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Resumen

La influencia de la temperatura sobre la electrofisiologia cardiaca es un hecho
conocido, aunque los efectos de sus variaciones regionales sobre los
parametros electrofisioldgicos del miocardio y sobre las caracteristicas de la
activacion durante la fibrilacion ventricular (FV) no han sido suficientemente
investigados. En modelos experimentales, el analisis del efecto modulador
ejercido por los cambios locales de temperatura puede aportar informacion
sobre los mecanismos que sustentan la FV o los procedimientos encaminados a
su control efectivo. En esta Tesis Doctoral se ha desarrollado un sistema de
modificacion de la temperatura miocardica, en modelos de corazon aislado,
capaz de crear condiciones de hipotermia e hipertermia controladas
circunscritas a una region limitada del tejido. En su implementacion se ha
empleado un electrodo extraplano fabricado en tecnologia thick-film que
permite la aplicacion de estimulos y el registro simultaneo de los electrogramas
ventriculares a distintas temperaturas. Este sistema ha sido utilizado, en
corazones aislados y perfundidos de conejo, para cuantificar los efectos de la
hipotermia y la hipertermia locales sobre los pardmetros caracteristicos de la
frecuencia de activacion de la FV y sobre los parametros electrofisiologicos
obtenidos durante estimulaciéon basal. Para ello, se ha modificado la
temperatura epicardica de la pared libre del ventriculo izquierdo entre 17 °C y
42 °C. Los resultados obtenidos muestran que la hipotermia local prolonga los
periodos refractarios ventriculares y reduce la velocidad de conduccion
durante la estimulacion basal, teniendo la hipertermia el efecto contrario. A
pesar de estas variaciones, la longitud de onda del proceso de activacion no
sufre cambios significativos. Por otra parte, durante la FV la hipertermia local
acelera de manera reversible la activacion en la zona en la que es aplicada,
mientras que la hipotermia la enlentece. En el margen de temperaturas
estudiado, existe una relacidn lineal entre la frecuencia dominante de la FV o el
intervalo de activacion promedio y la temperatura. Finalmente, las pruebas
realizadas ponen de manifiesto que, al contrario de lo que ocurre con la
hipotermia global, el enlentecimiento experimentado por la FV en la zona
donde se efecttan los cambios de temperatura no consigue provocar
modificaciones globales de la activacion ni el cese de la arritmia.






Resum

La influencia de la temperatura sobre I'electrofisiologia cardiaca és un fet
conegut, encara que els efectes de les seues variacions regionals sobre els
parametres electrofisiologics del miocardi i sobre les caracteristiques de
l'activacié durant la fibril-lacid ventricular (FV) no han sigut prou investigats.
En models experimentals, 1'analisi de l'efecte modulador exercit pels canvis
locals de temperatura pot aportar informacid sobre els mecanismes que
sustenten la FV o els procediments encaminats al seu control efectiu. En esta
Tesi Doctoral s’ha desenvolupat un sistema de modificacié de la temperatura
miocardica, en models de cor aillat, capag¢ de crear condicions d'hipotérmia i
hipertermia controlades circumscrites a una regid limitada del teixit. En la seua
implementacio s’ha emprat un electrode extrapla fabricat en tecnologia thick-
film que permet l'aplicacié d'estimuls i l'enregistrament simultani dels
electrogrames ventriculars a distintes temperatures. Este sistema ha sigut
utilitzat, en cors aillats i perfundits de conill, per a quantificar els efectes de la
hipotermia i l'hipertérmia locals sobre els parametres caracteristics de la
freqiiencia d'activacié de la FV i sobre els parametres electrofisiologics
obtinguts durant estimulacio basal. La temperatura epicardica de la paret lliure
del ventricle esquerre s’ha modificat entre 17 °C i 42 °C. Els resultats obtinguts
mostren que la hipotérmia local prolonga els periodes refractaris ventriculars i
reduix la velocitat de conduccié durant l'estimulacié basal, mentres que la
hipertermia té l'efecte contrari. A pesar d'estes variacions, la longitud d'ona del
procés d'activacié no patix canvis significatius. D'altra banda, durant la FV la
hipertermia local accelera de manera reversible 1'activaci6 en la zona en qué és
aplicada, mentres que la hipotérmia l'alentis. En el marge de temperatures
estudiat, hi ha una relaci6 lineal entre la freqgiiéncia dominant de la FV o la
mitja de l'interval d'activacid i la temperatura. Finalment, les proves realitzades
posen de manifest que, al contrari del que ocorre amb la hipotéermia global,
I'alentiment experimentat per la FV en la zona on s'efectuen els canvis de
temperatura no aconseguix provocar modificacions globals de l'activacio ni la
interrupcio de l'aritmia.






Abstract

The fact that temperature influences the electrophysiology of the heart is well
known. However, the effects of their regional variations on the
electrophysiological parameters of myocardium, or its influence on the
activation process during ventricular fibrillation (VF), have not been
sufficiently investigated. In experimental models, the analysis of the
modulation effect caused by local changes of temperature, can contribute to
obtain information on the mechanisms that support the VF, or the procedures
for its effective control. In this doctoral thesis, a new system to perform
changes on myocardial temperature in isolated heart models has been
developed. Specifically, this system allows to cause controlled hypothermia
and hyperthermia in limited regions of the tissue. Applying stimuli and
registering ventricular electrograms at different temperatures, is possible
thanks to an extraflat electrode. This system has been used to quantify the
effects of hypothermia and local hyperthermia on the VF activation frequency
parameters, in isolated and perfused rabbit hearts. The electrophysiological
parameters during basal stimulation have also been obtained. The epicardial
temperature in the free wall of the left ventricle has been modified from 17 °C
to 42 °C. The results show that local hypothermia prolongs the ventricular
refractory periods and decreases the conduction velocity during basal
stimulation; hyperthermia has the contrary effect. The wavelength of the
activation process does not suffer significant changes in spite of these
variations. On the other hand, during the VF, local hyperthermia accelerates
the activation in a reversible manner in the zone where it's applied; on the
contrary, hypothermia slows the arrhythmia. In the range of temperatures
studied, there is a lineal relation between the dominant frequency of the VF, or
the average activation interval, and temperature. Finally, the tests carried out
show that, reverse to caused by global hypothermia, the slowing of the VF, in
the zone where the changes of temperature are performed, does not achieve
global modifications of the activation neither the termination of the
arrhythmia.
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Capitulo 1

Introduccion

E n la investigacion realizada durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral,

se han analizado las senales eléctricas obtenidas en la superficie
epicardica de modelos de corazon aislado, para la determinacién de diversos
parametros electrofisiologicos a distintas temperaturas. Parte de estas
determinaciones se han efectuado durante el funcionamiento del corazén en
estimulacion constante y otras en presencia de una arritmia letal, la fibrilacion

ventricular (FV).

En los primeros apartados de este capitulo se realiza una pequeia
introduccion a la fisiologia basica del corazon, con especial atencion al origen y
propagacion normal de la excitacion cardiaca y a las caracteristicas de la senal
del electrograma. Luego, se describe el fenémeno de la FV, sus manifestaciones
en el electrograma unipolar y sus implicaciones clinicas, desarrollando
asimismo una breve perspectiva histdrica sobre su estudio. A continuacion, se

resume el papel de la reentrada en los mecanismos de generacion y



mantenimiento de la FV, y se detallan las aportaciones mdas importantes que
los investigadores han realizado sobre esta arritmia, agrupadas segun la
técnica de estudio. El subapartado mas extenso corresponde a los trabajos
experimentales. Las frecuencias de activacion durante la fibrilacion ventricular
son objeto de analisis en esta tesis, por lo que se dedica un apartado a las
caracteristicas frecuenciales de la FV y los principales estudios al respecto. El
apartado siguiente intenta resumir la complejidad del problema exponiendo
agrupadamente las principales teorias sobre la FV que actualmente son objeto
de controversia e investigacion, aunque en apartados previos ya se haya hecho
referencia a ellas. Finalmente, se analiza el papel que se atribuye a la
temperatura en las propiedades electrofisioldgicas del corazoén, asi como el
actual estado de conocimiento sobre los efectos de la hipotermia y la

hipertermia, global y local, en los procesos fibrilatorios.
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Cap. 1 INTRODUCCION 5

1.1 Fisiologia del corazon

El corazon es uno de los drganos necesarios para la sustentacion de la vida. Su
mision es el bombeo de sangre a todas las partes del cuerpo gracias a la accion
combinada de sus cuatro cdmaras. La contraccion y distension de dichas
camaras se realiza de manera ritmica y organizada, de forma que se optimiza

el gasto cardiaco [Geddes 1984].

1.1.1  Anatomia y ciclo cardiaco

La Figura 1.1 muestra la configuracion anatomica del corazén, que puede
considerarse como una bomba bioldgica de tipo pulsatil que mantiene el flujo
sanguineo circulando por las "tuberias" del organismo a la presiéon y caudal
necesarios. Este drgano se compone de cuatro cdmaras (dos superiores o
auriculas y dos inferiores o ventriculos) comunicadas dos a dos por las valvulas
auriculo-ventriculares o valvulas AV (tricispide y mitral). Los ventriculos
estan a su vez separados de las arterias aorta y pulmonar por sendas valvulas.
La sangre fluye ininterrumpidamente hacia las auriculas a través de las venas
cavas y pulmonares, y sale del corazén por las arterias aorta y pulmonar; es lo

que se conoce como sistema cardiovascular.

El corazon es basicamente un musculo, el miocardio, compuesto por células
excitables que se contraen al ser estimuladas por sus vecinas [Webster 1992].
Las paredes interiores constituyen el endocardio, mientras que la exterior recibe
el nombre de epicardio. El septum es el tabique que separa los ventriculos. Un
sistema de fibras especializadas y poco contractiles distribuyen
apropiadamente los impulsos eléctricos responsables de la contraccion

sincronizada del musculo cardiaco, dando lugar al ciclo cardiaco.

El ciclo cardiaco empieza con la didstole. Las valvulas AV se abren,
fluyendo la sangre hacia los ventriculos por la diferencia de presién existente.
La ultima fase de la didstole es la sistole auricular, en que las auriculas se

contraen para acabar de llenar los ventriculos. La sistole comienza con el cierre
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de las valvulas AV y la contraccion isométrica de los ventriculos. La presion
aumenta hasta abrir las valvulas adrtica y pulmonar, vaciando asi las camaras
ventriculares. Estas valvulas se cierran con la relajacion ventricular que llega a
continuacién, provocando ésta que se abran de nuevo las valvulas AV,

completando asi el ciclo.

s
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Pulmonary
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Figura 1.1 Anatomia del corazén

1.1.2  Origen y propagacion de la excitacion cardiaca

Las estructuras que constituyen el sistema de conduccion eléctrica en el
corazon son: el nodo sinusal o sinoauricular (nodo SA), las vias auriculares
internodales, el nodo auriculo-ventricular (nodo AV), el haz de His con sus

ramas y las fibras de Purkinje (Figura 1.2).

En condiciones normales, los impulsos que inician el ciclo cardiaco se
originan en el nodo SA, que puede considerarse el marcapasos natural del
corazén. Este nodo es una region de aproximadamente 3 mm de ancho y 1.5

cm de largo situada en la parte anterosuperior de la auricula derecha. El tejido
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del nodo SA se caracteriza por ser autoexcitable, esto es, que tras cada
potencial de accion! no se alcanza un potencial de reposo sino que, sin
necesidad de ninguin estimulo externo, el potencial comienza a recuperarse de
forma lineal hasta alcanzar de nuevo el umbral de disparo y generar otro
potencial de accion. Este fendmeno se produce a un ritmo aproximado de un
ciclo por segundo, aunque su velocidad exacta la regula el sistema
neurovegetativo de acuerdo con las necesidades del organismo en cada

instante.

Sinus nada Bundle of His
JT0fmin

Bundle branchas

A-Y node

ie fibers
Alfmin Purkinje fibers

&-30/min

Figura 1.2 Conduccion eléctrica del corazén. Izquierda: partes de este sistema.
Derecha: avance de la onda de despolarizacion, en fracciones de segundo

El potencial de acciéon generado en el nodo SA se propaga a las fibras
musculares auriculares vecinas. Debido a la estructura del tejido, el impulso se
extiende a todo el miocardio auricular, que se contrae a su paso (sistole

auricular). Sin embargo, el miocardio ventricular esta separado del auricular

1 Cuando las membranas de ciertas células excitables son despolarizadas por un estimulo superior a un
umbral, el potencial intracelular sufre un cambio brusco y se hace transitoriamente positivo para
retornar a continuacion al nivel de reposo. Este cambio se denomina potencial de accion
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por un tejido fibroso que impide la propagacion de los impulsos, de forma que
la contraccion de las auriculas no tiene una continuidad inmediata con la de los
ventriculos; es necesario que el potencial de accion llegue por otro camino a
éstos ultimos. Tomando como partida el nodo SA se conducen los impulsos
hasta el nodo AV a través de las vias internodales. En el nodo AV la sefial
eléctrica es conducida a muy baja velocidad con el fin de introducir un retardo
que produzca el decalaje temporal necesario entre la contraccion de las
auriculas y la de los ventriculos. La salida del nodo AV conecta con el haz
auriculo-ventricular o de His. Este haz se divide en dos ramas que discurren
por la pared que separa los ventriculos. Ambas ramas terminan ramificaAndose
a su vez en el sistema de fibras de Purkinje. Las fibras de Purkinje estan
conectadas a las fibras del miocardio y se caracterizan por tener una velocidad
de conduccion muy alta. De este modo se garantiza que el impulso se
transmitira de forma casi simultanea a todos los puntos de los ventriculos para

conseguir una contraccion uniforme y eficaz.

Hay que resaltar que todas las células poseen un periodo refractario, esto es,
un intervalo de tiempo durante el cual la célula que ha soportado un potencial
de accién queda insensible a nuevos estimulos. Gracias a ello, el frente de onda
que propaga el impulso a través del miocardio avanza sdlo hacia adelante
(Figura 1.2), sin que las células que van siendo excitadas puedan a su vez re-
excitar a las que les precedian y crear de esa forma un sistema de oscilacion

realimentado.

El ciclo anteriormente descrito es el que controla la contracciéon sincrona
de auriculas y ventriculos, y puede ser observado desde el electrocardiograma de
superficie (ECG). La Figura 1.3 muestra las formas de onda del impulso
eléctrico en las diferentes células especializadas del sistema de conduccion del
corazén, y su relacion temporal con la sefial superficial del ECG (la latencia

corresponde aproximadamente a la habitual en un corazén humano).



Cap. 1 INTRODUCCION 9

Sinus
node

Atrial -
muzcle

L.
branches *

Purkinje
fibers

1
/

wentricular
A muzcle
e

b

T T T T T T 1
100 200 300 400 S00 EOO OO

T
1
1
I

1)

Time [ms]

Figura 1.3  Electrofisiologia del corazén. Formas de onda en el
sistema de conduccién eléctrica y sefial del ECG conformada

El ECG es uno de los registros extracelulares que mayor informacion
contiene acerca del funcionamiento de un o6rgano vital del organismo, su
importancia para el diagndstico clinico es esencial desde que en 1903 el
holandés W. Einthoven lo registrara por primera vez utilizando un
galvandmetro. En la Figura 1.4 se muestra un electrocardiograma convencional
real obtenido mediante una derivacion estandar II [Webster 1992]. Al igual que
en la Figura 1.3, pueden diferenciarse claramente las principales ondas
constitutivas de un ECG (onda P, complejo QRS y onda T). La onda P se
corresponde con la despolarizacion (contraccidn) de las auriculas, el complejo
QRS con la despolarizacion de los ventriculos y la onda T con la repolarizacion
(distension) de los ventriculos. La repolarizacion auricular queda enmascarada

por el complejo QRS.
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Figura 1.4 Sefial del electrocardiograma

1.2 El electrograma

Cuando los potenciales de acciéon estan tomados directamente sobre el
miocardio, los registros obtenidos se denominan electrogramas,
reconociéndose de forma abreviada como EGM. Al igual que ocurre con el
ECG, el EGM puede registrarse de forma unipolar o bipolar, aunque en este
caso con connotaciones distintas. Asi, cuando la sefial es amplificada en modo
"single-ended" —es decir, un electrodo en contacto directo con el miocardio y
un terminal de referencia mas lejano— se reconoce como registro unipolar; si
se amplifica en modo diferencial —es decir, un electrodo dual con las puntas
de contacto muy cercanas amplificando la diferencia entre ambos— se

reconoce como registro bipolar.

1.2.1 Descripcion

El campo eléctrico producido en la zona situada entre el miocardio en reposo
y el miocardio excitado puede ser descrito como un dipolo. Durante la
excitacion cardiaca, la aproximacion de este dipolo hacia un electrodo

explorador da una deflexion positiva que pasa posteriormente a una deflexion
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negativa para regresar finalmente a la linea base. La despolarizacion causa

también un dipolo, aunque de polaridad contraria.

La amplitud del electrograma unipolar es inversamente proporcional a la
raiz cuadrada de la distancia entre el dipolo y el punto de adquisicion. Por
tanto, los electrogramas unipolares contienen una combinaciéon de eventos
eléctricos locales y distantes, siendo la contribucion de éstos ultimos (eventos
distantes) decreciente proporcionalmente a la raiz cuadrada de la distancia al
electrodo explorador. Todos los electrogramas analizados durante este trabajo

fueron registrados de forma unipolar.

El electrograma bipolar se registra como la diferencia entre dos electrodos
proximos en contacto directo con el corazon, por tanto se puede asumir que se
corresponde con la diferencia entre dos electrogramas unipolares en cada uno
de los puntos donde se situan los electrodos. Estos dos electrogramas
unipolares difieren nicamente en la actividad local en el momento de la
excitacion. En el caso de que se produzca un pico en el electrograma bipolar, su
amplitud es inversamente proporcional a la tercera potencia de la distancia
entre el punto de adquisiciéon y el dipolo. Si el frente de activacion es
perpendicular en relacion al par de electrodos, el pico bipolar sera de amplitud
maxima, mientras que si es paralelo, ambos electrodos adquiriran la misma

forma de onda al mismo tiempo y no se producira ningtn pico.

La Figura 1.5 muestra un ejemplo de un segmento de EGM unipolar y otro
bipolar, registrados durante el ritmo sinusal por un desfibrilador implantable o
ICD (internal cardioverter defibrillator). De la misma manera, la Figura 1.6

corresponde a un episodio de fibrilacién ventricular.
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Figura 1.5 EGM unipolar y bipolar (registros clinicos obtenidos de
un ICD). Arriba: extracto de ritmo sinusal para un electrograma
unipolar. Abajo: el mismo extracto, correspondiente al electrograma
bipolar
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Figqura 1.6 EGM unipolar y bipolar (registros clinicos obtenidos de
un ICD). Arriba: extracto de fibrilacién ventricular para un
electrograma unipolar. Abajo: el mismo extracto, correspondiente al
electrograma bipolar
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1.2.2 Deteccion de la activacion

En el andlisis del EGM juega un papel primordial la deteccion de los instantes
de activaciéon, o momentos en los que se produce la despolarizacion del
miocardio en el punto de registro de la sefial. Esto es necesario, por ejemplo, en
las técnicas de "mapping”, donde, a partir de un registro multipunto del
electrograma, se pretende construir mapas de activacion en los que se pueda
observar el recorrido espacial o avance de la onda (u ondas) de despolarizaciéon
del miocardio. Practicamente todas las técnicas de obtencion automatica de
estos instantes de activacidon, estdn basadas en la busqueda de la maxima

pendiente negativa [Shenasa et al. 1996]. Las reglas fundamentales son dos:

1.- Busqueda en cada electrograma de los puntos en que la pendiente
negativa supera un umbral predefinido. Estos puntos se aceptan como posibles

puntos de activacion.

2.- Si dos 0 mas instantes de tiempo cumplen el criterio dentro de una
ventana predefinida, el instante con mayor pendiente sera el elegido como

tiempo de activacion local.

Los distintos algoritmos existentes varian basicamente en el criterio de
eleccion para el valor umbral, el ancho de la ventana y la forma en que la
pendiente del electrograma es calculada (algoritmos de 2 puntos, 3 puntos 6 5
puntos). Algunos ademas tienen en cuenta un periodo refractario después de
cada instante de tiempo en el que se detecté una activacion. Otros usan un
umbral para la pendiente en relacion con las pendientes medidas en cada

electrograma analizado.

La principal controversia en algoritmos unipolares es la eleccion del valor
optimo del umbral de la pendiente. El problema basico consiste en distinguir la
actividad local (pendiente negativa elevada) de la actividad distante sin
actividad local (asociado con una pendiente menor). Durante esta investigacion

los instantes de activacion obtenidos para su posterior analisis y tratamiento
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estadistico, se han determinado de forma semiautomadtica. Esto es, fijando
manualmente una ventana de ancho variable (milisegundos) sobre la presunta
activacion y dejando que sea el algoritmo correspondiente el que asigne el

instante exacto de la misma.

1.2.3 Morfologia del EGM unipolar

En la morfologia de los electrogramas unipolares se codifica gran parte de la
actividad del corazon, lo que permite llegar a importantes conclusiones bajo
un numero de condiciones patoldgicas y fisiologicas, mientras que la
morfologia de complejos bipolares puede contener informacion valiosa sobre

patrones de activacion local.

El electrograma, de forma genérica, esta compuesto por la contribucion de
dos tipos de eventos, por una parte se tiene los eventos eléctricos de campo

cercano y por otra los eventos eléctricos de campo lejano [Warren et al. 1996]:

- Eventos eléctricos de campo cercano: son las contribuciones al
electrograma por parte de la despolarizacion y repolarizacion ventricular.
En el entorno de los dispositivos implantables se denomina “onda R” a la
zona de la sefial correspondiente a la despolarizacion y “onda T” a la

repolarizacion (Figura 1.7).

- Eventos eléctricos de campo lejano: son las contribuciones al electrograma
por parte de la despolarizacion y repolarizacion auricular. A la

despolarizacién de la auricula se le llama comtinmente “onda P”.
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Figura 1.7 Morfologia de un EGM unipolar correspondiente a
un ritmo sinusal (amplitud en unidades arbitrarias)

Este tipo de notacion deriva de la utilizada en el ECG y no tiene por qué
coincidir con la notacion empleada por los electrofisidlogos para los
electrogramas intracavitarios. La despolarizacion auricular (onda P) indica el
inicio del ciclo cardiaco. La onda R, resultado de la despolarizacion de la
camara ventricular, es la parte mas importante del electrograma. Su
periodicidad es la que se utiliza para determinar la longitud de ciclo (rate) y
como identificador de posibles arritmias. En base a ello, un ciclo muy lento sera
clasificado como bradicardia, un ciclo muy rdpido sera clasificado como
taquicardia y un ciclo desorganizado y cadtico sera clasificado como
fibrilacion. Entre otros parametros, durante esta investigacion se han analizado
estos ciclos o intervalos entre activaciones —"intervalos VV" cuando

corresponden al EGM ventricular— en episodios de fibrilacion ventricular.

1.3 Fibrilacidon ventricular. Generalidades

El ritmo sinusal normal, entendiendo por éste aquel que tiene su origen en el
automatismo del nédulo SA y se propaga a todo el miocardio a través del
sistema de conduccién, puede verse afectado por alguna alteracion del

automatismo o del sistema de conduccion. En este caso se dice que existe una
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arritmia. La fibrilacién ventricular (FV) es la principal arritmia causante de
muerte subita cardiaca, responsable final del 75 al 85% de las muertes en
personas con problemas cardiacos [Bayés et al. 1989, MedlinePlus 2004]. Asi,
por ejemplo, solo en Estados Unidos, unas 300.000 personas aproximadamente
fallecen cada afio a consecuencia de esta alteracion del ritmo cardiaco
[Myerburg et al. 1990, Goldstein et al. 1994, Zipes & Wellens 1998, Zheng et al.
2001, AHA 2005]. Por esta causa la FV es clinicamente objeto de estudio desde
diferentes perspectivas, especialmente en relacion con mecanismos de
prevencion de su aparicion y de algoritmos seguros para su rapida deteccion y
tratamiento, principalmente estos ultimos términos en el contexto de la
desfibrilacién automatica [Martin-Huerta 1994, Madrid 1996, Aguinaga 1998,
Rodriguez-Font 1999, Jetova & Mitev 2002, Kaup et al. 2004].

1.3.1 Descripcion

La FV ha sido definida tradicionalmente como una actividad eléctrica cardiaca
turbulenta, que implica una gran irregularidad de las ondas eléctricas que
producen la excitacion ventricular. Durante la FV la activacion ventricular es
descoordinada, lo que conlleva una tension sistolica no efectiva. En
consecuencia el gasto cardiaco disminuye bruscamente a niveles sumamente
bajos, y la muerte habitualmente se produce en unos minutos como
consecuencia de la falta de aporte de oxigeno a los odrganos vitales,
principalmente el cerebro. En el electrocardiograma la FV se diagnostica por la
aparicion de una actividad rapida e irregular, con cambios constantes en la
morfologia de los complejos ventriculares que son completamente aperiddicos
e irregulares. A diferencia de lo que ocurre con otras arritmias, el ECG de una

fibrilacion ventricular posee siempre las siguientes caracteristicas:

- Eltrazado es rdpido y descoordinado
- No puede diferenciarse la onda P
- No se forman complejos QRS

- No existe ninguna actividad ventricular organizada
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La Figura 1.8 muestra un esquema conceptual de la fibrilacion ventricular.
Los trazados del ECG y del EGM durante la FV se asemejan a una onda
sinusoidal distorsionada con frecuencias muy superiores a las de un ritmo
sinusal normal, reflejo de multiples focos de despolarizacion autosostenidos en
el miocardio. La Figura 1.9 muestra como ejemplo el ECG real de un corazén
humano que ha entrado en FV, mientras que en la Figura 1.10 puede observarse
un segmento de dos segundos de FV registrado en la superficie epicardica de
un corazon aislado de conejo —en esta especie la frecuencia es sensiblemente
mas alta— durante uno de los experimentos realizados en este trabajo. Los
avances en el conocimiento de los mecanismos bésicos que determinan su
inicio, su perpetuacién o su cese son necesarios para intentar progresar en la
prevencion de la FV o en la efectividad de los procedimientos aplicados para

su interrupcion.
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Figura 1.8 A - Ritmo sinusal normal. El impulso se propaga con
normalidad desde el nodo SA. B - Fibrilacion ventricular. Existen multiples
focos de despolarizacion en los ventriculos
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Figura 1.9 Registro del ECG de un corazén humano correspondiente a un episodio
de FV, registrado en papel milimetrado a 25 mm/s [obtenido de Stephenson 2004]

250ms

WA Y

Figura 1.10 Registro del EGM epicardico correspondiente a un corazoén aislado de
conejo en FV, obtenido durante un experimento de este trabajo

1.3.2  Perspectiva historica

Andreas Vessalius en su clasico libro de anatomia titulado De Humani Corporis
Fabrica, publicado en 1543, ya se referia a los "movimientos semejantes a
gusanos" que ocurrian inmediatamente antes de la muerte en los corazones de

animales que él disecaba [Acierno 1994].

La fibrilacion ventricular fue descrita probablemente por primera vez por
Erichsen en 1842. Este autor la observo tras la ligadura de la arteria coronaria
[Erichsen 1842]. Vulpian la etiquetd por primera vez de “movimiento fibrilar”
al describirla en 1874, siendo la misma denominacion que daba a la fibrilacion
auricular (FA) [Vulpian 1874]. McWilliam aport6é una contribucion destacada
al describir en 1887, sin la ayuda de la electrocardiografia, muchas de las
caracteristicas de esta arritmia mortal, demostrando cémo la FV en el hombre
podia ser revertida mediante la aplicacion de choques eléctricos [McWilliam
1887, 1889]. En 1911, Levy y Lewis utilizaron el ECG para demostrar que
cuando la FV ocurria durante la anestesia con cloroformo, frecuentemente

estaba precedida por la aparicion de extrasistoles ventriculares multiformes o
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por taquicardia ventricular (TV) [Levy & Lewis 1911]. Sin embargo, fue
August Hoffman el primero en publicar en 1912 el primer electrocardiograma
de fibrilacion ventricular en el hombre [Hoffman 1912]. El mismo afio, Erlanger
observo que corazones grandes de bovino fibrilaban con relativa facilidad y
raramente la fibrilacion se detenia con KCl, al contrario que ocurria con otros

corazones mas pequenos [Erlanger 1912].

En 1914, Garrey publico el primer estudio sistematico de la relacion
existente entre la FV y el tamano del corazon, estableciendo que era necesaria
una “masa critica” de tejido, al menos una cuarta parte del musculo
ventricular en perros, para sostener la fibrilaciéon [Garrey 1914]. También

“

postuld que la fibrilacion era producida por “... series de circuitos anulares de
localizacion cambiante y complejidad multiple”. Garrey observd que anillos
cortados de la base de ventriculos fibrilados de grandes galdpagos mantenian
el ritmo fibrilatorio. Ademas, si el anillo se conseguia lo suficientemente
delgado, la actividad descoordinada se organizaba en ondas rotatorias
alrededor del anillo, de forma similar a lo descrito independientemente por
Mines como "movimientos de reentrada circular" [Mines 1913]. Lewis también

abogd por el mecanismo de reentrada [Lewis 1915]. Estos estudios sentaron las

bases del actual conocimiento de los mecanismos y dindmica de la FV.

De Boer, en 1923, demostr6 que una sola descarga eléctrica aplicada en la
fase final de la sistole en el corazon de la rana desencadenaba la fibrilacion de
dicha cdmara [De Boer 1923]. Louis Katz fue el primero en indicar en 1928 el
peligro de las extrasistoles aparecidas en el periodo de la onda T, y
posteriormente Wiggers y Wegria dieron a este intervalo el nombre de periodo
vulnerable [Wiggers & Wegria 1940]. Fue Wiggers el primero en considerar
que los frentes de ondas no se desplazaban solamente como circuitos

reentrantes bidimensionales, si no en un medio tridimensional [Wiggers 1940].

En la década de los 50 se aceptaba que tanto las taquicardias auriculares

como las ventriculares se producian por descargas repetitivas de un foco
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ectépico [Scherf & Schott 1953] o por el desplazamiento de un frente de onda
alrededor de un obstaculo [Mines 1914, Weiner & Rosenblueth 1946]. En ambos
casos, y bajo ciertas condiciones, se postulaba que el impulso originado en el
circuito reentrante o en un foco ectépico podia propagarse tan rapidamente
que los tejidos vecinos no eran capaces de responder de un manera regular,
dando lugar a la aparicion del patron caotico de la FV en el ECG. Sin embargo,
en 1956, Moe propuso que el mecanismo de la fibrilacion era diferente al de la
taquicardia, afirmando que durante la fibrilacion existia una total
desorganizacion de la actividad. La arritmia fue entonces definida como el
resultado de frentes de ondas desplazandose aleatoriamente, cambiando de
numero y direccion [Moe 1956]. En 1962, Moe postuld la hipdtesis de las
multiples ondas de la FA [Moe 1962], y en 1964 Han y Moe establecieron la
importancia de la dispersion del periodo refractario en la induccion de la
fibrilacion cardiaca [Han & Moe 1964]. En ese mismo afio se consolidd la
hipotesis de las multiples ondas mediante el desarrollo del primer modelo
computerizado de la fibrilacién cardiaca en dos dimensiones [Moe et al. 1964].
El soporte experimental de esta teoria tuvo que esperar 20 afios hasta el
desarrollo de la tecnologia del mapeo de alta resolucion con multiples
electrodos. En 1985, Allessie et al., en un modelo canino en el que se inducia FA
mediante estas técnicas, confirmaron la teoria de las multiples ondas descrita

inicialmente por Moe [Allessie et al. 1985].

Si bien el modelo por ordenador de Moe pretendia simular la fibrilacion
auricular, numerosa literatura experimental posterior asume la hipotesis de las
multiples ondas para la FV [Downar et al. 1988, Epstein et al. 1995, Janse et al.
1995, Witkowski et al. 1998]. El consenso tradicional venia siendo que, aunque
la activacion focal pueda jugar un papel en la iniciacion de la arritmia, el
mantenimiento de ésta en los ventriculos tridimensionales implica la existencia
de multiples ondas némadas con trayectorias cambiantes de un ciclo a otro
[Moe 1962]. Sin embargo, en los ultimos afos, el avance en los modelos por

ordenador y en la tecnologia de mapeo cardiaco (sistemas Opticos y de mayor
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resolucion) han reavivado la controversia: ;es la compleja dindmica de la FV el
resultado de la generacion y propagacion aleatorias de multiples ondas
independientes [Choi et al. 2001, 2002], o son éstas tltimas la consecuencia de
la actividad sostenida de algin o algunos focos dominantes que activan los
ventriculos a alta frecuencia? [Gray ef al. 1995a, Jalife et al. 1998a,b, Samie et al.
2001] Esta cuestion atin es objeto de investigacion en electrofisiologia cardiaca

—ver apartado 1.7 ("Teorias sobre la FV").

1.3.3  Aplicaciones clinicas de los estudios sobre la FV

Los avances en el conocimiento de los mecanismos basicos que determinan el
inicio de la FV, su perpetuacién o su cese, son necesarios para intentar
progresar en la prevencion de la misma o en la eficacia de los procedimientos
utilizados para interrumpirla adecuadamente [Dalzell 1993, Chamberlain 1998,

Brendorp et al. 2004].

El estudio de los mecanismos que regulan la perpetuacion de la arritmia
ha hecho surgir diversas hipotesis de trabajo que intentan explicar la transicion
de ritmos regulares hacia ritmos irregulares como la FV. Asi, se ha postulado
que serian farmacos antifibrilatorios aquellos que potenciaran la estabilidad de
la activacion reentrante, mientras que favorecerian la transicion hacia la
fibrilacion aquellos que dieran lugar a su desestabilizacion [Weiss et al. 1999,
Riccio et al. 1999, Cao et al. 1999, Hao et al. 2004], hecho que se ha relacionado
con las caracteristicas de las curvas de restitucion de las propiedades eléctricas

del miocardio ventricular [Riccio et al. 1999, Qu et al. 1999, Weiss et al. 2002].

Asimismo, los algoritmos de identificacion de la FV en sus distintas
manifestaciones son necesarios para conseguir el tratamiento eficaz de la
arritmia mediante desfibriladores, tanto implantables como externos, estos
ultimos en el contexto de la desfibrilacion con sistemas automatizados [Kern
1998]. Tanto la caracterizacion de la arritmia a partir del ECG de superficie o de

los registros endocavitarios, como la prediccion de los cambios en el patron
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fibrilatorio inducidos por fdrmacos u otros procedimientos, son utiles para
perfeccionar los algoritmos de identificacion de la arritmia en diversas

situaciones y contextos [Waldo 1998, Jetova & Mitev 2002, Kaup et al. 2004].

Por otra parte, el anadlisis de los mecanismos implicados en la
desfibrilacion eléctrica hace posible optar por equipos cada vez mas eficaces,
tanto por sus modos de estimulacion como por sus planteamientos. La
investigacion encaminada a conseguir otros procedimientos de desfibrilacion
ademas de los basados en los choques de corriente DC, bien sea utilizando
otros modos de estimulacion, o bien se trate de procedimientos basados o
combinados con la administracion de farmacos, es una de las tareas que
pueden aportar resultados prometedores en el &mbito de los estudios sobre la

FV [Larse et al. 2002].

1.4 Mecanismos de las arritmias. La reentrada.

En condiciones normales, un tnico impulso generado en el nodo sinusal activa
las auriculas y los ventriculos. El impulso se propaga dando lugar a una onda
de activacion que despolariza los tejidos adyacentes excitables y va dejando
atrads tejido inexcitable. Cuando esta onda de activacion alcanza el final del
musculo y queda rodeada de tejido inexcitable, se extingue. Hasta que no se
genere un nuevo impulso sinusal, no se volvera a activar el corazén. Sin
embargo, en ciertas circunstancias, la activacion puede persistir sin extinguirse
en una zona del corazon, durante el tiempo suficiente para que el tejido vecino
recupere su excitabilidad —superando por tanto su periodo refractario—, con
lo que el mismo impulso vuelve a reexcitar parcial o totalmente el corazon.
Este estimulo se llama estimulo reentrante, y el mecanismo por el que se

produce, reentrada.

