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Resumen

La temperatura modula las propiedades electrofisiologicas del tejido
cardiaco. El enfriamiento o calentamiento del miocardio en modelos
animales se ha utilizado con distintos fines relacionados con la investigacion
de las arritmias cardiacas. Hasta el momento, las limitaciones en la
metodologia empleada no han posibilitado que las modificaciones térmicas
de caracter regional en el epicardio fueran acompafiadas de una cartografia
eléctrica simultanea. Esta tesis pretende avanzar en este campo trabajando
con modelos de corazon aislado y perfundido de conejo. Se ha desarrollado
un dispositivo con el que posteriormente se ha realizado la investigacion: un
electrodo multipolar de alta resolucién con capacidad de modificar la
temperatura epicardica en la zona de registro. Se han determinado sus
caracteristicas técnicas y funcionales mas relevantes. Se ha aplicado un
protocolo experimental encaminado al estudio del efecto modulador de la
temperatura sobre determinados parametros electrofisiologicos. Se ha
estudiado: el intervalo QT en ritmo sinusal, la aparicion de respuestas
repetitivas (despolarizaciones espontaneas) y la induccion de FV en
condiciones de estimulacion programada, y una vez instaurada la FV: la
velocidad de conduccion, la longitud de onda, la refractariedad ventricular,
la complejidad de los mapas de activacién epicardica ventricular y la
reversion de la arritmia mediante enfriamiento selectivo y gradual
epicardico. Los resultados muestran la viabilidad del dispositivo para este
tipo de investigaciones. Ello ha posibilitado la induccion de
heterogeneidades en la activacion eléctrica del tejido: en ritmo sinusal el
intervalo QT se prolongd con la hipotermia local y se redujo con la

hipertermia; en condiciones de FV, la velocidad de conduccion se enlentecio



con el frio y se aceler6 con el calor, los cambios de temperatura modularon
la longitud de onda, el intervalo fibrilatorio (longitud media del ciclo
fibrilatorio) y la refractariedad —estimada a partir del percentil 5 del intervalo
fibrilatorio. Hubo cambios en los patrones de activacion con la temperatura,
y aument6 la complejidad de los mapas de activacion en hipotermia. En
condiciones de estimulacion programada, no se halld asociacion entre la
presencia de respuestas repetitivas y las heterogeneidades inducidas, éstas
Gltimas tampoco facilitaron la induccion de FV. Finalmente, se comprobo
que la aplicacion de enfriamiento epicardico selectivo y progresivo en el
modelo de corazén perfundido empleado, no fue suficiente para revertir la
FV.



Resum

La temperatura modula les propietats electrofisiologiques del teixit cardiac.
El refredament o escalfament del miocardi en models animals s'ha utilitzat
amb diferents finalitats relacionades amb la investigacié de les aritmies
cardiaques. Fins ara, les limitacions en la metodologia emprada no han
possibilitat que les modificacions térmiques de caracter regional en I'epicardi
fossin acompanyades d'una cartografia eléctrica simultania. Aquesta tesi
pretén avancar en aquest camp treballant amb models de cor aillat i perfés de
conill. S'ha desenvolupat un dispositiu amb el qual posteriorment s'ha
realitzat la investigacié: un eléctrode multipolar d'alta resolucié amb
capacitat de modificar la temperatura epicardica a la zona de registre. S'han
determinat les seves caracteristiques técniques i funcionals més rellevants.
S'ha aplicat un protocol experimental encaminat a l'estudi de I'efecte
modulador de la temperatura sobre determinats parametres electrofisiologics.
S'ha estudiat: l'interval QT en ritme sinusal, l'aparici6 de respostes
repetitives (despolaritzacions espontanies) i la induccidé de FV en condicions
d'estimulacié programada, i un cop instaurada la FV: la velocitat de
conduccio, la longitud d'ona, la refractarietat ventricular, la complexitat dels
mapes d'activacié epicardica ventricular i la reversié de I'aritmia mitjancant
refredament selectiu i gradual epicardic. Els resultats mostren la viabilitat del
dispositiu per a aquest tipus d'investigacions. Aixo ha possibilitat la induccio
de heterogeneitats en l'activacié eléctrica del teixit: en ritme sinusal I'interval
QT es va allargar amb la hipotérmia local i es va reduir amb la hipertérmia,
en condicions de FV, la velocitat de conducci6 es va alentir amb el fred i es
va accelerar amb la calor, els canvis de temperatura van modular la longitud

