura 7) y la
existencia de mecanismos capaces de compensar dichos cambios (figura 8 y tabla III).

El incremento discreto y transitorio observado en la diuresis, concuerda con la
consideracion del AML como diurético de tipo medio, en cuanto a su potencia (Weiner,
1990). No es facil valorar en nuestros experimentos, si realmente el incremento de la
diuresis que induce el AML es transitorio y si dicho efecto cambia o no a largo plazo, ya
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que para ello hubiera sido necesario controlar la evolucién de los cambios inducidos por
el AML en el volumen total de la orina, recogida en 24 h y en un periodo mas prolongado
de tiempo. Esto ha sido estudiado en situaciones experimentales similares, en las que con
administracion a largo plazo (7 dias) de dosis de 75 mg/dia de AML, se vio un
incremento mantenido de la diuresis (Millar y col., 1984). En todo caso, en nuestros
experimentos la pérdida de agua a nivel renal parece ser contrarrestada a nivel sistémico,
ya que no se observaron signos de hemodilucion o hemoconcentracién tras la
administracion de amiloride (ver figura 8). Si el agua procede de la ingerida con la dieta o
de algun territorio sistémico no puede ser contestado con nuestros datos; no obstante,
resulta interesante observar que en las muestras de tejido muscular no parece darse una
pérdida importante de agua en dicho territorio en condiciones de reposo (ver figura 46, A

y D).

Entre la 3% y 7* hora se dio un incremento del volumen total de orina que no se
acompafi6 de cambios proporcionales en los iones, esto explica en parte las caidas de la
[HCO3 1oy de la [Na™]y, y de la pCO5 en ese periodo de tiempo. Es dificil conocer cual
fue el mecanismo que indujo tal comportamiento, pero lo que queda claro es que
coincidiendo con esta "dilucion" se cambia la cinética ascendente de la cantidad de iones
de Nat y HCO3~ eliminados por la orina, que en nuestros experimentos no demuestran
cambios evidentes con la posterior administracion de nuevas dosis de AML (comparar
figuras 4 y 5). Se ha visto que cuando se administran las mismas dosis de AML, a largo
plazo (Millar y col., 1984), se activa la cascada renina-angiotensina-aldosterona, lo cual
podria ocurrir a corto plazo (horas) y explicaria en parte la caida del volumen total de
orina (ademas de inducir la eliminaciéon de potasio a nivel renal). No obstante para el
incremento visto en el volumen total de orina entre la 3* y 7* hora habria que buscar otros
mecanismos.

El Na' present6 una pérdida cuantitativamente importante a nivel renal (figuras 4 y
5), superando la suma de las perdidas en el resto de los iones medidos y excretados a
nivel renal (tabla I). No obstante, los cambios observados a nivel plasmatico fueron del
2% de la concentracion plasmatica inicial (tabla IIT). Por tanto hay un mecanismo
compensador que repuso dichas perdidas (tabla III y figura 8). Atn mas, frente al Nat
organico intercambiable (4060 mmoles, -Ganong, 1992-), el hecho de reponer de 45.5 a
78.7 mmoles supondria un desplazamiento del 1.1 al 1.9% hacia el compartimento
plasmatico, a lo que habria que restar el Na™ aportado previsiblemente por la dieta, ya
que estos experimentos no se realizaron en ayunas. No parece ser que el Nat provenga
del territorio muscular ya que se observd un incremento en el nimero total de moles de

dicho ion en este territorio. (ver figura 47).
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Los cambios en los niveles de HCO3™ presentaron una evolucion similar a la
descrita para el Na™ (figuras 4 y 5), resultando ser la cantidad excretada de HCO3™ a nivel
renal, un 20% de la cantidad excretada de Na* en cualquier momento (tabla I). A pesar de
la notable pérdida a nivel renal (ver figura 5 y tabla 1), la pérdida inducida a nivel
plasmatico oscil6 entre 0.5 y 8% de la concentracion plasmatica inicial, estimandose una
reposicion equivalente al 11-12% de dicha concentracion (tabla IIT). No obstante, en este
caso la reposicion rapida del HCO3~ se hara por medio del sistema de reciclado
intraeritrocitario del mismo o ciclo de Jacobs-Stewart. (Foster,1988; Klocke, 1988;
Bidani y Crandall, 1988; Alberts, 1989; Alper, 1991; Gros, 1991). Aunque, en el rango de
tiempo en el que se desarrollaron estos experimentos, tampoco se puede descartar la
puesta en escena de otros mecanismos compensadores, a nivel del tubo digestivo
(Charney y Feldman, 1989) u 6seo (Bushinsky, 1989), si bien se debe esperar que sean de
escasa importancia frente al mecanismo anterior.

Los H* que fueron ahorrados a nivel renal (figura 4 y 5), son retirados o
tamponados en el plasma de forma total (tabla II, ver pH), a pesar de que el ahorro de los
mismos fue el de mayor importancia proporcional o relativa de las variables controladas
(figura 7 y tabla III). Esto indica la precision, capacidad y potencia de los sistemas de
regulacion del pH a nivel sistémico en general, y a nivel sanguineo en particular. En
estos experimentos, es de esperar que el papel fundamental, a nivel sistémico, lo
desarrolle el par tamponador carbonico/bicarbonato, influyendo en el pH final tanto los
niveles de HCO3™ como los de pCOy (Boron W, 1989 a 'y b; Gunn R. B, 1989). Es
importante remarcar la importante reducciéon del transporte tubular neto de H ("a") que
se tiene que dar para que se eleve el pH de forma importante en orina (figura 7). Segun
nuestros calculos dicho transporte quedo practicamente anulado, por lo que
previsiblemente se hayan afectado los dos mecanismos que controlan de forma prioritaria
la secrecion de H: el antiportador Na™/H* en el tubulo proximal y la bomba de H' en el
tubulo contorneado distal y conducto colector. El primero por la accién directa del AML
sobre el antiportador Na*/H* (Garty y Benos, 1988), el segundo por la reduccién de la
diferencia de potencial transepitelial o transtubular secundaria a la inhibicion de la
reabsorcion de Na't, ya que como describen Koeppen y Giebish (1989), al no retirarse
sodio el interior del tibulo seria menos negativo, lo que reduce la salida de H desde la
célula; si bien la presencia de HCO3™ tendria el efecto contrario en este mecanismo. Asi
mismo, hay que recordar que para un conocimiento més detallado de los cambios en el
equilibrio acido-base a nivel renal hubiera sido conveniente controlar los cambios en la
excrecion neta de acidos, en la excrecidon de amonio y en la acidez titulable; ademas '
existen mecanismos complejos de regulacion de la excrecion de los distintos iones a nivel
renal, dificiles de abordar desde los experimentos realizados (Koeppen y Giebish, 1989;
Sabatini y Kurtzman, 1989).
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El K*, que fue ahorrado de forma importante a nivel renal (figuras 4 y 5, tabla I)
previsiblemente por medio del mismo mecanismo descrito para el H' en el tabulo
contorneado distal y conducto colector (Koeppen y Giebish, 1989). Dicho ahorro supuso
una cantidad adicional considerable cuando se refiere al compartimento plasmatico
(figura 7) pero fue retirado casi totalmente del mismo (tabla III), si bien, la cantidad
compensada no supondria un incremento adicional importante (0.5-1.2%) en la cantidad
total de K+ orgénico que viene a ser unos 3.150 mmoles (Ganong, 1992); no obstante, no
parece que éste se acumule en el compartimento muscular (figura 47, E). En el
experimento con dosis unica no se observa la relacion inversa clasica entre la reabsorcion
de HCO3~ a nivel renal y la [K™] en plasma (Pitts, 1969, Brener y Berliner, 1973), pero
dicha situacion se invierte en el experimento con tres dosis, cumpliéndose por tanto dicha

relacion.

Estos datos vuelven a indicar, al igual que ocurria tras administrar una dosis de 0.29
mg/kg, que para que se den cambios evidentes a nivel organico con el uso de AML, se
requiere la administracion prolongada del mismo. Por otro lado, cuando los sujetos
guardan ayuno, tal como se detalla en los experimentos previos a la realizacion de la
prueba de esfuerzo en el ergometro de Andersen, parece que se observan cambios mas
evidentes a nivel del equilibrio acido-base en sangre (ver figura 6 y tabla II), lo cual
puede ser debido a una mayor absorcidn del farmaco (Grayson y col., 1971; Smith y col.,
1973; Weiner, 1990) y a que desaparecen los cambios que la dieta pudiera inducir en el
equilibrio acido-base e hidro-electrolitico a nivel sanguineo (Greenhaff'y col., 1987 a y b;
Greenhaff y col., 1988 a y b; Charney y Feldman, 1989).

Los cambios producidos a nivel renal por el AML, nos dan una informacion inicial
de las modificaciones globales en el intercambio hidro-electrolitico y en el equilibrio
acido-base a nivel renal y sistémico, que previsiblemente son secundarias a las acciones
concretas del farmaco sobre las proteinas de membrana, canales o transportadores i0nicos,
sensibles a €él. Tras analizar las datos de los experimentos con dosis Unica y multiple con
control de orina se puso en evidencia que con el uso de AML:

1.- Aument6 la [Na™]y, la [HCO3-]or v €l pHyy, lo que esté en concordancia con
una disminucién de la reabsorcion de Na™ y con la reduccion del intercambio Nat/HT,
previsiblemente secundarias a la inhibicion de los canales de Na* y del antiportador
Na*/H', ambos sensibles al amiloride. Este efecto se produciria de forma preferente en
el tibulo contorneado proximal (Garty y Benos, 1988; Sabatini y Kurtzman, 1989). A lo
que posiblemente esté asociado, la reduccién de la secrecion activa de H en el conducto
colector, por el mecanismo antes citado (Koeppen y Giebish, 1989).