El papel de la reentrada fue demostrado separadamente por Mines y
Garrey [Mines 1913, Garrey 1914]. En las experiencias que desarrollaron estos

autores observaron que un anillo de tejido excitable estimulado en un solo
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punto propaga dos frentes de activacion en direcciones opuestas que acaban
cancelandose mutuamente al producirse su encuentro tras rodear el anillo.
Pero si se genera un drea de bloqueo transitorio que interrumpe
prematuramente uno de los frentes —y que permite que el otro circule
retrogradamente por el camino del anterior—, entonces se establece un
fenomeno de movimiento circular autosostenido (Figura 1.11). Sin embargo,
para que esto ocurra en el miocardio, deberia existir algun tipo de
heterogeneidad. En la practica, una zona isquémica o infartada podria

constituir el obstaculo central que posibilitara la existencia del fenémeno.

Q0007
OO00000

Figura 1.11 Modelo de reentrada anatémica. Tejido excitado, refractario,
marcado en negro; excitable en blanco; refractario relativo a puntos. A:
longitud de onda de la excitacién mayor que la longitud del anillo. B:
longitud de onda menor. Tras el giro, el frente de onda encuentra
siempre tejido excitable; se genera la reentrada [obtenido de Mines 1913]

La ruta que conduce el impulso de nuevo al punto de partida, puede ser
un circuito alrededor de un obstaculo anatomico central (reentrada anatémica),
pero también una region de tejido inexcitable debido a la alta refractariedad de
sus células (reentrada funcional). Allessie et al. caracterizaron diferentes tipos
de excitacion circular en auriculas de conejo, distinguiendo entre estos dos
tipos de reentrada [Allessie et al. 1973, 1976, 1977] (Figura 1.12). Los circuitos de
localizacion y tamano estables dan lugar a reentradas ordenadas; los inestables

generan reentradas desordenadas que pueden desembocar en FV.
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Figura 1.12 Reentrada funcional durante una taquicardia ventricular. Representacion
esquematica del movimiento reentrante con los bloqueos funcionales del nticleo (izq.), mapa
de activacion con is6cronas a intervalos de 10 ms (dcha.) y electrogramas registrados en los
puntos indicados (centro) [modificado de Allessie et al. 1977]

Entre los factores electrofisiologicos que favorecen la reentrada se
encuentran la disminucion de la velocidad de conduccion y el acortamiento del
periodo refractario, asi como la dispersion de la duracion del potencial de
accion (APD) y la refractariedad. Estas circunstancias, unidas a la aparicion de
un estimulo prematuro, pueden crear un bloqueo unidireccional en el tejido y
por tanto una reentrada. La aparicion de este estimulo puede ser debida a la
automaticidad anormal de algin grupo de células. En la practica clinica, el
aumento del tamano del corazdn, las drogas que alteran la refractariedad y el
APD, y la existencia de zonas de tejido isquémico, pueden facilitar el fenémeno

de reentrada.

La actividad reentrante en el tejido miocdrdico ha sido objeto de estudio
de numerosos trabajos experimentales y simulaciones por ordenador, donde se
ha analizado el papel de la reentrada en la generacion y sustentacion de

arritmias, en concreto la fibrilacion ventricular —ver apartado 1.5
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("Aproximaciones metodoldgicas al estudio de la FV") y apartado 1.7 ("Teorias

sobre la FV").

1.5 Aproximaciones metodologicas al estudio de la FV

1.5.1 Estudios basados en trabajos experimentales

Los trabajos experimentales encaminados al estudio de la FV persiguen
objetivos muy diversos que abarcan desde el analisis del papel de la isquemia
y la necrosis miocardica [Wit & Hanse 1992], hasta las técnicas y
procedimientos para conseguir una desfibrilacion efectiva [Curtis 1994]. Se han
utilizado preparaciones experimentales in situ [Zipes et al. 1975, Aupetit et al.
1993, Chorro et al. 1996, Dorian y Newman 1997, Kwan et al. 1998], modelos de
corazoén aislado [Curtis 1998, Witkowski et al. 1998, Chorro et al. 1998, Wolk et
al. 1999] o preparaciones con cultivos celulares [Tovar & Jones 1997]. Los
estudios planteados han sido numerosos, tales como el andlisis de los
mecanismos de inicio y cese [Cha et al. 1994], la interferencia de los procesos
fibrilatorios mediante técnicas de sobreestimulacién, la demostracion de
ventanas excitables (gaps) durante la arritmia [Kirchhof et al. 1993, Kenknight et
al. 1995, Chorro et al. 1998], el papel de la masa miocdrdica en la perpetuacion
del proceso fibrilatorio [Garrey 1914, Zipes et al. 1975, Kim et al. 1997], los
efectos desfibrilatorios o protectores de los farmacos [Wiener y Rosenblueth
1946, Zhou et al. 1992, Dorian y Newman 1993, Wolk et al. 1999] o la eficacia de
las técnicas desfibrilatorias [Zhou et al. 1993, Chen et al. 1998, Dillon y Kwaku
1998, Dalzell 1998] entre otros.

En funcion de las técnicas de registro y andlisis utilizadas, los trabajos

experimentales sobre la FV pueden agruparse en tres grandes bloques:

- Analisis de las caracteristicas del ECG
- Registros intracelulares o de los potenciales de acciéon monofasicos

- Técnicas cartograficas o mapping
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1.5.1.1 Analisis de las caracteristicas del ECG

Wiggers et al., en 1930, describieron las caracteristicas del proceso fibrilatorio y
sus fases evolutivas combinando el analisis de las sefiales electrocardiograficas
y el del movimiento de las paredes ventriculares obtenido mediante técnicas
cinematograficas que permitian describir la progresiéon de las ondas de
contraccion durante la FV. La variacion en la amplitud de las ondas del ECG
ha sido uno de los parametros utilizados para caracterizar la evolucion del
patrdn fibrilatorio desde su inicio [Moe et al. 1941], y se ha discutido la utilidad
de distinguir entre FV gruesa (mayor amplitud) y fina (menor amplitud) para
establecer momentos diferenciados en la evolucion de la misma. Asi, Jones y
Klein (1984) observan que durante la FV de reciente inicio coexisten
simultdneamente episodios de "fibrilacion gruesa" y "fibrilaciéon fina", siendo
solo la fina la que persistiria tras 15 minutos. En estos estadios mas tardios de
la arritmia, la FV fina probablemente refleja degeneracion de la excitabilidad
celular inducida metabolicamente. Weaver et al. (1985) concluyen que la
aparicion de la FV fina esté relacionada en parte con la demora en el inicio del
tratamiento de la arritmia, y que la amplitud de la fibrilacion es un poderoso
indicador del éxito tras la parada cardiaca. El andlisis del trazado del ECG para
la deteccion e identificacion de la FV representa también un campo
ampliamente explorado. Asi, Nygards & Hulting (1977) propusieron un
analisis frecuencial de la sefial de ECG para la identificacién de la FV durante
la monitorizacion de pacientes en UVI. Diversos estudios posteriores han
propuesto distintos algoritmos, basados tanto en el dominio frecuencial como
en otros (wavelet, tiempo-frecuencia) para la deteccion de la FV o la
discriminacion entre FV y otras arritmias —como la TV o la taquicardia
supraventricular— de cara a su aplicacion en la desfibrilacion automatica

[Thakor et al. 1990, Aubert 1994, Jetova & Mitev 2002, Jetova & Krasteva 2004].
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1.5.1.2 Registros intracelulares o de los potenciales de accién monofasicos

Los estudios clasicos de Sano et al. (1958) y de Akiyama (1981), en los que se
utilizaron microelectrodos para obtener los potenciales de accién (PA) de las
fibras miocardicas durante la FV, revelaron que el potencial de reposo, el PA 'y
la pendiente de ascenso del mismo disminuian durante la activacion rapida e
irregular caracteristica de la FV [Hogancamp et al. 1959]. Las observaciones
efectuadas utilizando registros de los PA monofasicos han aportado
informacion sobre los procesos fibrilatorios en el corazén humano [Swartz et al.
1993]. Durante la FV los ciclos definidos por los potenciales consecutivos eran
mas cortos que durante otras arritmias como las TV polimorfas. Asimismo,
practicamente no se registraron periodos diastolicos, es decir, no se alcanzaba
la repolarizacion completa y habia cierto grado de fraccionamiento de las

senales registradas.

Girouard & Rosenbaum (1996), mediante técnicas Opticas y registros
simultdneos de PA con microelectrodos, constataron que, con la técnica de
mapeo Optico empleando tintes voltaje-dependientes, es posible obtener
representaciones muy aproximadas de los potenciales de accién, con gran
resolucion y flexibilidad espacial, algo imposible con las técnicas

convencionales.

1.5.1.3 Técnicas cartograficas o mapping

Los procedimientos cartograficos permiten obtener informacion espacial y
temporal sobre la activacion miocardica durante las arritmias. Mediante el
registro de electrogramas obtenidos con multiples electrodos epicéardicos,
endocardicos y/o intramiocardicos, se identifican los momentos de activacion
en cada uno de los puntos explorados, y con esta informacion se construyen las
lineas is6cronas que definen los frentes de activacion en la zona abarcada por
el electrodo. Asimismo, los mapas de isopotenciales muestran las zonas con

idéntica amplitud de los voltajes en un momento determinado y sus
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variaciones temporales, mientras que los mapas de isofrecuencias permiten
visualizar la existencia de distintos focos de activacion rapida o de dominios

caracterizados por una frecuencia local predominante.

Durante los altimos 30 afios, los dispositivos de registro multiple de 16, 24
y 48 canales, han dado paso a sistemas de hasta 512 canales, basados en
ordenador y con multiples capacidades de mapeo 2. Estos sistemas, mediante el
registro simultaneo de los electrogramas unipolares o bipolares, han permitido
el estudio de la FV cada vez con mayor resolucion espacial y temporal, p.e.
trabajos con 27 electrodos [Ideker et al. 1981], 192 electrodos [Dillon et al. 1988],
256 electrodos [Brugada et al. 1990] o 512 electrodos [Rogers et al. 1999]. El
conocimiento de las arritmias ventriculares progresaria de nuevo con la
aparicion y desarrollo en paralelo, en la tltima década del pasado siglo, del
mapeo Optico basado en fotodiodos o dispositivos CCD 2 aplicado al estudio de
las arritmias en preparaciones in vitro [Davidenko et al. 1992, Efimov et al. 1994,
Girouard et al. 1996, Choi et al. 2001]. En el sistema 6ptico, la fluorescencia que
provocan los cambios del potencial transmembrana de las células cardiacas en
marcadores sensibles a los cambios de voltaje, es registrada por videocamaras
digitales de alta resolucion espacial y temporal (Figura 1.13). Las imagenes
obtenidas de la activacion epicardica son procesadas y analizadas pixel* a pixel
mediante técnicas de tratamiento de imagen. Los trabajos experimentales que
se publican actualmente aplican alguno de estos dos sistemas (6ptico o
convencional) o bien una combinaciéon de ambos, cada uno de ellos con sus

ventajas y limitaciones.

2 Perspectiva histérica completa en "Evolution of Mapping and Anatomic Imaging of Cardiac
Arrhythmias" [Packer 2004]

3 Descripcién de la técnica y revision completa en "Optical mapping of cardiac exitation and
arrhythmias" [Rosenbaum & Jalife 2001] y "Optical Mapping Of Cardiac Arrhythmias" [Arora et al.
2003]

4 Contractura de picture elements (unidades minimas en que se divide la imagen captada y que pueden
procesarse separadamente). Equivaldrian a electrodos en un sistema de mapeo convencional
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Figura 1.13 Sistema de mapeo 6ptico tipico. La fuente de luz
estimula la fluorescencia voltaje-dependiente de las moléculas
del tinte, que ejercen de microsensores del potencial de
membrana de las células cardiacas adyacentes, creando asi
una especie de potencial de accion Optico [obtenido de
Rosenbaum & Jalife 2001]

Ideker et al. (1981), empleando 27 electrodos epicardicos en las paredes de
ambos ventriculos, cartografiaron los tres primeros segundos de la transicion
de la TV a la FV. En modelos de reperfusion isquémica, estos investigadores
hallaron que la activacion en el inicio de la FV se generaba en las fronteras de
la zona isquémica y se propagaba en aparente organizacion hacia el resto de
los ventriculos. Debido al limitado nimero de electrodos, no pudieron

establecer la localizacidn especifica o la naturaleza de la arritmia.

Johnson et al. (1993), investigaron cual deberia de ser la distancia
interelectrodo adecuada para mapear la FV sin pérdida de informacion
significativa acerca de la secuencia de activacién. Segun el criterio de Nyquist,
se requiere un espacio interelectrodo mas pequefio que la mitad de la mas
pequena longitud de onda para capturar importantes detalles de la muestra del

proceso. Los resultados sugirieren que, para electrodos unipolares
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extracelulares, un espacio interelectrodo del orden de 1 mm era el apropiado

para estudiar la organizacion durante la FV [Bayly 1993a,b].

La FV ocurre en un medio tridimensional y, aunque existen trabajos en
los que se ha abordado su analisis utilizando sistemas tridimensionales
[Pogwizd y Corr 1987, Chen et al. 1988,1990], la metodologia aplicada es
compleja y requiere la insercion de electrodos en las paredes ventriculares que
pueden alterar el proceso que se analiza. Asi, Chen et al. (1988), mediante 40
electrodos de insercion con multiples puntos de registro —configurando 120
registros intramurales en total—, identifican circuitos reentrantes completos
durante la generacion de la FV. A pesar de las limitaciones, el analisis del
proceso de activacion en la superficie de las paredes ventriculares permite
describir y conocer con precision diversos aspectos del proceso de activacion
global analizado. La observacion frecuente de patrones de activacion con
propagacion centrifuga desde el interior del drea epicardica abarcada por el
electrodo se interpreta como wun indicador de las caracteristicas
tridimensionales del proceso fibrilatorio en el miocardio ventricular [Lee et al.
1996]. La propagacion de frentes de activacion desde el endocardio hacia el
epicardio se traduce en afloramientos del proceso en el drea epicdrdica
analizada, y este fenomeno ocurre con frecuencia al analizar la FV. En los
procesos fibrilatorios auriculares ocurre en mucha menor medida, ya que,
aunque también influye el cardcter tridimensional de las paredes auriculares,
predomina la activacion segin una disposicion bidimensional [Allessie et al.

1985, Kirchhof et al. 1993, Konings et al. 1994, Chorro et al. 1999].

Mediante técnicas cartograficas, se han descrito patrones evidentes de
activacion ventricular reentrante durante la FV, aunque algunos autores
comprobaron que la reentrada epicdrdica era relativamente infrecuente y de
corta duracion, sugiriendo que la reentrada sostenida era transmural o que los
mecanismos que gobernaban la reentrada sostenida no eran muy importantes

en la dindmica de la FV [Rogers et al. 1999]. También observaron que los
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circuitos reentrantes se hacian mas comunes, mas grandes y mas duraderos
conforme la FV progresaba, lo cual podria explicar el incremento observado en
la organizacion de la FV durante su primer minuto. Otros autores han
observado que la incidencia de patrones de activacion reentrante es baja, por lo
que indican que el proceso fibrilatorio ventricular no parece sustentarse en
procesos reentrantes estables y, cuando son objetivados, una de sus
caracteristicas es la limitada duracién de los mismos [Lee et al. 1996, Kwan et al.
1998]. Lee et al. (1996) identificaron los patrones de activacion reentrante en el
estadio II de Wiggers de la FV, y analizaron los mecanismos de terminacion y
regeneracion de estos patrones de activacion en un modelo canino, viendo que
los frentes de activacion (ondas espirales) finalizan por interferencia con otros
frentes de ondas o espontdaneamente. Huang et al. (1998) cuantificaron los
cambios en la activacion epicardica durante los primeros 40 segundos de la FV
en un modelo porcino, observando que los patrones de activacion estan menos
organizados a los 10 segundos que a los 0 segundos; posteriormente se van
organizando de manera gradual. Davidenko et al. (1992) utilizaron un tinte
voltaje-dependiente en combinacion con un dispositivo CCD para grabar la
actividad eléctrica de rodajas de musculo epicardico de perro y oveja, y
demostraron la existencia, en estos modelos, de ondas espirales nomadas. En
algunos casos, un unico rotor que se desplazaba rapidamente por el tejido era
el causante de la actividad cadtica observada en el ECG. Otros autores han
postulado la necesidad de multiples rotores para explicar los patrones

fibrilatorios del ECG.

Utilizando técnicas de mapeo, también son comunes estudios sobre la
accion de algunos farmacos en la dindmica fibrilatoria. Asi por ejemplo, Kwan
et al. (1998), analizaron los cambios en el patron fibrilatorio producidos por la
procainamida, que daba lugar a una disminucion en el nimero de frentes de
activacion y en el numero de veces que se fragmentan los mismos, lo cual
contribuiria a la mayor probabilidad de finalizaciéon de la FV. Hillsley et al.

(1995), describieron las modificaciones en el patrdn fibrilatorio originadas por
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el propanolol, viendo que disminuye el nimero de frentes de activacion, y por
el isoproterenol, que aumenta la cantidad de tejido activado por cada frente.
Chorro et al. (2000a), constataron que tanto el verapamil como la flecainida y el
sotalol disminuyen la complejidad de los patrones fibrilatorios, pese a los
efectos divergentes del primero respecto de los otros en cuanto a la frecuencia

de activacion, la longitud de onda y el tamano de los circuitos reentrantes.

Los sistemas de cartografia con electrodos multiples, o los sistemas opticos
basados en marcadores sensibles a los cambios de voltaje, han supuesto el
soporte metodoldgico de numerosos trabajos sobre la FV en busca de los
mecanismos en los que se sustenta la arritmia. La presencia de reentradas
funcionales ha sido demostrada en ventriculos infartados de perros [El-Sherif
et al. 1982, Dillon et al. 1988], en tejido ventricular aislado [Davidenko et al.
1990, 1992] y corazones perfundidos [Schalij et al. 1992]. La activacion gira
como un remolino, sin un obstaculo central, debido a una menor excitabilidad
en su centro de giro que hace la conduccion mas lenta que en la periferia. El
fendmeno puede ocurrir en medios homogéneos —demostrado antes en tejido
auricular [Allessie et al. 1973, 1976]—, en contraste con la necesidad de una
dispersion de la refractariedad para la reentrada segun la hipdtesis de ondas
multiples de Moe. Un patron irregular en el ECG podria ser producido por
multiples rotores simultdneos o por un rotor Unico con centro de giro
migratorio [Jalife & Gray 1996]. Un centro vagando es considerado como una
destacada caracteristica de los rotores, cuya manifestacion bidimensional son
las ondas espirales. Aunque la actividad reentrante puede servir de fuente de
activacion durante la FV, la generacion de estos frentes de ondas depende de la
interaccion de las ondas. Los nuevos frentes de ondas son generados cuando
un frente de ondas interacciona con otro durante su periodo refractario. Los
frentes de onda terminan espontdneamente o como resultado de fendmenos de

interferencia.
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Estudios cartograficos basados en estos modelos espirales de excitacion, o
en su expresion tridimensional, han aportado vias distintas de aproximacion al
estudio de los procesos fibrilatorios, tanto auriculares como ventriculares
[Davidenko et al. 1992, Panfilov & Hogeweg 1996, Witkowski et al. 1998], y en
ellos se han apoyado diversos trabajos en los que se propone que la evolucion
de ritmos organizados, como la TV, hacia la FV, ocurre debido a Ia
desestabilizacion de los patrones de activacion reentrante de acuerdo con la
"teoria de la restitucion eléctrica” [Winfree 1993, Riccio ef al. 1999, Swissa et al.
2002]. En estos estudios experimentales se demuestra que los farmacos que
reducen la pendiente de restitucion (p.e. la Diacetil Monoxima y el Verapamil)
impiden la induccién de la FV y convierten la ya existente en un ritmo
periddico. En contraste, los farmacos que no reducen la pendiente de
restitucion (p.e. la procainamida) no dificultan la induccién de FV. En la misma
linea, Cao et al. (1999) aprecian que la interaccion de la restitucion de la
velocidad de conduccion y del PRE, produce oscilaciones espacio-temporales
en la activacion cardiaca, que aumentan de amplitud conforme el ciclo de
estimulacion disminuye, causando finalmente ruptura de onda y FV. Estos
hallazgos, y otros utilizando modelos computerizados, confirman un papel
clave de la restitucion de la velocidad de conduccién y de la refractariedad en

el inicio y el mantenimiento de la FV.

Wu et al. (2002), con una matriz dptica de 100x100 pixeles, examinaron la
actividad de un drea de 40mm? de ventriculo de corazon aislado de conejo,
concluyendo la existencia de dos tipos distintos de FV dependiendo de las
propiedades electrofisiologicas en el momento de su induccion: una FV rapida
de dificil remisién con frecuencias dominantes muy elevadas y caracterizada
por pequenias ondas ambulantes, y una FV mads lenta, con una periodicidad
espacio-temporal mas marcada. Estudios muy recientes mediante el sistema
optico de mapeo [Pak et al. 2003, Wu et al. 2004, Liu et al. 2004], han
demostrado que la activaciéon durante la FV se puede caracterizar por la

existencia de una frecuencia dominante estable y muy localizada, apuntando
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ademas que la ubicacion del rotor responsable de la FV tendria que ver con

estructuras anatdmicas ventriculares (muasculos papilares).

1.5.2 Estudios basados en simulaciones mediante ordenador

Moe et al. (1962, 1964) plantearon su hipodtesis de la reentrada de multiples
frentes de activacion para explicar los procesos fibrilatorios, utilizando para
ello un modelo computerizado que simulaba el proceso de activacion en el
tejido miocardico. Mas recientemente, Abildskov (1994) utilizé también un
modelo simulado para aportar datos que complementaban esta hipotesis. Este
autor observéd que la duracion media de los periodos refractarios afectaba la
vulnerabilidad de la preparacion al modificar el nimero de respuestas
precoces posibles por unidad de tiempo, mientras que la diferencia entre los
valores maximo y minimo de los periodos refractarios afectaba a la falta de

uniformidad de la preparacion.

Bardou et al. (1995) emplearon simulaciones basadas en un modelo de
propagacion de la onda de activacion a través de la superficie ventricular que
incluia areas localizadas de isquemia, y en este modelo investigaron los efectos
de la dispersion de los periodos refractarios. Las simulaciones mostraban que
la isquemia era capaz de iniciar fendmenos de reentrada que se propagaban a
través del ventriculo en su globalidad. El andlisis estadistico de la probabilidad
de reentradas en funcion del tamano de las zonas isquémicas y de la tasa de
dispersion de los periodos refractarios, puso de manifiesto la importancia de

este ultimo parametro.

Qu et al. (1999) analizaron en una lamina bidimensional de tejido cardiaco
simulada mediante ordenador, la importancia de la duracion del potencial de
accion y de la velocidad de conduccion en la estabilidad de las reentradas en
ondas espirales. Weiss et al. (1999), observando que el proceso de ruptura de la
onda espiral en el tejido cardiaco simulado predecia con bastante exactitud la

secuencia por la cual una taquicardia degeneraba en fibrilacién en el tejido
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cardiaco real, concluyeron que la modificacion del APD y la restitucion de la
velocidad de conduccidon pueden prevenir la ruptura de la onda espiral en el
tejido simulado, sugiriendo que los farmacos con efectos similares en el tejido
cardiaco real podrian tener eficacia desfibrilatoria. Estos autores proponen que
la desfibrilacion se consigue de manera mas efectiva combinando
intervenciones basadas en alterar la restitucion del potencial de accion, junto
con otras intervenciones antitaquicardia, hechos que podrian servir para
desarrollar nuevos farmacos antiarritmicos [Weiss ef al. 1999, Riccio ef al. 1999,

Cao et al. 1999].

Berenfeld y Jalife (1998) desarrollaron un modelo computerizado
tridimensional de ventriculo de mamifero, que incluia el sistema de
conduccion de Purkinje y las uniones Purkinje-musculo distribuidas en el
endocardio. Estos autores simularon la evolucion de la actividad reentrante
que afectaba al musculo y a la red de Purkinje. Los resultados sugerian que los
afloramientos epicardicos y la actividad endocardica focal que se detectaban
durante la FV podian originarse en la uniones Purkinje-musculo, que la
amplitud del ECG podia disminuir al estabilizarse la reentrada y acortarse la
longitud de onda del proceso de activacion, y que el sistema de Purkinje podia
tener un papel doble en la evolucion de las reentradas, siendo esencial en los
estadios iniciales e irrelevante cuando se establecian las reentradas

intramiocardicas.

La dindmica de las espirales tridimensionales de reentrada y su relacion
con las diferencias regionales del APD vy las variaciones en la restitucion, asi
como su dependencia de la anisotropia tridimensional de las fibras
miocardicas, ha sido objeto de estudio en diversos trabajos recientes con
modelos computerizados [Fenton et al. 2002, Wellner et al. 2002, Berenfeld et al.
2003, Xie et al. 2004, Jalife & Berenfeld 2004]. Las simulaciones de la
propagacion de la activacion cardiaca en modelos anatomicos del corazén en

los que se contempla la heterogeneidad y la anisotropia de los tejidos sugieren
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un papel primordial de la dindmica de algunos canales idnicos en la
estabilidad y frecuencia de los rotores, pero también apuntan hacia la
geometria de las fibras, que influiria decisivamente en su organizaciéon y

evolucion.

1.6 Caracteristicas frecuenciales de la FV

La fibrilacion ventricular puede ser descrita en términos de su manifestacion
electrocardiografica. Las formas de onda del ECG o del EGM fibrilatorios
suelen caracterizarse por parametros como la amplitud y la frecuencia. Para los
investigadores, la frecuencia de la onda de FV siempre ha sido un parametro

fundamental para intentar elucidar los mecanismos subyacentes de la arritmia.

La utilizacion de técnicas en el dominio de la frecuencia y basadas en la
FFT (Fast Fourier Transform) ha ampliado la capacidad de andlisis tradicional de
las ondas fibrilatorias procedentes del ECG de superficie u obtenidas mediante
electrodos epicardicos o endocdrdicos. En el espectro de frecuencias
proporcionado por la FFT los componentes principales (dominantes) de las
senales fibrilatorias se agrupan en bandas alrededor de valores definidos que
se pueden identificar con facilidad, permitiendo asi otra forma de

caracterizacion de las fases evolutivas de la arritmia [Ropella 2001].

A pesar de su apariencia de forma de onda cadtica, la sefial de FV presenta
un espectro acotado, en la mayoria de los casos con una frecuencia dominante
clara, alrededor de la cual se concentra buena parte de la potencia de su
espectro (Figura 1.14). En los momentos iniciales de la FV se han descrito
frecuencias dominantes del espectro que se sitian en torno a los 8-10Hz en
modelos caninos [Martin ef al. 1984, Carlisle et al. 1990a-b, Chorro et al. 1996], y
en valores inferiores (alrededor de 5-6 Hz) en los humanos [Strohmenger et al.

1994, 1997].
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Figura 1.14  Diversos parametros, como la
frecuencia mediana, la de potencia maxima, o el
porcentaje de potencia en una banda, pueden
representar las caracteristicas espectrales de
una arritmia [obtenido de Ropella 2001]

La determinacion de la frecuencia dominante, la media o la mediana de
los valores obtenidos en el espectro, es una herramienta tutil para caracterizar
las acciones de agentes farmacoldgicos [Aupetit et al. 1993, Curtis 1994, Chorro
et al. 1996, Wolk et al. 1999], o los efectos de la aplicacion de maniobras de
resucitacion cardiopulmonar [Martin et al. 1984, Carlisle et al. 1990a-b, Zhou
1993, Chorro et al. 1996, Chen et al. 1998, Dillon y Kwaku 1998, Dalzell 1998].
Algunos autores, como Strohmenger et al. (1994) y Brown et al. (1991),
comprobaron que, cuanto mayor era la frecuencia fibrilatoria media, mayor era
la probabilidad de éxito en la desfibrilacion. Recientemente, Indik et al. (2004)
han comprobado que estos indicadores frecuenciales varian en funcion del

peso y edad de los individuos.

El andlisis en el dominio frecuencial de la fibrilacién y su combinacién con
técnicas cartograficas de mapeo Optico o convencional constituye actualmente
una valiosa herramienta para profundizar en el conocimiento de esta arritmia.
Zaitsev et al. (2000) demostraron que las frecuencias dominantes de excitacion
no cambian continuamente en las superficies ventriculares, sino que

permanecen constantes en regiones discretas denominadas dominios,
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existiendo un pequefio niumero de éstos en los ventriculos. De entre ellos, uno
solo (el de mayor frecuencia dominante) podria constituir el foco responsable,
por "conduccion fibrilatoria”, de la aparente desorganizacion general de la
actividad eléctrica. Numerosos estudios han analizado la distribucion y
estabilidad espacio-temporal de estas frecuencias, intentando interpretar su
papel como indicadores de los patrones de activacion fibrilatorios o como
herramienta para cuantificar el grado de organizacion de la actividad eléctrica
durante la FV [Qu et al. 2000, Berenfeld 2000, Chen et al. 2000, Choi et al. 2002,
Valderrabano et al. 2002].

El analisis de las variaciones que sufre la frecuencia de la FV en
condiciones que alteran la electrofisiologia del miocardio, también ha sido
objeto de estudio por distintos grupos de investigacion. Para ello, se han
empleado modificaciones mecdnicas, térmicas y farmacologicas. Entre sus
conclusiones, se han atribuido efectos depresores sobre la frecuencia
fibrilatoria a drogas antiarritmicas como la lidocaina, la flecainida o el sotalol,
mientras que otros farmacos como el verapamil han evidenciado incrementar
dicha frecuencia [Carlisle et al. 1990b, Chorro et al. 2000a]. De la misma manera,
el estiramiento del miocardio ha demostrado incrementar de forma reversible
la frecuencia de la FV [Chorro et al. 2000b], mientras que la hipotermia global

del corazon ha manifestado el efecto contrario [Chorro et al. 2002a].

El andlisis espectral de la FFT se ha visto ampliado mediante la aplicacion
de las transformadas tiempo-frecuencia, con el objeto de recabar informacion
acerca de la distribucion temporal de las frecuencias. Esta caracteristica es
esencial para establecer la dindmica de nacimiento y desaparicion de éstas y en
consecuencia abordar la dindmica de la FV con mayor detalle. De esta forma,
utilizando matrices de electrodos epicardicos, Moghe et al. (2000) demuestran
la inestabilidad, en el tiempo y en el espacio, de las frecuencias de la FV.
Patwardhan et al. (2000), aplicando dichas transformadas a la sefial del ECG, no

encuentran consistencias con la teoria de un tinico rotor acelerador, y Choi et al.
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(2002), con técnicas de mapping sobre modelos de corazon aislado de conejo,
definen la FV como la coexistencia de un nimero discreto de "blobs" o zonas
con una frecuencia comun y morfologia poco definida que, con una corta vida
media, aparecen y desaparecen continuamente de manera caotica, sugiriendo

asi que la FV es mantenida por la dindmica de cambios de multiples ondas.

1.7 Teorias sobre la FV

Se sabe que la fibrilacion ventricular es el resultado de una propagacion
turbulenta de la onda eléctrica de excitacion cardiaca. Sin embargo, y a pesar
de los numerosos avances al respecto, los mecanismos exactos de su inicio y
mantenimiento permanecen todavia por descifrar. La aplicacion de
herramientas metodoldgicas cada vez mas potentes, ha permitido que durante
los ultimos veinte afios nuevos trabajos experimentales y simulaciones por
ordenador hayan aportado luz sobre estos mecanismos. Estas investigaciones
también han revelado diferentes manifestaciones de la arritmia, y han dado
lugar a diversas hipotesis sobre su generacion y perpetuacion. Si bien ya han
sido citadas en la clasificacion metodoldgica del apartado anterior, ahora en
éste se pretende clarificar las principales teorias que actualmente son objeto de

controversia e investigacion.

e Teoria de las ondas multiples de Moe

Durante las tltimas décadas, la hipotesis dominante sobre el mecanismo de la
FV ha sido la de las ondas multiples de Moe [Moe et al. 1964]. Moe formuld
esta teoria sobre la base de simulaciones por ordenador de una matriz
bidimensional de elementos excitables acoplados (automata celular) con
periodos refractarios aleatoriamente distribuidos. Segiin Moe, la fibrilacion
sobreviene como el resultado de la heterogeneidad en la refractariedad del
tejido cardiaco. Una estimulacion rdpida, con intervalos de acoplamiento
extremadamente cortos, provoca que solo las células con mayor periodo

refractario fallen en la respuesta. Como resultado se produce una
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fragmentacion de las ondas de excitacion y la formacion de multiples ondas
mas pequenas que forman lazos de reentrada inestables y ambulantes.
Ocasionalmente, éstas desaparecen al chocar con otras ondas o con limites
anatomicos. También pueden disgregarse y generar ondas hijas antes de
encontrar zonas refractarias. Si el tamano del tejido y el nimero de ondas son

suficientemente grandes, el mantenimiento de la arritmia estd asegurado.

Esta hipotesis (multiple-wavelets) logra explicar el fendomeno experimental
de la persistencia de la FV tras el cese de la estimulacion y la existencia de una
determinada masa critica. En relacion con ella, ha habido numerosos intentos
de caracterizar la distribucion espacial de los periodos refractarios en el
miocardio normal e isquémico, asi como determinar la relacion entre esta
distribucion y la incidencia de la arritmia [revisiones en Janse 1998 y
Antzelevitch et al. 1999]. Estos estudios han evidenciado una correlacion
positiva entre heterogeneidad refractaria y fibrilacién, pero no han podido
probar fehacientemente que la primera sea una condicion indispensable para el

inicio y mantenimiento de la segunda.

e Teoria del rotor madre

El desarrollo de métodos avanzados de visualizacion del proceso eléctrico en el
corazén —electrodos multiples y mas recientemente el mapeo Optico— asi
como la capacidad de nuevos métodos numeéricos para el analisis de datos, han
dado lugar a numerosos estudios que han cuantificado los patrones de
excitacion en la superficie del corazéon durante la FV. De estos estudios se
deriva que los patrones de activacion pueden diferir significativamente de lo
que predice la hipotesis de multiples ondas de Moe. La diferencia principal es
el pequeno numero de estas ondas y su corta vida media. Como demostraron
Gray et al. (1995b), en casos extremos la FV estaria producida por una unica
onda espiral nomada. Estos autores estimaron que, en promedio, el numero de

ondas espirales coexistentes simultdneamente durante la FV seria 1-2 en
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conejos, 5 en ovejas y 15 en humanos, muchas de ellas sin llegar a completar un

ciclo completo de reentrada [Gray et al. 1998].