2.- Por otro lado, la [K*],, cayé practicamente a cero, en concordancia con una
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reduccion del intercambio Nat/K¥, previsiblemente secundarias a la inhibicion de los
canales de Na* en las células del tibulo distal y colector, por la reduccién en la diferencia
de potencial transepitelial que esto conlleva, tal como se vio antes para el H™ (Canessa y
col., 1993; Garty y Benos, 1988, Sabatini y Kurtzman, 1989).

Si el AML se distribuye tal como se explica en seccion previa de la Discusion (ver
1.1), cabe esperar que los mecanismos de transporte afectados a nivel renal se afecten en
otros compartimentos del organismo (vascular, muscular, etc.), y que esto sea puesto de
manifiesto de manera especial durante el ejercicio fisico intenso. Por tanto, la situacioén
experimental que se prevé con el uso de altas dosis de AML y la realizacion de ejercicio
de alta intensidad, es la de sujetos en condiciones basales de normalidad o ligeros
disbalances compensados (en lo referente al equilibrio acido-base y balance hidro-
electrolitico), pero con supuesta inhibicion de los canales de Na™ sensibles a AML y del
antiportador Na*/H' a nivel sistémico. Lo cual queda lejos del uso del AML para
tratamientos cronicos de hipertension arterial.

3.- Efectos de la inhibicion del antiportador Na*/H* durante el ejercicio fisico.

El estudio de los efectos del AML durante la realizacion de ejercicio fisico, a las
dosis empleadas, se abordd de forma gradual. En primer lugar y ademas de los
experimentos realizados en reposo, se hicieron una serie de experimentos preliminares
con ejercicio de tipo submaximo y con dosis progresivamente crecientes (datos no
presentados), en los cuales se comprobé que en ninglin caso existieron anomalias, ni
efectos secundarios durante el desarrollo de las pruebas de esfuerzo. Una vez comprobada
dicha circunstancia se procedié a la realizacién de los experimentos finales, cuyos

resultados han sido presentados.

En primer lugar se observd que en los experimentos realizados en
cicloergémetro, ya fuesen pruebas maximas progresivas o a potencia constante, los
cambios inducidos por el amiloride fueron de escasa importancia, no observandose
cambios en la respuesta cardio-respiratoria y metabodlica, controlada con el
ergoespirometro computarizado (CPX).

El concepto de acidosis lactica durante el ejercicio fue establecido hace bastante
tiempo (Hill, 1932), desde entonces se han publicado un gran nimero de trabajos, que han
puesto de manifiesto la correlacion entre los cambios observados en la respuesta cardio-
respiratoria y los cambios en las distintas variables en relacion con el equilibrio acido-

base, medidas a nivel sanguineo; siendo éste uno de los aspectos mas discutidos y
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desarrollados dentro de la Fisiologia del ejercicio (Jones y col., 1977; Karlsson y Jacobs,
1982; Hughson y Green, 1982; Brooks y Fahey, 1984; Lind, 1984; Powers y col., 1984;
Wasserman, 1984 a y b; Brooks, 1985; Mclellan, 1985; Beaver y col., 1986 a y b; Davis,
1985; Wasserman y col., 1986 a y b, Walsh y Banister., 1988 Yoshida y col., 1989; Koike
y col., 1990 Brooks, 1991); sin que se pueda afirmar en la actualidad que exista un claro
consenso en diversos puntos: terminologia, mecanismos fisiologicos implicados, etc.. Con
respecto a este punto, en nuestros experimentos, se observd que el amiloride tampoco
indujo cambios importantes en las distintas variables sanguineas controladas, implicadas
en el equilibrio acido-base (ver figuras 14 y 15). Esto estaria en concordancia con la
establecida correlacion entre cambios en el equilibrio acido-base y en la respuesta cardio-
respiratoria. Es decir, ya que no se dieron cambios en el equilibrio acido-base, no se
deben esperar cambios en la respuesta cardio-respiratoria. No obstante, es interesante en
este momento, remarcar la presencia de un incremento en la [K+]pV, que parece ser un
elemento comun presente en todos los sujetos que realizaron ejercicio tras la ingesta de
AML (figura 15).

Considerando que el antiportador Na*/H* parece jugar un papel en el control del pH
intracelular en las células tipo I del cuerpo carotideo y la relacion pHe/pHi en éstas
células tiene un papel preponderante en la respuesta ventilatoria ante los cambios de pH
plasmatico (Buckler y col., 1991, a y b), y puesto que se conoce la importancia de los
cuerpos carotideos en la respuesta ventilatoria en seres humanos durante el ejercicio
(Wasserman y col., 1975 y 1986; Rausch y col, 1991) era de esperar cambios importantes
en la respuesta ventilatoria durante el ejercicio fisico tras la ingesta de amiloride. Mas
aun, existe un gran numero de trabajos que han estudiado la elevacion de K* en el plasma
y que sugieren el papel del potasio como posible inductor de cambios en la respuesta
ventilatoria durante el ejercicio (Band y col., 1982; Conway y col., 1988; Linton y Band,
1985; Burger y col.,, 1988; Newstead, 1988; Bascom y col., 1989; Donaldson y col.,
1989; Newstead y col., 1990; Yoshida y col., 1990; Busse y col., 1991); siendo mediadas
dichas modificaciones en la respuesta ventilatoria por cambios en la sensibilidad de los
quimiorreceptores periféricos y centrales, aunque también pueden ser generadas a partir
de la estimulacion de las terminales nerviosas sensoriales (fibras tipo III y IV) en el
medio extracelular del territorio muscular activo (McCloskey y Mitchell, 1972; Sjegaard
y col., 1985; Ward y col., 1987). No obstante, a pesar de la presencia de [K*] plasmatico
mas elevadas en los sujetos que ingirieron AML (figura 15), s6lo se observaron cambios
moderados en la respuesta ventilatoria durante el ejercicio fisico tras la ingesta de
amiloride comparada con la situaciéon control (figuras 9, 10, 20 y 21). Como antes se
propuso, es posible que el hecho de no realizar las pruebas en ayunas haya sido un factor
determinante de estos resultados (Greenhaff y col., 1987 a y b; Greenhaff y col., 1988 a'y

b; Charney y Feldman, 1989). Para un abordaje correcto de este tema seria necesarie por,
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tanto, la realizacion de nuevos experimentos destinados a estudiar este punto en concreto.

Los efectos més destacados de la inhibicion del antiportador Nat/H™ se observaron
en los sujetos que realizaron la prueba de esfuerzo de alta intensidad, en el ergémetro de
Andersen, sobresaliendo la presencia de valores altos de pyO», principalmente al final
del ejercicio, la acumulacion de lactato en el interior de los eritrocitos y los mayores
tiempos de duracion de las pruebas. Ademas, en los AS el pH, presentd valores inferiores
que los de CS, en cualquier punto del experimento, y durante la recuperacion, el pHy, de
los AS mostrd una cinética mas lenta en su vuelta hacia los valores basales.

De hecho, el mayor tiempo de duracién de las pruebas fue un resultado inesperado,
puesto que los efectos del AML a nivel renal tienden a incrementar la [K*] y a reducir los
niveles de pHy [HCO3-] plasmaticos en reposo, tal y como demuestran nuestros datos
y en concordancia con otros autores (Mahnesmith y Aronson, 1985; Garty y Benos,
1988). Pero ademas, al realizarse el ejercicio bajo la inhibicion del antiportador Na*/H™,
cabria esperar el consiguiente acimulo de H' en el interior de las células, al menos en las
fibras musculares activas (Aronson, 1985; Aickin, 1986, Hoffmann y Simonsen, 1989).
Es curioso observar que los AS mostraron niveles superiores de pOy que los CS en los
niveles inferiores de OpHbg,¢ (ver figura 43, en concreto los valores en sangre venosa
durante el ejercicio). El efecto de una pO, elevada sobre la mayor capacidad de realizar
ejercicio es un hecho contrastado (Hugh, 1982), aunque los mecanismos por los que se
produce tal efecto no estan totalmente aclarados; pudiendo ser éste uno de los factores que
determine el incremento del tiempo de duracién de las pruebas. Ademas, es interesante
resaltar, en relacion con este desplazamiento del tiempo de aparicion de la fatiga, que
nuestros datos mostraron valores de VO3 al final del test mas elevados en AS que en CS
(figuras 40 y 45).

Los cambios en la pyO2 durante el ejercicio mostrados en todos los sujetos (figura
44), son consistentes con un desplazamiento a la derecha de la curva de OoHbgyt durante
el ejercicio. No obstante, los AS mostraron una mayor desviacion a la derecha de la curva
de OpHbg,4, probablemente debido a un incremento de [H*] y de [Lact™] en el interior del
eritrocito, inducido por la inhibicién del antiportador Nat/H*. De hecho, en la figura 43
que enfrenta OpHbgyr y pO; en sangre venosa, se observan valores (medidos en
hemoximetro) de 25% de OoHbgy¢ para pyO7 de 35 mm Hg en los AS, mientras que en el
CS se observaron valores del 25% de OpHbgy para una pyOp de 25 mm Hg,
concordando estos ultimos con los descritos habitualmente en la literatura (Andersen y
Saltin, 1985; Bangsbo y col., 1990), ver puntos A y B en figura 43. Por otro lado en la
figura 42 se observa que cuando los valores de OHbgyt fueron calculados por medio de
la ecuacion de Kelman y Thomas (Kelman,1966; Thomas,1972), que hace uso de los
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valores de pOj, pHe (plasmatico) y del exceso de base, no se observaron diferencias
importantes en la situacion control entre dichos valores calculados y los obtenidos por
medicion en el hemoximetro. Mientras que, los valores de OyHbg,¢ calculados para los
AS fueron mayores que los obtenidos por medicién con el hemoximetro, especialmente al
final del ejercicio. Puesto que en ambos casos, tanto para los valores medidos como para
sus correspondientes calculados, las condiciones experimentales (es decir pHg, B.E. y
pOy) eran idénticas, y puesto que en la ecuacion de Kelman y Thomas no se incluye el
pH; (intra-eritrocitario), los cambios en el comportamiento de la Hb, y por ende, la
diferencia entre los valores de OpHbg,t medidos y calculados estan indicando una
alteracion de la relacion pHe- pHj en el eritrocito, que habitualmente se considera de 1:1
(ver figura 43). Esto concordaria con los datos de la literatura, ya que se ha demostrado,
en seres humanos, que el AML al actuar como bloqueador del antiportador Nat/H*
induce una disminucién del pH; de los eritrocitos (Grinstein y Rothstein, 1986; Escobales
y Canessa, 1986; Semplicini y col., 1989). Ademas, en nuestros experimentos se produce
una acumulacion de lactato en el interior de los eritrocitos de los AS (con sus
hidrogeniones asociados), que podria incrementar la carga acida de dichas células. Por
tanto, un primer efecto evidente del AML en la curva de OpHbg,; fue una potenciacion
del efecto Bohr en los eritrocitos, a su paso por el territorio muscular activo en las

condiciones de ejercicio de alta intensidad, previamente descritas.

Por extrapolacion y considerando inicialmente que pHg = pHj; se ha calculado el
cambio de pHe que seria necesario para igualar los datos de OoHbsat calculada con los
medidos en los AS, al final del ejercicio en sangre venosa. Para que se diese un valor de
OoHbsat calculada del 25% (que fue el valor medido) en las condiciones existentes en el
territorio venoso al final del ejercicio, el pHe deberia ser reducido en 0.3 unidades, es
decir deberia pasar de 7.1 a 6.8 (asumiendo que no se modificaron la pO7 y la B.E). Si
bien, lo que parece mas razonable pensar es que se produjo una caida del pH
intraeritrocitario en 0.3 unidades, debido a la inhibicién del antiportador Na*/H* con el
uso de amiloride, tal como antes se propuso. Por tanto, en la figura 43, los puntos
calculados para los AS descenderian hasta los puntos medidos para esos mismos sujetos,
si se preservaran el resto de variables y el pH intraritrocitario, tras el paso de la sangre por
el territorio activo, descendiera a 6.8.

Nuestros resultados sugieren que el AML produjo un incremento de la pyOp,
manteniéndose el flujo de Oy hacia los tejidos al mismo nivel que en CS e incluso
superior a medida que el ejercicio se prolongd en el tiempo (figuras 40 y 45). Aunque el
flujo de Oy a los tejidos (desde el espacio vascular hacia el tejido periférico), no esta
limitado por el nivel de pO7 hasta valores muy bajos (Wittenberg y Wittenberg, 1989), el

mantener una alta pO5 en vena puede conllevar efectos metabdlicos beneficiosos (Wilson,
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1990; Connet y col., 1990; Honig y col., 1992). Mayores p,O- proporcionan un mayor
gradiente para la difusién del O5 y si no se dieron cambios en la capacidad de difusion
del Oy desde el espacio vascular hacia el musculo (DO»), cabria esperar la presencia de
consumos de oxigeno (VO») relativamente mayores, tal como establece la ley de difusion
de Fick:

VO, =D0y xK x pyOy (Wagner, 1992).

Muy al contrario, esta alta p,Op, podria reflejar un déficit del metabolismo
oxidativo tras la ingesta de AML, pero esto no parece ser cierto en nuestros experimentos,
ya que el VO3 (calculado como VO, = Qg x [CaOZ-CVOZ], siendo Q, el gasto cardiaco
o LBF, y [CaOQ_-CVOZ] la diferencia arteriovenosa de la concentracion de oxigeno),
presentd valores similares e incluso algo superiores tras la ingesta de AML que en la
situacion control.

Varios factores podrian intervenir en éste cambio de la pO5, ya que ésta depende de
la interaccion de varios mecanismos (Jensen, 1991). De cualquier forma, si consideramos

la equacion para el flujo de O9, que establece que:

donde, p,yO7 es la diferencia arteriovenosa de las pOy y BO7 es el coeficiente de
capacitancia de la sangre para el O, definido este ultimo por la pendiente de la curva
resultante de enfrentar pOy a CO, (figuras 44 y 45), es decir la linea resultante de unir
los puntos arteriales y venosos de dichas graficas (Jensen, 1991). Una desviacion a la
derecha o incremento de la p,Oy que es el punto inferior en la curva, podria incrementar
la BO7 (al incrementar la pendiente). Esto podria asociarse a un incremento del flujo de
O» en una situacion en la cual no se den cambios en las demas variables resefiadas en la
formula previa, o incluso compensar una caida o valores menores de las otras variables
(Qo, Pa-v02). Nuestros datos muestran en AS un VO, similar al de los controles en los
momentos iniciales de la prueba, aunque se observaba un menor Q, y menor p,.yO7 en
los AS que en CS. Por otro lado, se vieron mayores valores picos de VO3 (al final del
gjercicio) en los AS, coincidiendo con valores similares de Q, y menores de py_O> en
AS que en CS. Estos datos concuerdan con el incremento de los valores de BO7 en los AS
(ver figuras 40, 44 y 45). En nuestros datos se observa un valor pico VO3 de 742 (£30
D.E.) mI'min-! cuando los LBFpico eran de 4.77 (0.3 D.E.) ml'min-1, mientras que
valores picos de VO; de 800 (60 D.E.), 616 (38 D.E.) y 671 (87 D.E.) ml'min-!
correlacionados con valores de LBFpicq de 5.70 (+0.47 D.E.), 426 (026 D.E)y 5.16
(£0.62 D.E) ml'min-l, fueron descritos en experimentos similares pero sin AML
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(Andersen y col., 1985; Bangsbo y col, 1990 y 1992; respectivamente); los cuales
muestran de nuevo los mayores valores de BO7 en los AS (ver figuras 40, 44 y 45; puntos

A, Bl y B2).

Los mecanismos que actuan sobre la B0y y por tanto la capacidad de transporte de
O», son de dos tipos: aquellos implicados en la modulacion de la afinidad de la Hb por el
Oy y aquellos que conllevan cambios en la cantidad de Hb en la sangre. Las adaptaciones
intraespecificas de la funcion de la Hb incluyen tres mecanismos' principales
interrelacionados entre si: mecanismos de ajuste del contenido de fosfatos organicos en el
eritrocito, los de ajuste del pH intraeritrocitario y los de control de cambios de volumen
eritrocitario (Jensen, 1991). Curiosamente, se conoce que el AML actia directamente en
los dos ultimos (Hoffmann y Simonsen, 1989), si bien como describimos en los
resultados (ver figura 37), no se observaron cambios importantes en el volumen
intraeritrocitario tras la ingesta de amiloride, lo que indica que el mecanismo principal
por el que el amiloride indujo cambios en la afinidad de la Hb por el Oy sea
primordialmente por mecanismos de ajuste de pH intraeritrocitario debido a la inhibicidén
del antiportador Nat/H*.

Finalmente, respuestas similares a las descritas arriba (LBF relativamente menores
combinadas con mayores B0 y retraso en la aparicion de la fatiga) se han descrito en
situaciones de hiperoxia normobarica (Hugh, 1982), también se han descrito valores
menores de LBF (Q,) en sujetos con valores superiores de [Hb] en sangre (Ferreti y col.,
1992); lo cual demuestra que las diferentes variables integradas en el sistema cardio-
respiratorio fueron reajustadas para proveer el VO, apropiado a la situacion metabolica
creada en cada nivel de trabajo, incluso bajo el efecto de AML.

Conviene tener en mente que existen diversos factores capaces de modificar el
punto o umbral de activacion del antiportador Na*/H*. Entre ellos, la disminucion del
volumen celular por cambios osméticos, la depleccion de K*, las catecolaminas y la
cafeina, presentan la capacidad de desplazar hacia arriba (hacia valores mas altos de pH)
el umbral de activacion del antiportador (Grinstein y Rothstein, 1986). Bajo estas
condiciones el antiportador puede inducir una alcalinizacion relativa del interior celular.
Si este fue el papel del antiportador durante el ejercicio, AML podria bloquear dicho
proceso, lo cual podria producir una carga acida adicional en el eritrocito y en la célula
muscular. El efecto de la sobrecarga acida podria afectar a un gran nimero de vias
metabolicas, enzimas reguladoras de éstas, estructura espacial de las proteinas, etc. con
multiples consecuencias funcionales que han sido descritas ampliamente (Sahlin, 1983).
En el eritrocito, las catecolaminas pueden cambiar (incrementar) indirectamente la
afinidad de la Hb por el Oj, compensando el posible efecto del AML sobre en
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antiportador Na*/H* (Nakinmaa, 1983). Es interesante ver que la respuesta B-adrenérgica
de células deoxigenadas es superior a la de las células oxigenadas, lo cual sugiere una
interaccion de la Hb con proteinas de membrana y con el antiportador Nat/H* que en
todo caso seria dependiente del estado de saturacion de la Hb (Motais y col., 1987).

Aunque el efecto ahorrador de K* del AML a nivel renal es bien conocido
(Grinstein y Rothstein, 1986; Garty y Benos, 1988), las caracteristicas de nuestros
experimentos (el sujeto ingirié el AML 4 horas antes de la prueba) hacen que los efectos
renales a nivel sistémico sean practicamente nulos o estén compensados, tal y como se
describio con anterioridad, por lo que no se observaron grandes incrementos en las [K"‘]p
en reposo. No obstante, durante el ejercicio las [KJr]p en sangre arterial fueron mas altas
en AS que en CS; ademas, las [K"’]p en sangre venosa fueron también claramente
superiores en los AS al final del ejercicio. Por otro lado, durante el ejercicio los valores
de [K+v]p fueron siempre superiores a los de [K+a]p, situacion que se invirtié durante la
fase de recuperacion (figura 38). Estos cambios han sido previamente descritos y
considerados como la existencia de eliminacion de K+ durante el ejercicio procedente de
la musculatura activa y la recaptacion del mismo durante la fase de recuperacion
(Sjogaard, 1983, 1986, 1988 y 1990; Medbe y Sejersted, 1985 y 1990; Sjegaard y col.,
1985; Clausen, 1986; Juel y col., 1990).