El reducido niimero de ondas superficiales y la corta vida media de éstas
podrian indicar que la FV es mantenida no por multiples ondas ambulantes
sino por unos pocos focos estables de activacion rdpida intramurales. Debido a
su alta frecuencia las ondas generadas se fragmentarian, dando asi lugar al
complejo patrén que caracteriza a la FV. La posibilidad de este fenomeno de
fibrilacion inducida o "conduccion fibrilatoria” ya fue considerado en relacion
con la fibrilacion auricular [Moe & Abildskov 1959, Jalife et al. 1998a,b] y ha
sido demostrado en humanos. Concretamente se ha constatado que un foco de
FA puede ser identificado y eliminado por ablacion, con el consecuente cese de
la fibrilacion [Jais et al. 1997, Haissaguerre et al. 2002]. Las evidencias
experimentales de la propagacion fibrilatoria se han puesto mas recientemente
de manifiesto al estudiarse la distribucion de frecuencias de excitacion (Figura
1.15) en las superficies endocardicas y epicardicas [Samie et al. 2001, Zaitsev et
al. 2003, Wu et al. 2004]. Los mapas tipicos de frecuencias dominantes (Figura
1.16) resultaron ser mas simples y organizados de lo esperado, con unos pocos
dominios o regiones de frecuencia uniforme con cierta estabilidad. Estos datos
sugieren que los focos de alta frecuencia son los que propagan la fibrilacion, y
que los patrones complejos de la FV se deben a procesos secundarios de
interaccion con las heterogeneidades del medio, anatdmicas y funcionales, de
las ondas generadas por estos focos. Los autores postulan que estos focos son
como vortices, a modo de torbellinos o espirales tridimensionales ocultas entre
las paredes ventriculares. La mayoria de estudios experimentales estan
realizados sobre modelos de corazéon de pequenos mamiferos, pero la
existencia de rotores de cierta estabilidad también ha sido constatada por
Rogers et al. (1999, 2003) en corazones de cerdo de gran tamafio, aunque sin

encontrar evidencias de que éstos fueran responsables de la FV.
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Figura 1.16

6'?4 ms

N\I\N\[\m_
M.JL_. = -

25 35 10 15 20 25 30
[ n.qucncy{llz) lmqucnc»(]]z}

100 ms

Figura 1.15

500 ms

J

5 25
| rcqut.nt:\{ll;r]

Analisis frecuencial de la FV mediante

mapping Optico. A: ECG fibrilatorio. B: Mapa de

frecuencias dominantes,

registros

y espectros

correspondientes a un pixel de cada ventriculo. Datos
procedentes de un corazon aislado de cobaya [obtenido

de Samie et al. 2001]

Dominios de frecuencias durante la FV y rotor madre. A: ECG
fibrilatorio. B: mapa de frecuencias dominantes. C: Fotogramas tomados en 4
instantes (valores en ms) de una rotacion completa de un rotor estable de alta
frecuencia localizado en la pared anterior del VI [obtenido de Samie et al. 2001]
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Aunque los resultados de estos trabajos apoyan la teoria de que existe un
foco principal responsable de la fibrilacion (mother rotor hypothesis o focal source
hypothesis), otros investigadores han encontrado nuevos indicios de lo
contrario. Los trabajos de Choi ef al. (2001, 2002) y Valderrabano et al. (2002)
—con corazones aislados de cobaya los primeros y de cerdo el segundo— no
encuentran evidencias de conduccion fibrilatoria, sino de dominios de
frecuencia cambiantes de corta vida media, sugiriendo que la FV es mantenida

por multiples ondas inestables.

e Hipdtesis de la rotura de rotores v la restitucion

El crecimiento exponencial de la capacidad computacional ha potenciado las
posibilidades de los modelos por ordenador para la propagacién de la
excitacion cardiaca. Los estudios con modelos de automatas celulares se han
visto sustituidos por estudios con modelos que describen con mayor exactitud
las interacciones entre células adyacentes y corrientes transmembrana [Luo &
Rudy 1994, Panfilov 1999b, Tusscher et al. 2004, Livshitz et al. 2005],
permitiendo la simulaciéon de reentradas funcionales (también referidas como
rotores de reentrada o espirales de reentrada) en grandes dreas
bidimensionales [Winfree 1989, Panfilov & Holden 1990]. La onda espiral
inicial acaba fragmentandose, en la zona proxima al centro, en ondas mas
pequenas que giran sobre si mismas creando otras espirales y en ocasiones
fragmentandose a su vez para acabar complicando el patrén fibrilatorio. Este
patron es similar al descrito por Moe pero con una importante diferencia:
ocurre en tejido cardiaco homogéneo. Este fendémeno se conoce como "rotura
de rotores" (spiral wave breakup) y constituye la base para una alternativa a la
teoria de las ondas multiples de Moe. Panfilov & Hogeweg (1995, 1996),
demostraron que la naturaleza tridimensional del tejido excitable facilita la
rotura de la espiral. En un modelo anatémico del corazén basado en medidas
experimentales exhaustivas de la estructura cardiaca [Hunter et al. 1997]

comprobaron que el tamano del corazén debia ser mayor que la longitud de
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onda de la espiral para que ésta se fragmentara dando asi lugar a la FV

[Panfilov 1999a,b].
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Figura 1.17 Rotura de rotores y restitucién. A: Curva tipica de restitucion del APD. La
duracién del PA depende del intervalo diastdlico precedente. Segin la hipoétesis de la
restitucion, si la longitud del ciclo de activaciéon (BCL) corresponde a una zona con
pendiente mayor que la unidad (punto B) resulta una secuencia largo-corto-largo de
potenciales de accién, fenémeno conocido como alternancia del APD. B: Simulacion de
una espiral estable. C: Simulacion de la desestabilizacion y fragmentacion de la espiral,
asociados a la alternancia del APD [obtenido de Weiss et al. 1999]

Aunque el mecanismo exacto de la rotura de la espiral ain no se conoce,
hay muchas evidencias de que esta relacionado con una inestabilidad
consistente en la "alternancia" del APD. El fendmeno se conoce desde
principios del siglo XX [Mines 1913] pero ha sido en la tultima década,
mediante modelos matematicos computacionales, cuando se ha estudiado
intensivamente en relacion con la estabilidad de la reentrada [Courtemanche et
al. 1996]. La alternancia del APD ocurre cuando la pendiente de la curva de
restitucion del APD  (electrical restitution curve) es mayor que la unidad
[Nolasco & Dahlen 1968, Guevara et al. 1984, Courtemanche et al. 1996]. Esta
curva relaciona el APD con el intervalo diastolico o tiempo transcurrido desde
el final del PA precedente hasta el inicio del actual. Cuando las oscilaciones del

APD son suficientemente grandes, se produce la ruptura de la espiral (Figura
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1.17) [Qu et al. 1999, Weiss et al. 1999]. Koller et al. (1998) demostraron en
modelos experimentales la existencia de curvas de restitucion con pendientes
maximas mayores que la unidad. Esta teoria —teoria de la restitucion— ha
sido apoyada por estudios en relacion con la accién protectora de la FV que
poseen algunos farmacos capaces de reducir la pendiente de la curva de
restitucion [Riccio et al. 1999, Garfinkel et al. 2000], previniendo la FV o incluso
convirtiéndola en algunos casos en TV [Weiss et al. 1999]. Estudios
experimentales recientes ponen de manifiesto que, ademas de la pendiente de
esta curva, juegan un importante papel las dispersiones espaciales de la

restitucion del APD y la velocidad de conduccion [Banville & Gray 2002].

e Estado actual

Aunque las tres hipotesis anteriores son las mas populares, no constituyen el
conjunto de mecanismos que se han propuesto para la FV. Otros mecanismos
alternativos para la rotura de rotores, los cuales no requieren una curva de
restitucion abrupta, han sido descubiertos en simulaciones tridimensionales
por ordenador [Chudin ef al. 1999; Fenton et al. 2002]. Por ejemplo, la rotura de
la espiral podria deberse a la anisotropia tridimensional del miocardio, debida
a la rotacion intramural de sus fibras. Se produciria un enrollamiento e
inestabilidad del centro de organizacién del torbellino (filamento) que acabaria
multiplicandose y fragmentandose al chocar con los limites del corazén. Choi
et al. (2003), en trabajos con modelos de corazén aislado, encuentran nuevas
evidencias de la influencia de la anisotropia de las fibras en la dindmica de la
FV. ;Cudl de los mecanismos propuestos hasta ahora es relevante? La
formulacion de esta pregunta parece asumir que la fibrilacion es un solo
fendmeno y que por tanto deberia tener una tnica explicacion. Sin embargo,
cuanto mas se sabe sobre ella mas claro parece que éste podria no ser el caso.
La FV podria no so6lo tener varias manifestaciones y grados de complejidad,
sino también varios mecanismos [Panfilov & Pertsov 2001, Wu et al. 2002, Chen

et al. 2003].
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No obstante, y simplificando al maximo la polémica, podria decirse que
los investigadores al respecto se dividen actualmente en dos escuelas de
pensamiento distintas. La primera considera la FV como un problema de
inestabilidad y transitoriedad de rotores efimeros, los cuales se fragmentan en
multiples y pequefias ondas espirales que se propagan aleatoriamente y dan
finalmente lugar al cardcter turbulento de esta arritmia. La rotura de ondas
seria por tanto el verdadero mecanismo de la FV, con la reciente apreciacion
que, ademas del mecanismo tradicional de las heterogeneidades anatémicas o
electrofisiologicas, la fragmentacion es facilitada por las inestabilidades de la
dindmica de la restitucion. La segunda considera, en contraste con los
mecanismos de ruptura, que, con las condiciones adecuadas, un tnico o pocos
rotores de alta frecuencia con un cardcter marcadamente estacionario serian los
auténticos responsables de la FV. La rotura de ondas en la fibrilacion seria un
proceso pasivo debido al bloqueo de la conduccién fibrilatoria de los impulsos
emanados del foco principal, que se fragmentarian de una manera mas
organizada que aleatoria al interaccionar con heterogeneidades fijas del tejido,

lo que acabaria generando el complejo patron fibrilatorio.

1.8 Influencia de la temperatura

Se sabe que las propiedades electrofisioldgicas de las células cardiacas se ven
influenciadas por la temperatura. En consecuencia, el proceso de propagacion
de la excitacion eléctrica en el miocardio puede verse afectado, en condiciones
normales o durante las arritmias, por los cambios de temperatura del tejido.
Asi pues, las condiciones hipotérmicas o hipertérmicas pueden dar lugar a
diferencias importantes en los patrones de la excitacion cardiaca respecto de la
situacion normotérmica (temperatura basal). Diversos trabajos, utilizando
simulaciones por ordenador o preparaciones experimentales, han analizado los
efectos de la hipotermia, y en mucho menor medida la hipertermia, en el
potencial de accién miocdrdico, en la dindmica de las corrientes idnicas que

dan lugar a su generacion y en la propagacion de la activacion en el tejido
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cardiaco. El posible papel arritmogénico de ambas, o en algunos casos
contrariamente protector, también ha sido analizado en diversos trabajos. Sin
embargo, apenas se han realizado estudios sobre cémo afecta la temperatura a
los patrones fibrilatorios durante las arritmias, y en concreto durante la

fibrilacion ventricular.

1.8.1 Dependencia de las propiedades electrofisiolégicas con Ila
temperatura

De los trabajos encaminados a analizar los efectos de la hipotermia sobre la
electrofisiologia del miocardio se deduce que ésta afecta a la cinética de los
canales idnicos de las membranas celulares responsables de la activacion y
recuperacion del potencial de accion. Concretamente se sabe que disminuye el
potencial de reposo, incrementa la duracion de los potenciales de accion
ventriculares y prolonga los periodos refractarios [Mouritzen & Andersen
1966, Hoffman & Cranefield 1976, Sprung et al. 1995, Spear & Moore 1998].
Mediante la técnica de fijacion del potencial de membrana en miocitos
ventriculares de cobaya, Herve et al. (1992) observaron una disminucion
maxima de 6 mV en el potencial de reposo, y un alargamiento gradual en la
duracién de la fase de plateau del potencial de accidn, al bajar la temperatura de
36 °C a 12 °C. Estos resultados eran similares a los obtenidos por otros autores
[Liu et al. 1991, Bjornstad et al. 1991] que también pudieron registrar un ligero
descenso en la pendiente de subida del PA durante la hipotermia aguda. Con
modelos similares, Kiyosue et al. (1993) constataron aumentos importantes en
el APD al disminuir 10 °C la temperatura, y atribuyeron el retardo en la
repolarizacion a la disminucion sufrida en las corrientes idnicas de calcio y
potasio registradas. Simulando disminuciones de estas corrientes en modelos
matematicos del PA, se reproducia este efecto de manera aproximada. La
diferente sensibilidad a la temperatura de los diversos canales ionicos seria la
responsable del enlentecimiento final del PA, pudiendo tener un papel

principal el descenso de la corriente diferida de potasio (Ix), y en menor
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medida la corriente entrante de calcio (Ica), y la corriente entrante de potasio

(Ix1) [Herve et al. 1992, Kiyosue et al. 1993, Spear & Moore 1998].

Las alteraciones sufridas por los potenciales de accion dan lugar a
variaciones en la propagacion del impulso eléctrico a través del miocardio. La
refractariedad y la velocidad de conduccion del proceso de activacion también
se ven influenciadas por la temperatura; mientras que la primera se prolonga,
la segunda se reduce a medida que disminuye la temperatura [Mortensen et al.
1993, Bjornstad et al. 1994, Ujhelyi et al. 2001]. En cuanto a la longitud de onda,
Smeets et al. (1986) observaron que enfriando muestras de tejido auricular
hasta 27 °C no se registraban aumentos significativos de este parametro, ya que
el aumento de la refractariedad se veia compensado por la disminucion en la
velocidad de conduccion. Por debajo de esta temperatura, la longitud de onda
aumentaba debido a una fuerte prolongacion del periodo refractario funcional.
En el electrocardiograma de superficie, el alargamiento del intervalo QT y el
ensanchamiento del complejo QRS son las manifestaciones tipicas de las
situaciones hipotérmicas [Davis 1993, Mortensen et al. 1993], ademas de una

ralentizacion del ritmo cardiaco cuando la hipotermia es global.

Al contrario de lo que ocurre con la hipotermia, la hipertermia moderada
acorta el potencial de accion e incrementa la velocidad de conduccion

[Tachibana et al. 1999, Simmers et al. 1995, Nygren et al. 2003].

1.8.2 Hipotermia/hipertermia y arritmias

Tanto la hipotermia como la hipertermia se han asociado tradicionalmente a un
incremento de la susceptibilidad frente a arritmias ventriculares, y en
particular a la fibrilacion ventricular [Mouritzen & Andersen 1966, Torne et al.
1972, Eshel et al. 1990, Mortense et al. 1993, Bjornstad et al. 1994, Ujhelyi et al.
2001]. Durante la hipotermia, este efecto ha sido relacionado con un
enlentecimiento en la conduccién, un incremento en la dispersion de la

repolarizacion y un aumento en la heterogeneidad de la refractariedad [Salama
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et al. 1998, Tachibana et al. 1999]. El APD cambia significativamente incluso con
ligeras variaciones de temperatura de 1 6 2 grados centigrados, por lo que un
enfriamiento o calentamiento no uniforme del corazén podria generar
dispersion en la velocidad de conduccién y la refractariedad, creando de esa

manera un substrato para reentradas funcionales [Bjornstad et al. 1991].

Una mayor facilidad en la induccién de la FV por electroestimulacion
durante la hipotermia [Mortense et al. 1993] y durante la hipertermia [Kubota et
al. 1988] ha sido puesta de manifiesto en modelos in vivo de perro. Asi por
ejemplo, Kuo et al. (1983), mediante el calentamiento regional a 43 °C por
perfusion coronaria selectiva de corazones globalmente enfriados a 29 °C ,
comprobaron que la dispersion en la repolarizacion facilitaba la induccion de
arritmias ventriculares, aplicando estimulos prematuros desde la zona de
menor APD. De la misma manera, Tachibana et al. (1999) crearon un modelo
experimental de FV facilmente reproducible, combinando la estimulaciéon
prematura programada con el calentamiento y enfriamiento selectivo. Los
mapas de activacion mostraban la formacion de zonas de bloqueo en la
frontera de las regiones alteradas solo cuando el frente de onda procedia de la
zona caliente a la normotérmica o de la normotérmica a la fria. Ujhelyi et al.
(2001) comprobaron, en un estudio con cerdos, que una bajada de 10 °C en la
temperatura corporal resultaba altamente arritmogénica, disminuyendo la
velocidad de conduccion y prolongando la repolarizacion ventricular y la
refractariedad. Aunque durante la hipotermia el umbral de induccion de la
fibrilacion disminuia, los requerimientos energéticos de la desfibrilacion no
eran, sin embargo, mayores que a temperatura basal. Segun los autores, lo
primero podria deberse a que la hipotermia favorece la desestabilizacion de los
frentes de onda —al disminuir la velocidad de conduccion y la excitabilidad y
aumentar la dispersion de la refractariedad— mientras que lo segundo se
justificaria por el uso de ondas bifasicas y la prolongacion que experimenta la

refractariedad.
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Por otra parte, el enfriamiento del miocardio también ha demostrado
curiosamente su capacidad para prevenir o modificar diferentes alteraciones
del ritmo cardiaco. En este sentido, se han descrito efectos cardioprotectores de
la hipotermia moderada frente a arritmias ventriculares, en modelos
experimentales donde se aplica hipotermia topica localmente [Hale & Kloner
1999, Schwartz et al. 2001]. La reoxigenacion tras la hipoxia, cuando ocurre a
unos grados por debajo de la temperatura basal, reduce la incidencia de
arritmias ventriculares [Gambassi et al. 1994]. El enfriamiento miocardico se ha
empleado para detener arritmias reentrantes que se habian inducido
previamente en preparaciones auriculares aisladas [Smeets et al. 1986], para
acortar la longitud del ciclo fibrilatorio auricular [Chorro et al. 1990] y para el
tratamiento de arritmias supraventriculares tras intervenciones quirtargicas
[Higashidate et al. 1987, Pfammatter et al. 1995]. Gracias al papel de la
hipotermia como reductora de las necesidades metabolicas, su aplicacion
moderada puede resultar una técnica util en la limitacion del dafio isquémico
del tejido infartado y la recuperacion de la funcion cardiaca [Hale & Kloner
1999, Miki et al. 1998, Dae et al. 2002], aunque esta aplicacion se efectie después
de la isquemia [Schwartz et al. 2001]. También la hipertermia ha demostrado
propiedades cardioprotectoras cuando es aplicada con anterioridad al dafio
isquémico [Yamashita et al. 1998]. En este caso podrian deberse posiblemente a

un efecto potenciador de la produccién de radicales libres [Arnaud et al. 2002].

Debido a su acciéon moduladora sobre la electrofisiologia cardiaca, las
modificaciones controladas de temperatura también pueden constituir una
herramienta util para dilucidar los mecanismos de accion de drogas
antiarritmicas, para crear modelos experimentales de arritmias o para simular
condiciones patoldgicas que facilitan su aparicion, tal como sucede en
situaciones de isquemia miocardica o de diversas alteraciones estructurales
producidas por estiramiento, fibrosis o cicatrizaciéon de zonas del miocardio.
Asi por ejemplo, Spear & Moore (1998) estudiaron los efectos arritmogénicos

de la quinidina, en un trabajo donde actuaban sobre la temperatura de
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perfusion en corazones aislados de conejo. Recientemente, Nishida et al. (2004),
en experimentos con corazones de perro in vivo, emplearon un sistema
enfriador por circulaciéon de agua fria para rebajar la temperatura local del
tracto de salida del ventriculo derecho hasta 30 °C. Esta alteracion producia un
efecto elevador del punto J (final del QRS) en el ECG, tal y como ocurre con los
pacientes afectados por el sindrome de Brugada. Los autores postulaban que
este modelo canino de la patologia podria simular aspectos electrofisiologicos
similares a los que contribuyen a la manifestacion clinica del sindrome. Si una
anormalidad localizada en la zona que aqui se enfriaba fuera el mecanismo de
los episodios de FV que suele presentar el sindrome de Brugada, la eliminacion
del substrato arritmogénico podria significar la cura. Boersma et al. (2002)
también utilizan modificaciones controladas de temperatura para estudiar los
mecanismos de una arritmia, la taquicardia ventricular polimdrfica. Estos
investigadores emplean una sonda enfriadora —también en este caso el
sistema para rebajar la temperatura se basa en la circulacién de agua fria—
para generar, en una fina capa de tejido ventricular perfundido, un gradiente
de refractariedad que facilita la induccién de la arritmia (la refractariedad
queda prolongada en el centro de la region analizada). En este trabajo se
concluyd que un circuito de reentrada funcional desplazandose constituye el
mecanismo de la TV polimorfica en un substrato con un importante gradiente

de refractariedad.

1.8.3  Efectos durante la FV

A pesar de la informacion existente sobre las propiedades arritmogénicas o
protectoras de la hipotermia y de la hipertermia, practicamente no se ha
realizado hasta el momento estudios sistematicos sobre los efectos de la
temperatura en los patrones de la fibrilacién ventricular una vez ésta ha sido
desencadenada. En este sentido, tan s6lo pueden citarse algunos trabajos, como
el de Strohmenger et al. (1997). Estos autores, en un estudio donde investigan

los efectos de la hipotermia en la frecuencia de la FV —en corazones de
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pacientes sometidos a operaciones de bypass coronario— analizan la frecuencia
mediana del espectro del ECG fibrilatorio, y concluyen que ésta es
significativamente mayor durante la perfusion normotérmica que durante la

perfusion hipotérmica.

En el trabajo experimental de Chorro et al. (2002a), con modelos de
corazén aislado y perfundido de conejo, se analiza el efecto de la reduccion
aguda y brusca de temperatura sobre el patrdn fibrilatorio. En este trabajo, la
temperatura de la preparacion se reduce mediante la inyeccion directa de
liquido de perfusion frio en el ventriculo izquierdo. Tras el inicio de la
perfusion fria, la frecuencia dominante de la FV y la temperatura decaen
exponencialmente hasta la terminacion de la arritmia (Figura 1.18), existiendo

una correlacion lineal entre ambos parametros.
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Figura 1.18 Disminucién exponencial de la temperatura y la frecuencia

dominante de la FV (FrD), en ambos ventriculos, con el enfriamiento agudo y
global del miocardio. Los datos de FrD corresponden a un electrodo situado en el
ventriculo izquierdo (arriba) o derecho (abajo). Las temperaturas corresponden al
epicardio de cada ventriculo. ¢, tiempo desde el inicio del enfriamiento [obtenido
de Chorro ef al. 2002]
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El cese de la FV ocurre preferentemente en el ventriculo izquierdo, y se
relaciona con una importante depresion en la velocidad de conduccion, la
extincion de frentes de onda y la reducciéon de la complejidad de los mapas de

activacion registrados.
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21  Justificacion y objetivos de la investigacion

En el capitulo de introduccién se han expuesto los conocimientos extraidos de
la literatura cientifica que motivaron el planteamiento y desarrollo de la
presente Tesis Doctoral. A continuacion se resumen las bases que justifican los

principales objetivos del presente trabajo.

e Las propiedades electrofisiologicas de las células cardiacas se encuentran
influenciadas por la temperatura. En consecuencia, el proceso de
propagacion de la excitacion eléctrica en el miocardio puede verse
afectado, en condiciones normales o durante las arritmias, por los cambios
de temperatura del tejido. En este sentido, se sabe que la temperatura
influye sobre los patrones fibrilatorios, y en concreto sobre la frecuencia de
activacion, pero apenas se han realizado estudios sistematicos sobre la
forma en que los cambios de temperatura afectan a la fibrilacion
ventricular una vez ésta ha sido desencadenada. Hasta el momento, los
escasos trabajos existentes al respecto han abordado por separado el papel
de la hipertermia y de la hipotermia, y los cambios estudiados han sido

siempre consecuencia de modificaciones globales de la temperatura.

e Las caracteristicas del patrdn fibrilatorio ventricular no sélo se encuentran
relacionadas con las propiedades electrofisioldgicas del miocardio durante
la propia FV, sino también con los parametros que pueden obtenerse
durante una estimulaciéon basal, como ha sido demostrado en trabajos
previos con modelos experimentales —su determinacion durante la FV,
aunque posible, estd sujeta a mayores limitaciones—. Asi pues, el analisis
de los efectos de las variaciones térmicas sobre los pardmetros
electrofisiologicos determinados durante la estimulacion constante, puede

aportar informacién de utilidad sobre la arritmia.

e La perpetuacion de los procesos fibrilatorios se ha relacionado con la
existencia de una cantidad minima de tejido excitable ("masa critica"),
siendo su cuantificaciéon objeto de controversia. Por otra parte, trabajos
previos con modelos de corazon aislado han demostrado que una

reducciéon aguda y global de la temperatura del VI por debajo de 20 °C
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impide el mantenimiento de la FV tras una fuerte disminucién en la
frecuencia de activacion. La variacion selectiva de temperatura en zonas
mas o menos extensas del miocardio, podria aportar datos de interés en
relacion con los mecanismos que sustentan la FV y los procedimientos

encaminados a su control efectivo.

El estudio de la influencia que puede tener la temperatura en la eficiencia
de farmacos antiarritmicos ante situaciones como la FV también resulta de
gran interés. Los estudios que se han llevado a cabo, intentan descubrir los
efectos moduladores de la variable temperatura en la accion de estos
farmacos. Hasta el momento, todos ellos se han basado en la
reproduccion, en modelos experimentales, de estados de hipotermia o
hipertermia globales. Pero la aplicacion de nuevas técnicas para
reproducir condiciones térmicas locales o gradientes de temperatura a lo
largo del tejido miocardico, permitiria desarrollar nuevos protocolos

experimentales para su aplicacion en futuras investigaciones.

Diversos estudios en modelos in vitro e in vivo han puesto de manifiesto la
importancia de la temperatura —global o local— en la incidencia de
arritmias ventriculares, o en la progresion de la necrosis tras la isquemia
miocardica. Este hecho sugiere un posible potencial terapéutico en el uso
de la hipotermia, incluso de la hipertermia, que todavia no ha sido
suficientemente investigado. Es también por esto, que resulta interesante
el desarrollo de técnicas que permitan la variacion eficaz de la
temperatura en regiones concretas del miocardio, de una forma controlada

tanto en amplitud como en duracion.

La naturaleza y organizacion de la actividad eléctrica durante los procesos
fibrilatorios son objeto de debate en la literatura cientifica actual. Una de
las hipotesis postuladas para explicar la activacion durante la FV plantea
la existencia de zonas de activacién rapida con conduccion fibrilatoria
hacia al resto del miocardio. De ser cierta esta teoria, la modificacion del
patrén  fibrilatorio en una region del miocardio —p.e. mediante
variaciones locales de temperatura— podria tener consecuencias globales
sobre las caracteristicas de la arritmia, y en concreto su frecuencia de

activacion.
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Tomando en consideracion los hechos expuestos anteriormente, se
plantearon los dos objetivos principales de esta Tesis Doctoral. A continuacion
se exponen dichos objetivos, el segundo de los cuales constituye un objetivo

general del cual se derivan los objetivos particulares que se relacionan.

1. Desarrollar un sistema de modificacion de la temperatura miocdrdica que
permita provocar condiciones de hipotermia y de hipertermia controladas,
circunscritas a una region limitada del tejido, en modelos de corazon

aislado.

El sistema disefiado debera permitir la estimulacion programada y el
registro multipunto de la actividad eléctrica del tejido cardiaco de la zona
calentada o enfriada, al tiempo que se efectian las modificaciones de
temperatura. De este modo, se podrdn realizar mapas de activacion y se
podran determinar los parametros electrofisiolégicos necesarios en
investigaciones  experimentales. ~El  sistema debera validarse
experimentalmente, comprobando la capacidad de registrar la sefial del
electrograma epicardico a temperaturas superiores e inferiores al valor
basal de perfusion y la estabilidad de la temperatura alcanzada durante el

tiempo necesario.

La consecucién de este primer objetivo es una condicion indispensable
para alcanzar el planteado a continuacion, que es el que da titulo a la

presente Tesis Doctoral.

2. Empleando el anterior sistema en un modelo experimental de corazon
aislado y perfundido de conejo, estudiar los efectos producidos por las
condiciones de hipotermia y de hipertermia locales sobre la frecuencia de
activacion de la fibrilacion ventricular y sobre las propiedades
electrofisiologicas del miocardio durante la estimulacion basal. Este

objetivo general puede concretarse en los siguientes objetivos particulares:

2.1. Analizar los efectos de la hipotermia y de la hipertermia sobre el
intervalo de activacién promedio (VV) y la frecuencia dominante
de la FV (FrD).
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2.2. Estudiar los efectos de la hipotermia y de la hipertermia sobre los
parametros electrofisiologicos basales (velocidad de conduccion,
periodos refractarios y longitud de onda del proceso de activacion

miocardico).

2.3. Determinar la relacion existente entre la frecuencia dominante del
proceso fibrilatorio ventricular, y los parametros electrofisioldgicos

obtenidos durante la estimulacién basal.

2.4. Comprobar si los cambios locales de temperatura consiguen
provocar modificaciones globales del proceso de activacion
durante la FV; es decir, si dichos cambios influyen en las zonas

normotérmicas.

2.5. Determinar si las modificaciones producidas por los cambios
locales de temperatura pueden llegar a impedir el mantenimiento

de la FV, provocando asi el cese de la arritmia.

2.2 Fases de la investigacion

Al tratarse de un trabajo multidisciplinar, éste se ha llevado a cabo en estrecha
colaboracién con un equipo de fisidlogos y cardidlogos de la Universidad de

Valencia y ha sido desarrollado en tres fases diferenciadas:

e Desarrollo de un dispositivo-electrodo_multiple, en el laboratorio de

Microelectronica Hibrida de la Universidad Politécnica de Valencia.

En las instalaciones de este laboratorio se han ensayado diferentes
materiales y técnicas para cumplir el primero de los objetivos, fabricando
y aplicando diversos prototipos hasta encontrar la solucién 6ptima que
permitiera poner en practica el protocolo experimental deseado. Con
objeto de evaluar su comportamiento, cada uno de estos prototipos se ha
aplicado en experimentos preliminares de corazon aislado hasta validar

el sistema que proporcionaba un mejor rendimiento.
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e Realizacion de los experimentos en los laboratorios del Departamento de
Fisiologia de la Universidad de Valencia.

El dispositivo-electrodo implementado, en su version definitiva, ha sido
aplicado para la modificacion local de la temperatura y el registro de
electrogramas ventriculares en una serie de experimentos con corazones
de conejo aislados y perfundidos, formando parte de un protocolo global
(ver capitulo Materiales y Métodos) donde también se ha utilizado un
electrodo convencional para registrar la actividad eléctrica de la zona
normotérmica. En estos experimentos siempre se ha contado con la
direccion y colaboracion del equipo investigador anteriormente

mencionado .
e Procesado y andlisis de los datos obtenidos.

Los datos correspondientes a los experimentos validos han sido
procesados y analizados —sobre PC, mediante software comercial y
software especifico del grupo de investigacion y propio del presente
estudio— con objeto de determinar los diferentes parametros de interés
para alcanzar los objetivos. Con esta finalidad, y a partir de la
informacion obtenida de cada electrodo en cada una de las etapas del

protocolo experimental, se han realizado los siguientes trabajos!:

- Determinacién de los instantes de activacién local mediante
localizacion manual de los instantes de despolarizaciéon en los
electrogramas individuales, y posterior obtencion de los

intervalos de activacion promedio, durante la FV.

- Analisis espectral de las senales registradas y obtencion de las

frecuencias dominantes, durante la FV.

- Determinacion de los periodos refractarios ventriculares

(efectivo y funcional) durante la estimulacion con tren base.

1 descripcion detallada en el capitulo 3 ("Material y Métodos")
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Estimacion de la velocidad de conduccion durante la
estimulacion con tren base, tras la obtencion de los mapas de
activacion necesarios. Calculo de la longitud de onda del

proceso de activacion.

Realizacion de calculos y pruebas estadisticas sobre los datos

obtenidos.
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Material y metodos

1 presente capitulo contiene la descripcion detallada de los materiales,
E instrumentos, técnicas y métodos utilizados para la obtencion de los
resultados. En primer lugar se describe el método de perfusion utilizado para
mantener con vida el corazon aislado, y se exponen los detalles de la
preparacion y ejecucion de los experimentos. A continuacion se resaltan las
caracteristicas principales de la instrumentacion utilizada en el laboratorio de
fisiologia, asi como del software empleado para la adquisicion, tratamiento y
analisis de los datos obtenidos durante estimulacion base y fibrilacion
ventricular. Se explican las herramientas estadisticas y los protocolos
aplicados, ilustrando con ejemplos particulares las medidas, calculos y
determinaciones que ha habido que efectuar para la obtencion de los
parametros electrofisiologicos (periodos refractarios, velocidad de conduccion,

longitud de onda del proceso de activacion y frecuencias dominantes de la FV).



Una parte muy importante de la investigacion, la que constituye el
primero de los objetivos de esta Tesis Doctoral, ha sido el desarrollo de un
sistema capaz de provocar modificaciones locales de la temperatura y registrar
simultdaneamente los electrogramas epicardicos. Es en este capitulo donde se
describen las caracteristicas del dispositivo-electrodo empleado para crear una
zona de hipotermia/hipertermia local en un corazén perfundido a 37 °C. Varios
métodos alternativos, que dieron lugar a prototipos descartados tras su
experimentacion, también son descritos, aunque de forma mas general. Al final
de este documento, en el Anexo, se explican con detalle los procesos de
fabricacion de la tecnologia microelectronica de capa gruesa con la que se

desarrollo el electrodo utilizado.
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3.1 Sistema de perfusion

La investigacion con corazén aislado y perfundido se remonta a la segunda
mitad del siglo diecinueve!. Pocos procedimientos metodologicos se han
mantenido hasta la actualidad con tan pocos cambios, contribuyendo durante
todo ese tiempo al conocimiento fundamental de la funcion cardiaca, el flujo

coronario y el metabolismo cardiaco.

En 1895, Oscar Langendorff fue el primero en conseguir un corazén
aislado de mamifero con plena actividad contractil. A partir de este primer
experimento, el método Langendorff [Langendorff 1895, 1903] ha constituido
un pilar en la investigacion farmacologica y fisiologica del corazon,
participando en los mayores avances en el campo de la cardiologia. El objetivo
basico del método Langendorff es proveer al corazon aislado del oxigeno y los
metabolitos necesarios por medio de una simple canula insertada en la aorta
ascendiente. El liquido nutricio es impulsado a través de la aorta en el sentido
contrario al de la circulacion sanguinea. Esta perfusion retrégrada de la aorta
cierra las valvulas aorticas y fuerza la circulacion del fluido por las arterias
coronarias durante el periodo diastolico, como ocurre en el ciclo cardiaco
normal. El liquido contintla entonces a través del sistema coronario y
eventualmente sale por el seno coronario en la auricula derecha. El flujo
coronario necesario depende del tamano del corazon —entorno a 30 ml por
minuto en corazones de conejo adulto—. Con esta técnica, las camaras
izquierdas del corazoén permanecen esencialmente sin liquido, y los ventriculos
se contraen contra la presion atmosférica de su interior. Puesto que la fuerza de
contraccion es proporcional a la presion interna del ventriculo algunos
investigadores han presurizado de diferentes formas el ventriculo izquierdo
para incrementar la fuerza contractil (pinzado auriculoventricular, balén

interno, etc.), no siendo el caso de esta experimentacion.

1 Perspectiva historica completa en "The isolated perfused heart and its pioneers" [Zimmer 1998]
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El sistema esta formado por diversos tubos y cdmaras de vidrio, por los
que circula el liquido de perfusiéon antes de llegar a la canula de inyecciéon
(Figura 3.1). Este liquido es impulsado desde un depdsito exterior —en dicho
deposito se realiza la oxigenacion— hasta la parte mas elevada por medio de
una bomba peristéltica, habiendo pasado previamente por un filtro y un
depdsito de calentamiento. La presion de perfusion es controlada manual o

automaticamente mediante un mandémetro integrado en el sistema.

Figura 3.1 Sistema de perfusion Langendorff

Tras su conexion al sistema, el corazén se muestra en un primer momento
inanimado —asi lo ha estado desde el instante de su extraccion—, pero
pasados unos segundos recupera la automaticidad, propiedad intrinseca de
este drgano. Gracias a la perfusion constante de las arterias coronarias con el
liquido nutricio, el corazdn, aislado del resto del cuerpo, seguira contrayéndose

y relajandose al ritmo cardiaco normal durante horas.
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3.2 Preparacion experimental

La parte experimental de esta investigacion tuvo lugar en los laboratorios del
Departamento de Fisiologia de la Universidad de Valencia. Los trabajos se
realizaron de acuerdo con la legislacion existente sobre proteccion de los
animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos, determinada
por la directiva del Consejo Europeo 86/609/CEE de 24 de noviembre de 1986 y
por el Convenio del Consejo de Europa de 18 de marzo de 1986 —ratificado

por Espana el 11 de agosto de 1988, BOE n® 256, de 25 de octubre de 19902.

Se han estudiado un total de dieciocho preparaciones validas de corazén
aislado y perfundido de conejos de raza New Zeland, de peso medio 3.1+1.1
kg. Tras la anestesia con ketamina, heparinizacion® y sacrificio de los animales,
se procedid a la extraccion del corazéon (peso medio 10.3+2.7 g) (Figura 3.2),

sumergiéndolo a continuacion en Tyrode* a la temperatura de 4 °C (Figura 3.3).

Figura 3.2 Anestesia a través de la vena marginal izquierda (izq.) y extraccién del corazén
tras el sacrificio (dcha.)

Una vez aislada, la aorta se conecté6 a un sistema de Langendorff con

objeto de perfundir retrégradamente el corazén a una presion de 60 mmHg y

2 Texto en www.coe.int/T/E/Legal_affairs/Legal_co-operation/Biological_safety,_use_of_animals
3 Evita la coagulacion de la sangre durante la extraccion del corazén
4 Solucidn fisioldgica a base de agua destilada, sales minerales y glucosa
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una temperatura de 37+0,5 °C. La composicion milimolar de la solucion
utilizada fue: NaCl 130; NaHCOs 24.2; KCI 4.7; CaCl2 2.2; NaH2POs 1.2; MgCl2
0.6, y glucosa 12. La oxigenacion se efectu6 con una mezcla de O2 (95%) y CO2
(5%).

Figura 3.3 Inmersion de la preparacion en Tyrode frio (izq.) y posterior
conexion al sistema de perfusion Langendorff a través de la aorta (dcha.)

El dispositivo que se describe en el apartado 3.3 —electrodo multiple
modificador de la temperatura— fue posicionado en la pared latero-posterior
del ventriculo izquierdo (Figura 3.4) con objeto de registrar los electrogramas
unipolares correspondientes a la zona donde se provocarian mas tarde las
modificaciones térmicas controladas —a partir de ahora “zona modificada”—.
Simultaneamente se registraron las sefiales epicardicas de una zona alejada de
la anterior, correspondiente al mismo ventriculo, mediante un electrodo
multiple convencional. Este ultimo electrodo fue situado en la pared latero-
anterior del ventriculo izquierdo —a partir de ahora “zona normotérmica”—,
y consistio en una placa cuadrada de 1.5 cm de lado con 121 electrodos
unipolares de acero inoxidable (didmetro 0.125 mm, distancia interelectrodo 1
mm) fabricado mediante la disposicion en forma de matriz cuadrangular de

cables de acero inoxidable con aislamiento de silicona, en molde de resina
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epoxy. Como electrodo indiferente se utiliz6 una placa de Ag/AgCl de 4x6 mm
colocada por encima de la aorta canulada. Mediante termopares, se monitorizo
la temperatura de ambas zonas del epicardio ventricular (zona modificada y
zona normotérmica), asi como la del interior del ventriculo izquierdo. En este
ultimo caso el termopar se insertd en la auricula izquierda, pasando a través

de la valvula mitral hasta el interior del ventriculo.

La fotografia de la Figura 3.5 muestra una vista real de la preparacion
—tomada desde arriba— con los electrodos situados en su posicion definitiva.
En el centro, puede apreciarse la parte superior del corazon, con el termopar
endocavitario entrando en la auricula izquierda a través de la arteria
pulmonar; cerca de éste, el conjunto de elementos para la estimulacion,

monitorizacion y registro de las sefiales.

VI: ventriculo izquierdo

VD: ventriculo derecho

Ao: aorta - VCI: vena cava inferior
el: electrodo diseniado

e2: electrodo convencional

t1: termopar zona modificada

t2: termopar zona normotérmica

t3: termopar endocavitario VI

St: electrodo de estimulacion

Figura 3.4 Representacion esquematica de la situacion de los electrodos y termopares en
la preparacién experimental utilizada
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termopar
endocavitarig

)

| estimulacién

~ canula de
erfusion

electrodo
convencional

h Célula

Figura 3.5 Aplicacién de los electrodos a las paredes epicardicas del
ventriculo izquierdo

3.3 Electrodo disefiado

La busqueda de un sistema capaz de producir modificaciones locales en la
superficie epicdrdica, consistentes en enfriamiento y calentamiento sobre la
temperatura basal del tejido, ha desembocado finalmente, y tras el ensayo de
diversas técnicas, en una solucion integral. Esta solucion consiste en un
dispositivo-electrodo capaz de registrar los electrogramas unipolares del mapa
epicardico, al tiempo que crear la condicion de hipotermia o hipertermia
controlada en la misma region en la que se estd realizando el registro. La
necesidad de medir la temperatura en la zona modificada se ha resuelto de una

forma mas convencional, como se describird mas adelante.

3.3.1 Sistema de modificacion de la temperatura

Para reducir la temperatura de forma controlada por debajo de su valor basal
(37 °C), se ha empleado un refrigerador termoeléctrico o célula Peltier. Estos
elementos son dispositivos de estado solido basados en el "efecto Peltier". Los

modulos comerciales consisten en multiples pares de uniones o
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termoelementos de semiconductor p y semiconductor n, conectados
eléctricamente en serie y térmicamente en paralelo. Dos placas de material
ceramico conforman y aislan la "cara fria" y la "cara caliente" del mddulo.
Como material semiconductor suele emplearse el telururo de bismuto (Bi2Tes).
El dispositivo actia como una bomba térmica, transfiriendo continuamente
calor de la cara fria a la caliente, de manera proporcional a la corriente
inyectada (Figura 3.6). En la medida en que el calor acumulado en la cara
caliente pueda ser disipado, se dispondra de un sistema eficaz para reducir la
temperatura de la cara fria, y por tanto la de aquel material al que se encuentre
térmicamente unida. Al invertir el sentido de la corriente, se intercambia el

comportamiento térmico de las caras.

Heat Absorbed (Cold Side)

p-Type Semiconductor Positive (+)

n-Type Semiconductor |~ n  Electrical Conductor

Elecirical Insulator (Copper)
(Ceramic)

Heat Rejected (Hot Sida)

Negative (-)

Figura 3.6 Estructura de un refrigerador termoeléctrico

Las células Peltier constituyen una buena alternativa de refrigeracion
cuando la eficiencia energética no es un factor primordial —como es el caso de
esta investigacion— y si lo es, por el contrario, el tiempo de respuesta, las
dimensiones fisicas del dispositivo refrigerante o la posibilidad de control de la
temperatura obtenida. Como ventaja adicional, son capaces de calentar sobre la
temperatura inicial con la misma facilidad con la que enfrian y sin necesidad

de realizar alteracion alguna en partes moviles. Estas caracteristicas pueden
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hacer de la refrigeracion termoeléctrica una opcién interesante como método
de refrigeracion/calentamiento para protocolos de modificacion local de la
temperatura en estudios experimentales como el nuestro. Hasta el momento,
los escasos trabajos relacionados con esta Tesis Doctoral en los que se provoca
hipotermia y/o hipertermia tdpica (en modelos in vitro o in vivo), han empleado
siempre otro tipo de técnicas mas rudimentarias (apartado 1.8 de la

Introduccién).

La célula Peltier empleada en la implementacion del dispositivo-electrodo
ha sido un modelo de la firma Melcor®, serie SealTEC5. Se trata de uno de los
pocos modelos herméticos para condiciones humedas que se encuentran
actualmente en el mercado. El sellado perimetral del refrigerador evita que la
humedad o los vapores entren en contacto con las uniones termoeléctricas o los
conductores, condicion indispensable en este caso ya que el liquido de
perfusion acaba empapando completamente la superficie del dispositivo. Las

caracteristicas principales de este refrigerador termoeléctrico son:

- Capacidad 68.8 W
- Tension y corriente maximas 154Vy 85A
- Dimensiones 40x40x2.5 mm

Figura 3.7 Célula Peltier sellada

5 caracteristicas técnicas completas en www.melcor.com
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3.3.2 Dispositivo-electrodo

Las modificaciones de temperatura y la adquisicion de las sefales eléctricas se
llevaron a cabo mediante un dispositivo especifico consistente basicamente en
un electrodo extraplano unido a un refrigerador termoeléctrico. Tras la
experiencia de su aplicacion, y coincidiendo con la renovacion del equipo de
adquisicion, la version inicial de 16 puntos de contacto fue reemplazada
durante la investigacion por una nueva version mejorada. Esta nueva version
del dispositivo fue la utilizada a partir del experimento 12 y basicamente
diferia de la primera en el numero de electrodos, alguno de los materiales
utilizados y la integracion de los electrodos de estimulaciéon. A continuacion se
describiran ambas versiones del electrodo multiple, haciendo hincapié en su
funcionamiento como “enfriador” local del epicardio, por ser ésta la
caracteristica que mayor dificultad conlleva y la que ha condicionado
finalmente su disefio. Los dibujos esquematicos de la Figura 3.8 y la Figura 3.9
muestran cada una de las partes del dispositivo disefiado y la distribucion de

éstas en una disposicion estratificada.

termopar

—

liquido refrigerante
Impulsado por bomba

EENEEE «—

L

cables estimulacion

1 matriz electrodos
2 substrato

3 pads soldadura

4 refrigerador Peltier
5 bloque aluminio

Figura 3.8 Esquema del dispositivo-electrodo disenado (version
de 16 electrodos) en vistas frontal (arriba) y lateral (abajo)
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termopar

—

liquido refrigerante
Impulsado por bomba

«—

matriz electrodos
substrato

pads soldadura
electrodos estimulacion
refrigerador Peltier
bloque aluminio

ST A WN -

Figura 3.9 Esquema del dispositivo-electrodo disefiado (version
de 36 electrodos) en vistas frontal (arriba) y lateral (abajo)

Partiendo de la superficie destinada al contacto con el corazén, se dispone,
a modo de capas, de los siguientes componentes: electrodo multiple en

substrato ceramico, célula Peltier y bloque refrigerador de aluminio.

La matriz que conforma el electrodo multiple hace contacto sobre el
epicardio en una zona de reducidas dimensiones. La parte posterior del
substrato se une a la cara fria del refrigerador Peltier mediante una delgada
ldmina adhesiva de baja resistencia térmica (0.14 mm, 0.49 °C/W) asegurando
una buena transferencia del calor. El refrigerador termoeléctrico se encuentra
conectado a una fuente de alimentacion cuya corriente es regulada
manualmente hasta conseguir las temperaturas deseadas en la superficie
epicardica. El calor es bombeado por el efecto Peltier hacia la cara caliente del
refrigerador, donde el bloque disipador de aluminio se encarga de mantener
constante la temperatura de esta cara, posibilitando asi la reduccién de la
temperatura de la cara fria. Hay que tener en cuenta que el corazon se
encuentra continuamente perfundido con un liquido nutricio a 37 °C, lo cual

exige un continuo flujo de extraccion de calor en la zona que se desea enfriar.
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El bloque disipador consiste en una cavidad estanca, fabricada a medida, por la
que circula un liquido refrigerante bajo la acciéon de una bomba centrifuga en
un circuito cerrado. Dos electrodos bipolares de estimulacion —externos con
entrada lateral en el caso de la primera version, e integrados en la segunda
version— y un termopar extraplano que se sitia proximo a la matriz,

completan el sistema.

Para la aplicacion de las sefales de los electrodos a la entrada analdgica
del equipo de adquisicion de datos Maptech, se fabrico una interfaz especifica
mediante cables de cobre aislados de 0.2 mm de didmetro en tubo flexible de
silicona. Se identificaron cada uno de ellos en el conector (Figura 3.10), para la
construccion de la matriz de correspondencias canal-electrodo que permite
posteriormente al software de representacion reconocer la distribucion espacial

de las sefales epicardicas.

Figura 3.10 Cable de conexion fabricado para el conexionado
de los electrodos al equipo de adquisicion Maptech

La parte mas destacable del dispositivo, y que ha conllevado mayor
complicacion en su implementacion, ha sido el electrodo multiple propiamente
dicho o, lo que es lo mismo, la matriz de puntos de contacto que deben recoger

la sefal eléctrica de la superficie epicardica para conducirla posteriormente
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mediante cables hasta la entrada de los amplificadores del equipo de
adquisicion. Para su fabricacion se ha empleado la tecnologia "thick-film" ¢. En
esta tecnologia los circuitos son fabricados depositando sucesivas capas de
materiales conductores, aislantes y resistivos, sobre un substrato dieléctrico
mediante técnicas serigraficas. La impresion de las pastas suele realizarse en
varias etapas, una para cada capa, aplicindose entre paso y paso los ciclos
térmicos adecuados para que los materiales endurezcan y adquieran sus

propiedades nominales.

Electrodo de 16 contactos

Consiste en una matriz de 4x4 electrodos, que ocupa una superficie total de
4.5x4.5 mm aproximadamente, siendo la distancia intercentros de 1.5 mm. Para
su implementacion han sido impresas diversas capas sobre una delgada lamina
de Alimina’. Una pasta conductora de Plata se utiliza para imprimir las pistas
que conducen la sefial eléctrica hasta unos contactos de material soldable de
Plata-Paladio. Una tinta polimérica de color azulado hace el papel de aislante
protector, cubriendo toda la superficie excepto los puntos de contacto con el

tejido cardiaco, que configuraran los electrodos de registro (Figura 3.11).

CAPAS

contactos

soldadura Clorado con solucion KCI

DIELECTRICO polimero (azul)

PISTAS y CONTACTOS Ag

aislante electrodos

“PADS" soldadura Ag/Pd

Figura 3.11 Electrodo de 16 contactos (fotografia antes de soldadura y ensamblado)
y capas utilizadas en su fabricacién mediante tecnologia thick-film

¢ Tecnologia microelectrénica hibrida de capa gruesa. Se describe en el Anexo de esta memoria
7 Material ceramico de alta conductividad térmica (Al2Os), comunmente utilizado como substrato de
circuitos hibridos en tecnologia thick-film
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El proceso da lugar a un electrodo multiple extraplano que consigue la
conexion al equipo de adquisicion mediante soldadura convencional de Sn/Pb
en las terminaciones correspondientes. Los contactos de Plata han sido
posteriormente clorados sumergiendo el electrodo en soluciéon de ion cloro
(KCI) a corriente constante, con el objeto de estabilizar su potencial de contacto,
disminuir la impedancia de polarizacion y evitar su oxidacion [Geddes 1972].
En la Figura 3.12 puede apreciarse la matriz de electrodos completa, y en la

Figura 3.13 algunos detalles al microscopio.

Figura 3.12 Vista al microscopio de la matriz
de electrodos, en la version de 16 contactos

A

y

Figura 3.13 Detalles al microscopio del electrodo extraplano antes de clorado y conexionado
(version de 16 contactos). Electrodos (izq. y centro) y pads para soldadura (dcha.)

Electrodo de 36 contactos

En este caso, un total de 36 electrodos ocupan una superficie aproximada de
35 mm?, con una distancia de 1.2 mm entre electrodos. Las pistas conductoras

(ancho de 200 micras) estan realizadas en una primera capa con pasta de Plata-
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Platino, utilizdndose el mismo material para los terminales de conexién. Una
ultima capa de Ag/AgCl cubre tnicamente la superficie de cada electrodo, no
siendo necesario por tanto el clorado, con la ventaja que ello implica (Figura
3.14). La superficie total de la zona de registro es aproximadamente 0.1 mm?.
Como puede observarse en las fotografias, también han sido integrados dos

pares de electrodos bipolares de estimulacion.

-
Electrodos registro - CAPAS
(AglAgCl) -
P = 2% capa CONTACTOS Ag/AgCl
=a
.\ : | DIELECTRICO polimero (azul)
|
Electrodos de estimulacion : PISTAS y CONTACTOS Ag/Pt
I l l l . l ' l | l “PADS" soldadura Ag/Pt

Substralo Alumina

Figura 3.14 Electrodo de 36 contactos (fotografia antes de soldadura y ensamblado) y capas
utilizadas en su fabricaciéon mediante tecnologia thick-film

En la Figura 3.15 y la Figura 3.16 se muestran algunas fotografias al
microscopio tras el procesado de la primera capa, mientras que en la Figura

3.17 y la Figura 3.18 puede apreciarse el aspecto del electrodo tras la aplicacion

de la capa de aislante y el acabado final.

Figura 3.15 Vista al microscopio de la matriz
de electrodos, en la version de 36 contactos.
Primera capa, antes del protector
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Figura 3.16  Detalles al microscopio del electrodo extraplano en la version de 36
contactos. Primera capa antes de protector (las unidades de la graduacién sobreimpresa
corresponden a centenares de micras)

Figura 3.17 Vista al microscopio de la matriz
de electrodos, en la version de 36 contactos.
Aspecto final

Figura 3.18  Detalles al microscopio del electrodo extraplano en la version de 36
contactos. Contactos de Ag/Pd (izq.), capa de Ag/AgCl (centro) y pads para soldadura
(dcha.) (las unidades de la graduacién sobreimpresa corresponden a centenares de
micras)
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3.3.3 Alternativas descartadas

Las especiales caracteristicas de la preparacion cuya temperatura se pretendia
modificar —su tamano aproximado es el de una pequefia nuez, el tejido esta
siempre humedo, la perfusion coronaria es constante y a una temperatura de
37 °C— y la necesidad del registro simultdneo y multipunto de la actividad
eléctrica en la zona modificada, planteaban un problema técnico en cuanto a
los materiales y métodos a utilizar. Durante la fase inicial de este trabajo, se
desarrollaron y ensayaron diferentes sistemas para disminuir la temperatura,
éstos arrojaron resultados sdlo parcialmente satisfactorios sin llegar a
proporcionar el rendimiento deseado. Tras su aplicacion en experimentos
previos, estos prototipos preliminares fueron finalmente descartados en favor
de la solucién adoptada descrita en el apartado anterior. Puesto que se trata de
soluciones descartadas, se describird brevemente en qué consistieron y, sobre

todo, los motivos que ocasionaron su descarte.

e Electrodo fabricado en molde de resina epoxy

Uno de los prototipos desarrollados consisti6 en un electrodo mdultiple
construido mediante la disposicion matricial de cables de acero inoxidable
—en las primeras pruebas se utilizé6 cobre— de 0.2 mm de didmetro y con
aislamiento de silicona, en un molde de forma cubica rellenado parcialmente
con una resina epoxy® de buena conductividad térmica (Figura 3.19). La
busqueda de un sistema rapido y eficaz de enfriamiento de la superficie
epicardica llevo a la utilizacion de un gas congelante —tetrafluoroetano— en
forma de aerosol, aplicado a través de una canula sobre el receptaculo interior

del electrodo.

8 Compuesto de dos componentes (polimero y activador) que endurece al ser mezclados a temperatura
ambiente, formando asi una estructura rigida y resistente
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Figura 3.19 Algunos de los electrodos fabricados con molde de resina epoxy

El sistema resultd eficiente en cuanto a la capacidad de reducir la
temperatura a valores minimos —por debajo de 5 °C con facilidad—. El gas
congelante fue capaz de reducir en pocos segundos la temperatura del molde
del electrodo y, por conduccién, de la superficie de contacto con el epicardio.
No obstante, este sistema presentd serios inconvenientes que dificultaron su

aplicacion en este caso concreto.

En primer lugar, la reduccion de temperatura se producia de manera
brusca y poco controlada, existiendo un retardo de algunos segundos entre la
aplicacion del gas y la reduccién de temperatura en la cara externa del
electrodo, cuyo valor a alcanzar era dificilmente predecible. Por otra parte el
mantenimiento de temperaturas bajas requeria de un aporte continuo del
fluido refrigerador en intervalos de pocos segundos. No se cumplia por tanto
la condicion de estabilidad de la temperatura en valores reproducibles,

necesaria para la puesta en practica del protocolo experimental programado.

Otro inconveniente que presento el sistema de gas refrigerante tuvo su
origen en el sistema de aplicacion. Cada aplicacion efectiva del gas venia
seguida de una saturacion transitoria del electrograma de 1 6 2 segundos de
duracion. Este tipo de refrigerantes vienen comercializados en forma liquida
en recipientes tipo aerosol. Su aplicacion local en una cavidad de reducidas
dimensiones hace necesaria la conduccion del liquido mediante canula hasta
las cercanias de la zona que se desea enfriar, lugar en el que se producira la

evaporacion. Probablemente, el imperceptible movimiento producido por el
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impacto del liquido sobre la cara interna del electrodo result6 suficiente para
alterar el potencial de contacto de la interfaz electrodo-tejido y forzar la
adaptacion de los filtros del sistema de adquisiciéon a la nueva situacion. El
comportamiento fue similar al observado tras un ligero movimiento en el

electrodo con ocasion de un roce accidental o intencionado.

e Electrodo fabricado en ceramica mecanizable

La conductividad térmica de la resina epoxy utilizada en la fabricacion del
electrodo anterior es superada ampliamente por la de muchos materiales
ceramicos. La utilizacion de un electrodo de alguno de estos materiales podria
mejorar la transferencia térmica con la cara sensible y por tanto facilitar su
enfriamiento, reduciéndose asi los inconvenientes del prototipo anterior. El
problema esta vez radica en la necesidad de mecanizacion del material para la
insercién de los cables que configuraran la matriz de electrodos. El Shapal-M®
—compuesto de Nitruro de Aluminio, de conductividad térmica 100WmK-'—
es una ceramica mecanizable ideal para aplicaciones que necesitan una
conduccion eficiente de calor, pero su mecanizado requiere la utilizacion de
brocas especiales, como las de carburo de silicio. Aun asi, el taladrado de esta
ceramica es un proceso extremadamente delicado, sobre todo cuando se
emplean brocas de muy pequenio didmetro. En nuestro caso se utilizaron las

necesarias para alojar conductores de 0.20 mm (Figura 3.20).

4

|

Figura 3.20 Lamina de Shapal-M® y brocas especiales de carburo de silicio
empleadas en la fabricacion de uno de los prototipos preliminares
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Figura 3.21 Diversas vistas del electrodo fabricado con Shapal-M®

Las ventajas de utilizar este material, con respecto a la resina epoxy, son
una mayor densidad de electrodos —la viscosidad de la resina antes de su
endurecimiento puede provocar fallos en el rellenado cuando la distancia
interelectrodo es pequefia— y una mayor robustez, ademas de un menor
espesor. Sin embargo resulta un inconveniente la necesidad de ajustar el
diametro del taladro al del cable aislado del electrodo, para asegurar la
sujecion estable sin necesidad de sustancias adherentes. Una vez insertados, se
fijan interiormente con una pequena cantidad de adhesivo de alta

conductividad térmica y se pule la superficie del electrodo.

Se fabricd de esta manera una matriz de 6x6 electrodos en una ldmina
cuadrada de unos 0.8 mm de espesor, ocupando ésta una superficie total de
registro de aproximadamente 0.3 cm? (Figura 3.21). Un receptaculo interior de
fibra de vidrio y silicona servia para aplicar el gas refrigerante. Tampoco en
este caso los resultados fueron satisfactorios, aunque la mayor conductividad
térmica de este electrodo posibilitd el aumento de la distancia a la que se
produjo la aplicacion del gas, siendo por tanto menor la presion ejercida y con
ella la saturacion de las sefiales. Las variaciones bruscas de temperatura y la

dificultad de estabilizacion de ésta persistieron con este prototipo.

Tras su ensayo en experimentos preliminares, estos prototipos resultaron
finalmente descartados, concluyéndose que el sistema para reducir la
temperatura epicardica mediante la aplicacion de un gas congelante en la parte

posterior de un electrodo cableado, no constituia un método apropiado para el
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protocolo de modificacién de temperatura previsto. Descartado este método, se
considerd la posibilidad de una refrigeracion liquida o bien una bomba
termoeléctrica, siendo en este ultimo caso mas apropiado un electrodo

extraplano, solucién que finalmente se adoptd.

3.4 Instrumentacion

Las senales correspondientes a los electrogramas unipolares epicardicos fueron
adquiridas y digitalizadas mediante un sistema de cartografia de la actividad
eléctrica cardiaca’ de 256 canales (ganancia 50-300, ancho de banda 1 Hz - 400
Hz, frecuencia de muestreo por canal 1 kHz, resolucion 12 bits),
almacendndose en soporte magnético para su posterior analisis. Durante la fase
experimental de esta investigacion el sistema fue actualizado, consistiendo esta
actualizacion en una renovacion del software y del soporte de almacenamiento
de las sefiales capturadas. En la version inicial —11 primeros experimentos—
se realizé un volcado continuo en cinta magnética VHS, mientras que en la
version posterior el almacenamiento fue selectivo y se efectué directamente
sobre disco duro. Estos cambios solo afectaron a la funcionalidad del software,

la interfaz con el PC y la gestion de la informacion, suponiendo a partir de este

punto un avance significativo en el tiempo de procesado de la informacion.

Figura 3.22 Sistema de adquisicion MapTech. Caja de amplificadores y digitalizacién con los
conectores de los electrodos (izq.) y software PaceMap® de representacién y andlisis (dcha.)

® MapTech (Waalre, Holanda)
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Las temperaturas epicardicas de cada zona (modificada y normotérmica),
asi como la endocavitaria del ventriculo izquierdo, fueron registradas
mediante termopares miniaturizados® (Figura 3.23) conectados a sendos
termdometros digitales!!. La disposicion del termopar extraplano de la zona
modificada viene descrita en el apartado 3.3.2. El termopar correspondiente a
la zona normotérmica fue situado préximo al electrodo convencional, en la
region fronteriza con la zona modificada. El termopar endocavitario se
introdujo en el ventriculo izquierdo a través de la auricula izquierda y la
valvula auriculoventricular, hasta hacer contactar la union termoeléctrica con
el endocardio, aproximadamente en la parte que corresponderia a la zona

modificada.

Figura 3.23  Termopar utilizado en la

medida de temperatura de la zona
modificada

Para la estimulacién ventricular se utilizé un estimulador GRASS® S88
(Figura 3.24) provisto de unidad de aislamiento de estimulos. Cuando ésta
debia realizarse desde la zona modificada, se utilizaron los electrodos laterales

integrados en el multielectrodo disefiado y dispuestos para tal fin. La

10 Termopares tipo K, &0.2 mm y aislamiento de PTFE, segtin norma B54937
11 Fluke® 5011 (John Fluke, USA)
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estimulacion desde la zona normotérmica se efectué con un electrodo bipolar
de estimulaciéon convencional de acero inoxidable (£0.125 mm, separacion
entre electrodos 1 mm). Los estimulos fueron ondas rectangulares, con una

duracién de 2 ms y amplitud doble del umbral diastdlico.

Figura 3.24 Estimulador GRASS

La Figura 3.25 muestra una vista esquematica con la integracion de toda la
instrumentacion mencionada sobre el modelo de corazon perfundido durante
los experimentos. En ella, se muestran simplificadamente cada una de las
partes y equipos utilizados durante la realizacion de éstos. A continuacién se

relacionan, a modo de resumen explicativo, estas partes.
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Figura 3.25  Vista esquematica de un experimento. Preparacién, materiales y equipos
utilizados. CP - bloque de disipacion de la célula Peltier

1. El sistema Langendorff asegura la perfusion adecuada del modelo
experimental a temperatura y presion constantes. Para ello, la mezcla
nutricia, previamente preparada, es oxigenada e impulsada por la bomba
peristaltica hasta entrar en la camara de perfusién, previo paso por el

deposito de calentamiento.

2.  Los dos electrodos multiples —el convencional y el disefiado para esta
investigacion, éste ultimo formando parte del dispositivo modificador de
la temperatura— se sitian en sus localizaciones correspondientes de la
pared libre del ventriculo izquierdo (zona normotérmica y zona
modificada). Los terminales de estos electrodos son conectados al sistema
de adquisicion de datos Maptech, para el registro de los electrogramas.

3.  Un electrodo externo de estimulacidn, utilizado durante la induccion de la
fibrilacion y en el test del extraestimulo desde la zona normotérmica
(apartado 3.7.1), se sitila en la region del epicardio limitrofe con el
electrodo convencional. Este electrodo de estimulacién, y el que se ha
integrado en el dispositivo-electrodo disefiado —ambos bipolares—, se

conectan al estimulador que conformara el tren de excitacion.
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4. El termopar situado en la zona normotérmica, el introducido en el VI a
través de la auricula (ver apartado 3.2, Figura 3.4) y el integrado en el
electrodo disefiado, se conectan a sendos termdmetros digitales para la

monitorizacion y registro de las temperaturas.

5. El liquido refrigerador’? del depdsito exterior se hace circular
continuamente, por accion de la bomba centrifuga, a través del interior del
bloque disipador del dispositivo-electrodo —se trata de un circuito
cerrado—. El objeto de esta operacion es evacuar el flujo de calor extraido
hacia la cara externa de la célula Peltier durante el enfriamiento local de la
preparacion. De esta manera se mantiene constante la temperatura de esta
cara y se facilita el ajuste de la temperatura de la zona modificada. El
control se realiza de manera manual, actuando sobre los mandos de
regulacion gruesa y fina de la fuente de corriente constante, hasta que la
temperatura de esta zona alcanza el valor deseado.

3.5 Software

En la fase de adquisicion de las sefiales eléctricas durante los experimentos, y
en el posterior procesado y andlisis de los datos obtenidos, se utilizaron
fundamentalmente dos entornos de trabajo (Figura 3.26). Por una parte el
software Cardio Mapping®, incorporado en el sistema de adquisicion Maptech y
actualizado durante el periodo experimental a la version PaceMap®. Por otra, el
entorno de trabajo Matlab® con un software propio, MedMap, que fue adaptado
y ampliado a medida que fueron surgiendo las necesidades en el transcurso de

la fase de procesado.

Cardio Mapping®: Software del sistema de mapeo cardiaco MapTech
utilizado en la captura y andlisis de los electrogramas de los 11 primeros
experimentos. Desarrollado en 1990 funciona bajo sistema operativo MS-DOS

en un ordenador personal de requerimientos minimos. Realiza las funciones de

12 Disolucion de agua y etilenglicol
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configuracion de la adquisicion, permitiendo el cambio de la ganancia,
frecuencia de muestreo, control de la grabacion, etc. Con objeto de que puedan
ser analizados en el ordenador, permite la posterior transferencia hacia el PC
de segmentos de hasta 4 segundos de electrogramas procedentes de la cinta
magnética VHS donde han quedado almacenados —suele registrarse en modo
continuo un experimento completo, en una o varias cintas dependiendo de la
duracion de éste—. La operacion de extraccion de los episodios significativos
—p-.e. los finales del test del extraestimulo o segmentos de fibrilacion a
analizar— requiere la localizacion exacta de éstos en la cinta. Para ello se
cuenta con la ayuda de un monitor XY de rayos catddicos y de las referencias
temporales de la videograbadora que han sido anotadas en el transcurso del

experimento.

Una vez almacenados en el PC los registros temporales seleccionados, es
posible su visualizacién por grupos de canales y la realizacién de diversas
operaciones relacionadas con la cartografia de la actividad eléctrica cardiaca.
En concreto, en este trabajo se realizo el marcado semiautomatico de los
tiempos de activacion local para la medida de los periodos refractarios o de los
intervalos de activacion promedio durante la FV. También se construyeron
mapas de activacion epicdrdica (lineas isdcronas) con objeto de determinar la
velocidad de conduccién y se realizd la estadistica de los intervalos de
activacion con la ayuda de los histogramas proporcionados. Previamente es
necesario construir y suministrar al programa las matrices de correspondencia

electrodo-canal que codificardn la distribucion espacial de las sefiales.

La modernizaciéon del sistema MapTech antes de finalizar la fase
experimental, implic6 un cambio en la forma de almacenamiento de la
informacion y supuso un avance significativo en el tiempo de postprocesado y

analisis de las senales.

PaceMap®: Software de la nueva version (afio 2002) del sistema de mapeo

cardiaco MapTech utilizado en la captura y analisis de los electrogramas de los
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7 ultimos experimentos. Realiza basicamente las mismas funciones que su
predecesor, con la diferencia de que los electrogramas se almacenan en el disco
duro del ordenador. Ademas, la extraccion de los episodios significativos

constituye en esta version una tarea mucho mas sencilla y rapida.

En PaceMap® se llevaron a cabo las mismas operaciones que en Cardio
Mapping®, aunque en este caso se utilizé la codificacion de colores y la nueva
utilidad de animacién, ademas de las lineas isocronas, para la determinacion
de la velocidad de conduccion. Ademads, debido a una limitacion en los
calculos estadisticos, se programoé una aplicacion en MatLab® para poder
visualizar los histogramas de los intervalos VV de la FV y calcular los

estadisticos, a partir de un fichero ASCII de marcas exportadas.

MedMap: Se trata de una aplicacion desarrollada bajo entorno MatLab® en
2001 por nuestro grupo de investigacion y el laboratorio de fisiologia, con una
funcionalidad ampliada en algunos aspectos respecto del software anterior.
Captura los archivos de senales creados por Cardio Mapping® y es capaz de
analizar las sefiales en el dominio del tiempo y de la frecuencia. En MedMap se

pueden crear mapas de isdcronas y también de isofrecuencias.

En este trabajo, Medmap se utilizd fundamentalmente para la
comprobacién y validacion de mapas y espectros de frecuencia de las sefiales
de FV. Mediante ligeras modificaciones y ampliaciones del codigo fuente de
este programa se realizaron algunas correcciones y mejoras, se le dot6 de la
capacidad de importar los archivos de senales binarios generados por el nuevo
software PaceMap®, se automatizo el calculo de las frecuencias dominantes de

los espectros y se optimizo el calculo estadistico por matrices de electrodos.
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Figqura 3.26 ~ Software utilizado en la adquisicién de las sefiales y su posterior analisis.
1a,2a,3a — Mapas de activacion temporal epicardica con isécronas y/o codificacion de colores
(matrices correspondientes a los electrodos utilizados). 1b,2b — Pantallas de edicién de
electrogramas para el marcado de los tiempos de activacion (sefiales registradas con los
electrodos disefiados). 3b — Frecuencias dominantes de las sefiales obtenidas con una matriz
de 6x6 electrodos
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3.6 Calculos estadisticos

Los datos se han presentado como media + desviacion estdndar. La normalidad
de los datos se ha verificado mediante el test de Kolmogorov-Smirnov antes de
aplicar pruebas paramétricas. Las comparaciones entre dos grupos de datos se
han realizado mediante el test de Student para datos apareados, mientras que
las comparaciones multiples han sido realizadas mediante el analisis de la
varianza (ANOVA para medidas repetidas). Se han considerado significativas
las diferencias para valores de p menores que 0.05. Las regresiones lineales
entre pares de variables se han efectuado utilizando el método de minimos
cuadrados y para el andlisis de regresiones lineales multiples se ha utilizado el
método escalonado (stepwise regression). Para el analisis estadistico se ha
utilizado el paquete de analisis estadistico SPSS® (versiones 10.0.6 y 11.5.1) de

la firma SPSS Inc., asi como la hoja de calculo Microsoft® Excel 2000.

3.7 Estudio electrofisiologico. Protocolos

De acuerdo con los objetivos establecidos para esta Tesis Doctoral, se han
tenido que determinar tanto paradmetros electrofisiologicos a partir de las
sefiales obtenidas mediante estimulacion programada, como pardmetros

indicadores de la frecuencia de activacion durante fibrilacién ventricular.

3.7.1 Estimulacion constante

Para la determinacion de los pardmetros electrofisiologicos del tejido cardiaco

durante la estimulacion constante se empleo el test del extraestimulo.

e Test del extraestimulo

Se trata de un protocolo para determinar la refractariedad del tejido. Consiste
en la aplicacion de un tren de impulsos bipolares de excitacion (tren base) con
separacion temporal fija (ciclo basico), seguido de un estimulo adicional tras un

retardo variable. La operacion se repite ciclicamente después de un tiempo
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muerto. Tras cada repeticion el estimulo extra se acerca mas al tren base. La
Figura 3.27 muestra un ejemplo de este tipo de estimulacion; el registro
corresponde a uno de los electrodos ventriculares durante uno de los

experimentos realizados.

250ms st St st st 3‘1

Figqura 3.27 Test del extraestimulo. St.- estimulos consecutivos del tren base. Sti.-
extraestimulo

A partir de los datos obtenidos mediante la aplicacion del test, pueden
determinarse los siguientes pardmetros ventriculares: periodo refractario
efectivo, periodo refractario funcional, velocidad de conduccion y longitud de

onda del proceso de activacion.

- Periodo Refractario Efectivo (PRE). El PRE ventricular se define como el

intervalo St-Sti mas largo en que Sti no va seguido de despolarizacion

ventricular (Figura 3.28).

- Periodo Refractario Funcional (PRF). El PRF ventricular se define como el

minimo intervalo entre activaciones ventriculares inducidas por los estimulos

(Figura 3.28).

Figura 3.28 Periodo refractario efectivo (PRE) y periodo refractario funcional (PRF)
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- Velocidad de Conducciéon (VC). Expresa la rapidez con la que se propaga la onda

de activacién a lo largo del tejido. Su estimacion suele realizarse a partir del
retardo existente entre la despolarizaciéon de dos zonas préximas en la

direccion del frente de onda (t,) y la distancia que las separa (d,).

- Longitud de Onda (LO). Se define como la distancia recorrida por la onda de

despolarizacion durante la duracion de su periodo refractario. Representa por
tanto la longitud que recorrerd la onda en el tiempo que tarda el tejido en
volver a ser excitable. Se calcula como el producto del periodo refractario
funcional por la velocidad de conduccion, determinados ambos para el mismo

ciclo basico.
LO = PRF -VC
e  Protocolo

Veinte minutos después de situar los electrodos, y tras un registro basal
inicial, se aplico el test del extraestimulo ventricular con ciclo basico de 250ms
y amplitud doble del umbral diastdlico. El extraestimulo se emitié cada vez
tras 12 estimulos del tren base, disminuyendo el intervalo de acoplamiento en
escalones de 5ms desde 220ms hasta alcanzar el PRE. La estimulacion se
realizé en primer lugar a la temperatura basal de perfusion (37 °C), desde el
electrodo de estimulacion situado en la zona normotérmica. Una vez finalizado
el test, éste se repitid utilizando los electrodos de estimulacion de la zona
modificada. A partir de los registros obtenidos en el electrodo convencional y
el electrodo disenado respectivamente, se determinaron PRE, PRF, VC y LO,

tanto de la zona normotérmica como de la zona modificada.