El estudio de los cambios en las concentraciones de K en distintos compartimentos
organicos, permitié poner en evidencia la magnitud de los cambios en las concentraciones
y en los flujos de éste ion durante el ejercicio. Con los analisis realizados en las biopsias
musculares, se muestra que cualquiera de los dos métodos descritos indican la pérdida de
K* desde el interior del compartimento muscular en general y desde el interior de las
células musculares en particular. Es importante incidir en que durante el ejercicio, se
observo una caida en la concentracion intracelular de K™, mientras que la recuperacion de
la misma fue lenta tras el cese del ejercicio, especialmente en los AS. La caida en las
concentraciones intracelulares de K+ durante el ejercicio es un dato habitual en la
literatura, pero una recuperacion lenta ha sido descrita por algunos autores (Costill y
Saltin, 1975; Kowalchuck y col., 1988a; Lidinger y col., 1990a), en contraste con la
existencia de una recuperacion rapida de dicha concentracion, descrita por otros autores
(Sjogaard, 1983, 1986, 1988 y 1990; Sjogaard y col., 1985; Clausen, 1986; Juel y col,,
1990). Por otro lado, se vio que los movimientos de agua entre los compartimentos extra
e intracelular son de extraordinaria importancia a la hora de determinar las
concentraciones idnicas de los mismos (ver figuras 46 a 51).

Es interesante contrastar los cambios producidos a nivel muscular con los cambios

observados a nivel plasmatico; si bien conviene tener en mente, que los valores aportados
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a nivel muscular son valores promedios para el musculo, sin que en ninguin caso se pueda
determinar los cambios propios de cada fibra o zona muscular; es decir, se asume que no
existe heterogeneidad en el comportamiento o compromiso de las diversas fibras
musculares durante la realizacion de ejercicio fisico. Ademas, la determinacion del gasto
cardiaco total y de los cantidades recaptadas de K por los territorios inactivos son piezas
claves para abordar de forma definitiva los movimientos de éste ion a nivel organico
durante el ejercicio.

La pérdida neta de potasio del compartimento muscular fue de unos 22 mmol kg-1
de peso seco, puesto que la masa muscular fue de 3.3 kg por cada cuadriceps (es decir 0.7
kg de peso seco - 21% del peso total - por cada cuadriceps), la cantidad neta de Kt
eliminada desde cada cuadriceps femoral en los AS fue de 15.4 mmoles (30.8 mmoles
para ambas piernas). Estos valores coinciden con los datos existentes en la literatura
(Sjogaard y col., 1985), para experimentos similares sin uso de amiloride, siendo algo
menores los valores encontrados en nuestra situacion control, ver figuras 47, 50 y 51. La
notable pérdida de potasio medida en las biopsias musculares contrasta con la
disminucion del flujo neto de K descrita en nuestros experimentos (ver figuras 38 y 39).
Teniendo en cuenta los incrementos en la [K*],, en la [K*]y, y en el LBF durante el
gjercicio fisico, el valor total del flujo neto de K* desde el musculo hacia el
compartimento vascular fue de 5.88 mmoles en los AS, similar a los 5.65 mmoles en CS
(si bien éste se obtuvo en menos tiempo), pero inferior a los 7,6 mmoles de Juel y col.
(1990) y mucho menor que los 20 mmoles vistos por Sjegaard y col. (1985). Por tanto, en
los AS el flujo neto de K™ fue inferior a lo esperado si tenemos en cuenta las pérdidas
musculares observadas. Esta reduccion del flujo neto fue motivada principalmente por el
incremento de las [K*], (ver figura 36), que conllevd a un importante incremento del
contenido total de K a nivel arterial. Asi, asumiendo un volumen sanguineo de 6 | y un
valor hematocrito de 45%, el incremento estimado del contenido de potasio plasmético
fue de 9.68 mmoles a nivel arterial en los AS, muy superiores a los valores de 5.8 mmoles
vistos en la situacion control. Mas aun, como las concentraciones venosas alcanzadas en
los AS y los CS tienden a ser similares, se constata que lo que determiné la reduccion del
flujo neto de K™ desde el musculo fue la presencia de valores altos en la [K™],.

Antes de analizar los posibles factores que indujeron el incremento de la [K™],,
conviene incidir en la distribucién en el organismo, del K™ perdido a nivel muscular.
Puesto que la cantidad total perdida de la musculatura fue de 30.8 mmoles de Kt y
asumiendo que las [K*] en los compartimentos plasmatico (a nivel venoso) e intersticial
(en el musculo activo) estan igualados, debe existir algin compartimento hacia donde
haya sido desviada la cantidad "restante” de Kt (siendo ésta la resultante de restar a la
cantidad perdida por los musculos, la cantidad eliminada hacia el compartimento
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vascular), que fueron 9.36 mmoles. Una posible explicacion podria ser que una cierta
cantidad de K* se acumulase en el interior de los eritrocitos, que actuarian como espacio
"secuestrador o titulador" de K™. En experimentos similares sin AML (Juel y col., 1990),
se ha visto que el K no se acumulé en el interior del eritrocito, si bien otros autores no
han podido excluir esta posibilidad (Vellestad y col., 1994), de todas formas dicha
situacion no se ha comprobado en los AS. Por otro lado, ya que se conoce cierta
heterogeneidad en la activacion de las distintas unidades motoras y en la distribucion del
flujo sanguineo muscular durante el ejercicio fisico, es posible que exista también cierta
heterogeneidad en la distibucion de K™, de tal forma que lo eliminado en cierta parte del
musculo puede ser recaptado por otra, lo que podria explicar la existencia de los 9.36
mmoles "restantes". Por tanto, de los 30.8 mmoles perdidos a nivel muscular el 70% pasé
al compartimento plasmatico (21.44 mmoles), de los cuales los tejidos periféricos retiran
un 30% y el 40% restante queda recirculando en el plasma. Existe un 30% (9.36 mmoles)
que queda secuestrado en algin espacio, bien en los eritrocitos o bien a nivel muscular.

Es evidente que para abordar con precision la dinamica de los movimientos del K™
entre los compartimentos plasmatico-extracelular-intracelular se requiere un control
simultaneo y preciso de los movimientos de agua durante el ejercicio, lo cual en humanos
requiere un montaje experimental de gran complejidad (Sjegaard y Saltin, 1982). En
nuestros experimentos, se asumi6é una distribucion de agua idéntica a la observada por
Sjogaard y col. (1985) en un experimento similar sin uso de AML (ver figura 46 D, E y
F). Estos autores observaron cambios en el potasio intracelular, a nivel muscular,
similares a los vistos en nuestra situacion control pero con una recuperacion mas rapida
de la cantidad total de potasio muscular y de las concentraciones del mismo, siendo la
recuperacion de los niveles basales de éste ion mucho mas lenta en los AS; no obstante,
no podemos descartar que el AML haya alterado el equilibrio hidrico en el territorio
muscular. Por otro lado, la pérdida neta media por contraccion durante el ejercicio fue de
53 umol Kg-! en los AS, similar a las 61 umol Kg! por contracciéon calculado de los
datos de Sjegaard y col. (1985), mientras que en situacién control fue algo menor. En
todo caso, estos valores en los AS fueron superiores a los estimados por Juel y col.
(1990), a partir de los cambios del flujo neto en el compartimento plasmatico. Por tanto el
uso de AML, no parece haber inducido un incremento en la pérdida neta de K* de los
musculos, sino que previsiblemente redujo la recaptacion del mismo al menos en la
musculatura activa, que de forma primordial se deberia a una accion directa o indirecta
del AML sobre la actividad de la Nat/Kt-ATP,q,.

Los incrementos observados en la [K*], en los AS, que conllevaron a la reduccién

del flujo neto de K*, parecen estar relacionados de forma preferente con una limitacién

de los mecanismos que redistribuyen fuera del territorio muscular activo, las cantidades
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perdidas de Kt desde el musculo. En linea con los resultados precedentes, existen
indicios que parecen indicar la disminucion del volumen de redistribucion y en la
recaptacion de KT por parte de los territorios inactivos:

1.- Recientemente se ha visto que durante la realizacion de ejercicios de baja y
moderada intensidad, en los que se compromete un alto porcentaje de la masa muscular
corporal total, el KT eliminado desde la musculatura activa, se redistribuye en un
volumen extracelular variable, ademas de ser recaptado en territorios no activos. Aparece
asi el concepto de "volumen de distribucion efectivo" para el K, que en todo caso debe
ser considerado como un volumen virtual ya que albergaria el efecto global observado
(retirada de K1), como consecuencia de la accién de los dos mecanismos citados
(redistribucion y recaptacion). La perdida transitoria de K* desde la musculatura activa,
incrementa linealmente a medida que aumenta la intensidad del ejercicio realizado, por
contra, el volumen de distribucion efectivo para el Kt disminuye. Esta situacion, que
puede ser debida principalmente a la desviacion del flujo sanguineo hacia el territorio
activo y a la consiguiente reduccion de éste en los territorios inactivos, conllevaria entre
otros cambios, a un incremento en la [K™] a nivel arterial (Vellestad y col., 1994). En
nuestros experimentos, una situacion de este tipo ayudaria a explicar los mayores
incrementos observados en las [KJ”]a de los AS frente a los CS, si bien es dificil
determinar si la previsible reduccion del volumen efectivo de distribucion para el Kt
seria consecuencia de cambios en la redistribucion del flujo sanguineo inducidos por el
AML o por la reduccion de la recaptacion de este ion en los territorios inactivos.

2.- Comparando las figuras 38 y 55 C, se puede observar que en los territorios
musculares inactivos, al ser las [K™Jvenosas en territorio inactivo menor que las [K]
arteriales, se captaria K* procedente compartimento vascular en todo momento, tanto en
situacion control como tras la ingesta de AML. No obstante, la captacion de éste ion
parece disminuida en los sujetos que ingirieron AML (ya que se dieron valores superiores
de [K™]y que en los controles), lo que explicaria en parte el incremento de las [K*] a
nivel arterial de los AS frente a los CS.

3.- Por otro lado, durante la recuperacion la presencia de [K™] arteriales superiores
a las [K*] venosas en el territorio muscular activo, se ha considerado como indicativo de
la recaptacion de Kt por la musculatura, dandose tal circunstancia desde el inicio de la
recuperacion (figura 38). Al decrecer de forma brusca y simultanea el flujo sanguineo
(ver figura 40) es logico esperar que la recaptacion de K™ (ver figura 39) sea de escasa
cuantia. Por tanto, cabe esperar que la reposicion del potasio perdido en el musculo sea
lenta. De hecho, tal como antes se dijo, dicha reposicion no fue evidente en todos nuestros

experimentos, al menos cuando en las biopsias musculares se midi6é el nimero de mmoles

104



Discusion

totales expresados en mmoles-kg-! de peso seco (figuras 47 E y 51 B y E). Aunque las
concentraciones del mismo (ver figuras 47 B y 50 B y E), que evidentemente estan muy
influenciadas por los movimientos de agua entre los distintos compartimentos (figura 46),
si parecen recuperarse mas deprisa. Como dicha recaptacién en el territorio muscular
activo esta disminuida, especialmente en los AS tras la finalizacién del ejercicio, es
posible pensar que la inhibicidon del antiportador Nat/Ht haya interferido (de forma
directa o indirecta) en la recaptacion de K+ en la musculatura inactiva durante toda la
prueba. Por tanto, los incrementos de las [K*] a nivel arterial pueden deberse a la
inhibicion de la recaptacion en el territorio activo. En consecuencia, se puede decir que la
importante pérdida de K en la musculatura activa no se acompafi6 de una potenciacion
paralela de los mecanismos de redistribucion hacia territorios inactivos y de recaptacion
del mismo en los territorios activos e inactivos, con lo que se produjo una acumulacion de

K™ nivel vascular.

Estas altas [K"‘]p podrian contribuir para incrementar relativamente el flujo
sanguineo hacia la musculatura activa, ya que se conoce que el Kt es un inductor de
vasodilatacion, lo que podria contrarrestar la posible tendencia a la reduccion de los
niveles de LBF asociada previsiblemente a valores altos de BOy y de pyOp, descritas
arriba. En este aspecto, es interesante remarcar que ni LBF ni las [K"‘]p presentaron una
fase de estado estable al final del ejercicio. Una posible explicacion para los mayores
tiempos de duracion del ejercicio vistos con AML, podria ser debido al incremento
relativo del LBF, secundario a la hiperkaliemia, que fue observado en los AS,
especialmente al final de ejercicio y cuando se comparan con los CS; lo cual cabe esperar
sea resultado de la interaccién de diversas variables: [K+]p, pO», pH, la inhibicién del
antiportador Nat/H*, etc. (Mahnensmith y Aronson, 1985).

Por contra, la altas [K*] en el espacio extracelular parecen jugar un papel
importante en la aparicion de la fatiga muscular (Sjegaard, 1983, 1986, 1988 y 1990,
Sjogaard y col., 1985; Clausen, 1986; Juel y col., 1990). Puesto que las contracciones
musculares dependen de la activacion eléctrica de los tubulos-T, un cambio del potencial
de membrana, tendente a la despolarizacion, puede afectar la fuerza de contraccion
muscular. Mas afin, la repolarizacion es necesaria para pasar los canales de Nat-voltaje
dependientes desde su estado inactivo a su estado de cerrado, lo cual es esencial para la
futura apertura de dichos canales. Un incremento de la [K*]o provocaria un
desplazamiento del potencial de membrana hacia la despolarizacion y por tanto un mayor
nimero de canales de Na't-voltaje dependientes en estado inactivado tal como
describieron Huxley y Tailor (1958). En nuestros experimentos se pudo estimar el
potencial de equilibrio para el K* (Ey), usando los datos obtenidos a partir de la
aplicacion del "método de inulina" (ver figuras 48 y 50) y aplicando la ecuacion de
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Nernst:

E = 2.3I;T x log [K°]

(K]

T
considerando las distintas constantes a 37°C; es decir, siendo 2.3?= 61.5 mV, el Ex

pasaria de -89 mV calculados en reposo a -75 mV observados al final del ejercicio, para
volver a -89 mV a los 3 minutos de recuperacion, persistiendo a -88 mV a los 10 minutos
de recuperacion, éstos valores de despolarizacion (14 mV) coinciden con los existentes en
trabajos similares sin amiloride (Sjegaard y col., 1985) y seria un factor importante en la
aparicion de la fatiga muscular. En la situacion control se vio la misma evolucioén con un
nivel de despolarizacion de 17 mV al final del ejercicio y vuelta al nivel basal durante la
recuperacion, si bien el Ey inicial fue algo mas negativo (-97 mV). La existencia de una
recaptacion incompleta de Kt por parte de la bomba Nat/K*-ATP,q, en la fase de
repolarizacion posterior a cada potencial de accion, puede justificar el incremento de
[K*]e (Clausen, 1986), si bien se sabe que el flujo de K hacia el interior del misculo
puede ser facilitado por la presencia de catecolaminas y otros moduladores (Martin y
Morad, 1982; Clausen, 1986, Juel, 1988). La salida de K* durante la contraccion
muscular se produce principalmente por medio de los canales de K* del tipo rectificador
tardio -"delayed rectifier"- (Standfield, 1983), pero otros canales de Kt como los
sensibles a ATP podrian jugar un papel importante durante el ejercicio de alta intensidad,
ya que se ha visto que una reduccion del pH; en presencia de ATP produce un incremento
en la conductancia de este tipo de canales (Davies,1990). En la misma linea parece que
podrian actuar los canales de K* sensibles a Ca** (Fink y col., 1983), aunque su papel es
mas discutido, ya que para el incremento de la conductancia de éstos se requiere un gran
descenso del ATP intracelular, tal vez fuera del rango habitual de caida de éste durante el
ejercicio (Fitts, 1992).

Por tanto, queda claro que la [K*]e resulta de la interaccién de los diversos
mecanismos que regulan la entrada y salida de Kt en el musculo, sin olvidar los
mecanismos de aclaramiento desde el musculo y de redistribucion hacia otros
compartimentos. En nuestros AS, a pesar de los altos valores de [K"']p tanto a nivel
venoso como arterial y de la escasa diferencia arteriovenosa en las [K+]p, el flujo neto de
K™ procedente de 1a musculatura activa parece estar preservado (figura 38 y 39), incluso
a pesar de la clara acumulacién de KT a nivel arterial, que parece indicar una recaptacion
reducida de K* en los territorios no activos y posiblemente los activos. Dadas las
superiores concentraciones de potasio en el espacio plasmatico en los AS, éstos serian
candidatos para fatigarse antes que CS, que fue precisamente lo que no ocurrié en
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nuestros experimentos. Por tanto, otro aspecto que debe ser estudiado en detalle, serian
los efectos directos del AML sobre el antiportador Nat/HY y los efectos indirectos sobre
los movimientos de K*, asi como los cambios en el equilibrio hidrico o las
modificaciones inducidas a través de los cambios en la pO», que explicaran qué cambios
pudo inducir el AML para compensar entre otros, los cambios calculados en el potencial
de membrana, para facilitar el retraso de la aparicion de la fatiga muscular.

El flujo neto de lactato desde el cuadriceps en AS se acercé a 5 mmol-min-! (figura
25), valor casi tres veces menor que los observados en CS; no obstante, los valores en los
AS se acercan a los medidos por Jorfeldt y col. (1978). Se ha comprobado que el lactato
puede atravesar el sarcolema tanto hacia dentro como hacia fuera, ya sea por difusion
simple o por difusion facilitada, mediada por el cotransportador lactato-H* (Juel y
Wibrand, 1989; Roth y Brooks, 1990; Juel, 1991 a y b; Brooks, 1991; Roth, 1991). Estos
trabajos muestran que el segundo mecanismo parece ser mas importante en las
condiciones fisiologicas que se presentan durante el ejercicio. Los menores flujos
observados en nuestros resultados son basicamente debidos a una reduccion de la
diferencia arteriovenosa de la [Lact™], lo que podria reflejar una menor produccion de
lactato por la musculatura activa o una disminucion de la recaptacion del mismo por otros
tejidos o ambos.

De acuerdo con esto, una menor produccion de lactato concordaria con una
inhibicion de la fosfofructokinasa (PFK) secundaria a un posible descenso del pHj
(tamponamiento metabolico); pero iria en contra de un incremento del gradiente para el
cotransporte de lactato-H* desde el musculo (Juel y Wibrand, 1989), secundario al
posible incremento de protones en el interior de la célula muscular tras la inhibicion del
antiportador Na*t/Ht (tamponamiento idnico). Por otro lado, una reduccion de la
recaptacion de lactato por el misculo y los tejidos periféricos podria explicar también la
reducida diferencia arteriovenosa de lactato. Hay que tener en cuenta que se podria haber
dado una disminucion del "volumen de distribucion efectivo" para el lactato, por los
mismos mecanismos explicados para el K™; es decir, si se reducen la redistribucion y la
recaptacion de Lact™ en los tejidos inactivos, se facilita el incremento de las [Lact™] en
plasma, pudiéndose activar la recaptacion por parte de los eritrocitos. Esto se confirma
con la existencia de [Lact”]JGR superiores a las concentraciones plasmaticas en los AS
(ver figura 26). La participacion de los mecanismos de redristribucion, recaptacion y
metabolizacion de lactato, en la determinacion de las concentraciones finales del mismo
es un fenémeno bien constatado (Donovan y Brooks, 1983; Brooks, 1985;Wasserman y
col., 1986; Donovan y Pagliassotti, 1990; Brooks, 1991; Stanley, 1991; Wasserman y
col., 1991). La lenta caida de las [Lact"] en plasma (figuras 24 y 27) confirman también la