Los parametros mencionados se volvieron a determinar a los cinco

minutos de disminuir la temperatura de la zona modificada hasta el minimo
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valor posible, actuando para ello sobre la corriente del dispositivo-electrodo.
Se repitio el proceso tras suprimir los cambios de temperatura y alcanzar de
nuevo el valor basal. En cada etapa quedaron registrados los valores de
temperatura de cada una de las dos zonas epicardicas, mas la endocavitaria del

ventriculo izquierdo.

Tras la fase de FV (ver mas adelante), y 10 minutos después de desfibrilar
el corazén mediante descarga DC de 5] con un desfibrilador monofasico
especificamente construido con este fin —este desfibrilador consta de dos
electrodos concavos de diametro 2 cm—, se repitid el protocolo del test del
extraestimulo a temperatura basal y tras aumentar la temperatura de la zona
modificada hasta 42 °C!3. Se determinaron de nuevo los parametros en ciclo
base, antes y durante la hipertermia, en ambas zonas. La Tabla 3.1 resume el

protocolo utilizado para el estudio electrofisioldégico durante el ciclo base.

Tabla 3.1 Protocolo de aplicacion del test del extraestimulo para el estudio
electrofisioldgico durante estimulacion con tren base

Temperaturaenzona  Zonade

modificada estimulacion  Electrodo de registro Parametros determinados

Tbasal (37 °C) zMOD Electrodo disefiado PRE,PRF,VC y LO en zMOD
zNORM Electrodo convencional PRE,PRF,VCy LO en zZNORM

Hipotermia zMOD Electrodo disefiado PRE,PRF,VC y LO en zMOD

maxima zNORM Electrodo convencional PRE,PRF,VCy LO en zZNORM
zMOD Electrodo disenado PRE,PRF,VC y LO en zMOD

Tbasal (37 °C)
zNORM Electrodo convencional PRE,PRF,VCy LO en zZNORM

Temperaturaenzona  Zonade
modificada estimulacion  Electrodo de registro Parametros determinados

zMOD Electrodo disenado PRE,PRF,VC y LO en zMOD
zNORM Electrodo convencional PRE,PRF,VCy LO en zZNORM

Tbasal (37 °C)

zMOD Electrodo disenado PRE,PRF,VC y LO en zMOD

Hipertermia
zNORM Electrodo convencional PRE,PRF,VCy LO en zZNORM
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e Calculo de los pardmetros

Los registros correspondientes a cada test fueron almacenados en archivos
individuales para su posterior procesamiento mediante el software de
adquisicion y andlisis asociado al equipo de adquisicion de las sefiales (Figura
3.29). Con la ayuda de este software se determinaron los pardmetros

mencionados, como se detalla a continuacion.

PRE y PRF: Los periodos refractarios se calcularon como se describe en la
Figura 3.30. La localizacion y marcado de los electrodos de registro se realizd

en el programa PaceMap® (Figura 3.31).
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Figura 3.29  Programa PaceMap®. Pantalla de edicién de electrogramas
durante el test del extraestimulo (ciclo base 250ms)

13 Esta operacion requiere la inversion del sentido de circulacion de la corriente en la célula Peltier
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Figura 3.30 Determinacién de periodos refractarios del ventriculo
izquierdo (ciclo basico 250 ms) mediante el test del extraestimulo, en
uno de los experimentos. A - PRF=124 ms (V-V1 minimo). B - PRE=115
ms (St-St1 sin captura)
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Determinacion de los periodos refractarios en la pantalla de
mapeo del programa PaceMap®. Marcado de las activaciones y medicién
del PRF de la zona normotérmica en uno de los experimentos



102 Cap. 3 MATERIAL Y METODOS

VC: La velocidad de conduccion fue estimada de la manera que se describe a
continuacion. En uno de los tltimos estimulos del tren base se identificaron los
tiempos de activacion local marcando de forma semiautomatica en el software
PaceMap® los instantes de mdaxima pendiente (dv/dt) de cada uno de los
electrogramas ventriculares de los electrodos multiples, obteniendo asi el mapa
de activacion epicardico de la zona correspondiente. Se identifico la direccion
del frente de onda con ayuda de las isocronas o la codificacion de color
—también las secuencias de fotogramas— proporcionados por el software!“.
Finalmente se obtuvo VC dividiendo la distancia existente entre dos electrodos
situados en la direccion de la propagacion (5-7 mm aprox.) por la diferencia

entre sus tiempos de activacion local.

A continuacién, se muestran algunos ejemplos que ilustran la
determinacion de la velocidad de conduccion en diferentes situaciones. La
Figura 3.32 corresponde a un caso en el que el frente de onda atraviesa
diagonalmente la zona cubierta por el electrodo modificador de la temperatura
(secuencia de activacion en la Figura 3.33). La Figura 3.34 corresponde al calculo
de la velocidad de conduccion en la zona modificada, a diferentes
temperaturas, en uno de los experimentos. En este caso la propagacion de la
activacion (despolarizacidon) se produce longitudinalmente sobre la zona
cubierta por los electrodos de registro (secuencia de activacion en la Figura
3.35). La Figura 3.36 muestra el calculo de la VC en la zona normotérmica, con

dos ejemplos distintos de propagacion de la sefial sobre la zona registrada.

LO: Se obtuvo como el producto PRF-VC. En algunos experimentos no pudo

ser determinada al no disponer de alguno de los datos (PRF y/o VC).

14 Software Cardio Mapping® en los 11 primeros experimentos; software PaceMap en el resto
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Figura 3.32

correspondiente a la zona modificada, a temperatura basal, en uno de los
experimentos. Arriba: niimeros de canal en la distribucion espacial de la
matriz disefiada, en su version de 36 electrodos (izq.) y mapa de
despolarizacién con los instantes de activacion relativos (dcha.). A y B son los
electrodos empleados para la estimacion de VC. Distancia_AB=5.1 mm,
Retardo=8 ms, VC=64 cm/s. Abajo: electrogramas registrados en la direccién

236 Ilr

Estimacién de la velocidad de conduccion. Situacion

del frente de onda

—
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1 2 3

Figura 3.33 Secuencia de fotogramas correspondiente a una propagaciéon en
diagonal de la activacion en la zona modificada (se corresponde con el caso
mostrado en la Figura 3.32). Cada cuadro representa a un electrodo de la
matriz. En cada uno de ellos, las tonalidades mads oscuras representan
activaciones mas recientes y las mas claras activaciones mas antiguas
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Figura 3.34 Estimacion de la velocidad de conduccion a diferentes temperaturas, en la zona
modificada durante uno de los experimentos (1: temperatura basal, 2: hipotermia maxima, 3:
hipertermia). Distancia_AB=4.8 mm. Matriz de tiempos relativos de activaciéon (izq.) y
electrogramas de los electrodos situados en la direccion del frente de onda (dcha.)

4 5

(T T [

Figura 3.35 Secuencia de fotogramas correspondiente a una propagacién longitudinal de la
activacion en la zona modificada (se corresponde con el caso 1 mostrado en la Figura 3.34).
Cada cuadro representa a un electrodo de la matriz. En cada uno de ellos, las tonalidades
mas oscuras representan activaciones mas recientes y las mas claras activaciones mas
antiguas
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Figura 3.36 Estimacion de la velocidad de conducciéon en la zona normotérmica en dos de
los experimentos. Matriz de tiempos de activacion y electrogramas de los electrodos en la
direcciéon del frente de onda, marcados con un circulo. Arriba: el frente de onda realiza un
cierto giro al atravesar la zona registrada. Abajo: la propagacién es practicamente
longitudinal (A_B: distancia entre los electrodos utilizados para el calculo)

3.7.2 Fibrilacion Ventricular

La frecuencia de la FV fue analizada en ambas zonas, normotérmica y
modificada, durante la condiciéon basal (37 °C) y a cada una de las
temperaturas alcanzadas en la zona modificada, tras las variaciones que se
efectuaron con el dispositivo-electrodo disefiado. Los parametros obtenidos,
indicadores de esta frecuencia, fueron: el intervalo de activacion (intervalo VV) y

la frecuencia dominante del espectro de la sefial fibrilatoria (FrD).

e Intervalo VV vy FrD

- Intervalo VV: Tiempo transcurrido entre dos activaciones (despolarizaciones)
locales consecutivas en el ventriculo (Figura 3.37). En el desarrollo de este

documento, como es habitual en las fuentes consultadas, también se hace
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referencia a dicho pardmetro con el nombre de intervalo de activacion ventricular

o simplemente intervalo de activacion.

Amplitud

"41° 56" 89 76 ‘50 56 53 4547 ' 45°43°
Tiempo (ms)

Figura 3.37 Intervalos de activacion (en ms) en una fraccion
de un electrograma durante la FV

- FrD: Se trata de la frecuencia a la que la distribucion espectral de potencia de
la sefal presenta el maximo de amplitud (Dominant Frequency o Peak Frequency

[Ropella 2001]). Su concepto se ilustra en la Figura 3.38.

1.0 1
~ 10 g FD=125Hz
3 905
3 00 o
Q
§ 10/ : ; : ; \ 0.0 ‘ : ‘ ‘ ‘
0 20 400 600 &0 1000 0 10 20 30 40 50
t (ms) f(Hz)

Figura 3.38 Serie temporal y espectro de potencia de una sefial de fibrilacion ventricular
registrada durante la experimentaciéon. PSD, Densidad Espectral de Potencia; FrD,
frecuencia dominante; u.n., unidades normalizadas

e Protocolo

Se indujo la FV mediante estimulacion a frecuencias crecientes a partir de 4Hz,
manteniendo la perfusiéon coronaria durante la arritmia. La estimulacion se

efectud incrementando lentamente la frecuencia hasta provocar la fibrilacion o
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perder la captura ventricular. En este ultimo caso se repiti6 el proceso desde el
inicio hasta desencadenar la arritmia. La fibrilaciéon qued¢ identificada cuando
el electrograma se caracterizaba por una rapida e irregular activaciéon, con
intervalos medios entre activaciones inferiores a 100 ms, presentando los
mapas epicardicos patrones de activacion persistentemente variables durante

esta etapa.

Dos minutos después del inicio de la FV se efectué un registro basal de 4
segundos y se inicio la maniobra de descenso escalonado de la temperatura
epicardica de la zona a modificar (escalones de 5 °C), incrementando
lentamente la corriente que circula por la célula Peltier. Tras disminuir la
temperatura hasta 32 °C y estabilizarse durante dos minutos en este valor, se
efectu6 un nuevo registro. El proceso se repitio para los escalones de 27 °C, 22
°C y 17 °C. Una vez finalizado el registro a la temperatura minima, se inici6 la
maniobra de ascenso escalonado de la temperatura, registrando de nuevo la
senal a las temperaturas de 22 °C, 27 °C, 32 °C y 37 °C. Alcanzada de nuevo la
temperatura basal en la zona modificada, se invirtio el sentido de circulacion
de la corriente a través del refrigerador termoeléctrico para aumentar la
temperatura hasta 42 °C, registrar y volver a establecer la temperatura en su
valor basal (37 °C). En los experimentos en los que técnicamente se presentaron
dificultades para alcanzar la temperatura de 17 °C, se efectud la subida desde el

escalon de 22 °C.

En cada escaldn se registraron y almacenaron al menos 4 segundos de FV
del ventriculo izquierdo, con ambos electrodos —el disefiado, situado en la
zona modificada (zMOD), y el convencional, situado en la zona alejada
(zNORM)—. Con estos datos se determinaron posteriormente frecuencias
dominantes e intervalos de activacion promedio. También quedaron
registrados los valores de temperatura (T) de cada una de las dos zonas
epicardicas, mas la endocavitaria del ventriculo izquierdo. La Tabla 3.2 resume

el protocolo utilizado para el estudio durante la FV.
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Tabla 3.2 Protocolo de modificacién de temperatura durante la FV

Condicion Orden Escalén de Zona de Parametros
térmica temporal temperatura registro determinados
Normotermia 1 37°C zMOD FrD, VV y T, en zMOD
zNORM FrD, VV y T, en zZNORM
) 32°C zMOD FrD, VV y T, en zMOD
zNORM FrD, VVy T, en ZNORM
3 27 °C zMOD FrD, VV y T, en zMOD
zNORM FrD, VVy T, en ZNORM
4 20 °C zMOD FrD, VV y T, en zMOD
zNORM FrD, VVy T, en ZNORM
Hipotermia 5 17°C zMOD FrD, VV y T, en zMOD
zNORM FrD, VV y T, en ZNORM
6 270 °C zMOD FrD, VV y T, en zMOD
zNORM FrD, VVy T, en ZNORM
7 27 °C zMOD FrD, VV y T, en zMOD
zNORM FrD, VVy T, en ZNORM
8 32 °C zMOD FrD, VV y T, en zMOD
zNORM FrD, VV y T, en ZNORM
Normotermia 9 379C zMOD FrD, VV y T, en zMOD
zNORM FrD, VV y T, en ZNORM
Hipertermia 10 42 °C zMOD FrD, VV'y T, en 2MOD
P zZNORM F1D, VV y T, en zZNORM
: zMOD FrD, VV y T, en zZMOD
N t 11 37°C
ormorerma zZNORM FrD, VV y T, en zZNORM
Nota:

- En cada caso, se registraron al menos 4 s de
sefial fibrilatoria, tras dos minutos de espera

una vez estabilizada la temperatura

- Los pardmetros se determinaron para cada
electrodo de la matriz, y posteriormente se

calcularon los valores promedio

e Calculo de los parametros

Al igual que ocurriera con los datos durante la estimulacion constante, los

registros correspondientes a cada episodio de fibrilacion (escalones de

temperatura) de ambas zonas, se archivaron en ficheros para su posterior

procesamiento mediante diverso software (Figura 3.39 y Figura 3.40). Para los

calculos se procesaron los 16 o 36 electrodos de la zona modificada y un

numero igual de la zona normotérmica, estos ultimos seleccionados de la

region central del electrodo convencional. Considerando conjuntamente todos
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los experimentos, se analizaron un total de 356 episodios de FV, procesandose

aproximadamente 17.500 registros de electrodos individuales validos.
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Figura 3.39  Programa PaceMap®. Pantalla de edicién de electrogramas
durante la fibrilacién ventricular (electrogramas registrados con el
electrodo disefiado, en zona modificada)

FrD: Tanto para la zona normotérmica como para la zona modificada, y en
cada escalon de temperatura alcanzado durante las modificaciones efectuadas
en el protocolo de la fibrilacion, se obtuvieron las frecuencias dominantes de
las seniales de cada uno de los electrodos de las matrices correspondientes y se
calculd posteriormente su valor promedio. También se calculd el promedio de
las concentraciones espectrales entorno a la FrD, en un margen de +1 Hz, para
cada sefal procesada, como porcentaje frente a la potencia total. También se
calcularon los valores de FrD minima y maxima en cada zona, para cada una

de las temperaturas. La estimacion espectral se realizé mediante el método de
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Welch'> [Welch PD, 1967] sobre registros de cuatro segundos, segmentados en
bloques de 1024 puntos con un 50% de solapamiento y enventanado de
Hamming (frecuencia de muestreo 1kHz). El procesado se realiz6 en MatLab®
extrayendo la informacion de los archivos binarios suministrados por el

software de adquisicion de las senales.

Figqura 3.40 Muestra de los registros efectuados con diez de los electrodos utilizados, cinco
de la zona modificada (1) y cinco de la zona normotérmica (2), a diferentes temperaturas, en
uno de los experimentos. Se observa a simple vista una variacién en la frecuencia de
activacion con la temperatura en la zona modificada

15 Método de estimacion espectral en el que se promedia el periodograma modificado (basado en el
algoritmo de la FFT) de los segmentos superpuestos en los queda dividida la serie temporal. Frente al
peridograma convencional se reduce la varianza de la estimacién, aunque también la resolucion
espectral
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La Figura 3.41 muestra un ejemplo de obtencion de las frecuencias

dominantes para dos electrodos, uno de cada zona, a tres temperaturas

diferentes. La Figura 3.42 muestra en las mismas condiciones los mapas de

frecuencias dominantes de las dreas cubiertas por los electrodos, donde se

identifican los valores maximos, minimos y medios que se han obtenido en

cada zona y a diferentes temperaturas.
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37°C Thasal 379C
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Figura 3.41 Electrogramas ventriculares obtenidos en uno de los experimentos con uno de
los electrodos de cada zona (modificada -zMOD- y normotérmica —zNORM-) y sus
correspondientes espectros de frecuencia a la temperatura basal, durante la hipotermia
maxima y durante la hipertermia de la zona modificada. Se indican las frecuencias
dominantes (FrD) obtenidas en cada caso
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Figura 3.42 Mapas de isofrecuencias en los que se muestran (en letra mayor) los
valores de FrD maxima y minima registrados en cada zona a tres temperaturas
diferentes en uno de los experimentos. Debajo de cada mapa: valores promedio y
desviacion estandar

Intervalo VV: Se obtuvo para todos los casos en los que se calculd la FrD —por
tanto, en ambas zonas y a cada escaldon de temperatura—. En los 2 primeros
segundos de los segmentos de FV analizados en el dominio frecuencial se
determinaron los intervalos entre activaciones ventriculares consecutivas. Los
tiempos de activacion se calcularon de forma semiautomatica identificando los
instantes de maxima pendiente negativa del electrograma. En los
electrogramas con potenciales multiples se asigno el instante de activacion a la
deflexién con maxima pendiente negativa, situando manualmente la ventana
de marcado sobre el complejo de activacion (Figura 3.43). Tras la construccion
del histograma de intervalos de cada electrodo para la verificacion y correccion
de las marcas manuales, se represento el histograma global del conjunto, de

donde se obtuvo el intervalo VV promedio (Figura 3.44).
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Figura 3.43 Marcado semiautomatico de los instantes de activacién en el programa
PaceMap®. Se muestran 8 de los electrogramas de la zona modificada (1 segundo en
pantalla). Detalle: La marca se sitia en la maxima pendiente dentro de la ventana w1-
w2. Se indican los intervalos VV
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Figura 3.44 Obtencion de los intervalos VV promedio con el programa Cardio Mapping®. 1-
Histograma de intervalos para el electrodo seleccionado. 2- Histograma de intervalos para el
total de electrodos de la matriz (nimero de determinaciones, media y desviacién estandar).
3- Pantalla de edicidn con las marcas de las activaciones (tiempos absolutos e intervalos en
ms)
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Capitulo 4

Resultados

| sistema desarrollado mediante tecnologia thick-film y un refrigerador
E termoeléctrico para la modificacion local de la temperatura miocardica y
el registro simultaneo de la actividad eléctrica, ha tenido un funcionamiento
satisfactorio en la implementacion del protocolo empleado en esta
investigacion experimental. Tras una serie de experimentos preliminares con
corazones aislados de conejo, el dispositivo disefiado ha sido utilizado en la
cuantificacion de los parametros investigados en 18 preparaciones validas.
Siguiendo el protocolo establecido, la temperatura fue modificada desde 42 °C
hasta 17 °C 6 22 °C, seguin experimento (durante la FV, la variacion se efectud
en escalones de 5° C). La capacidad para reducir la temperatura miocardica
hasta su minimo valor ha mostrado cierta dependencia de la presion ejercida
por el electrodo sobre la pared ventricular, el tamano del corazon o la forma en
la que el liquido de perfusion alcanza la superficie del electrodo. En cualquier

caso, en el rango mencionado, la variacion de un escalén al siguiente se



consigue efectuar en uno o dos minutos, estabilizdndose la temperatura en un

rango maximo de +0.2 °C en cada experimento.

En el capitulo anterior ("Material y métodos") se han descrito los
parametros analizados en esta investigacion, la manera de determinarlos y el
protocolo experimental empleado. Ahora, en este capitulo, se presentan los
resultados obtenidos tras la determinacién de los pardmetros y aplicaciéon de
los calculos estadisticos, organizandose en tres apartados principales. En el
primer apartado se presentan conjuntamente las variaciones con la
temperatura de los dos parametros representativos de la frecuencia de
activacion de la FV: el intervalo de activacion y la frecuencia dominante de la
distribucion espectral de potencia de la sefal fibrilatoria. Tras evaluar
globalmente los efectos locales de la hipotermia y de la hipertermia, se
exponen de manera mas detallada, y por separado, los resultados obtenidos
cuando se modifica escalonadamente la temperatura para cada una de las dos
zonas donde se efectuaron los registros (modificada y normotérmica). Se
muestran las temperaturas registradas en ambas zonas y en el endocardio. Para
la zona modificada, se analiza la relacion entre los pardmetros mencionados y
la temperatura, y se ofrecen algunos ejemplos de senales y espectros obtenidos.
En este apartado se expone también la variacion con la temperatura de las
frecuencias dominantes maximas y minimas de cada zona, asi como la
concentracion espectral de la sefal de fibrilacion. En el segundo apartado se
incluyen los resultados correspondientes a los pardmetros electrofisiologicos
obtenidos durante la estimulacion con tren base —esto es, periodos refractarios
efectivo y funcional, velocidad de conduccion y longitud de onda—. Al igual
que en el primer apartado, se evaltian las diferencias globales (esta vez
unicamente durante la hipotermia maxima y la hipertermia) y se desarrollan
los resultados por zona. Finalmente, en el ultimo apartado se analiza la
relacion entre la frecuencia dominante y el intervalo de activacion, asi como la
existente entre la frecuencia dominante y los parametros electrofisioldgicos

obtenidos durante la estimulacion con tren base.
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4.1 Variaciones de la frecuencia de activacion de la FV con la
temperatura

En todos los casos incluidos en la parte del estudio que corresponde a este
apartado, se han inducido episodios de FV sostenida a lo largo del periodo de
tiempo establecido en el protocolo experimental durante la modificacion
escalonada de la temperatura epicardica local (T). En dos de los experimentos
la FV se detuvo espontdneamente mientras se reducia la temperatura desde el
escalon de 22 °C al de 17 °C, y en ellos se volvid a inducir la arritmia mediante
estimulacion a frecuencias crecientes, repitiendo el protocolo desde la
temperatura basal. En estos dos casos se analizaron los registros

correspondientes al segundo episodio de FV.

4.1.1 Intervalo de activacion y frecuencia dominante. Valores medios

Globalmente, los cambios locales de temperatura han dado lugar a variaciones
significativas del intervalo de activacion de la FV y la frecuencia dominante del
espectro de la sefal fibrilatoria en la zona modificada. Por otra parte, en la
zona que no fue sujeta a modificacion, estos parametros han sufrido ligeras
variaciones que no han alcanzado significacion estadistica. Los dos factores
analizados en este apartado (intervalo VV y FrD) se encuentran altamente
correlacionados, como se muestra en el apartado 4.3. Concretamente, en la
zona donde se modificd la temperatura, la hipotermia ha provocado una
sensible prolongacion del intervalo VV y una disminucion en los valores de la
FrD de manera proporcional al valor de T, mientras que la hipertermia ha
tenido el efecto contrario (Figura 4.1 y Figura 4.2). Esta relacion se ajusta
perfectamente a un modelo lineal. Tanto FrD como VV presentan diferencias
significativas interzonas durante la hipotermia (moderada o maxima) y
durante la hipertermia, no existiendo éstas basalmente; es decir, antes o

después de las modificaciones térmicas (Figura 4.3).

A continuacion se exponen por separado los resultados obtenidos para

cada una de las dos zonas donde se efectuaron los registros.



120

Cap. 4 RESULTADOS

85 - 4
| R . A —e—VV_zMOD
VV_zNORM
e R N T G | —e—VW.z
] #
®» 65 1
E
; 55 A
45 -
] #
35 T T T T T T T T T T T 1
37 32 27 22 17 22 27 32 37 42 37
T (°C)
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modificada (zMOD) y en la zona normotérmica (zZNORM) durante el
protocolo de modificacién de temperatura, para cada uno de los
escalones de temperatura; diferencias significativas entre zonas,
#p<0.001

28 - "
24 -
20 -
E 16 -
Q 12 1
m -
8 1 % il SRR —e— FD zMOD |
4 4o LA — —e—FrD_zNORM |
0 T T T T T T T T T T T 1

37 32 27 22 17 22 27 32 37 42 37
T (°C)

Figura 4.2 Frecuencias dominantes de la FV (FrD) —valores medios
y desviacion estandar— obtenidas en la zona modificada (zMOD) y en
la zona normotérmica (zZNORM) durante el protocolo de modificacién
de temperatura, para cada uno de los escalones de temperatura;
diferencias significativas entre zonas, p<0.001
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Figura 4.3 Arriba: Valores medios de la frecuencia dominante (izq.) y del intervalo de
activacion (dcha.) de la FV, registrados tanto en la zona modificada (zMOD) como en la zona
normotérmica (ZNORM) a la temperatura basal, durante el primer escalén de la hipotermia,
durante el ultimo escalén de la hipotermia y tras regresar a la temperatura de perfusion
(Tbasal*). Abajo: Valores medios de la frecuencia dominante y del intervalo de activacion
de la FV, registrados tanto en la zona modificada como en la zona normotérmica durante el
escalon de temperatura de 37 °C anterior a la hipertermia, durante la hipertermia (42 °C) y
al retornar a la temperatura basal. Significacion de las diferencias respecto del valor basal
de su misma zona, * p<0.001 ** p<0.02 ¥ p<0.03; ns, diferencias no significativas
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41.1.1 Zona modificada

En esta zona, las modificaciones de la temperatura epicardica en el area de
contacto con el electrodo disefiado han provocado cambios significativos en la

FrD y el intervalo VV de la sefal de fibrilacion (p<0.001).

Basalmente (T=37.2+0.5 °C) el valor promedio de la FrD en la zona alterada
es de 16.0+2.7 Hz y el del intervalo de activacion 57.9£5.2 ms. Durante la
hipotermia, la FrD disminuye significativamente para cada escalon de 5 °C y se
mantiene por debajo de los valores basales (Figura 4.2). En la fase de
hipotermia maxima (T=17.2+1.5 °C, FrD=7.5+1.5 Hz, p<0.001) el promedio de
las desviaciones porcentuales respecto de los valores basales es de —-51.8+13.5 %
(p<0.001) (Tabla 4.1, Figura 4.9). El intervalo VV se comporta de manera inversa
(Figura 4.1), aumentando significativamente a cada disminucion de 5 °C, con
un aumento del 30.1#11.4 % a la temperatura minima (VV=74.8+4.7 ms,

p<0.001) (Figura 4.11).

Tabla 4.1 Frecuencias dominantes e intervalos VV obtenidos a cada escalén de temperatura
en la zona modificada. Valores absolutos, y relativos al valor basal

Escalén T (°C) FrD (Hz) W (ms) AFrD (%) AWV (%)
inicial 37 37.2+0.5 16.0£2.7 57.9+5.2 -
32 31.940.3 13.2+2.7* 63.244.8* -17.5£16.0 10.5+10.0
bajada 27 26.910.6 11.0+2.8* 69.747.4* -30.1£17.9 215+18.6
22 224+1.0 9.1+2.1* 73.947.5* -43.9£12.2 29.6+17.0
17 17.241.5 7.5+1.5* 74.8+4.7* -51.8+13.5 30.1+11.4
22 21.9+0.3 9.8+1.8* 71.2+4 4* -38.5+13.6 23.619.2
27 27.0£0.4 10.8+1.8* 68.746.0* -32.8+14.6 20.4+13.3
subida 32 32.0£0.3 12.7£2.7* 63.616.3* -19.7+15.7 10.2£10.4
37 37.1+0.2 17.743.48 54.7+6.7¥ 11.8£16.4 -5.319.7
42# 42.0+0.1 20.9+4.8* 48.747.5* 17.8+174 -10.6+11.8
final 37# 37.140.3 16.8+2.9 56.645.3 512115 4.6+10.9

Los valores se presentan como media +desviacion estandar
Diferencias significativas frente al valor basal * p<0.001, § p<0.02, ¥ p<0.03

#porcentajes y significaciones respecto del escaldn 37 subida
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La Tabla 4.1 muestra los resultados obtenidos a cada una de las
temperaturas: temperatura basal (37 °C inicial), disminucion escalonada hasta
17 °C en escalones de cinco grados Celsius (bajada), elevacion escalonada hasta
42 °C (subida) y retorno a la temperatura basal (37 °C final). Se indican los
valores de FrD e intervalos VV, tanto absolutos como relativos a la situacion
basal. Los datos porcentuales correspondientes a los dos tltimos escalones se
han referenciado al valor observado en el escaldon de 37 °C inmediatamente
anterior a la hipertermia (37 °C final), por ser ésta la referencia basal mas

proxima.

Los contrastes polindmicos aplicados mediante el procedimiento ANOVA
de medidas repetidas al factor temperatura indican que, durante la bajada de
temperatura desde el valor basal hasta su valor minimo, la relacion FrD-T se
ajusta a un modelo lineal (p<0.001), también durante la subida es significativo
un ajuste lineal de esta relaciéon (p<0.001). Al efectuar posteriormente el analisis
de regresion lineal entre FrD o intervalo VV y T, se obtienen las rectas de ajuste
mostradas en la Figura 4.4 para la bajada (FrD=0.43T-0.26, r=0.99, p<0.001;
VV=-0.90T+92.35, 1=0.97, p<0.005) y la subida de temperatura (FrD=0.53T-2.42,
r=0.97, p<0.001; VV=-1.1T+94.98, r=0.98, p<0.001).

Durante la hipertermia, tras 2 minutos de estabilizacion de la temperatura
en la zona modificada (T=42.0+0.1 °C), se aprecia una elevacion significativa del
valor de la frecuencia dominante (FrD=20.9+4.8 Hz, p<0.001) y una
disminucion del intervalo VV (VV=48.7+7.5 ms, p<0.001) respecto del valor
basal que corresponde al escaléon inmediatamente anterior. El incremento
relativo medio respecto de este valor basal ha sido de 17.8+17.4 % para la FrD
(p<0.001) y de -10.6£11.8 % para el intervalo de activacion (Tabla 4.1, Figura 4.9
y Figura 4.11).
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Fiqura 4.4 Rectas de regresion obtenidas al relacionar los valores medios de la frecuencia
dominante (izq.) y del intervalo de activacion de la FV (dcha.) con la temperaturas
registradas en la zona modificada, tanto para la bajada (arriba) como la subida (abajo) de
temperatura, durante el protocolo de variacion de ésta

Como ejemplo del enlentecimiento local sufrido con la condicién de
hipotermia y la aceleracidon originada con la hipertermia de esa region, la
Figura 4.5 muestra la evolucion de la sefial de FV (amplitud en funcién del
tiempo) con la temperatura, en uno de los electrodos epicardicos situados en la
zona cuya temperatura se estd modificando. En la Figura 4.6, puede también
apreciarse el cambio experimentado en el dominio frecuencial de la senal de
FV con la hipotermia, en un electrodo individual de la zona modificada. En la

Figura 4.7, los datos corresponden a la hipertermia de esta zona.
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Figura 4.5 Registros de las sefiales de FV obtenidos a la temperatura basal (en trazo grueso)
y a las temperaturas indicadas, en uno de los electrodos situados en la zona modificada,
durante uno de los experimentos. Los registros corresponden a los 2 primeros segundos
tras ser alcanzadas las temperaturas y estabilizadas durante 2 minutos

42°
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Figura 4.6  Electrograma y densidad espectral de potencia (unidades arbitrarias)
correspondiente a uno de los electrodos de la zona modificada en uno de los experimentos.
Datos obtenidos a la temperatura basal (arriba) y durante la hipotermia a la temperatura
minima (abajo). El registro mostrado corresponde a 2 segundos, mientras que el analisis
espectral se realizd sobre 4 segundos de sefial fibrilatoria

Los valores obtenidos (FrD y VV) para el paso por la misma temperatura
en diferente sentido (subida o bajada) a las temperaturas de 22 °C, 27 °C, 32 °C
y 37 °C, no difieren significativamente (Tabla 4.1, Figuras 4.8 a 4.11).
Experimento a experimento los datos no evidencian la existencia de histéresis

en la curva bajada-subida.

Una vez suprimidos los cambios de temperatura, FrD y VV toman valores
similares a los basales, aunque con ligeras diferencias que sdlo en el caso de la
hipotermia llegan a tener significacion estadistica. Tras la hipotermia,
FrD=17.7+3.4 Hz (p<0.013) y VV=54.7+6.7 ms (p<0.026). Tras la hipertermia,
FrD=16.8+2.9 Hz (p<0.084) y VV 56.6+5.3 ms (p<0.155).
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Figura 4.7  Electrograma y densidad espectral de potencia (unidades arbitrarias)
correspondiente a uno de los electrodos de la zona modificada en uno de los experimentos.
Datos obtenidos a la temperatura basal (arriba) y durante la hipertermia a 42 °C (abajo). El
registro mostrado corresponde a 2 segundos, mientras que el andlisis espectral se realizd
sobre 4 segundos de sefial fibrilatoria
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Figura 4.8. Valores medios de la FrD de la sefial de FV en la
zona modificada durante la bajada y subida de temperatura,
asi como su valor final tras retornar a la temperatura basal,
para cada uno de los escalones de temperatura
reproducidos
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Figura 4.9 Variaciones relativas en la FrD media de la sefial de
FV (respecto del valor basal inicial) en la zona modificada,
durante la bajada y subida de temperatura, asi como valor su
final tras retornar a la temperatura basal, para cada uno de los
escalones de temperatura reproducidos
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Figqura 4.10 Valores medios del intervalo de activacion de la
FV en la zona modificada durante la bajada y subida de
temperatura, asi como su valor final tras retornar a la
temperatura basal, para cada uno de los escalones de
temperatura reproducidos
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Figura 4.11 Variaciones relativas en el intervalo de activacion
de la FV (respecto del valor basal inicial) en la zona modificada,
durante la bajada y subida de temperatura, asi como su valor
final tras retornar a la temperatura basal, para cada uno de los
escalones de temperatura reproducidos

4.1.1.2 Zonanormotérmica

Las temperaturas epicardicas de la zona normotérmica (region epicardica
latero-anterior del ventriculo izquierdo), y la endocavitaria del mismo
ventriculo, se mantienen entorno a los valores basales cuando se efectilan las
modificaciones térmicas de la otra zona (zona modificada, en pared latero-
posterior del mismo ventriculo). Puede apreciarse, sin embargo, una débil
variacion de sus valores promedio, algo mas acusada en el caso de la
temperatura endocavitaria (Figura 4.12 y Figura 4.13). Estas variaciones se
encuentran correlacionadas con las de la temperatura controlada de la zona
modificada (r=0.94 y r=0.96 respectivamente , p<0.001). La maxima diferencial
de T respecto del valor basal se produce en el escalon de temperatura minima

(17 °C), donde se ha experimentado un descenso de 0.7 °C en los valores
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promedio de la temperatura de la zona normotérmica y de 1.1 °C en los de la
temperatura endocavitaria (Tabla 4.2). En ningtn caso estos cambios adquieren

globalmente significacion estadistica.
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Figura 4.12 Temperaturas registradas (valores medios) en la zona
modificada (T zMOD), en la zona normotérmica (T zNORM) y la
endocavitaria del ventriculo izquierdo (T END), para cada uno de
los escalones de temperatura reproducidos.
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Figura 4.13 Temperaturas registradas (valores medios y desviacién
estandar) en la zona normotérmica (T zZNORM) y la endocavitaria del
ventriculo izquierdo (T END), en escala ampliada.
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Tabla 4.2 Valores promedio de temperaturas en la zona
normotérmica (Tnorm), zona modificada (Tmod) e interior del
ventriculo izquierdo (Tend)

Escalén Tend (°C) Tmod (°C) Tnorm (°C)

inicial 37 38.3+0.8 37.2+0.5 36.9+0.7
bajada 32 38.240.8 31.9£0.3 36.7+0.7
27 37.9£1.2 26.910.6 36.5+0.7

22 37.6£1.5 22.4%1.0 36.5£0.7

17 37.242.0 17.2¢1.5 36.2+£0.8

subida 22 37.4+1.9 21.9£0.3 36.6+0.8
27 37.7+1.2 27.0+0.4 36.5+0.7

32 38.1£0.8 32.0£0.3 36.7+0.8

37 38.3£0.6 37.1%0.2 36.9+0.8

42 38.7£0.4 42.010.1 37.1£0.8

final 37 38.7+0.3 37.1£0.3 37.1£0.7

En la zona normotérmica, la FrD y el intervalo VV de la sefal de
fibrilacion solo han experimentado ligeros cambios durante la modificacion de
la temperatura epicardica de la otra zona, cambios que globalmente no han
resultado significativos (Figuras 4.1 a 4.2 y 4.16 a 4.19). Unicamente el escalén
de 27 °C ofrece diferencias con cierta significacion estadistica, tanto para el
intervalo VV (p<0.03) como la FrD (p<0.01). Para este escalon se produce la
maxima variacion relativa promedio, que fue de -10.0+13.7 % en la FrD y de

6.8+£12.0 % en el intervalo VV.