menor eficiencia de los mecanismos que retiran dicho anion en los AS.
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Con incrementos a nivel arterial en la [H*] y la [Lact™], como los vistos en los AS,
para mantener el flujo de lactato y H* desde el musculo se necesitarian incrementos
proporcionales en el interior del misculo. En éste sentido, Bangsbo y col. (1993) han
demostrado descensos en la liberacion de lactato desde el musculo en sujetos con altas
[Lact] a nivel arterial, al final del ejercicio, a pesar de presentarse incrementos
importantes en los gradientes de lactato y H* que favorecian la salida de estos iones
"hacia el exterior" del musculo; por lo que piensan que altas [Lact] a nivel arterial
pueden producir una inhibiciéon directa en la liberacion de lactato desde el musculo,
independiente a la reduccion del gradiente de lactato. Por otro lado, estos autores, han
visto que los gradientes y flujos de H* y de Lact™ no siempre se modificaron de forma
paralela. En cuanto al gradiente de H*, no se debe olvidar que otros mecanismos podrian
tomar parte, bien cambiando el punto de activacion del antiportador Na*t/H* (Grinstein y
Rothstein, 1986), bien compensando la inhibiciéon de éste con la activacion de otros
transportadores ionicos de membrana (Moody, 1984; Hoffmann y Simonsen, 1989).
Contrasta con lo expuesto, el que los AS pudiesen realizar el ejercicio fisico por un
periodo més prolongado de tiempo, mas aun si consideramos los efectos asociados con la
presumible disminucion de pH a nivel intracelular en el musculo (Sahlin, 1983; Saltin y
Collnick, 1983 Cady y col., 1989; Renaud, 1989; Linnergren y Westerblad, 1991;
Westerblad y col., 1991; Fitts, 1994).

En nuestros datos, el LBF presentd valores superiores que los de CS sélo al final
del ejercicio; por lo que, la existencia de un LBF reducido que pudiera conllevar a una
reduccion del flujo neto de lactato, se habria dado exclusivamente en la parte inicial del
gjercicio, pero no al final del mismo.

Las relaciones de [Lact]gr/[Lact]y, (figura 26) estuvieron cerca de la unidad
durante el ejercicio y la recuperacion, en acuerdo con los datos de Buono y Yaeger
(1986), pero en clarisimo contraste con los datos de Juel y col., (1990) y los de Foxdal y
col,, (1990) que muestran valores inferiores a la unidad, especialmente durante el
esfuerzo. Nuestros resultados sugieren la activacion de un transportador especifico de
lactato en la membrana del eritrocito (Deuticke, 1982), con el fin de incrementar la
recaptacion del mismo. De acuerdo con esto, el lactato contenido en el interior de los
eritrocitos contribuiria en mas del 50% de la cantidad de lactato contenida en la sangre
total de los AS, siendo esto asi, los eritrocitos jugarian un papel fundamental como
espacio titulador de lactato.

El analisis de los cambios producidos en el equilibrio 4cido base durante el
ejercicio, es un tema que no esta exento de complejidad. Como se ha visto en Resultados,
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se ha intentado abordar este tema de una forma amplia, usando distintas "herramientas" o
métodos de valoracion del mismo. Inicialmente, se tratard de forma aislada cada una de
las variables, para después tratar de hacerlo de forma conjunta.

El pH; en los AS se mantuvo aproximadamente 0.16 unidades de pH por debajo de
los valores observados para los CS, ésta diferencia fue observada en reposo y se mantuvo
durante toda la prueba (figura 28); mientras que los valores de pHy, fueron practicamente
similares en la fase activa en ambos grupos, pero la recuperacion tras el esfuerzo fue
mucho mas lenta en los AS que en los CS (figuras 28, B y C). Los valores mas bajos de
pHy, quedaron alrededor de 7.1 al final del ejercicio, y desde este punto la velocidad de
recuperacion del pHy, dependié de los valores correspondientes de pHjy; de tal forma
que, ambos valores de pH (arterial y venoso) parecen igualarse tras 20 minutos de
recuperacion, pero en un punto inferior para los AS. El menor pHa concuerda con la
pérdida de bases inducida por el AML a nivel renal, que conllevé a una acidosis
metabolica no compensada en los AS. Por otro lado, la menor pendiente de recuperacion
en los AS sugiere una mayor acumulacion de Ht durante el ejercicio, como consecuencia
directa o indirecta de la inhibicién del antiportador Na*/H'; o alternativamente, una
menor eficiencia de aquellos mecanismos encargados de la eliminacion de acidos o de la
captacion de bases. Englobando estos tltimos, el manejo del CO» por medio de la bomba
ventilatoria y los cambios de las capacidades tamponadoras de la sangre, si se aborda el
problema a partir de la ecuacion de Henderson-Hasselbalch. O de éstos mas los cambios
en la SID si se aborda el problema a partir del algoritmo de Stewart.

No obstante, la pCO7 que estuvo aumentada a nivel venoso durante el ejercicio (ver
figura 29), mostrd una caida brusca al inicio de la recuperacion para alcanzar rapidamente
los niveles de reposo e incluso menores, que se mantuvieron asi a lo largo de toda la
recuperacion, por lo que no parece ser un factor que influya en el retraso de la cinética de
recuperacion del pH venoso. Mientras que a nivel arterial se observé una ligera caida de
la pCOy que permitié6 compensar la acidosis metabolica inducida por el ejercicio, es decir
el se mantuvo el pH~7.4, exclusivamente en la fase de ejercicio en los CS. En cuanto a la
menor capacidad de retirada de cargas acidas se ha observado que una menor pendiente
de caida de las [Lact] durante la fase de recuperacion que podria ser la principal
explicacion de los cambios en la cinética del pH durante la fase de recuperacion
(comparar figuras 27 y 28). En este sentido, la capacidad buffer del plasma estimada
como ALact”/ApH, s6lo presentd ligeros cambios tras el uso de amiloride. Esta fue
aumentando ligeramente durante la prueba en las muestras venosas, oscilando entre
valores 50 a 100 mmol-1-1-pH-! a lo largo de toda la prueba, mientras que en las muestras
arteriales se increment6 la capacidad buffer practicamente al doble durante el ejercicio
(siendo esta subida algo mayor en las muestras arteriales de los CS), para descender luego
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durante la recuperacion a los mismos niveles que los de las muestras venosas. Estos
cambios en la capacidad buffer, calculada de esta forma, deben ser tomados con cautela,
ya que el acido lactico no fue la unica carga acida durante el ejercicio, mas aun si
consideramos que en los liquidos corporales éste se encuentra principalmente disociado
en Lact e HY, siendo cada uno de éstos iones retirados o tamponados por diferentes
mecanismos. Por ejemplo, el incremento de la capacidad buffer observado en la sangre
arterial, esta mas unido a la posibilidad de cambiar el pH por medio de la retirada de COp
que a un incremento en la capacidad buffer de la sangre, propiamente dicho.

Es interesante observar que la [HCO3"] actual en sangre venosa (figura 30) fue
superior a la observada en sangre arterial durante el ejercicio, siguiendo ambas una
cinética similar durante la recuperacion. Esto concuerda con un incremento de la
produccion de CO7 por los musculos, rapidamente reciclados en HCO3~ en el interior del
eritrocito (figuras 29 y 30), y también ayuda a explicar el incremento inicial de la relacién
[Lact]p/-B.E. en la sangre venosa durante la fase activa de la prueba (figura 32), mientras
que la carga acida posiblemente permanezca parcialmente en el interior de los eritrocitos,
lo que estaria incrementado en los AS como consecuencia de la inhibicion del
antiportador Na*/H'. En este contexto, resulta interesante remarcar que el reciclado de
HCO3~ en el eritrocito podria estar limitado por la capacidad buffer de la Hb y
especialmente por la velocidad del intercambio HCO37/Cl- (Alper, 1991; Klocke, 1989).
Esta no parece especialmente afectada bajo los efectos del AML, obsérvese en la figura
30 como la [HCO3 J4ctyal e sigue reciclando a nivel venoso, situacion en la que
precisamente hemos considerado la existencia de un bajo pHj para el eritrocito. La
situacion descrita resalta el importante papel de la Hb y la potencia de la misma como
mecanismo tamponador. Ademas, la presencia de una caida importante de las [C]-] visto a
nivel venoso frente a las arteriales ilustra claramente la importancia del efecto Hamburger
o "desviacion de cloruros" durante el ejercicio (ver figura 35 Al y A2). Por otro lado,
comparando los valores venosos de HCO3~ actual con los arteriales, se puede comprobar
que el sistema respiratorio elimina una importante cantidad de bicarbonato en forma de
COy y que la inhibicién del antiportador Na*/Ht no parece alterar dicha diferencia
arterio-venosa; esta observacion ayudaria a explicar porqué no se observaron cambios
importantes en la VCO, medidos a nivel sistémico, durante ninguna de las pruebas de
esfuerzo. En la recuperacion, una vez normalizada la pCO», el HCO3~ contintia siendo
consumido, presumiblemente por la liberacion lenta de la carga acida procedente
preferentemente de la musculatura, en concordancia con los retrasos de la recuperacion en
el pH, la [Lact™] y el HCO3~ de los AS (figuras 27,28 y 30). A pesar de los incrementos
importantes del bicarbonato actual, cuando se estudia el bicarbonato estandar o el exceso
de base (figura 31), se pone de manifiesto la importante caida de los mismos tanto a nivel

venoso como arterial, lo que indica la situacioén de clara acidosis metabolica inducida por
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el gjercicio, que se compensa parcialmente durante el ejercicio en los CS pero no en los
AS y que cuando se retira el componente respiratorio (ligado al control y manejo de la
pCO»), tal como ocurre durante la recuperacion, dicha acidosis se acentla, tanto en los
AS como en los CS.