Al igual que antes para la zona modificada, la Tabla 4.3 ofrece ahora los
resultados obtenidos en la zona normotérmica para cada una de los escalones
de temperatura conseguidos en la zona modificada: temperatura basal (37 °C
inicial), disminucidn escalonada hasta 17 °C en escalones de cinco grados
Celsius (bajada), elevacién escalonada hasta 42 °C (subida) y retorno a la
temperatura basal (37 °C final). Se indican los valores de FrD e intervalo VV,

tanto absolutos como relativos a la situacion basal. Los datos porcentuales
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correspondientes a los dos ultimos escalones se han referenciado al valor
observado en el escalon de 37 °C mads proximo, es decir, el anterior a la

hipertermia.

Tabla 4.3 Frecuencias dominantes e intervalos VV obtenidos en la zona normotérmica a cada
escalon de temperatura. Valores absolutos, y relativos al valor basal

Escalon T(°C) FrD (Hz) W (ms) AFD (%) AVV (%)
inicial 37 36.9+£0.7 17.0£3.5 55.247.1 - -
32 36.7+0.7 16.9£3.2 54.6+6.9 1.7+8.6 -2.0£5.6
bajada 27 36.5+0.7 15.0£2.2* 58.3+4.9s -10.0¢13.7 6.8+12.0
22 36.5+0.7 15.6+2.4 57.745.6 -7.8£16.5 6.5+13.7
17 36.2+0.8 15.0£2.3 57.7+4.2 -9.6+14.8 6.3+10.9
22 36.6+0.8 15.7+1.9 57.1+4.6 -4.2410.9 2.6£11.0
27 36.5+0.7 16.3+2.2 56.1+5.6 -4.4£11.1 3.3+9.7
subida 32 36.7+0.8 15.9+2.7 56.46.1 -4.8+12.9 2.9+111
37 36.9+0.8 16.6+2.8 55.245.8 -1.2£10.6 0.57.6
42¢ 37.1+0.8 17.1£3.1 54.417 1 3.1+11.2 -1.57.2
final 37# 37.120.7 16.4+2.5 56.416.1 -1.2+10.4 24%7.3

Los valores se presentan como media +desviacion estandar
#porcentajes respecto del escalon 37 subida
Significacién de las diferencias frente al valor basal * p<0.01, § p<0.03

A continuacién, se muestran, como ejemplo, los electrogramas y los
espectros correspondientes a uno de los electrodos situados en la zona
normotérmica durante uno de los experimentos, antes y durante la hipotermia
maxima (Figura 4.14) y la hipertermia (Figura 4.15). Las sefales corresponden al
mismo experimento que las mostradas anteriormente para un electrodo de la

zona modificada en la Figura 4.6 y la Figura 4.7.
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Figura 4.14  Electrograma y densidad espectral de potencia (unidades arbitrarias)
correspondiente a uno de los electrodos de la zona normotérmica en uno de los experimentos.
Datos obtenidos a la temperatura basal (arriba) y durante la hipotermia a la temperatura
minima (abajo). El registro mostrado corresponde a 2 segundos, mientras que el analisis
espectral se realiz6 sobre 4 segundos de sefial fibrilatoria
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Figura 4.15. Electrograma y densidad espectral de potencia (unidades arbitrarias)
correspondiente a uno de los electrodos de la zona normotérmica en uno de los experimentos.
Datos obtenidos a la temperatura basal (arriba) y durante la hipertermia a 42 °C (abajo). El
registro mostrado corresponde a 2 segundos, mientras que el analisis espectral se realizé
sobre 4 segundos de sefal fibrilatoria
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Figura 4.16 Valores medios de la FrD de la sefial de FV en
la zona mnormotérmica durante la bajada y subida de
temperatura, asi como valor final tras retornar a la
temperatura basal, para cada uno de los escalones de
temperatura reproducidos

60 ! !
—&— bajada
S —A—subida

AFD (%)

Figura 4.17 Variaciones relativas en la FrD media de la FV
(respecto del valor basal inicial) en la zona normotérmica
durante la bajada y subida de temperatura, asi como valor
final tras retornar a la temperatura basal, para cada uno de
los escalones de temperatura reproducidos
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Figura 4.18 Valores medios del intervalo de activacién de
la FV en la zona normotérmica durante la bajada y subida
de temperatura, asi como valor final tras retornar a la
temperatura basal, para cada uno de los escalones de
temperatura reproducidos
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Figura 4.19  Variaciones relativas del intervalo de
activacion de la FV (respecto del valor basal inicial) en la
zona normotérmica durante la bajada y subida de
temperatura, asi como valor final tras retornar a la
temperatura basal, para cada uno de los escalones de
temperatura reproducidos
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4.1.2 Dispersion de las frecuencias dominantes y concentracion espectral
de la sefial de fibrilacion

Los datos de FrD de los apartados anteriores son el resultado de promediar las
que a su vez corresponden a la media de las obtenidas en cada electrodo
individual del electrodo multiple de la zona correspondiente (una FrD por
zona y temperatura). En este apartado se consideran los valores de FrD

maxima y minima que se ha llegado a registrar en cada caso.

30T e—FDmax T

1 o )
25 1 - FrDmin

20

15

FrD(Hz)

10 ~

0 T T T T T T T T T T T
3y 32 27 22 17 22 27 32 37 42 37

T(°C)
Figura 4.20 Evolucién de la FrD maxima y minima de la sefial de FV en la
zona modificada a las diferentes temperaturas. Los datos corresponden a las

medias y desviaciéon estandar de los valores maximos y minimos de FrD
registrados en el multielectrodo situado en esta zona

4.1.2.1 Zona modificada

Los valores de frecuencias dominantes maximas y minimas registradas en la
zona modificada, sufren globalmente un comportamiento similar al
experimentado por los valores medios (Figura 4.20). La Tabla 4.4 muestra los

datos correspondientes a esta zona.

Durante la hipotermia, se produce una disminuciéon simultanea de las

frecuencias maxima y minima. Analizando las variaciones sufridas durante la
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fase de maxima reduccion de temperatura, ha existido una disminucion
significativa tanto del valor maximo de FrD, que pasa de 18.3+4.0 Hz a 12.4+3.6
Hz, como del valor minimo, que pasa de 13.3+3.0 Hz a 6.4+2.8 Hz (esto supone
que, a 17 °C, FrD maxima y FrD minima son 5.9 Hz y 6.9 Hz menores,

respectivamente, que a 37 °C, p<0.001).

En cuanto a la hipertermia, ésta ha dado lugar a un incremento
significativo del valor maximo de FrD desde 20.1+4.5 Hz hasta 24.6+6.7 Hz.
Mientras que la FrD maxima aumenta claramente y de forma significativa en el
escalon de 37°C a 42 °C (aumento de 4.5 Hz, p<0.005), el incremento en el valor
promedio de la FrD minima es mucho menor y no alcanza significacion
estadistica (1.2 Hz, p<0.059, al pasar de 14.0+4.8 Hz a 15.2#5.7 Hz). Sin
embargo, si la comparacion se realiza con el valor del escalon posterior (37°C,
tras suprimir la hipertermia), si existen diferencias significativas (1.7 Hz,

p<0.005).

Tabla 4.4 Valores promedio de: FrD méaxima (FrDms), FrD minima (FrDmn),
diferencia entre valor maximo y minimo de FrD (FrDmax-FrDmin), y concentracion
espectral alrededor de FrD (CE), obtenidos en la zona modificada a cada escalén de

temperatura
Escalon FrDmax FrDmin FrDméax-FrDmin CE
inicial 37 18.344.0 13.3£3.0 5.0+4.0 39.3+10.5
32 15.3£2.4* 10.443.8* 48431 35.546.7
. 27 14.1£3.4* 8.1+3.1* 6.0+4.0 34.6+4.9%
bajada
22 12.6+3.6* 6.4+1.1* 6.1£3.5 35.0+6.0
17 12.443.6* 6.4+2.8* 6.0£2.9 36.0+5.1
22 14.243.4* 7.241.2* 7.0£2.9% 33.1£54
27 15.543.0* 7.541.2* 8.0£3.3* 33.316.1
subida 32 16.4+3.8 8.9+2.1* 7.5+3.5* 33.7£4.9%
37 20.1+4.5 14.0+4.8 6.1%6.0 38.4+9.4
42 24.6+6.7* 15.245.7* 9.448.6* 32,7111
final 37 19.4+3.9 13.544.3 5.9+4.9 38.0£9.7

Los valores son medias *desviacion estandar
* Diferencias significativas respecto del valor basal
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Aunque los contrastes estadisticos realizados —mediante el
procedimiento ANOVA de medidas repetidas— no confieren significacion
estadistica global a las variaciones experimentadas con la temperatura por el
valor promedio de las diferencias entre la maxima y la minima frecuencia
dominante (FrDmax-FrDmin), la comparacion de cada escalon con el control si

arroja un aumento significativo a las temperaturas de 22°C, 27°C, 32°C y 42°C.

Por lo que respecta a la concentracion espectral de la sefial de FV calculada
entorno a la FrD (+1 Hz), su valor medio se mantiene por debajo de los valores
basales cuando la temperatura disminuye (hipotermia) o aumenta
(hipertermia) desde su valor inicial de 37 °C (Figura 4.21, Tabla 4.4), aunque
estas variaciones no alcanzan significacion estadistica global. A dos
temperaturas por debajo del valor basal (27°C y 32°C), la concentracion

espectral es menor si se compara directamente con la existente a 37°C.

60

CE (%)

0 f f f f f f f f f f f |
37 32 27 22 177 22 27 32 37 42 37
T (°C)
Figura 4.21 Valores medios y desviacién estandar de las concentraciones

espectrales alrededor de FrD, expresadas en valor porcentual (CE),
obtenidos en la zona modificada

4.1.2.2 Zonanormotérmica

La zona normotérmica no sufre variaciones significativas de los valores
maximos y minimos de la FrD, asi como tampoco de la concentracién espectral

(Tabla 4.5).
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Tabla 4.5 Valores promedio de: FrD méxima (FrDms), FrD minima (FrDmn),
diferencia entre valor maximo y minimo de FrD (FrDmix-FrDmin), y concentracion
espectral alrededor de FrD (CE), obtenidos en la zona normotérmica a cada escalén
de temperatura

Escalén FrDmax FrDmin FrDmax-FrDmin CE

inicial 37 21+8.5 13.74£3.1 7.6£10.3 39.0+11.4

32 21.248.4 14.1£2.0 7.4+8.8 38.3+11.7

. 27 19.0£7.6 12.942.3 6.1£9.0 40.1£11.7
bajada

22 18.1£3.2 13.442.7 47443 38.7£94

17 20.1+9 124136 7.7£11.1 38.4+12.8

22 18.0£3.7 14.642.2 3.3+3.7 40.8+10.1

27 18.5+4.2 14.4+2.2 41149 41.1+12.2

subida 32 17.7£3.5 14.542.7 3.2£2.7 41.3+9.7

37 20174 14.8+3 .4 5.649.3 40.9+£10.7

42 20.9+7.7 14.842.4 6.1£7.6 39.9+11.6

final 37 18.8+3.7 14.942.3 3.8+3.5 41.7£10.7

Los valores son medias *desviacion estandar

4.2 Variaciones de los parametros electrofisiologicos durante la
estimulacion con tren base con la temperatura

421 Periodo refractario

En la zona en que se modifico la temperatura, la hipotermia local maxima ha
dado lugar a una prolongacion significativa tanto del PRE como del PRF,
respecto de su valor a la temperatura basal y respecto del valor registrado en la
zona normotérmica (Figura 4.22); la hipertermia ha tenido el efecto contrario
(Figura 4.23). Por otra parte, durante la hipertermia, los valores promedio de
PRE y PRF de la zona normotérmica experimentaron un ligero aumento que
llega a alcanzar significacion estadistica (no asi durante la hipertermia). Tras la
hipotermia, al volver a homogeneizarse la temperatura de la preparacion
(temperatura de perfusion 37 °C), las diferencias interzonas dejaron de ser
significativas y estos parametros volvieron a tomar valores similares a los

basales.
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Figura 4.22 Periodo refractario efectivo (izq.) y periodo refractario funcional (dcha.) a la
temperatura basal, durante la hipotermia maxima de la zona modificada y tras retornar a la
situacion basal (Tbasal’). Datos obtenidos en la zona modificada (zMOD) y la zona
normotérmica (zNORM). Significacién de las diferencias, * p<0.001 ** p<0.006 # p<0.005 #
p<0.05; ns, diferencias no significativas respecto del valor basal de su misma zona
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Fiqura 4.23 Periodo refractario efectivo (izq.) y periodo refractario funcional (dcha.), a la
temperatura basal y durante la hipertermia (42 °C). Valores obtenidos en la zona modificada
(zMOD) y zona normotérmica (zZNORM). Significacién de las diferencias, # p<0.005 " p<0.001;
ns, diferencias no significativas

42.1.1 Zona modificada

En esta zona, las modificaciones de la temperatura en el area de contacto con el
electrodo disefiado desde el valor de perfusion (37 °C) hasta su valor maximo
(42 °C) y minimo (17 °C 6 22 °C), han dado lugar en ambos casos a cambios

significativos tanto en el periodo refractario efectivo como en el funcional.
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Durante la fase de maxima hipotermia, el PRE y el PRF aumentaron
respectivamente desde 12449 ms y 139+12 ms, a 37 °C, hasta 146+15 ms y
168+17 ms, a la temperatura minima. Durante la hipertermia, el PRE
disminuy6 desde 111+15 ms hasta 9613 ms y el PRF desde 124+7 ms hasta
109+8 ms. La Tabla 4.6 recoge los valores absolutos promedio y las variaciones

porcentuales promedio respecto de la situacion basal, en esta zona.

Tabla 4.6 Periodo refractario efectivo y periodo refractario funcional, durante la
hipotermia maxima y durante la hipertermia, en la zona modificada. Valores
absolutos e incrementos relativos a la situacion basal

PRE(ms)  PRF(ms)  APRE(%)  APRF (%)

Tbasal 124%9 139£12 _ _
HIPOTERMIA Tmin 146+15% 168+17# 17+9% 21+7#
Tbasal* 121£19 138414 2+14 0+13
Tbasal 111£15 1247 _ _
HIPERTERMIA
Tméx 96+13# 109+8*# -1346# -12+6*

* retorno a la temperatura basal tras la hipotermia
Diferencias significativas respecto del valor basal correspondiente, # p<0.001

4212 Zonanormotérmica

En esta zona, tras la disminucién de la temperatura de la zona modificada
hasta su valor minimo, tanto el PRE como el PRF han sufrido ligeros cambios
que llegan a presentar significacion estadistica. Durante la hipertermia no se

aprecian diferencias significativas.

Durante la fase de maxima hipotermia, los valores promedio del PRE y del
PRF aumentaron desde 12249 ms y 136+12 ms a 37 °C, hasta 131+12 ms
(p<0.005) y 142+12 ms (p<0.05) a la temperatura minima, respectivamente.
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Durante la hipertermia no hubo cambios significativos. La Tabla 4.7 recoge los
valores absolutos promedio y las variaciones porcentuales promedio respecto

de la situacion basal, en esta zona.

Tabla 4.7 Periodo refractario efectivo y periodo refractario funcional, durante la
hipotermia maxima y durante la hipertermia, en la zona normotérmica. Valores
absolutos e incrementos relativos a la situacion basal.

PRE(ms)  PRF(ms)  APRE(%)  APRF (%)

Tbasal 12219 13616 _ _
HIPOTERMIA Tmin 131+12# 1424128 78 4178
Thasal* 120+9 131£10 -1+7 -4+5
Tbasal 11117 123+14 _ _
HIPERTERMIA
Tméx 11348 125+8 1217 2+12

* retorno a la temperatura basal tras la hipotermia
Diferencias significativas respecto del valor basal, #p<0.005 $p<0.05

4.2.2 Velocidad de conduccion

En la zona en que se modificd la temperatura, la hipotermia local maxima
ha dado lugar a una disminucion significativa de la velocidad de conduccion
respecto de su valor a la temperatura basal y respecto del valor registrado en la
zona normotérmica, en la cudl no se aprecian cambios en la VC promedio
(Figura 4.24). Por otra parte, durante la hipertermia no se aprecian cambios
significativos en la VC de ninguna de las dos zonas, aunque el valor promedio
de la zona modificada aument6 ligeramente respecto de su valor basal y
respecto del valor registrado en la zona normotérmica (Figura 4.25). Tras las
modificaciones de temperatura, y al volver a homogeneizarse ésta al valor de
perfusion, las diferencias interzonas y respecto de la situacion basal dejaron de

ser significativas.
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Figura 4.24 Velocidad de conduccién a la temperatura basal,
durante la hipotermia maxima de la zona modificada y tras
retornar a la situacion basal (Tbasal*). Datos obtenidos en la
zona modificada (zMOD) y la zona normotérmica (zNORM).
Significaciéon de las diferencias: * p<0.001 ** p<0.016; ns,
diferencias no significativas respecto del valor basal de la

misma zona
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Figura 4.25 Velocidad de conduccién a la temperatura basal y
durante la hipertermia (42 °C) de la zona modificada. Datos
obtenidos en la zona modificada (zMOD) y la zona
normotérmica (zNORM); Diferencias respecto del valor basal de
la misma zona: * p<0.05; ns, no significativas
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42.2.1 Zona modificada

Durante la fase maxima de la hipotermia, se registr6 en esta zona una
disminucion de la VC desde 63+9 cm/s, a 37 °C, hasta 46+7 cm/s (p<0.001), a la
temperatura minima. Durante la hipertermia, el valor promedio de la VC
aument6 desde 61+16 cm/s hasta 69+18 cm/s (p<0.05). La Tabla 4.8 recoge los
valores absolutos promedio y los aumentos porcentuales promedio respecto de

la situacion basal, en esta zona.

42.2.2 Zonanormotérmica

En esta zona, no se registraron cambios significativos en la VC durante las
modificaciones de temperatura en la zona modificada. La Tabla 4.9 recoge los
valores absolutos promedio y los aumentos porcentuales promedio respecto de

la situacion basal.

Tabla 4.8 Velocidad de conduccion en la zona modificada, durante la hipotermia
maxima y durante la hipertermia. Valores absolutos e incrementos relativos a la
situacion basal

VC (cm/s) AVC (%)
Tbasal 639
HIPOTERMIA Tmin 46+TH -25+14#
Tbasal* 64+14 0+14
Tbasal 6116
HIPERTERMIA
Tmax 69+18* 11+12*

* retorno a la temperatura basal tras la hipotermia
Diferencias significativas respecto del valor basal, # p<0.001 * p<0.05
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Tabla 4.9 Velocidad de conduccion en la zona normotérmica, durante la hipotermia
maxima y durante la hipertermia. Valores absolutos e incrementos relativos a la

situacion basal

VC (cm/s) AVC (%)
Thbasal 66+15 -
HIPOTERMIA Tmin 66+16 07
Tbasal* 72417 6+18
Thbasal 68+22 -
HIPERTERMIA
Tméax 65+16 4424

* retorno a la temperatura basal tras la hipotermia

4.2.3 Longitud de onda

No se han hallado cambios estadisticos significativos en la longitud de onda

del proceso de activacion, durante las modificaciones de temperatura, en

ninguna de las dos zonas (normotérmica y modificada) (Figura 4.26).

O Tbasal W hipotermia [J Thasal*

O Tbasal M hipertermia
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Figqura 4.26 Longitud de onda del proceso de activaciéon. Valores obtenidos en la zona
modificada (zMOD) y la zona normotérmica (zZNORM). Izquierda: Datos correspondientes a la
temperatura basal, durante la hipotermia maxima de la zona modificada y tras retornar a la
situacion basal (Tbasal*). Derecha: Datos a la temperatura basal y durante la hipertermia (42
2C); ns, diferencias no significativas respecto del valor basal de la misma zona
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A continuacion (Tabla 4.10 y Tabla 4.11), se ofrecen los valores absolutos
promedio y los aumentos porcentuales promedio respecto de la situacion

basal, en cada una de las zonas.

42.3.1 Zona modificada

En esta zona, aunque existieron algunas diferencias en el valor promedio de la
LO durante la hipotermia (7.7+1.1 cm a 17 °C vs. 8.8+1.8 cm a 37 °C) y durante
la hipertermia (7.3+2.3 cm a 42 °C vs. 7.6+2.3 cm a 37 °C), éstas no alcanzaron

significacion estadistica en ninguno de los dos casos.

Tabla 410 Longitud de onda en la zona modificada, durante la hipotermia
maxima y durante la hipertermia. Valores absolutos e incrementos relativos a la

situacion basal

LO (cm) ALO (%)

Tbasal 8.8+£1.8 -
HIPOTERMIA Tmin 7.7+1.1 -6.4+15.5
Thasal* 9.2+2.3 5.7+26.5

Tbasal 7.6+2.3 -

HIPERTERMIA

Tmaéx 7.3+2.3 -5.4+9.3

* retorno a la temperatura basal tras la hipotermia

42.3.2 Zonanormotérmica

En esta zona tampoco hubo cambios significativos en la LO, durante la
hipotermia (9.4+2.6 cm a 17 °C vs. 9.0+2.0 cm a 37 °C) ni durante la hipertermia
(7.6£2.1 cm a 42 °C vs. 8.242.0 cm a 37 °C).
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Tabla 411 Longitud de onda en la zona normotérmica, durante la hipotermia
maxima y durante la hipertermia. Valores absolutos e incrementos relativos a la
situacion basal

LO (cm) ALO (%)
Tbasal 9.0£2.0 -
HIPOTERMIA Tmin 9.4+2.6 4.5+12.9
Tbasal* 9.5+2.6 3.1+22.3
Thbasal 8.2+2.0 -
HIPERTERMIA
Tméx 7.6+2.1 -8.1+23.5

* retorno a la temperatura basal tras la hipotermia

4.3 Relacion entre la frecuencia dominante de la FV y los
parametros electrofisiologicos

En primer lugar se ha estudiado la relacion existente entre los dos parametros
obtenidos mediante analisis espectral y mediante analisis temporal de la sefial
fibrilatoria. A continuacion se ha analizado la relacion de la frecuencia
dominante de la sefal de FV con los pardmetros electrofisiologicos obtenidos

durante la estimulacion con el tren base.
e Correlacion entre FrD e intervalo VV de la FV

En la Figura 4.27 se muestra el diagrama de dispersion en el que se aprecia la
relacion entre los valores obtenidos de frecuencias dominantes y los intervalos
de activacion promedio, durante la FV. Se han considerado conjuntamente los
datos correspondientes a las situaciones basales y a las distintas temperaturas
en ambas zonas (electrodos multiples) en el conjunto de experimentos (354
casos en total). Cada uno de estos datos corresponde al valor promedio de los
determinados en cada electrodo individual. En el margen de valores obtenidos
en esta experimentacion, el coeficiente de correlacion entre estas dos variables

fue alto (r=0.911, p<0.001). Al relacionar la frecuencia dominante de la FV (FrD,
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en Hz) con la inversa del intervalo de activacion (IVV, en s?), la recta de

regresion obtenida fue: FrD=1.385-1VV-8.842, r=0.919, p<0.001 (Figura 4.28).
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Figura 4.27 Diagrama de dispersion con las frecuencias dominantes

promedio (FrD) proporcionadas por el analisis espectral, y los intervalos
de activacion promedio (VV) proporcionados por el analisis en el dominio

del tiempo
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Figura 4.28 Recta de regresion obtenida al relacionar las frecuencias

dominantes promedio (FrD), proporcionadas por el analisis espectral, con
la inversa de los intervalos VV promedio (IVV), proporcionados por el
analisis en el dominio del tiempo
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Correlacion entre FrD y los parametros electrofisiolégicos obtenidos

durante la estimulacion con tren base

En este caso se han considerado conjuntamente los pardmetros
correspondientes a las situaciones basales y durante las modificaciones de
temperatura en la zona modificada, es decir: temperatura basal anterior a la
hipotermia, hipotermia méaxima, temperatura basal anterior a la hipertermia, e

hipertermia.

Al efectuar el analisis de regresion simple entre FrD y cada uno de los
parametros electrofisiologicos obtenidos durante la estimulacion con tren base
a la misma temperatura, se han obtenido regresiones significativas con los
periodos refractarios efectivo y funcional, no asi con la velocidad de

conduccion ni con la longitud de onda de la senial (Tabla 4.12).

Tabla 4.12. Correlacion simple entre la frecuencia dominante de la FV y cada uno
de los pardmetros electrofisiologicos obtenidos durante la estimulaciéon con tren
base. PRE - Periodo refractario efectivo. PRF - Periodo refractario funcional. VC -
Velocidad de conduccién. LO - Longitud de onda

FiD - PRE FiD - PRF FD-VC FD-LO
r=-0.756 =-0.765 r=0.330 r= -0.239
p< 0.001 p< 0.001 p<0.07 p< 0.231

Al realizar el analisis de regresién multiple (método escalonado) entre FrD
y los parametros mencionados, las variables independientes incluidas en la
funcion han sido, en primer lugar PRE, y en segundo lugar VC (r=0.834,
p<0.001).
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Capitulo 5

Discusion

L os resultados presentados en el capitulo anterior seran discutidos en

éste, el cual se divide en varios apartados. En primer lugar se discutiran
los efectos de las modificaciones locales de temperatura sobre la frecuencia de
activacion de la fibrilacion ventricular. Se analizaran los efectos de la
hipotermia y de la hipertermia sobre el intervalo de activacién y la frecuencia
dominante de la FV en la zona en la que se modifica la temperatura, la
reversibilidad de los cambios producidos en dicha zona y los efectos sobre la
zona normotérmica. En segundo lugar se analizara la capacidad de los cambios
locales de temperatura para interrumpir la arritmia. A continuacion se
discutiran las variaciones sufridas por los parametros electrofisiologicos
analizados (refractariedad, velocidad de conduccion y longitud de onda del
proceso de activacion) durante la hipotermia y la hipertermia. La relacion entre
la frecuencia de activacion durante la FV y dichos pardmetros, se analizara en
el siguiente apartado. Por ultimo, se describirdn las limitaciones del estudio

experimental realizado.
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5.1 Efectos de las modificaciones locales de temperatura sobre la
frecuencia de activacion durante la FV

Los resultados proporcionados por el analisis espectral de las sefales
fibrilatorias epicardicas y por el andlisis de los histogramas de los ciclos de
activacion ventricular, muestran que la hipotermia aplicada localmente posee
un efecto enlentecedor sobre la arritmia en la zona donde se efectia la
aplicacion. Por el contrario, la hipertermia provoca una aceleracion local de la

activacion ventricular en la zona considerada.

Los dos métodos de andlisis de la frecuencia de activacion han
proporcionado informacién superponible. La frecuencia dominante de la FV y
la media del intervalo de activacion estan claramente relacionadas (correlacion
negativa elevada en el margen de valores obtenidos). La recta de regresion que
relaciona FrD con la inversa de VV muestra una pendiente proxima a la
unidad. Estos resultados son compatibles con los obtenidos por otros autores
que han expresado correlaciones elevadas entre la longitud de los ciclos
ventriculares y los picos espectrales de las sefiales unipolares registradas en

modelos experimentales de fibrilacion [Chorro et al. 2000a].

Cabe destacar que, hasta el momento, apenas existian estudios en donde
se hubieran analizado sistematicamente los efectos de la temperatura sobre la
frecuencia de activacion una vez ha sido desencadenada la fibrilacion
ventricular, y en las pocas referencias existentes al respecto se aborda
unicamente el papel de la hipotermia generalizada [Strohmenger et al. 1997,
Chorro et al. 2002].

5.1.1 Efectos de la hipotermia local

El efecto enlentecedor de la disminucion global de temperatura —no asi el de
su aumento— sobre la activacion ventricular durante la FV, ha sido
demostrado por Chorro ef al. (2002) en un modelo experimental de similares

caracteristicas, aunque con diferentes técnicas y distinto protocolo. En el
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trabajo citado, la reduccion de la temperatura se realiza mediante inyeccion
directa de Tyrode frio (4 °C) en el interior del ventriculo o en el sistema de
perfusion. Como consecuencia, se produce transitoriamente una hipotermia
generalizada que es capaz de interrumpir la arritmia cuando la temperatura
epicardica disminuye por debajo de los 20 °C. A diferencia de éste, en el
presente trabajo la aplicacion de la hipotermia se realiza de forma tépica y
controlada, quedando ésta limitada a la region del ventriculo abarcada por el
electrodo modificador. Esto ultimo se deduce de los datos obtenidos a partir de
los registros de temperatura efectuados en zonas distantes del area de contacto
con dicho electrodo, zonas que no han experimentado variaciones
significativas de su temperatura. Ademas, la disminucion de la temperatura se
efecttia de manera escalonada y no en régimen transitorio, estabilizandose ésta
durante varios minutos antes de cuantificar los parametros que se analizan. El
estudio se ha realizado para cada escalon y los efectos sobre la frecuencia de
activacion se han manifestado significativos en todas las fases de la hipotermia

—hipotermia maxima (22 °C-17 °C), moderada (27 °C) y leve (32 °C).

El ajuste lineal de la relacion FrD-T, que en nuestro caso se ha obtenido
para la zona modificada y utilizando los valores promedio de cada escalon
durante la disminucién gradual de la temperatura local, es muy similar al
presentado por el trabajo mencionado durante la reduccion brusca y global de
la temperatura, sobre todo en lo que concierne a la pendiente de dicha recta
—FrD=0.428T-0.260, frente a FrD=0.43T-1.63 (perfusion fria global) y
FrD=0.44T-1.49 (inyeccion directa en interior del ventriculo izquierdo) de
Chorro et al. (2002)—. Estos resultados sugieren una dependencia lineal de la
frecuencia de activacidon con la temperatura, en el rango estudiado, que no

depende de la velocidad de cambio de esta ultima.

Aunque la temperatura solo fue registrada en tres puntos diferentes —en
la region modificada del ventriculo izquierdo (zMOD), en la zona alejada

situada en el mismo ventriculo (zZNORM), y en el interior de éste— los datos
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obtenidos permiten pensar en la existencia de un gradiente de temperatura,
desde la superficie epicardica abarcada por el dispositivo-electrodo hasta las
otras zonas donde la temperatura no sufre cambios significativos. De manera
similar, Schwartz et al. (2001), en un estudio con cerdos in vivo en los que
estudiaban los efectos cardioprotectores de la hipotermia topica, constataron la
existencia de un gradiente de temperaturas a lo largo de la pared ventricular,
registrando adicionalmente la temperatura del interior de la pared ventricular
con un termopar de insercion. En su caso indujeron la hipotermia mediante la
aplicacion de una bolsa con solucion salina a 0 °C, directamente sobre la zona

del epicardio que mas tarde se convertiria en isquémica por oclusion coronaria.

5.1.2 Efectos de la hipertermia local

En lo referente a la hipertermia, no existen estudios experimentales en los que
se hayan cuantificado los efectos de ésta sobre la frecuencia de la FV. Se sabe,
sin embargo, que el calentamiento moderado del miocardio posee un efecto en
la electrofisiologia del tejido, contrario al que produce el enfriamiento; esto es,
se acorta la duracion de los potenciales de accion y se incrementa la velocidad
de conduccién [Kuo ef al. 1983, Tachibana et al. 1999]. Nuestros resultados
evidencian una aceleracion de la senal fibrilatoria durante la hipertermia (42
°C) similar en magnitud al enlentecimiento experimentado durante la
hipotermia moderada (32 °C). No se ha experimentado con temperaturas
superiores, ya que se podria provocar un dafio irreversible en el tejido

cardiaco.

5.1.3 Reversibilidad de los cambios

Una vez suprimidos los cambios de temperatura, FrD y VV toman valores
similares a los basales, aunque con ligeras diferencias que sélo en el caso de la
hipotermia llegan a tener significacion estadistica (antes de la hipotermia:
FrD=16.0+2.7 Hz y VV=57.946.7 ms; tras la hipotermia: FrD=17.7+3.4 Hz, p<0.02
y VV=54.7+6.7 ms, p<0.03). Estas diferencias no parecen estar originadas por

cambios remanentes en el tejido tras la normalizacion de la temperatura,
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puesto que los valores medios de FrD obtenidos al remitir los cambios son algo
superiores a los de partida —inferiores en el caso de VV—. Los cambios
producidos por el aumento de la temperatura epicardica se han mostrado
reversibles puesto que, tras la hipertermia, las ligeras diferencias observadas en
los valores promedio de FrD e intervalo VV no poseen significacion estadistica
(antes de la hipertermia: FrD=17.7+34 Hz y VV=54.7+6.7 ms; tras la
hipertermia: FrD=16.8+2.9 Hz, n.s., y VV 56.6+£5.3 ms, n.s.).

Por otro lado, al comparar los valores obtenidos en cada escalon de subida
de T (22 °C, 27 °C, 32 °C y 37 °C) con los obtenidos en los respectivos escalones
de bajada, no se han encontrado diferencias significativas en estos parametros.
Tampoco la observacion de las curvas trazadas independientemente para cada
experimento mostro la existencia de tendencia alguna, por lo que no hay
evidencia de histéresis en la curva que relaciona la frecuencia de activacion

durante la FV con la temperatura.

514 Dispersion de FrD y concentracion espectral

Durante la hipotermia, los valores de FrD maxima y minima de las sefiales
registradas en zZMOD evolucionan de forma similar al promedio, por lo que el
enlentecimiento registrado en la frecuencia de activacion al enfriar la zona
modificada se debe a una disminucion tanto de los valores maximos como

minimos de las frecuencias locales de activacion de dicha zona.

Por otra parte, la aceleracion de la FV causada por la hipertermia, parece
sobre todo provocada por un aumento de los valores maximos. Un
comportamiento como éste, para un modelo similar, se ha descrito en relacion
con la dilatacion [Chorro et al. 2002b]. Segun dicho estudio, la dilatacion
ventricular provoca un aumento de los valores promedio y minimo de FrD de
la zona afectada, pero especialmente de su valor maximo. A diferencia de sus
resultados, en nuestro caso, las pruebas estadisticas aplicadas no evidencian
globalmente variaciones en las diferencias entre valores maximos y minimos

de FrD cuando se modifica la temperatura, aunque si se han registrado
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diferencias en algunos escalones de temperatura. En este sentido, los
resultados obtenidos no permiten concluir si las modificaciones de
temperatura provocan, o no, cambios en la heterogeneidad de los patrones de
las frecuencias de activacion en la zona modificada. Un estudio mas completo
requeriria del andlisis de los mapas de distribucion de las frecuencias de
activacion locales y su evolucion con la temperatura —en ese caso seria
conveniente una mayor resolucion espacial en la determinacion de las
frecuencias, para lo cudl se necesitaria un mayor nimero de electrodos en la

zona modificada.

En cuanto a la concentracion espectral de la sefal fibrilatoria entorno a su
componente principal de su espectro de potencias, al analizar las diferencias
entre la situacion basal y la hipotermia maxima o la hipertermia, no se han
encontrado cambios estadisticamente significativos en las sefiales registradas
con los dos electrodos utilizados. Ademas, analizando experimento a
experimento la correlacion CE-T en la zona modificada, sélo en 5 casos resultd
significativa (positiva en dos de ellos y negativa en tres). De estos datos no se
deduce que las variaciones de temperatura modifiquen siempre en el mismo

sentido el grado de organizacién de las senales fibrilatorias.