En la figura 32 se observa como los incrementos de lactato ( y de los H* asociados)
que se presentan durante el ejercicio, no se asocian a una caida paralela en el valor de
B.E., especialmente a nivel venoso, ya que durante el ejercicio dicha relacion es superior
a 1. Los datos observados durante el ejercicio concuerdan con lo descrito por Lidinger y
col. (1992), que ademas han comprobado que dicha situacion puede ser explicada por los
cambios ionicos entre el plasma y el interior de los eritrocitos, tal como hemos discutido
con anterioridad para nuestros datos. No obstante, es imprescindible resaltar que en la
aparicion del incremento en dicha relacion, fue fundamental que no se observara una gran
caida de las bases del plasma, y por tanto, se mantenga un valor lo més cercano a cero en
B.E,, lo que esta mediado en nuestros experimentos por el reciclado intraeritrocitario del
HCO3", tal como antes se mostro en la figura 30. Este mecanismo retiraria H* del plasma
a nivel venoso, con formacién final de CO2, sin que ello conlleve movimientos de
aniones Lact™ en el plasma. El amiloride no parece afectar la dindmica del fend6meno
descrito. La relacion permanece en valores cercanos a la unidad, a nivel arterial durante
toda la prueba y a nivel venoso sélo durante la fase de recuperacion. Estos valores
contrastan con los valores inferiores a la unidad descrito por otros autores en
experimentos similares (Juel y col., 1990), y otros experimentos que indican la existencia
de una mayor eliminacién de H* que de Lact™ desde el musculo (Bangsbo y col., 1993).
Al revisar nuestros datos, no se puede decir que desde el musculo no se haya liberado mas
H* que Lact, pero si parece que una mayor cantidad de H fue retirada del plasma.

Viendo la evolucion de pH, pCO», y [HCO3 144, en el territorio inactivo (muestras
venosas) se observa que los AS presentaron cambios evidentes frente a los CS. Los
valores pH fueron practicamente similares a los arteriales, tanto para AS como CS, si bien
se observan valores de pCOy superiores a los arteriales, junto con un mayor valor de
[HCO3]5tq en el territorio inactivo. Lo que indica que la sangre a la salida del territorio
inactivo no habia sido modificada en su pH, se le increment6 la pCO3 y y se afiadi6 una
cantidad considerable de [HCO3]tq, éste aporte de bases ayudaria a compensar el
desequilibrio acido-base generado en el territorio activo.

El estudio cuantitativo del equilibrio acido-base puede ser realizado por medio del
algoritmo de Stewart (1978 y 1981), que ademas, puede ser aplicado a cualquier fluido
corporal. Stewart ha formalizado las teorias fisico-quimicas clasicas y asume que en los

liquidos corporales se cumplen las tres leyes fundamentales que gobiernan cualquier
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soluci6n acuosa: ley de conservacion de masas, de preservacion de la electroneutralidad y
de existencia de equilibrios de disociacion para los acidos débiles y agua (reflejado por las
correspondientes constantes). Y propone la existencia de tres variables independientes:
pCO», Pror ¥ SID; a partir de las cuales se pueden explicar los cambios observados en el
equilibrio acido-base, y por tanto, se puede calcular cualquiera de las variables
dependientes que actiian en el mismo, entre las que se incluye la [H*]. Los cambios
conceptuales incluidos por este algoritmo en la valoracion del equilibrio acido base a
nivel sanguineo son varios:

1.- la relacion de la pCOy - HCO3~ que clasicamente se incluye en la ecuacion de
Hendelson-Hasselbalch y en el diagrama de Davenport (Boron, 1989a), estan
representados por la pCO2 como variable independiente y las correspondientes constantes
de equilibrio.

2.- la capacidad buffer de la sangre, dependeria principalmente de la concentracién
y del estado de disociacion de las Pt

3.- la SID, no considerada previamente de forma directa, se considera como
variable independiente y vendria a representar los mecanismos que regulan la presencia
de iones fuertes en el fluido organico; es decir, que considera los mecanismos de
intercambio idnico transmembrana, que como habiamos visto (Boron, 1989 a y b) son de

transcendental importancia en la regulacion del equilibrio acido-base.

La validez del algoritmo de Stewart ha sido ampliamente constatado, tanto en el
musculo esquelético (Kowalchuk, 1988 a y b; Lindinger y Heigenhauser, 1989; Lidinger
y col., 1990 b); como en el plasma (Heigenhauser y col., 1989; Weinstein y col., 1991,
Lidinger y col., 1992).

En nuestros experimentos, solo se usé el algoritmo para discernir la importancia de
las distintas variables independientes en los cambios inducidos en el equilibrio acido-
base, concretamente sobre la Gnica variable dependiente que puede ser medida con
fiabilidad: la [H*].

Los cambios en la pCO7 y la SID, fueron descritos en los Resultados, destacando
que durante el ejercicio, los cambios en la [H'] calculados en los territorios inactivos
(muestras venosas reflejadas en las figuras 16 y 54) estan preferentemente ligados a los
cambios en la pCO, (figuras 14 y 53), puesto que la SID no se modifico apenas;
mientras que durante la recuperacion la situacion se invierte, de tal forma que con la caida
de la pCOy, las otras dos variables independientes (SID y Ptor) pasan a ser cuantitativa y
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proporcionalmente mas importantes en la determinacion de la [H']. Precisamente, es
durante la fase de recuperacion donde aparecen las mayores diferencias entre los valores
medidos y calculados de [H'] ver figuras 16, C y D; y 54, B y C), lo cual puede ser
explicado en parte porque al ser la caida de la SID leve, la importancia cuantitativa de las
Prot incrementa notablemente y éstas fueron estimadas y no medidas directamente; asi,
una infraestimacion de las Ppor conllevaria a una considerable infraestimacion de la
[H*]. Esto podria justificar el descenso de los valores en los coeficientes de correlacion
de los sujetos controles (r~0.6 y r~0.7, en figuras 16 y 54) pero no justificaria los
diferencia observada entre éstos y los valores estimados para los sujetos que tomaron
AML (r=0.1 y r~0.6, en figuras 16 y 54), ya que en ambos casos se estimo las Py de la
misma forma.

Los cambios observados durante el ejercicio en la SID, a nivel venoso en el
territorio activo (figura 33), fueron mds marcados que los vistos en los territorios
inactivos, ademas se observa un incremento transitorio de la SID que contrarrestaria
parcialmente el incremento de la [H'] que conileva el gran incremento de la pCO;
(figura 29). Durante la fase de recuperacion, la caida de la pCO; hace que las otras dos
variables independientes (SID y Ptg1) pasen a ser cuantitativamente mas importante. En
este territorio las caidas en la SID son importantes con lo que la importancia relativa de
las Pt descendid, lo que explica el incremento de los coeficientes de correlacion entre
las [H'] medidas y calculadas, pero sigue sin explicar las diferencias entre los CS y los
AS (r~0.91 en CS y r~0.61 en figura 33).

En cuanto a los cambios a nivel arterial, se observa que la caida en la SID y el
incremento en las Prg justificarfan la presencia de un incremento de la [H'], que estaria
parcialmente contrarrestado por el descenso en la pCOj, mediado por una
hiperventilacion relativa. Esta situacion, que se instaura durante el ejercicio, se mantiene a
lo largo de la fase de recuperacion. A nivel arterial, al no darse altos niveles de pCO7 la
correlacion entre los valores de [H] medidos y calculados presenté menores coeficientes
de correlacion que a nivel venoso (r~0.64 en CS y r~0.45 figura 33).

Observando, la relacién entre los valores medidos y calculados de [H'] (figuras 16,
33 y 54), se ve que nuestros valores calculados no se correlacionaron tan perfectamente
con los medidos como citan otros autores (r~0.99, en Weinstein y col., 1991), pero se
dieron valores aceptables y significativos para los sujetos controles (r>0.6), mientras que
tras la ingesta de AML los coeficientes de correlacion fueron claramente menores
(r<0.65). Esto parece indicar que con la inhibicién del antiportador Na™/H" se modifico
el comportamiento de uno o varios elementos de los incluidos en la féormula para el
calculo de la [H']. Se sabe que los cambios en las variables independientes no influyen

113



Discusion

entre si (Weinstein y col., 1991), tampoco se puede atribuir el cambio a las [Ptor], ya
que fueron estimadas de la misma forma lo que conllevarian cambios similares de la
[H'], y como hemos visto, las diferencias en la pCO, de los AS y CS no fueron tan
marcadas. Por lo que, es previsible que dichos cambios hayan sido inducidos por cambios
en la SID o por cambios en el valor de una o varias de las constantes de equilibrio de
disociacion para un determinado valor de temperatura y pH. Hasta ahora se han evaluado
los cambios a nivel plasmatico, pero si consideramos la sangre como un fluido
bicompartimental y tenemos en cuenta los incrementos de lactato medidos en el interior
del eritrocito, los cambios en los valores estimados de pH intraeritrocitario y los cambios
en los distintos iones plasmaticos, inducidos por la inhibicién del antiportador Na™/H™,
vemos que el papel modulador ejercido por el eritrocito en los cambios observados en el
equilibrio acido-base a nivel plasmatico (tal como propone Lidinger y col, 1992) cambid
ostensiblemente en nuestros experimentos, lo que podria explicar los cambios vistos al
aplicar el algoritmo de Stewart.

En reposo, durante la fase previa a la realizacion de ejercicio fisico, se admite una
perdida de agua a nivel renal, que es compensada a nivel plasmatico con agua procedente
de compartimentos distintos al muscular y al intraeritrocitario. Durante el ejercicio fisico
se produjo una salida de agua desde el compartimento vascular equivalente al 8-10% del
volumen plasmatico (0.35 1), observandose tanto en el territorio activo como inactivo
(figuras 34 y 55), mientras que en el territorio muscular se increment6 en 0.32 l-kg'1 de
peso seco (algo superior en los CS que en los AS), lo que hace que el volumen total de
agua que paso a cada cuadriceps fuera de 0.22 1 (0.44 1 en ambos cuadriceps), por lo que
el transvase de liquidos desde el territorio vascular s6lo explicaria un 80% del acumulado
a nivel de la musculatura activa. Estos datos concuerdan con lo descrito en la literatura
(Sjogaard, 1983, 1986, 1988 y 1990). Como vimos en la figura 37, los eritrocitos no
parecen captar ni perder agua de forma drastica, ni en situacion control ni con el uso del
AML. Luego el 20% restante debe proceder de otros territorios.