5.1.5 Afectacion de la zona normotérmica

En contraste con la teoria de las ondas multiples de Moe, una de las hipdtesis
vigentes sobre los mecanismos de inicio y mantenimiento de la fibrilacion
ventricular plantea la existencia de zonas de activacion rapida cuya presencia
determina la propagacion o "conduccion fibrilatoria" hacia el resto del
miocardio [Jalife et al. 1998a,b]. Seguin esta hipodtesis, un tinico o pocos rotores
de alta frecuencia, de caracter marcadamente estacionario, serian los
responsables de la FV. Los frentes de onda emanados del foco principal se
fragmentarian al interaccionar con las heterogeneidades del tejido, y serian los
responsables del complejo patron fibrilatorio. Esta hipdtesis ha sido respaldada

por algunos estudios experimentales con modelos de corazén aislado de
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diferentes especies —conejo [Chen et al. 2000], oveja [Zaitsev et al. 2000] y
cobaya [Samie et al. 2001]—, en los que se emplea el andlisis espectral de las
senales epicardicas y las técnicas cartograficas de alta resolucion (mapeo
optico) para demostrar la existencia de regiones o dominios discretos en el
miocardio, caracterizados por una frecuencia dominante y dotados de cierta

organizacion espacio-temporal.

Si la teoria del foco estacionario responsable de la FV fuera cierta, los
factores que modifican la excitabilidad de las células miocéardicas podrian
alterar las caracteristicas funcionales de las ondas espirales que sustentan la
fibrilacion y los patrones de transmision desde las zonas de activacion mas
rapida hacia el resto del tejido. De esta manera, la modificacion local de la
temperatura en una zona del miocardio (zona modificada) podria tener
consecuencias en el proceso de activacion de zonas distantes (zonas

normotérmicas).

En el presente trabajo, aunque los valores promedio de FrD y VV de la
zona normotérmica del ventriculo analizado han experimentado ligeros
cambios en la misma direcciéon que los de la zona modificada, las pruebas
estadisticas aplicadas no les han dotado globalmente de significacion
estadistica. Comparando por pares los valores de los pardmetros obtenidos a
cada temperatura con los basales, solo se registra una modificacion
significativa de VV y FrD para el escalon de 27 °C (p<0.03 y p<0.01,
respectivamente). La maxima variacion porcentual de FrD en zNORM es —
10.0+13.7%, frente a -51.8+13.5% en zMOD, no registrandose en paralelo un
cambio significativo de la temperatura de dicha zona. Las altas desviaciones
tipicas en comparacion con el valor promedio, junto con el hecho de la no
significacion global y que en escalones mas bajos de T no se mantenga la

tendencia, restan protagonismo a dicha variacion.

Analizando cada experimento por separado, no se presentaron casos en

los que la FrD de la zona normotérmica mostrara una correlacion alta con la
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temperatura de la zona modificada, o similar a la obtenida en esta ultima. Tan
solo en dos de los experimentos se obtuvo una correlacion moderada (r=0.706 y
r=0.674, p<0.03) —en zMOD, FrD se correlacion6 bien con T en todos ellos
(r=0.912+0.05, p<0.001)—, que en este caso podria deberse a una ligera
transmision de las variaciones de temperatura, desde la zona modificada hasta

la normotérmica.

A la vista de estos resultados, el analisis de las variaciones en la frecuencia
de activacion de la zona normotérmica no parece evidenciar afectacion en ésta
como consecuencia de lo ocurrido en la zona modificada, donde si se producen
cambios en la activacion. Esta afirmacion es compatible con la hipotesis de las
multiples ondas, pues el proceso de activacion en el area abarcada por el
electrodo convencional dependeria fundamentalmente de las propiedades
electrofisiolégicas de dicha zona. Aun asi, las limitaciones del estudio
(densidad y numero de electrodos, ubicacion fija de los electrodos, no
realizacion de mapas de activacion en la zona modificada durante la FV, ...) no
permiten descartar la existencia de conduccion fibrilatoria en nuestro modelo.
Hay que tener en cuenta que el electrodo modificador s6lo cubre una parte del
VL. Si el rotor responsable de la FV no se encontrara en esta zona, o estuviera
localizado mas cerca del endocardio que del epicardio, su frecuencia no se

veria afectada por la temperatura del electrodo.

5.2 Capacidad de interrupcion de la arritmia

La perpetuacion de los procesos fibrilatorios se ha relacionado con la existencia
de un numero suficiente de frentes de onda reentrantes simultaneos que hacen
posible que el proceso fibrilatorio no se extinga espontdneamente —teoria de
las ondas multiples de Moe [Moe 1962]—. Si disminuyera este ndmero,
aumentaria la probabilidad de cese, y esta disminuciéon podria originarse si
aumentara el tamafio de los circuitos reentrantes. El tamafio de estos circuitos

se ha relacionado entre otros factores con la longitud de onda del proceso de
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activacion, y por tanto con la refractariedad y la velocidad de conduccion.
Estos dos tiltimos parametros se ven afectados por la temperatura [Mortensen

et al. 1993, Bjornstad et al. 1994, Ujhelyi et al. 2001].

Por otra parte, se sabe que la hipotermia puede llegar a impedir el
mantenimiento de la FV [Chorro et al. 2002]. Pero, a diferencia de lo que ocurre
cuando se enfria de forma aguda y generalizada el ventriculo izquierdo desde
el endocardio —o todo el corazon desde el sistema de perfusion—, en los
experimentos de la presente investigacion las modificaciones locales en el
margen de temperaturas estudiado no ha demostrado, de forma reproducible,
capacidad de interrupcion de la arritmia. Este hecho puede estar relacionado
con dos factores: el mantenimiento de la masa critica necesaria para la
perpetuacion de la FV [Garrey 1914, Zipes et al. 1975, Kim et al. 1997], y el
propio valor de temperatura obtenida. El drea afectada por el enfriamiento
selectivo de la superficie de contacto del epicardio con el electrodo, algo menos
de la mitad de la correspondiente a la pared libre del ventriculo izquierdo, no
debe ser suficiente para que se produzca la exclusion de la masa ventricular
necesaria en el proceso de excitacion. Por otra parte, en el modelo experimental
utilizado, la minima temperatura alcanzada (17 °C) corresponde tan solo al
epicardio ventricular, estando el resto del corazon perfundido a 37 °C. Cuando
en el estudio de Chorro et al. (2002) se detiene la FV, la temperatura epicardica
es de 20 °C, pero ésta es el resultado del enfriamiento global por conduccion,
desde el interior del ventriculo (inyeccion directa) o desde el propio flujo
coronario (perfusion fria), zonas en las que, con probabilidad, la temperatura

ha llegado a alcanzar valores sensiblemente menores.

Durante los experimentos de esta investigacion, hubo dos casos en los que
la fibrilacion cesé mientras se efectuaba la reduccion de temperatura —no asi
durante el control—. Estos, que no fueron reproducibles, podrian consistir en
ceses espontaneos no relacionados con este factor, de igual manera que en los

ocurridos de manera esporadica en alguno de los experimentos, a los pocos



Cap. 5 DISCUSION 163

minutos de la induccion de la FV y en este caso sin existir cambio alguno en las

condiciones de la preparacion.

5.3 Variaciones en los parametros electrofisiologicos provocadas por
los cambios de temperatura

El andlisis de la activacion ventricular durante la FV es complejo debido a las
caracteristicas de la arritmia y a las limitaciones de las técnicas utilizadas. La
fibrilacion posee caracteristicas tridimensionales, habiéndose observado
patrones de activacion variables en distintos planos al de la superficie
epicardica [Lee et al. 1996]. Ademads, durante la arritmia se produce la
coexistencia de diferentes frentes de onda que acaban fragmentandose al
colisionar entre si o con las heterogeneidades del tejido, razones por las que la
determinacion experimental de parametros como la velocidad de conduccion y
los periodos refractarios durante la FV es una labor ciertamente complicada, y
presenta diversas limitaciones [Chorro et al. 2000a]. En el estudio objeto de esta
Tesis Doctoral, se ha optado por analizar tnicamente la influencia de la
temperatura en los pardmetros electrofisiologicos determinados durante la
estimulacion constante, puesto que su estimacion resulta mas fiable que la
realizada durante la FV, y también éstos han sido relacionados con las

caracteristicas de la arritmia [Chorro et al. 2000a].

5.3.1 Variaciones de la refractariedad

En el presente estudio se ha observado que la modificacion de la temperatura
local del epicardio ejerce un efecto modulador sobre la FV en la zona afectada,
con una correlacion lineal entre la frecuencia de activacion de la FV y la
temperatura del epicardio. La frecuencia de activacion de la FV se ha
relacionado con la longitud de onda, pero sobre todo con el periodo refractario
[Chorro et al. 2000a]. Por otra parte, se sabe que la hipotermia prolonga los
periodos refractarios ventriculares [Sprung et al. 1995, Salama et al. 1998], efecto

que ha sido atribuido a la ralentizacion de las corrientes ionicas responsables
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de la repolarizacion [Herve et al. 1992, Kiyosue et al. 1993]. En consecuencia, el
enlentecimiento o aceleracion de la arritmia podria estar asociado con una

modificacion de este parametro.

Efecto de la hipotermia

El alargamiento del periodo refractario efectivo por la hipotermia —no asi el
funcional— ha sido analizado con diferentes propdsitos en modelos in vivo y
aislados. Ujhelyi et al. (2001), en un estudio con cerdos en el que analizan los
requerimientos energéticos de la desfibrilaciéon, encuentran que una hipotermia
global de 30 °C alarga el PRE entre un 5 % y un 15 %. Por su parte, Boersma et
al. (2002), en una ldmina aislada de tejido ventricular de conejo, registran una
prolongacion media del PRE de un 24 % al enfriar por debajo de 15 °C la zona
central del tejido. Para disminuir la temperatura local y provocar asi un
gradiente de refractariedad que facilite la reentrada, utilizan una sonda
metalica con circulacion de agua fria —en su punta incluye 37 electrodos—,
aunque no tienen un control exacto sobre la temperatura conseguida en el
tejido. En el presente trabajo, al igual que en los estudios mencionados, en los
que tanto el modelo experimental como el protocolo y las técnicas utilizadas
son diferentes, se ha observado una prolongacion significativa del PRE y el
PRF con la hipotermia. El promedio de los incrementos porcentuales del PRE
local durante la hipotermia maxima (22 °C-17 °C) ha sido 17+9 %, mientras que
el del PRF —no analizado en ninguno de los estudios precedentes— ha
aumentado 21+7 % respecto de los valores a temperatura basal. Ademas, el
presente estudio ha permitido constatar la reversibilidad de dichos efectos,

puesto que las diferencias remiten al regresar a la temperatura basal.

Efecto de la hipertermia

Se sabe que el calentamiento del miocardio acorta la fase de repolarizacion
ventricular [Kuo et al. 1983, Kubota et al. 1988], y con ella la refractariedad del
tejido, aunque la informacién disponible al respecto es muy escasa. Tachibana

et al. (1999), en un estudio con perros anestesiados en el que intentan crear un
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modelo reproducible para inducir la FV, registran un descenso significativo del
PRE con la hipertermia moderada del ventriculo izquierdo (126+13 ms, a 42 °C,
frente a 176+34 ms, a 35 °C). Nuestros resultados demuestran la existencia de
este efecto en el corazdén de conejo aislado, pues el promedio de las variaciones
experimentadas por el PRE y el PRF durante la hipertermia ha sido 136 % y

1246 %, respectivamente.

Afectacion de la zona normotérmica

Los resultados durante la estimulacion con tren base muestran claramente los
efectos de las variaciones locales de la temperatura en la zona que se modifica,
pero, al igual que ocurriera con la frecuencia de activacion de la FV, el valor
promedio de los periodos refractarios de la llamada zona normotérmica sufre
una ligera desviacion en el mismo sentido que los de la zona modificada
(aunque muy atenuada en comparacion con aquella). En el caso del PRE y el
PRF durante la hipotermia (no asi durante la hipertermia), estas desviaciones
se convierten en diferencias significativas. De la misma manera, en el estudio
de Boersma et al. (2002), los autores también registraron en la mitad de los
experimentos un pequeno, pero significativo, incremento del PRE —se
encontraba entre 5 y 15 ms, similar, por tanto, a nuestro caso—. Se sugirio
entonces que esta circunstancia podia ser debida a la transmision parcial del
enfriamiento local. Este efecto también podria estar presente en nuestro
trabajo, donde varios factores —desproporcion en la prolongacion de los
periodos refractarios de ambas zonas, aparicion de diferencias interzonas altas
y significativas solo durante las modificaciones de temperatura, estimacion de
la refractariedad a la temperatura mas baja (por tanto con mayor probabilidad
de transmision), medida de la temperatura de la zona normotérmica en un
unico punto— sugieren el hecho de que, pese a las leves diferencias registradas
en la llamada zona normotérmica, los cambios en la refractariedad se

circunscriben al drea cuya temperatura se modifica.
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5.3.2 Variaciones de la velocidad de conduccion

Son escasos los trabajos en los que se ha abordado la cuantificacion de las
modificaciones de la velocidad de conducciéon del proceso de activacion
miocardica por efecto de las variaciones de temperatura, aunque también se
han aportado datos indirectos relacionando este parametro con la duracién del
intervalo QT, o la del complejo QRS [Ujhelyi et al. 2001]. A pesar de la
limitaciéon de los datos, los resultados de estos estudios —realizados con
diferentes técnicas y en modelos experimentales distintos al nuestro— sugieren
la existencia de una dependencia directa de la VC con la temperatura de la

preparacion.

En nuestro trabajo, al igual que ocurriera con los periodos refractarios, las
velocidades de conducciéon fueron determinadas a la temperatura basal y
durante la hipotermia maxima e hipertermia local. La hipotermia local (22 °C-
17 °C) ha dado lugar a una disminucién de la VC en la zona modificada de un
27 %, mientras que la hipertermia ha originado un aumento de un 13%, si bien
en este ultimo caso con menor significacion estadistica. Comparando con otros
trabajos, Smeets et al. (1986) observaron una disminucién del 38 % en la VC
respecto de su valor a temperatura basal, al enfriar a 27 °C tejido auricular de
conejo. Un resultado similar fue el aportado por Nygren et al. (2003), que, en
ventriculos de ratones enfriados a 32 °C, registraron velocidades de conducciéon
menores en un 28% a las obtenidas a 37 °C. Por otra parte, los efectos del
calentamiento sobre la velocidad de propagacion del impulso eléctrico han
sido analizados por Simmers et al. (1995) que, en preparaciones ventriculares
de miocardio canino, registraron un incremento del 14% en la VC al perfundir

el tejido a temperaturas entre 41.5 °C y 42.5 °C.

Las modificaciones sufridas por la velocidad de conduccion, al igual que
las de la refractariedad, se han mostrado reversibles en el modelo utilizado,

puesto que al suspender las modificaciones locales de temperatura las
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diferencias remitieron, presentando entonces la VC valores promedio muy

similares a los registrados a la temperatura basal.

En cuanto a la zona normotérmica, no se han evidenciado variaciones
significativas de la velocidad de conduccién durante las modificaciones de
temperatura de la otra zona. Si los cambios locales en la VC se explican por
alteraciones en la dindmica de los canales idnicos de las células cardiacas que
constituyen el tejido excitable, es logico pensar que los cambios locales de
temperatura no deben afectar al proceso de conduccion de zonas cuya

temperatura no se ve afectada.

5.3.3 Variaciones de la longitud de onda

La longitud de onda del proceso de activacion se ha definido como la distancia
recorrida por la onda de despolarizacion durante un tiempo igual al periodo
refractario (Wiener & Rosenblueth 1946). Este pardmetro representa por tanto
la longitud que recorrera la onda en el tiempo que tarda el tejido en volver a
ser excitable. La facilidad en la induccion de arritmias basadas en reentradas
funcionales se relaciona, entre otros factores, con este parametro, como ha sido
demostrado por Smeets et al. (1986) y Rensma et al. (1988) en tejido auricular.
La disminucién de la LO favoreceria la coexistencia de ondas de activacion
simultaneas sustentadoras del proceso fibrilatorio, mientras que su
prolongacion tendria un efecto antiarritmico, al aumentar el tamafo y

disminuir el nimero de los circuitos reentrantes.

La velocidad de conduccion del impulso eléctrico y la refractariedad del
tejido se ven afectadas por la temperatura del miocardio. En consecuencia, las
variaciones de estos parametros podrian dar lugar a cambios significativos de
laLO. Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran un aumento
del PRF con la hipotermia, acompafnado de una disminucién paralela de la
VC, en la zona modificada. Por el contrario, durante la hipertermia el PRF
disminuye y la VC aumenta. Las acciones divergentes sobre ambos pardmetros

pueden conducir a resultados diversos sobre la LO —segun el predominio de
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los cambios sobre uno u otro—, como ha podido constatarse al analizar las
modificaciones de la LO por accion de farmacos [Allessie et al. 1998, Chorro et
al. 2000a], o por efecto de la dilatacion ventricular [Chorro et al. 1998]. Las
determinaciones que hemos efectuado con ciclos de 250 ms tras las
modificaciones de temperatura, muestran una accion equilibrada y
contrapuesta sobre ambos pardmetros, por lo que no se obtienen
modificaciones significativas en la LO en ninguna de las zonas analizadas. No
obstante, esto no significaria necesariamente que la LO durante la FV no esté
afectada por la hipotermia/hipertermia local. De hecho, Chorro et al. (2000a), al
analizar el efecto de varios farmacos (flecainida, verapamil y sotalol) sobre el
proceso de activacion, observaron que la LO no sufria variaciones significativas
durante la estimulacion con tren base, pero en las determinaciones efectuadas
durante la FV el predominio de la accion sobre la refractariedad conducia a un

aumento significativo de la LO.

5.4 Relacion entre la frecuencia de activacion durante la FV y los
parametros electrofisiologicos

En el modelo utilizado, la hipotermia y la hipertermia local han modificado
tanto la frecuencia de activacion durante el proceso fibrilatorio como algunos
de los parametros electrofisioldgicos determinados durante la estimulacion con
tren base, hechos que permiten analizar la relaciéon existente entre los mismos.
Los aumentos de la longitud de onda implican una reduccion en el namero de
frentes de ondas originados durante los procesos fibrilatorios y una
disminucion de la frecuencia de activacion durante este tipo de arritmias. Este
hecho ha sido demostrado durante la fibrilacién auricular [Wang et al. 1992].
En nuestro estudio se han encontrado correlaciones inversas y significativas
entre la frecuencia de activacion de la FV, determinada mediante anAlisis
espectral, y los periodos refractarios efectivo y funcional durante la
estimulacion basal (r=0.756, p<0.001, y r=0.765, p<0.001). No ha existido, sin

embargo, correlacion significativa de la FrD con la longitud de onda, y aunque
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el analisis de la correlacion con la velocidad de conduccion ha estado cercano a
alcanzar significacion estadistica, el coeficiente de correlacion ha sido bajo
(signo positivo). Estos resultados son compatibles con los obtenidos en el
estudio de Chorro et al. (2000a), en el que se analizaba coémo afectan ciertos
farmacos a la frecuencia de activacion. A pesar de haber realizado también la
estimacion de los pardmetros durante la FV, estos autores encontraron
correlaciones mas altas de la FrD con los periodos refractarios —incluso con los
obtenidos durante la estimulacion con tren base— que con la LO o la VC. En
nuestro caso, tras el andlisis de correlacion multiple aplicado a los datos
obtenidos, son las variables PRE y VC —obtenidas ambas durante estimulacion
basal—, en este orden, las que mejor predicen el valor de FrD de la FV. En el
estudio anteriormente citado, fueron los periodos refractarios funcionales,
determinados durante la FV y durante el tren base respectivamente, las

variables independientes de la regresion.

Teniendo en cuenta las limitaciones metodoldgicas, y que no se ha
trabajado exactamente con los mismos pardmetros, la informacion obtenida en
nuestra investigacion reforzaria la teoria de que son las modificaciones en la
refractariedad las mayores responsables de las variaciones de la frecuencia de

activacion durante la FV.

5.5 Limitaciones del estudio

El estudio de la frecuencia de la senal fibrilatoria efectuado en el presente
trabajo esta sujeto a las limitaciones de las técnicas empleadas en la obtencion
de los parametros representativos. Es limitado tanto el tiempo de analisis de
las sefiales como la resolucion espacial conseguida, especialmente en la zona
modificada, donde el nimero maximo de electrodos y la distancia minima que
los separa quedan acotados por la tecnologia que se ha empleado en su

fabricacion.
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En trabajos experimentales previos de similares caracteristicas [Chorro et
al. 1998], se ha comprobado que en el modelo experimental utilizado, si se
mantiene la perfusidon coronaria durante la arritmia, las caracteristicas de la
misma son estables y los pardmetros obtenidos son reproducibles. Si bien es
posible que durante los primeros segundos tras la modificacion de la FV
existan transitorios en la organizacion de la actividad eléctrica, razon por la
que se ha esperado un tiempo antes del registro de las sefales tras la

estabilizacion de la temperatura.

El analisis del proceso fibrilatorio se efectia en las zonas epicardicas
abarcadas por los electrodos multiples, y no se obtiene informacién directa
sobre el resto del miocardio. Por tanto, en relacion con el tamano de los
electrodos, hay que considerar que pueden quedar fuera del analisis
fendmenos que ocurran en areas no exploradas. El hecho de que los electrodos
sean epicardicos limita la recogida de la informacion a la superficie de las
paredes ventriculares. Esta limitacion es comun a la de diversos trabajos en los
que se estudia la FV utilizando electrodos multiples o sistemas &pticos.
Ademas, cuando se interpretan los resultados obtenidos con sistemas de
cartografia epicardica, se ha de tener presente que el proceso fibrilatorio
ventricular ocurre en un medio tridimensional. Por estos motivos, las

conclusiones del estudio se refieren a las zonas analizadas.

Durante el protocolo utilizado, la localizacion en el ventriculo izquierdo
del electrodo que modifica la temperatura, se ha mantenido fija. Esto limita las
posibilidades de observacion del hipotético fendmeno de conduccion
fibrilatoria desde la zona enfriada/calentada. Si el rotor madre responsable de
la fibrilacion, al que diversos trabajos le han atribuido cierta estabilidad
espacial, tuviera una localizacién preferente en otras zonas del miocardio

[Samie et al. 2001], quedaria lejos del area de influencia.

Aunque la temperatura de la llamada zona normotérmica ha sido

registrada en su region fronteriza con el 4rea modificada, y no se han
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observado variaciones significativas, no puede descartarse totalmente la
transmision parcial de las modificaciones térmicas desde el area alterada, pues
la medida se ha efectuado en un sélo punto del epicardio. De igual manera, se
ha asumido que la temperatura de la zona modificada por el electrodo

disefiado es uniforme.

Debido a la dificultad para la determinacion precisa de los parametros de
refractariedad y velocidad de conducciéon durante la FV, puesta de manifiesto
en los trabajos en los que se ha llevado a cabo [Chorro et al. 2000a], se ha
optado por analizar unicamente el comportamiento de estos parametros
durante la estimulacion con tren base, lo que supone una limitacion en la

informacién obtenida.

Finalmente, cabe resaltar que la extrapolacion al ser humano de los
resultados de una experimentacion llevada a cabo con modelos animales,

deberia efectuarse teniendo en cuenta las diferencias interespecies.
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Capitulo 6

Conclusiones

A continuacion se resumen las principales conclusiones de la presente Tesis
Doctoral, relaciondndolas con los objetivos particulares expuestos para la

misma en el capitulo 2.
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1. Desarrollar un sistema de modificacion de la temperatura miocdrdica, que permita
provocar condiciones de hipotermia y de hipertermia controladas, circunscritas a
una region limitada del tejido, en modelos de corazén aislado.

Se ha disefiado, implementado y aplicado un método original que permite
simultdneamente la modificacion de la temperatura en un area limitada de
la superficie epicardica, la aplicacion de estimulos y el registro de los
electrogramas de dicha zona, en modelos de corazén aislado y perfundido
de conejo. El sistema desarrollado permite fijar con rapidez la temperatura
al valor deseado en la zona de contacto con el epicardio (en el margen de 17
°C a 42 °C) y estabilizarla durante el tiempo necesario. Durante la perfusion
a temperatura basal (37 °C), estas modificaciones se realizan sin cambios
significativos de temperatura en zonas distantes del epicardio o en el
endocardio del ventriculo afectado. La aplicacion de este dispositivo en un
protocolo experimental ha permitido obtener los resultados cuyas

conclusiones se relacionan a continuacion.

2. Empleando el anterior sistema en un modelo experimental de corazon aislado y

perfundido de conejo...

2.1. Analizar los efectos de la hipotermia y de la hipertermia sobre el intervalo de
activacion promedio (VV) y la frecuencia dominante de la FV (FrD).

La hipertermia local acelera de manera reversible la activacion durante la
FV en la zona en la que se aplica, mientras que la hipotermia la enlentece.
En el margen de 17 °C a 42 °C existe una relacion lineal entre la FrD o el

intervalo VV con la temperatura.

2.2. Analizar los efectos de la hipotermia y de la hipertermia sobre los pardmetros
electrofisiologicos basales (velocidad de conduccién, periodos refractarios y

longitud de onda del proceso de activacion miocdrdico).
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2.3.

24.

2.5.

Las variaciones locales de temperatura generan heterogeneidad en las
propiedades electrofisiologicas cardiacas. La hipotermia local prolonga la
refractariedad y disminuye la velocidad de conduccion de manera
reversible, mientras que la hipertermia posee el efecto contrario. Estas
variaciones no se acompanan de modificaciones significativas en la
longitud de onda del impulso cardiaco, debido a las acciones divergentes

sobre el periodo refractario funcional y la velocidad de conduccion.

Analizar la relacion entre la frecuencia dominante del proceso fibrilatorio
ventricular, y los pardmetros electrofisioldgicos obtenidos durante la estimulacion

basal.

Existe una relacion directa entre la FrD de la FV y los periodos refractarios
ventriculares obtenidos durante estimulacion basal. Esto sugiere que son
las modificaciones en la refractariedad las mayores responsables de las

variaciones de la frecuencia de activacion durante la FV.

Determinar si los cambios locales de temperatura consiguen provocar
modificaciones globales del proceso de activacion durante la FV; es decir, si dichos

cambios se transmiten hacia zonas normotérmicas.

Las modificaciones locales de la frecuencia de activacion inducidas por
variaciones en la temperatura miocdrdica no se propagan de manera

significativa a otras zonas del tejido.

Determinar si las modificaciones producidas por los cambios locales de
temperatura pueden llegar a impedir el mantenimiento de la FV, provocando asi el

cese de la arritmia.

A pesar del enlentececimiento experimentado por la FV en la pared
posterior del VI, la hipotermia local de esta zona no consigue provocar

modificaciones globales de la activacion ni el cese de la arritmia.
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Futuras lineas de trabajo

L as investigaciones realizadas durante una Tesis Doctoral estan
encaminadas a cumplir unos objetivos concretos que se plantean con
antelacidon, y que acotan el estudio a realizar tanto en extension como en
profundidad. No obstante, es habitual que a lo largo de su realizacion se
vislumbren diferentes lineas de investigacion que, aun guardando relacién con
los trabajos realizados, quedan apartadas de los objetivos iniciales o fuera del
ambito de la tesis. Estas lineas de investigacion, podrian dar lugar a nuevas

tesis o trabajos de investigacion.

A continuacién se exponen algunas de las ideas que han ido surgiendo
durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral, en las que podrian centrarse
investigaciones futuras de interés. También los trabajos realizados en relacion
con los objetivos que se han formulado, son susceptibles de ser ampliados en

un futuro.
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La alteracion de las propiedades electrofisiologicas del tejido cardiaco
mediante modificaciones locales de temperatura, y el registro simultaneo
de la actividad eléctrica de la zona afectada, han sido posibles gracias a la
implementacion del electrodo modificador de la temperatura. El desarrollo
de electrodos con mayor densidad de puntos de registro —probablemente
seria necesario emplear técnicas multicapa o tecnologia thin-film—,
facilitaria la aplicacion de técnicas cartograficas de alta resolucion que
permitirian obtener mapas de activaciéon o de frecuencias dominantes,
durante la FV, en la zona analizada. De esta manera, se podrian investigar
las modificaciones en los patrones de activacion ventricular provocadas
por los cambios locales de temperatura, o analizar la dindmica de los
dominios de frecuencia como se hace en alguno de los trabajos citados en el
capitulo de introduccién. Ademads, el aumento en la resoluciéon espacial
facilitaria la estimacion de los parametros electrofisioldgicos durante la

propia fibrilacién con suficientes garantias.

Algunos trabajos recientes han encontrado evidencias experimentales, en
modelos similares al empleado en este trabajo, de la existencia de un foco
persistente de alta frecuencia durante la FV, lo que apoyaria la teoria del
rotor madre. Este foco, responsable de la arritmia, estaria localizado en
alguna zona del ventriculo izquierdo. Sin embargo, los mecanismos de la
FV aun son objeto de debate. En esta investigacion, se ha analizado el
efecto a distancia de las modificaciones de la frecuencia de activacion local,
pero el electrodo que modifica la temperatura ha mantenido invariante su
localizaciéon en la misma region de la pared posterior del ventriculo
izquierdo. En este sentido, seria interesante el establecimiento de nuevos
protocolos en los que se ampliaran las probabilidades de observacion del
hipotético fendmeno de conduccién fibrilatoria desde una zona del
miocardio hacia el resto del tejido. Esto se conseguiria, por ejemplo, con

distintas ubicaciones de la zona modificada, en cada experimento.
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3. Con independencia de las mejoras en la resolucion espacial de los mapas
de activacion, el sistema modificador de temperatura desarrollado en la
presente Tesis Doctoral podria perfeccionarse y ampliarse con objeto de
continuar investigando los efectos de las variaciones locales de

temperatura en futuros experimentos. En este sentido:

- El control electronico de la temperatura alcanzada en el tejido
permitiria crear perfiles programados de variacidon, altamente
reproducibles. Podrian establecerse protocolos para estudiar, por
ejemplo, la dindmica de los cambios en la FV provocados por la
hipotermia o la hipertermia, con objeto de profundizar en los

mecanismos de la arritmia.

- La temperatura de cada zona ha sido cuantificada en un solo punto,
pero seria interesante disponer de mayor informacion. La integracion
de sensores de temperatura miniaturizados en el propio electrodo,
permitiria obtener mapas de temperatura, pudiéndose entonces
relacionar la distribucion espacial de frecuencias con la de esta

variable.

- La perpetuacion de los procesos fibrilatorios ha sido relacionada con la
existencia de una masa minima necesaria para sustentar la arritmia
(masa critica). Por otra parte, se ha demostrado que el enfriamiento
agudo y global del corazon detiene la FV tras una fuerte depresion en
la conducciéon del impulso. Con un sistema capaz de excluir del
proceso fibrilatorio una cantidad variable de masa miocardica
(mediante la hipotermia local aguda), se podrian generar las
condiciones necesarias para estudiar los mecanismos de cese de esta
arritmia. Para ello, se podria disefiar un dispositivo que cubriera zonas
extensas del epicardio ventricular, pudiéndose controlar de forma

independiente la temperatura aplicada en cada una de ellas. Este
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dispositivo podria estar basado en refrigeradores termoeléctricos u

otros métodos de enfriamiento.

Las variaciones locales de la temperatura epicardica han demostrado que
modifican el patrén fibrilatorio de la zona afectada. Por ello, los efectos
moduladores de la hipotermia y la hipertermia podrian utilizarse como
una herramienta para ahondar en los mecanismos de accion de ciertos

farmacos (tanto proarritmicos como antiarritmicos).

Aunque la hipotermia ha demostrado propiedades cardioprotectoras y se
ha manifestado efectiva en la preservacion de tejidos en condiciones
traumaticas, varios estudios también la han asociado con un incremento en
la susceptibilidad a arritmias ventriculares, y en particular a la FV. Por otra
parte, la hipotermia aguda ha sido capaz de detener la fibrilacién en
modelos de corazon aislado como el utilizado. Puesto que los tratamientos
con hipotermia pueden inducir arritmias ventriculares, interesa conocer
hasta qué punto ésta puede facilitar o dificultar la desfibrilacién. Puesto
que no se ha indagado lo suficiente en este campo, seria interesante
analizar la influencia de la hipotermia local sobre el umbral fibrilatorio o

los requerimientos energéticos de la desfibrilacion.
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Anexo

Tecnologia "thick-film".
Fabricacion de los electrodos

os electrodos utilizados en la fase experimental de esta investigacion
L han sido desarrollados mediante la tecnologia de fabricacion de circuitos
microelectrénicos hibridos de capa gruesa (thick-film hybrid technology). Las
posibilidades de miniaturizacion y la alta conductividad térmica de los
substratos fueron las razones fundamentales por las que se opté por esta
solucion. A pesar de tratarse de disenios de aparente simplicidad, los medios
disponibles y las especiales caracteristicas que debian reunir estos electrodos
(tamafio, densidad, resoluciéon, materiales, etc.) han convertido su
implementacion en una labor ciertamente delicada, practicamente de artesania.
A continuacién se describen de forma genérica los materiales que se utilizan y

las etapas y procesos que se siguen en la fabricacion de circuitos con esta



tecnologia. La mayoria de las fotografias que se muestran corresponden a los
equipos y materiales que se emplearon en el Laboratorio de Microelectrénica
Hibrida del Departamento de Ingenieria Electronica de la UPV durante la

fabricaciéon de estos electrodos.

La tecnologia hibrida de capa gruesa consiste basicamente en dispensar,
mediante técnicas serigraficas, pastas de distintas caracteristicas eléctricas
sobre substratos aislantes, aplicando los correspondientes ciclos térmicos entre
etapas para conseguir el endurecimiento de las capas y las propiedades
nominales de los materiales. De esta manera, los dos componentes

fundamentales de un sistema hibrido son las pastas o tintas y los substratos.
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A.1 Substratos

El substrato es el soporte donde se monta el sistema. Estda compuesto por
conductores, dieléctricos y componentes serigrafiados o montados. Su funcién

es triple (Tabla A.1):

- Mecénica, como soporte del sistema.

- Eléctrica, pues es un aislante que permite la realizacion de pistas y
componentes pasivos.

- Térmica, pues es el medio para disipar el calor del sistema.

Tabla A.1 Propiedades de los substratos

Caracteristicas mecanicas

v Elevada dureza. v Baja porosidad y alta pureza.
v Coeficiente de expansién térmica v Pequefa rugosidad y alta planaridad.
similar al del silicio.

Caracteristicas eléctricas

v Alta rigidez dieléctrica. v Elevada tangente de pérdidas.
v Alta resistencia de aislamiento. v Baja constante dieléctrica.

Caracteristicas térmicas

v" Elevada estabilidad térmica. v" Elevada conductividad térmica.

Otras caracteristicas

v’ Alta resistencia quimica. v Bajo coste.
v Quimicamente inerte.

Existen diferentes tipos de substratos. En funcion de sus caracteristicas:

CERAMICOS
- Alta resistencia mecanica.
- Alta resistencia al calor.
- Altaresistencia a la corrosién.

- Buena disipacion térmica.

ACERO ESMALTADO
- Alta resistencia mecanica.

- Buena disipacion térmica.
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POLIMERICOS
- Muy baratos.
- Flexibles.

Los substratos mas habituales en microelectronica hibrida son:

Alimina (6xido de aluminio Al20s) al 96 % o 99 %. Es el substrato mas
utilizado por sus buenas caracteristicas y bajo coste, por lo que se emple6 para
la fabricacion de los electrodos desarrollados para esta investigacion. Su

conductividad térmica se sitia entre 26 Wm"'K! y 35 Wm'K, a 20 °C.

Figura A.1 Substratos de Alimina, de
Kyocera®

Green Tape multicapa co-fired. Es una cerdmica en fase hiimeda semirrigida

que se emplea normalmente para realizar sistemas multicapa.

Oxido de berilio. Ceramica de excelente disipacion térmica, pero tdxica y cara.

Nitruro de Aluminio. Tiene una conductividad térmica entre la de la alimina
y la del 6xido de berilio. Posee la desventaja de que su superficie se oxida
durante el quemado y deben emplearse pastas especificas para este tipo de

substrato. La caracteristica mecanica que le diferencia de otros substratos es la
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posibilidad de mecanizado. Se empled en la fase preliminar de esta
investigacion para la fabricacion de un electrodo multiple, mediante taladrado

e insercion de conductores.

Figura A.2  Substratos de Nitruro de
Aluminio, de Kyocera®

Carburo de Silicio. Tiene una conductividad térmica muy buena, pero

también deben emplearse pastas especificas.
Mullite. Es una combinacion de alimina y silicio. Es cara.