Los cambios de las [Na+]plasma en el territorio inactivo son explicados en gran
medida por los cambios en el volumen plasmatico (figuras 15 y 55), contrastando con las
[Cl"lplasma que se mantienen practicamente estables, por lo que la relacion Nat/Cl-
tiende a incrementar su valor a lo largo del ejercicio, es decir los movimientos de agua
estan mas relacionados con los cambios de Na™ que con los de Cl-. En el territorio activo,
a nivel venoso se observa que los cambios en plasma de las [Nat] y de [Cl-] no pueden
ser explicados totalmente por la hemoconcentracion secundaria al ejercicio fisico, al igual
que ocurre con los cambios a nivel arterial (figuras 34 y 35), esto sugiere la participacion
de mecanismos que modifican el equilibrio hidro-electriolitico. Por ejemplo, es
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interesante observar la notable diferencia de las [Cl~] a nivel venoso y arterial (figura 35),
que puede ser explicada por el intercambio HCO3~/Cl- y como esto no parece afectarse de
forma importante con la inhibicién del antiportador Na™/H*. El intercambio HCO3~/Cl-
también puede explicar las diferencias observadas entre las [Na'] y de [CI-] en el
territorio inactivo y explicar en parte el incremento de la relacion Nat/Cl- a nivel venoso
en el territorio activo, durante el ejercicio. El resto de iones fue estudiado de forma
independiente con anterioridad.

De forma clasica, se ha venido usando en la practica clinica el concepto de "anion
gap" (A.G.¢|c), en conjuncién con el diagrama de Davenport y la relacién Na™/Cl- para la
valoracion de los desordenes mixtos de equilibrio acido-base (Emmett y Seldin, 1989). Se
observa que, durante el ejercicio, a nivel venoso en el territorio activo hay una clara
elevacion de la pCO» (figura 36) asociada a una situacion que podria ser descrita como
una acidosis metabdlica con A.G.¢. elevado, lo que concuerda con una acidosis lactica,
corroborandose esto ultimo al desaparecer una gran parte del disbalance i6nico con la
formula que incluye [Lact™], es decir en el A.G.ejer.. Esta situacion pero con
normalizacion de los niveles de pCO7 se observa durante la fase de recuperacion en el
territorio activo; y en el inactivo practicamente durante toda la prueba (ver figuras 36 y
56). Si observamos la evoluciéon a nivel arterial de los valores de pH (figura 28) y
A.G.¢c. (figura 36), se observa que, en los sujetos controles a pesar de la existencia del
incremento del A.G.¢]c. no se observa que el pH caiga por debajo de 7.4, con lo que se
puede considerar una situacion de acidosis lactica compensada a nivel respiratorio, en
cambio en los AS a pesar una de existir una dinamica respiratoria de similares
caracteristicas (figura 29), no se compensa la acidosis metabolica ya que el AML afiadio
una pérdida de bases a la situacion vista en los CS. Cuando, durante la recuperacion,
desaparece la compensacion respiratoria, tanto los AS como los CS entran en una
situacion de acidosis con A.G.¢|¢ elevado (figura 36), que al no estar elevado el A.G.¢jer.
se puede considerar como acidosis lactica (figura 36).
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1.- En el presente estudio, se ha demostrado que el antiportador Nat/H™, que se
considera un mecanismo basico de regulacién del equilibrio acido-base y del balance
hidro-electrolitico a nivel celular, juega un importante papel en el control de la
homeostasis del medio interno del ser humano, especialmente durante la realizacion de
ejercicio fisico intenso.

2.- Para inhibir el antiportador Na*/H™ en el ser humano in vivo se usé el clorhidrato
de amiloride, en dosis de 0.29-0.86 mg/kg de peso, administrado por via oral y a corto
plazo. El uso de dichas dosis, en las condiciones experimentales descritas, no conllevo en
ningun caso la aparicion de efectos secundarios adversos.

3.- En reposo, se dieron importantes cambios en las variables fisiologicas controladas
a nivel renal, con incrementos en la excrecion de sodio y bicarbonato, y un considerable
ahorro de potasio e hidrogeniones; si bien, estos cambios fueron completamente
compensados a nivel sistémico, practicamente en todos los casos. Las modificaciones
inducidas a nivel renal y la drastica reduccion del transporte tubular neto de hidrogeniones,
ponen de manifiesto la inhibicion del antiportador Na*t/H™ en las células tubulares renales.
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4.- Durante la realizacion de ejercicio fisico intenso, con la inhibiciéon del
antiportador Nat/H* se evidenciaron cambios notables en el equilibrio 4cido-base y en el
balance hidro-electrolitico, que conllevaron importantes modificaciones en la respuesta
fisiologica habitual al esfuerzo fisico, destacando los cambios en el tiempo de duracion de
las pruebas de esfuerzo y en el intercambio gaseoso.

5.- Bajo las condiciones fisioldgicas observadas durante el ejercicio a nivel venoso,
caracterizadas por un pH cercano a 7.1, una pO7 de 35 mm Hg, una pCO7 entre 80-90 mm
Hg y una [Lact-] de 15 mmol-l-! en plasma, la inhibicién del antiportador Nat/H* en la
membrana plasmatica del eritrocito se hizo evidente y propici6 una potenciacion del efecto
Bohr, con un importante desplazamiento hacia la derecha de la curva de saturacién parcial
de la hemoglobina por el oxigeno, en los puntos inferiores de dicha curva; lo que conllevéd
un incremento del coeficiente de capacitancia de la sangre para el oxigeno. Estos cambios,
asociados a los mayores niveles de pOy a nivel periférico, indujeron reajustes en la
dindmica cardio-circulatoria y en la respuesta metabolica, que podrian haber facilitado el

incremento en la duracién de las pruebas de esfuerzo.

6.- Por contra, la inhibicién del antiportador Na™/H* en la membrana plasmatica del
eritrocito, no parece haber afectado la dindmica de funcionamiento del tampén carbonico-
bicarbonato, como demuestra la preservacion de la velocidad de reciclado COp <> HCO3™
y las similares diferencias arterio-venosas en las [C]].

7.- Durante la realizacién de ejercicio fisico intenso, comparando los datos en
situacién de inhibicién del antiportador Na*/H™ frente a los de la situacion control, se ve
que existieron similares pérdidas de KT desde el territorio muscular activo, asi como
similares niveles de [K*] a nivel venoso, mientras que se presentd un notable incremento
en la [K*] a nivel arterial, lo que concuerda con una disminucién del "volumen de
distribuciéon efectivo" para el KT. En nuestros experimentos, hemos comprobado la
reduccién de la recaptacion de K+ en la musculatura activa tras la inhibicion del
antiportador Na*/HT; siendo previsible que esto mismo ocurra en los territorios inactivos,
lo que unido a posibles modificaciones en la distribucion sistémica del gasto cardiaco, con
un incremento del flujo sanguineo hacia a los tejidos activos, explicaria la disminucion de
dicho volumen de distribucién. Por tanto, la inhibicién del antiportador Nat/H™ afect6 la
dindmica habitual de eliminacién-recaptacién de K™ en el territorio activo, asi como entre

los territorios activos e inactivos.
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8.- El "volumen de distribucion efectivo” del lactato también parece reducido tras la
inhibicién del antiportador Na*/H*, ya que se observa una menor diferencia arterio-venosa
en las [Lact™] en plasma, debido al mayor acimulo de lactato a nivel arterial, secundario a
la reducida recaptacion del mismo. Esta situacion se asocio a un notable incremento del
atrapamiento de Lact™ en el interior de los eritrocitos, que en éstas circunstancias, parece
haberse convertido en un sumidero, hacia donde fue enviado parte del lactato plasmatico
eliminado desde la musculatura activa.

9.- Se dieron diferencias notables en el equilibrio acido-base tras la inhibicion del
antiportador Na*/H™, entre las que cabe destacar, la presencia de una acidosis plasmatica
claramente instaurada durante la realizacion del ejercicio, ya que, a la acidosis metabdlica
lactica propia del ejercicio y que en los sujetos controles era compensada con la actuacion
del aparato respiratorio, se asocia entre otros cambios, una pérdida de bases a nivel renal
que descompensan la situacién anterior, sin que se observara una mayor compensacion a
nivel respiratorio. Durante la fase de recuperacion, la acidosis plasmatica se acentud en los
sujetos que ingirieron amiloride y aparecié en los sujetos controles. Precisamente, en la
fase de recuperacion la compensacion a nivel respiratorio es menos importante, luego el
incremento o la aparicion de la acidosis plasmatica pone de manifiesto que los demas
mecanismos que se encargan de retirar la carga acida, principalmente ligada al lactato, no
son tan rapidos y potentes como el aparato respiratorio, ademas de haber sido enlentecidos
con la inhibicién del antiportador Na™/H™.

10.- El estudio de la SID y la aplicacion del analisis cuantitativo del equilibrio acido-
base por medio del algoritmo de Stewart, puso de manifiesto la importancia de las
variables independientes en la determinacion de la [H'] en plasma. La pCO9 a nivel
venoso durante el ejercicio es la variable independiente cuantitativamente mas importante,
pero en el resto de territorios y circunstancias pasan a serlo la SID y la Pror. La inhibicidén
del antiportador Na™/H™, indujo cambios en la precision de las estimaciones de la [H*].

11.- Si bien los cambios en las [Na*] en plasma, pueden ser explicadas por los
cambios en el volumen plasmatico en los territorios inactivos, no sucede lo mismo con las
[CI-]. Por contra, los cambios en las concentraciones ionicas vistas en el territorio activo
no siguen los cambios en el volumen plasmatico, lo que indican la presencia de
mecanismos, como el que propicia el intercambio HCO3~/Cl-, que pueden alterar dichas
concentraciones.
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