Acero esmaltado. Es una base de acero revestido de un esmalte aislante.
Constituye una buena alternativa a la alimina es ciertas aplicaciones con

esfuerzos mecanicos. Es un substrato econdmico.

Figura A.3 Acero revestido con
dieléctrico, de Heraeus®
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Figqura A4 Resumen de caracteristicas de substratos de Kyocera®

A.2 Tintas

Las tintas o pastas son los materiales fundamentales de esta tecnologia. Se
basan, en general, en una estructura de tres constituyentes basicos:
e Material activo o fase funcional, que define sus propiedades eléctricas.

e Ligante permanente, que permite la adherencia al substrato.
e Vehiculo o soporte, que le confiere cualidades serigraficas.



ANEXO Tecnologia "thick-film”. Fabricacion de los electrodos 219

Los dos primeros constituyentes se conocen como fraccion mineral y el
ultimo como fraccion orginica, la cual desaparece (se evapora) después de la
serigrafia. El ligante permanente esta constituido por particulas de vidrio con
un bajo punto de fusién (borosilicatos de plomo, aluminosilicatos, 6xidos
metalicos) o, en el caso de las pastas poliméricas, por un plastificante. El
vehiculo se emplea para mezclar el material activo y el ligante, proporcionando
un cardcter serigrafiable a la pasta. Puede estar formado por ligantes
temporales como la etilcelulosa, solventes como el terpinol y agentes

tensioactivos.
Las caracteristicas fundamentales de las pastas se dividen en:

- Eléctricas.
- Reoldgicas, comportamiento viscoso de la pasta sometida a una fuerza.
- Tixotrdpicas, variacion de viscosidad en funcion de una tension.

- Mecanicas.

A continuacion se relacionan las caracteristicas mas destacables.

a) Caracteristicas eléctricas:

- Resistividad, se expresa en ()/cuadro.

- Disipacion, expresada en W/cm?2.

- Coeficiente de temperatura, expresado en ppm°C.
- Tensidn de trabajo.

- Coeficiente dieléctrico (en pastas dieléctricas).

- Angulo de pérdidas (en pastas dieléctricas).

b) Caracteristicas reoldgicas:

Viscosidad, expresada en cP (centipoises)

o) Las caracteristicas tixotropicas implican una estructura interna de pasta que

queda rota al ser agitada pero que se reorganiza al volver al reposo. Las tintas
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para capa gruesa deben disminuir su viscosidad durante el proceso de

serigrafia y retornar a su viscosidad original una vez finalizado.

d) Caracteristicas mecanicas. Se pueden destacar:

- Estabilidad

- Compatibilidad tinta-substrato y tinta-tinta.
- Adhesion

- Envejecimiento.

- Reproducibilidad.

- Dilucién

- Rendimiento.

- Resolucién.

En funcién del proceso de quemado, las pastas se pueden dividir en pastas

de baja temperatura y pastas de alta temperatura:

Las pastas de baja temperatura son:

e Poliméricas, que utilizan una resina cargada con una fraccién mineral
cuyo tratamiento térmico se sittia por debajo de los 200 °C.

e Minerales, que utilizan un vidrio de baja temperatura en el quemado
(sobre 650 °C).

Las pastas de alta temperatura son:

e Pastas de metales preciosos para conductores.

e De RuQO: para resistores.

e De metales no preciosos, como el Cobre.

e De carburos, silicatos, nitruros o boruros para resistores compatibles
con el Cu.

e Boratos o titanatos para dieléctricos.
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A.2.1 Pastas conductoras de metales nobles

Se caracterizan por tener muy baja resistividad, asegurando una buena
conduccion eléctrica. Los materiales mas comunes son: Oro, Plata, Platino y
aleaciones de estos materiales entre si o con Paladio. La mas utilizada, por su
bajo coste, es la de Plata pura o con aleaciones de Platino o Paladio, las cuales
le confieren mayor disipacion de potencia y mejor soldabilidad, aunque
empeora la conductividad. Las pastas de aleaciones de Plata suelen
comercializarse en variantes, segun la proporcion de este metal. Las pastas de
Oro son empleadas en alta frecuencia, para aplicaciones donde sea necesario el
wire-bonding y el die-bonding'. Suelen también presentarse con aleaciones de
Platino y de Paladio. Las pastas de Platino se emplean en sistemas
termomeétricos (resistencia termomeétrica de platino) o para sensores (tipo
redox), pero normalmente se encuentran en aleaciones de Au o Ag para

conductores.

En la fabricacion de los electrodos (versiones de 16 y 36 contactos) se han
utilizado cuatro tipos de pastas conductoras:
e Plata (C1075S), Plata-Paladio (C2129) y Plata-Platino (C1076S), de la
firma Heraeus® 2.

e Plata- Cloruro de Plata (C61003D7), de la firma GEM® 3,

Figura A.5 Pasta de Plata-Paladio, de
Ferro®

1 Técnicas de conexionado de terminales en microelectrénica
2 www.wc-heraeus.com
3 www. http://cgi.www.g-e-m.com
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A.2.2 DPastas resistivas

Por su funcion las pastas resistivas tienen una formulacion mas compleja que
las conductoras, normalmente estan constituidas por aleaciones de 6xidos. La
diferente resistividad se consigue con distintas concentraciones, tamafios y
distribucion de los elementos. Los compuestos mas utilizados son los 6xidos de

rutenio o las aleaciones de Plata/0xido de Paladio, éste tiltimo en desuso.

Los ¢6xidos de Rutenio, se utilizan con dopantes con el fin de obtener

distintos coeficientes de temperatura (positivos o negativos).

F

Figura A.6  Pasta de RuO:, de
Heraeus®

A.2.3 Pastas dieléctricas

Este tipo de pastas se utilizan en varias aplicaciones, puentes (cross-over),
dieléctrico de condensadores y proteccion de circuitos. El puente tiene como
objeto aislar conductores serigrafiados en varias capas. Como condensadores
deben ofrecer un coeficiente dieléctrico elevado. Como protectoras sirven de

recubrimiento contra agentes corrosivos, polvo, etc.

En general, estas pastas estan formadas por mezclas de vidrio (aluminio-
silicatos de plomo) y polvos cerdmicos (Al3O:z y ZrOz); también se encuentran

mezclas con TiOsBa.
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Figura A.7  Pasta protectora de
Heraeus®

A.2.4 Pastas de metales no nobles

El elevado coste de las pastas basadas en metales nobles encarece los sistemas
de capa gruesa. Como alternativa existen pastas de metales no preciosos como
el Aluminio, el Cobre y el Niquel. El problema de estos metales suele ser su

soldabilidad y el quemado en atmosferas inertes.

A.25 Pastas poliméricas

El ligante es un polimero termoendurecedor o fotocurable. Los primeros tienen
una temperatura de polimerizaciéon que varia entre 60 °C y 200 °C, mientras

que los segundos se polimerizan mediante luz ultravioleta.

Estas pastas estan formadas por tres componentes: ligante, disolvente y
relleno. El ligante consiste en una materia plastica termo/fotoendurecible a
base de formaldehidos de fenol, garantizando la robustez mecanica durante
todo el proceso y la adhesion al substrato. Tiene una estructura formada por
macromoléculas lineales, siendo soluble y fusible. Durante los ciclos térmicos
se produce un "fileteado" entre moléculas bajo el efecto de la temperatura. Se
obtiene finalmente una estructura rigida y dura, a partir de la cual el ligante es

insoluble e infusible.
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Los disolventes usuales son de origen organico. El tipo y cantidad
determinan el valor de viscosidad. Dichos disolventes desaparecen durante la
fase de secado. Los materiales de relleno o carga determinan el
comportamiento eléctrico de las pastas, pudiendo ser de granos metalicos
(Plata, Cobre, etc) para las conductoras, de granos de Grafito para las resistivas

y sin carga para las aislantes.

Las pastas poliméricas estan teniendo un espectacular avance en el campo
de los sensores. Existen lineas especificas para fabricacion de sensores basados

en este tipo de pastas.

En la fabricacion de los electrodos se ha utilizado una pasta polimérica de
relleno mineral y silicona modificada (ESL 240-SB*) para la capa mas externa.
Esta capa es la que ha proporcionado el aislamiento eléctrico necesario
protegiendo toda la superficie, excepto el area sensible de cada electrodo de la
matriz, con una pelicula semisatinada de color azulado de unos 25 um de

espesor (ver apartado Métodos de esta memoria).

A.3 Proceso de fabricacion

Los circuitos electrénicos de capa gruesa se realizan siguiendo un proceso de
varias etapas, que pueden variar en funcién del tipo de circuito a implementar.
El proceso de fabricacion de un sistema thick-film se muestra en la Figura A.8.
Este mismo proceso, a excepcion de algunas de las etapas, es el que se ha
aplicado a la fabricacion de los electrodos de este trabajo. La tecnologia de capa
gruesa se basa en las técnicas serigraficas (Figura A.9). Se utiliza una pantalla
donde se adhiere una tela (de distintos tamanos de apertura) sobre la cual se ha
fijado un film fotosensible. El film permite, mediante métodos fotograficos
(empleando un fotolito), delimitar las zonas por donde debe pasar la pasta a

través de la tela, empleando una rasqueta.
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A.3.1 Pantallas serigraficas

La funcion del marco o pantalla es mantener tensada la tela y servir de fijacion
en la maquina de serigrafiar. Los parametros basicos a considerar en esta parte
del proceso son:
v" Marco
* Dimensiones y material del marco.
v Tela
* Numero de Mesh, trama, orientacion de la malla y tensado.
v Emulsion
* Tipoy Espesor.
v Espesor final

v" Insolacién y revelado

- Marcos

Los marcos suelen ser de acero extruido o aluminio (Figura A.10) y deben
soportar la fuerza de tensado. Se recomienda que el ancho de la pantalla sea al
menos tres veces el ancho del circuito. Si el marco es demasiado pequeno
recibird una sobrecarga en los bordes de la rasqueta, y en consecuencia se

deteriorara la malla (Figura A.11).

¢ www.electroscience.com/pdf/240-SB.pdf
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Figura A.8 Etapas del proceso tecnologico de capa gruesa
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RASQUETA

Figura A.9 Proceso serigrafico de aplicacion de las pastas a través de la tela

Figura A.10 Marco de aluminio
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}

PARA UNA ESTABILIDAD

TEMPORAL EL LIMITE DE

La IMAGEN DEBE SER 2/3
DEL AREA DE LA PANTALLA

250

Figura A.11 Relacién entre tamafo de pantalla y film

- Telas

Las telas sirven de soporte para el film fotosensible y deben tener una
determinada apertura de malla para dejar pasar la cantidad suficiente de pasta.
Para colocarlas en el marco deben tensarse y pegarse a él. Las telas, de hilos
entrecruzados, pueden ser de poliéster, nylon o acero inoxidable (Figura A.12),

estas ultimas se suelen utilizar en grandes tiradas debido a su gran resistencia.

Figura A.12 Telas de acero inoxidable
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Las telas se caracterizan por formar una red de hilos con un grosor y una
distancia entre ellos muy homogénea, dando lugar a sus caracteristicas
principales: nimero Mesh (hilos/pulgada), didmetro y espesor del hilo, y
superficie abierta. Estos factores seran determinantes a la hora de elegir la tela
segun el tipo de pasta a emplear, ya que por estas caracteristicas se obtendra
un mayor o menor espesor de capa de pasta sobre el substrato (ademas, el
espesor final, también depende del espesor de la pelicula fotosensible). El tipo
de tela depende mucho del tipo de pasta utilizado, normalmente el rango viene

determinado por los valores de la Tabla A.2.

Tabla A.2 Relacion entre tipo de pasta y malla recomendada

TIPO DE PASTA Malla (apertura/diametro- Mesh)
Conductora, linea minima 300um 59/32-280
Conductora, linea minima 200pum 50/30-325
Conductora, linea minima 150pum 53/24-325
Conductora, linea minima 100pum 40/23-400

Pasta de soldar (smt normales) 300/65-70
Resistencias 95/45-180
Dieléctricos 56/32-300

Overglace 224/100-80

El espesor final de la pasta en himedo viene dado por la siguiente

relacion:
E,=E, -A+E,
donde:

Ep: Espesor final de la pasta en huimedo
Er: Espesor de la tela.
A: Proporcién de apertura de la malla (superficie libre)

Er: Espesor de la pelicula fotosensible.
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Para las pastas resistivas y dieléctricas se utiliza una tela de poliéster de
180 Mesh, que posee un espesor de 91 pm con una proporcion de superficie
libre del 33 % y utiliza una pelicula fotosensible de espesor 50 um. En estas

condiciones, se obtiene un espesor de la pasta:

Ep=(91 um x0,33)+ 50 pm =80 pm

Para las pastas conductoras se utiliza una tela de poliéster de 350 Mesh,
que posee un espesor de 70 um con una proporcion de superficie libre del 23 %
y una pelicula fotosensible de espesor 30 um. En estas condiciones, se obtiene

un espesor de la pasta:

Ep = (70 pm x 0,23)+ 30 pm =46 pm

La orientacion de la tela (Figura A.13) es importante a la hora de su
colocacion sobre la pantalla. Desde un punto de vista mecanico, la estabilidad
maxima se obtiene tensando la tela con los hilos formando un angulo (angulo
Mesh) respecto al marco de 45% ademads, al pasar la rasqueta se ejerce una

menor tension, siempre perjudicial, sobre los hilos (Figura A.14).

T
e
NuEESS M
e, £t T
. F 3>
T N &
= F Y
\ty’

Figura A.13 Orientacion de la tela
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Figqura A.14 Presién de la rasqueta en funcién del angulo Mesh

La tela se debe tensar sobre el marco de modo que la tension de la malla,
mas la tension que producird la rasqueta sobre ésta, sea menor que el sector de
alargamiento elastico (reversibilidad). Si superamos ese valor, entraremos en el
sector de alargamiento plastico, que es irreversible, y esto supondria la

degradacion de la malla (Figura A.15).

Las telas de acero inoxidable poseen un limite de alargamiento mas alto,
en el sector del alargamiento elastico, que las telas sintéticas de poliéster o
nylon. El acero inoxidable se puede tensar de 30 a 35 N/cm, y el poliéster de 18

a 20 N/cm.

FUERZA
Niem

. FUNTO DE REBLANDECIMIENTO

A / ALTA
A :
30 % TENSION RECOMENDADA PARA PANTALLAS
20 / BATA

A
\J

-3 0, .
1 < 3 4 o FLONGACTON
ELONGACION ELASTICA ELONGACION PLASTICA
(REVERSIBLE) (IRREVERSIBLE)

Figura A.15 Curva de tensado de una malla para serigrafia
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Para tensar la tela, se corta al tamafio adecuado y se coloca sobre una mesa
de tensado, que sujeta la tela con pinzas por todos sus lados mientras el marco
esta debajo. La tela se estira de forma controlada, hasta conseguir la tension

deseada (puede medirse con un NewtonTester).

Figura A.16 Tensado de tela mediante grapas neumaticas

Una vez tensada la tela, se encola la malla sobre el marco con un
pegamento especifico para este tipo de tensados. El tiempo de secado depende

del producto en concreto (entre 15 y 30 minutos).

Figura A.17 Tela encolada al marco
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Tras el tensado y pegado de la tela al marco, tenemos la pantalla
preparada para colocar el film fotosensible, pero, con objeto de evitar
particulas de grasa que podrian evitar la correcta adherencia del film a la tela,
debemos desengrasar la tela con algin producto especifico para este tipo de
proceso. La aplicacion suele realizarse con un pincel de pelos muy suaves con

objeto de no dafar la tela.

- Film fotosensible

Para realizar la transferencia de la imagen a la tela, se realizan varios procesos.
El primero consiste en afadir una capa o film fotosensible a la tela, la cual
endurece por secado. Después se coloca el fotolito sobre el conjunto tela-film y
se insola con luz actinica’, de tal forma que las zonas iluminadas por la luz
quedan endurecidas e incrustadas en la tela al polimerizar el film (Figura A.18).

Por otra parte las zonas en sombra se eliminan mediante el revelado (Figura

A.18).

ORIGINAL

FOTOPOSITIVO

&

FOSTTTVO
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DERESIN
BN
SUBSTRATO

el

Figura A.18 Transferencia por positivo (izq.) y proceso de insolado (dcha.)

5 Radiacion en el espectro de la luz azul al ultravioleta. Muy activa con el material fotosensible
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Existen dos tipos de emulsion o film fotosensible:

- Meétodo directo (Figura A.19): se emplea una emulsion polimera liquida
fotosensible directa, es muy barata pero es dificil conseguir un espesor

de capa constante por estar en forma liquida.

PANTALLA
> EMULSION

Figura A.19 Emulsion fotosensible
- Meétodo indirecto (Figura A.20): se emplea una emulsion polimera en

film, la cual consiste en una lamina plastica de distintos espesores, de 5

a 100 micras, que se coloca sobre la pantalla previamente humedecida.

ADHERENCIA DEL
3\—’ .f; FILM

Figura A.20 Pelicula fotosensible

Después de colocar el film se debe secar la pantalla en una secadora
(Figura A.21), de esta manera se elimina la humedad de la pantalla y se
endurece la emulsion fotosensible, adquiriendo de esta forma la consistencia
adecuada (Figura A.22). El proceso de secado dura de 5 a 10 minutos a la

temperatura de 40 °C.
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Figura A.21 Secadora de pantallas

Figura A.22 Pantalla con film, ya seca

La capa fotosensible no solo sirve para definir el area que quedara libre
para el paso de la pasta (Figura A.23), sino que definira también el espesor de
capa final de la pasta sobre el substrato (Figura A.24) y la precisiéon en la

dispensacion de dicha pasta (Figura A.25).
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EMULSION

MARCO

Figura A.24 Efecto del fotosensible
en el espesor de capa

PATRON DEMASIADO FING PATRON CORRECTO PATRON DEMASIADO GRUESO
EN LA TELA EN LA TELA LA PASTA NO PASA
SRR & Sy SECECS Y S S D
i I ’ 2
DIENTE DE SIERRA BIEN DEFINIDO IRREGULAR.

Figura A.25 Efecto del fotosensible en la definicion
de capa
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- Insolado vy revelado

Una vez preparada la pantalla con el film, se coloca el fotolito sobre la capa
fotosensible de la pantalla. La Figura A.26 muestra algunos de los fotolitos
utilizados durante el proceso de revelado de los electrodos que se fabricaron
para este trabajo. Se realizaron imprimiendo los disefios desarrollados en
AutoCad® sobre soporte de acetato, con impresora laser (1200 ppp). Debido a
la resolucion requerida en este caso (pistas de 200 um) es critico el ajuste de las
opciones del software de impresion para conseguir la definicion y opacidad
Optimas que aseguraren una insolacion 6ptima. El conjunto fotolito+pantalla se
coloca en una insoladora (Figura A.27), con el lado de fotolito+film hacia la
fuente de luz (Figura A.28). A continuacion se realiza la insolacion durante un
tiempo preciso; en el calculo de este tiempo se tienen en cuenta las variables
suministradas por el fabricante de la emulsion en funcién de la insoladora y
ciertos parametros complementarios: distancia de la pantalla a la fuente de luz,

tipo de tela, Mesh de la tela, temperatura, humedad y potencia de la lampara.

Figura A.26 Fotolitos empleados en la fabricacion del electrodo de 36 contactos



238 ANEXO Tecnologia “thick-film". Fabricacion de los electrodos

Figura A.27 Insoladora para pantallas

HOJA DE PLASTICO
EVACUACION
Y _ PANTALLA
=1l :'; - POSITIVO
A ~ CRISTAL

RADIACION ULTRAVIOLETA

Figqura A.28 Proceso de insolado con vacio

Para realizar el revelado de la imagen se utiliza el método mas adecuado
segun el tipo de emulsion fotosensible empleado; 1o mas habitual es utilizar un
chorro suave de agua (Figura A.29) sobre la pantalla, tanto sobre un lado como

sobre el otro.
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Figura A.29 Pica utilizada en el revelado (a
la dcha. de la imagen)

El proceso finaliza eliminando la humedad existente, mediante el secado

de las pantallas durante 5-10 min. a 45 °C (Figura A.30).

Figura A.30 Pantalla revelada

Se pueden utilizar bloqueadores y retocadores para completar el proceso.
Los bloqueadores se emplean para rellenar las zonas no expuestas al film y que
no deben quedar al aire (para no dejar pasar pasta inutilmente, por ejemplo
por los contornos); los retocadores sirven para redefinir el motivo sobre el film
en el caso de una mala insolacion o revelado. Una vez utilizadas para la

serigrafia, las pantallas pueden limpiarse con el disolvente adecuado (segtn el
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tipo de pasta) para eliminar la tinta completamente de la tela, pudiendo asi ser

reutilizadas en otro momento.

A continuaciéon se muestran algunos ejemplos, por ambas caras, de
algunas de las pantallas acabadas utilizadas en la fabricaciéon de los dos
electrodos definitivos. Las fotografias corresponden a la pantalla completa o a

detalles del area efectiva, una vez utilizadas en la serigrafia y limpiadas.

Figura A.31 Pantallas acabadas (electrodo multiple de 16 contactos). Pantalla
para la capa de pads y de proteccion, del lado de aplicacion de la pasta (izq.).
Pantalla para la capa de conductores, del lado del substrato (dcha.)

Figura A.32 Ampliacién del area activa de la tela en la figura anterior
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Figura A.33 Pantallas acabadas (electrodo multiple de 36 contactos). Pantalla
para la capa de pads y conductores, del lado de aplicacion de la pasta (izq.).
Pantalla para la capa de proteccion, del lado del substrato (dcha.)

|

Figura A.34 Ampliacién de las areas activas de la tela en las pantallas del electrodo de 36
contactos. De izq. a dcha.: conductores y pads de soldadura, capa protectora aislante y capa
de Ag/AgCl en los puntos de registro.

A.3.2 Serigrafia

Una vez realizadas las pantallas, el siguiente paso en la fabricacion de circuitos

de capa gruesa es realizar la serigrafia. La serigrafia es la técnica general de
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impresion de un dibujo con pastas o tintas sobre el substrato. De esta forma se

consigue una homogeneidad de espesor y buena definicion.
Existen dos métodos de serigrafia:

v' Serigrafia por contacto: es el empleado en pasta de soldadura, en este

método la tela de la pantalla se apoya sobre toda la superficie del

substrato.

v' Serigrafia fuera de contacto: en este método la pantalla no se apoya
sobre el substrato, salvo en la zona en que la rasqueta presiona hacia
abajo la malla, apoyandola sobre la zona de substrato que se serigrafia.
Es la que se suele emplear en capa gruesa ya que se obtiene mayor
precision.

Existen diferentes factores que influyen en la serigrafia (Figura A.35 y Figura

A.36), siendo de gran importancia la eleccion de:

- Las tintas o pastas a utilizar
- Larasqueta

- Lamaquina de serigrafia y sus ajustes

Teniendo en cuenta los factores anteriores, y antes de llegar al producto
final, suelen realizarse diversas pruebas preliminares, que ayudan a encontrar
los ajustes 0ptimos en la serigrafia con maquina automatica.

ANGULO DE RASQUETA  VELOCIDAD DE RETORNO

—

LONGITUD DE RASQUETA

i

f i/

SEPARACION PRESIGN

Figura A.35 Factores fisicos de influencia en la serigrafia
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3 FACTORES Y 3 FACTORES AMBIENTALES DEL PROCESO DE IMPRESION

%% RASQUETA

DUREZA SEPARACION
PERFIL PRESION DE IMPRESI®

TAMANO PANTALLA
TENSION

VISCOSIDAD

ALTA DEFINICION

PASTA

MASCARA

RESINA/DISOLVENTE EMULSION
POLVO INORGANICO

Figura A.36 Factores ambientales de influencia en la serigrafia

- Pastas

La pasta o tinta que va a ser serigrafiada requiere de una preparacion previa
que consiste en la agitacion dentro del bote durante varios minutos, para que
disminuya su viscosidad y adquiera la temperatura ambiente (Figura A.37). La
pasta debe depositarse sobre la pantalla con una cantidad suficiente para que
cubra toda el area de trabajo, con un espesor aproximado de Imm. Se deposita

delante de la rasqueta en el sentido de la serigrafia, a lo largo y en paralelo.

1!

INCORRECTO INCORRECTO CORRECTO

-

Figura A.37 Viscosidad adecuada para
serigrafia



244 ANEXO Tecnologia "thick-film”. Fabricacion de los electrodos

- Rasqueta

La rasqueta tiene como mision:
* Forzar a la pantalla a tener un contacto con el substrato en la superficie
a imprimir.
* Forzar la pasta a través de las superficies abiertas.

* Eliminar el exceso de pasta de la superficie de la pantalla.

Como caracteristicas principales propias, se debe tener en cuenta el
material, tamano, forma, dureza y durabilidad. Como caracteristicas de
funcionamiento se deben considerar el angulo de ataque, la distancia a la

pantalla y la distancia de salida.

El material suele ser de poliuretano y su durabilidad depende del tipo de
pantallas utilizadas. El tamafio influye en la presion que se ejerce sobre la
pantalla, suele tomarse un minimo de 10mm mayor por cada lado de la imagen

a imprimir (Figura A.38).

1 N )

C DN [

Figura A.38 Influencia del tamafio respecto
a la presion ejercida

La forma va ha depender del tipo de pasta a imprimir, de si tiene que
realizar doble pasada e incluso de las formas del dibujo a realizar. La forma
basica es en “V”, existiendo tres variaciones basicas: en cuchillo, en diamante y

rectangular (Figura A.39).
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FORMAS DE RASQUETAS
ESTABILIDAD DE LA PASTA FUERZA
UNIFORMIDAD VOLUMEN

%’4—'—»'
>

Figura A.39 Diversas formas de rasqueta

La dureza de la rasqueta dependera del tipo de pasta a emplear. La dureza

suele venir codificada segtn el color de la rasqueta.

Como caracteristica de funcionamiento destaca el angulo de ataque. Dicho
angulo, conjuntamente con la velocidad del recorrido, controla la cantidad de
tiempo disponible para el relleno de las areas abiertas de la pantalla (Figura
A.40). Si se reduce el angulo, la fuerza aplicada es menor y la tinta puede
escaparse por debajo del borde; por lo contrario si la rasqueta es demasiado
vertical, la flexibilidad y el tiempo de llenado se reduce (Figura A.41). El &ngulo
ideal de presentacion de 60 grados, el cual, cuando se aplica la fuerza, se

convierte en, aproximadamente 45 grados (Figura A.42).

/

Figura A.40 Relacién angulo-deposito
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ANGULO DE ATAQUE IRREGULA RESPECTO  pEposSITO DE PASTA INCOMPLETO
A LA FORMA DE LA RASQUETA E IRREGULAR

Fiqura A.41 Efecto del angulo de ataque respecto al depdsito
de pasta

BUENA SEPARACION ~ BUENA SEPARACION MALA SEPARACION
MALRELLENO ¥ RELLENO BUEN RELLENO

RASQUETA A 60
PERO 45" DE ATAQUE

Figura A.42 Efecto del dngulo de ataque respecto
al depésito de pasta

Después de la operacion la pantalla debe despegar justo detras de la zona
de trabajo, para recoger toda la pasta depositada en la superficie de la pantalla.
Si hay retraso en elevarse el movimiento serd incontrolado y dard lugar a una

impresion de calidad variable (Figura A.43).
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Figura A.43 Posicion de recogida de la pasta

Se debe tener en cuenta la separacion del substrato respecto de la pantalla
(snap-off) y la rasqueta. En la Figura A.44 se muestra la relacion adecuada entre

distancias en funcion del tipo de tela.

Stainless steel | Polyester Nylon
G W x .004 W x .006 W x.010

Figura A.44 Relacién de distancias

Otros factores a tener en cuenta son la velocidad y presion de la rasqueta,
ya que permiten definir el espesor final de capa. A mayor presion menor
espesor de capa; a mayor velocidad, mayor espesor de capa (Figura A.45). La
presion debe variar con el tipo de pasta pero suele oscilar entre 0.1 y 1 kg/cm;

mientras que la velocidad oscila entre los 5 y 30 cm/s.
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Fiqura A.45 Efecto de diferente
presion/velocidad sobre el espesor
de capa

También influye en este aspecto el paralelismo de la rasqueta sobre el
substrato, ya que si no estd alineada con respecto a la pantalla y substrato se

ejerceran distintas presiones en distintas zonas de impresion.

Un factor que también afecta a la impresion es el llamado Downstop (Figura
A.46), es decir la distancia inicial donde comienza el recorrido la rasqueta. Si es
demasiado bajo puede danar al substrato y si es demasiado alto puede afectar

a la impresion.

SUSTRATO ENCASTRADO Y SUPERFICIAL

o oy e
i o — ¢
[ [ ] ]
SUSTRATO SUPERFICIAL PROTEGIDO POR EL DOWNSTOP
P -
=3

FROBLEMAS POR NO PARALELISMO

Figura A.46 Downstop
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- Maquinas de serigrafia

Por su estructura y método operativo el conjunto de maquinas puede ser

clasificado en:

v" Manuales
v" Semiautomaticas

v Automaticas

Se diferencian en la posibilidad de modificar parametros de forma manual

o por programacion. Estas maquinas permiten:

- Colocacion del substrato

- Montaje de la pantalla sobre la maquina

- Centrado de marcas

- Reglajes (X, Y, angulo, snap-off, Downstop, ...)
- Carga de pasta en la pantalla con ayuda de una espatula
- Vacio

- Abatimiento de la pantalla sobre el substrato

- Seleccion de velocidad

- Seleccion presion

- Subida de la pantalla

- Corte de vacio

- Retirada de substrato
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Figura A.47 Maquina semiautomatica AUREL® C1010, utilizada en la
serigrafia de los electrodos

- Nivelado v secado

Una vez realizada la serigrafia, se deja reposar de 5 a 10 minutos a temperatura
ambiente. Durante este tiempo la pasta retorna a las caracteristicas de
viscosidad que tenia antes de la serigrafia y se nivela su espesor, reduciéndose

las marcas que han dejado los hilos durante la serigrafia.

FACTORES DE INFLUENCIA EN EL PROCESO DE SECADO

SUPERFICIE INTERIOR

{ \
e i PENETRACION
bakbiatorid | INFRARROJOS
(CONTRO'— DE UNIFORMIDAD
TAMA#NO E

| . |
| VENTILACION

PRESION DE V,-\POR!

Figura A.48 Factores de influencia en el secado
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SECADO UNIFORME DE LA PELICULA
INFRARROJOS Y VENTILACION

/
© . COMPUESTOS MIGRAN ""
HACIA EL CENTRO
L
AIRE LA SUPERFICIE SE | RAYOS INFRARROIOS
CALIENTE SECA ANTES

s I _ VENTILACION
AIRE |
LIMPIO °

Figura A.49 Proceso de secado

A.3.3 Ciclo térmico

Tras de la impresion serigrafica, y después que la pasta haya reposado sobre el
substrato durante un tiempo entre 5 a 10 minutos, debe comenzar el “ciclo

térmico” consistente en:

- Un secado en estufa

- Un “quemado” en horno

- Quemado a baja temperatura

Las pastas polimeras se someten a un quemado a temperaturas comprendidas

entre 60 °C y 200 °C, en periodos desde 10 minutos hasta 2 horas.

- Quemado a alta temperatura

Después de un secado durante 10 minutos a 150°C la “cohesion” de los
depositos es realizada en hornos cuyo perfil térmico (temperatura en funciéon

del tiempo) y atmdsfera son previamente programados.
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Un perfil tipico, como el mostrado en la Figura A.50, presenta tres fases:

5
(’c)
B c
L —————
1 . :.lurenmoo
- DISOLUGION
REBLANDECIMIENTO T T
. FASE VITREA I OXIDACKON | REDUCCION
| CRISTALIZACION |
- COMIENZD |
SINTERIZADO | | + RECOCIDO
I | + DISMINUCION
| | S | rensiones
|
I |
I |
| I
| |
| |
A SENTIDO |
Ta | avance | o
|
0 b

s t3 1 {mn.)

Figqura A.50 Ciclo de quemado tipico

Fase AB

En ella se eliminan y queman los componentes organicos de la tinta, es decir se

producen:
- Evaporacion del solvente - Reblandecimiento de la fase vitrea
- Comienzo de la sinterizacion - Descomposicion de los polimeros

La velocidad de subida o de calentamiento viene dada por la pendiente de

la curva tiempo-temperatura, y es del orden de 50 °C/min.

Fase BC

Durante esta segunda fase, la temperatura permanece estable y se realiza la
sinterizacion de la fase funcional o metalica con las particulas “cristalinas” de
la tinta, fijAndose ésta al substrato. ~ Esta fase se puede considerar la mas

critica, debiendo mantenerse la temperatura del horno dentro de una
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tolerancia con desviaciones inferiores a 5 °C, para poder conseguir las

transformaciones de:

- Sinterizacion - Unidn o soldadura “quimica”
- Aleacion - Oxidacién/reduccion

- Disolucién - Formacion de redes cristalinas
- Precipitacion - Cristalizacion

Fase CD

Aqui se produce el enfriamiento, y durante ella, a una velocidad de nuevo

aproximada a 50 °C/min, tiene lugar:

- Un tratamiento de “recocido”

- Disminucién de tensiones internas

Los tiempos y temperaturas de las fases anteriores dependen del tipo de
pasta y son especificadas por el fabricante. No obstante, un ciclo convencional
puede durar de 30 minutos (corto) a 55 minutos (largo), con la siguiente

distribucion de tiempos parciales:
0 - T1, calentamiento. Estimado en unos 20 minutos.
T1-T2, permanencia a temperatura maxima. Estimado en 20 minutos.

T2-T3, enfriamiento. Estimado en 15 minutos.

En lo que se refiere a temperaturas, el ciclo se caracteriza por:

- Un calentamiento en estufa a temperatura comprendida en el intervalo

de 25 °C a 140 °C, para eliminar una fraccién organica volatil.

- Una combustion o pirdlisis de los ligantes orgéanicos a temperatura

comprendida entre 140 °C y 500 °C.

- Una sinterizacion con fusion de la fase vitrea a temperatura

comprendida entre 500 °C y 1000 °C.



254 ANEXO Tecnologia "thick-film”. Fabricacion de los electrodos

COMPORTAMIENTO DE PROCESO DE QUEMADO

CALENTAMIENTO TEMPERATURA ENFRIAMIENTO
MAXIMA

&£ H20+C02

DISOLVENTE REBLANDECIMIENTO VITRED
RESIDUAL RESINA  AGUA SINTERIZADO DEL POLVO

Figura A.51 Esquema del proceso de quemado

- Hornos de quemado

Los hornos para el quemado de las pastas deben presentar un conjunto de

caracteristicas de entre las cuales destacan:

- Reproduccion del perfil exigido
- Reproducibilidad
- Rendimiento

- Atmosfera adecuada

Por su método operativo pueden clasificarse en:

- Estaticos no programables
- Estaticos programables

- Continuos de zonas

Por la fuente de caldeo pueden clasificarse en:

- Convencionales

- Infrarrojos

En la Figura A.52 se muestra el horno de quemado empleado en los ciclos

térmicos aplicados durante las fases de fabricacion de los electrodos.
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Figura A.52 Horno de quemado, estético
programable, empleado en la fabricacién
de los electrodos

Una vez finalizado el ultimo ciclo térmico, el circuito obtenido (en nuestro
caso la matriz de electrodos) ya estd listo para las operaciones de soldadura,
conexionado, etc. Previamente, si el tamafio es menor que el del substrato, es
posible que se deba cortar por el contorno prefijado. En nuestro caso esta
operacion se realiz6 con el primero de los electrodos (16 contactos). Se requiere
una herramienta de corte adecuada segun el tipo de substrato utilizado (Figura
A.53). Los substratos ceramicos como la Alimina son de una dureza
extraordinaria pero muy fragiles, por lo que la operacion es muy delicada. Hay
que tener en cuenta que la rotura total o parcial de la delgada lamina de

substrato no presenta reparacion posible.

La Figura A.54 y la Figura A.55 muestran diversas vistas de los electrodos

desarrollados, una vez finalizados los procesos descritos en este anexo.
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Figura A.53 Corte del electrodo para eliminar el substrato
sobrante durante la fabricacion del electrodo en su version de 16
contactos. Vista ampliada en la esquina superior izquierda

Figura A.54 Vista general (izq.) y ampliada (dcha.) del electrodo acabado en su versiéon
de 16 contactos
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Figura A.55 Vista general (izq.) y ampliada (dcha.) del electrodo acabado en su version
de 36 contactos
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