d'ona, l'interval fibrilatori (longitud mitjana del cicle fibrilatori) i la



refractarietat —estimada a partir del percentil 5 de l'interval fibrilatori. Hi va
haver canvis en els patrons dactivacié deguts a la temperatura, i va
augmentar la complexitat dels mapes d'activacié en hipotérmia. En
condicions d'estimulacié programada, no es va trobar asociacion entre la
preséncia de respostes repetitives i les heterogeneitats induides, aquestes
Gltimes tampoc van facilitar la induccio de FV. Finalment, es va comprovar
que l'aplicaci6 de refredament epicardic selectiu i progressiu en el model de

cor perfés empleat, no va ser suficient per revertir la FV.



Abstract

Temperature modulates the electrophysiological properties of cardiac tissue.
The cooling or warming of the myocardium in animal models has been used
for various purposes related to research in cardiac arrhythmias. So far,
limitations in the methodology did not allow the simultaneous regional
modification of temperature in the epicardium together with electrical
mapping. This thesis aims to advance the field of the evaluation of the
electrophysiological changes induced by temperature in models of isolated
and perfused rabbit heart. We have developed a device that includes a high
resolution multi-polar electrode capable of modifying epicardial temperature
in the recording area. Later, we have determined their most relevant
functional and technical features. We have applied an experimental protocol
aimed to study the modulating effect of temperature on several
electrophysiological parameters. Were studied: the QT interval in sinus
rhythm, the onset of repetitive responses (spontaneous depolarizations) and
ventricular fibrillation (VF) induction under programmed stimulation, and
during VF: the conduction velocity, the wavelength of ventricular
refractoriness, the complexity of epicardial activation maps and termination
of VF by selective and gradual epicardial cooling. The results show the
feasibility of the use of this device for this type of research. This has enabled
the induction of heterogeneities in the electrical activation of the tissue: in
sinus rhythm the QT interval was prolonged by local hypothermia and
reduced by hyperthermia. During VF, cooling reduced conduction velocity
whereas warming the tissue increased conduction velocity. Temperature
changes modulated the VF wavelength, the fibrillatory interval (mean

fibrillatory cycle length) and refractoriness-estimated as the 5th percentile of



the fibrillatory interval. There were changes in activation patterns due to
temperature, increasing the complexity of the activation maps in
hypothermia. Under conditions of programmed stimulation, no association
was found between the presence of repetitive responses and the induced
heterogeneities, which did not facilitate the induction of VF. Finally, we
found that epicardial application of selective and progressive cooling in the

perfused heart model used, was not sufficient to terminate VF.
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Abreviaturas

APD — duracio6n del potencial de accion

ECG — senal del electrocardiograma

EGM — seiial del electrograma
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FV — fibrilacion ventricular
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Capitulo 1. Introduccion

En la investigacion realizada durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral, se
han analizado las sefiales eléctricas obtenidas en la superficie del epicardio
ventricular en modelos de corazén aislado de conejo, al que se ha sometido a
modificaciones localizadas de temperatura. El propésito ha sido el de
contribuir al avance en el conocimiento de los mecanismos implicados en la
fibrilacion ventricular (FV) —arritmia letal principal causa de muerte subita
en paises industrializados. En el estudio se han determinado diversos
parametros electrofisiol6gicos obtenidos a diferentes temperaturas, en

condiciones de ritmo sinusal, bajo estimulacion programada y en FV.

En los primeros apartados de este capitulo se realiza una pequefia
introduccién a la fisiologia basica del corazon, con especial atencion al
origen y propagacion normal de la excitacién cardiaca, a las caracteristicas
de la sefial del electrograma, una sucinta descripcion a modo de presentacion
preliminar de los parametros que se analizardn y unos comentarios sobre la
electrofisiologia experimental y la temperatura como elemento modulador.
Posteriormente, se describe el fendmeno de la FV, sus manifestaciones en el
electrograma unipolar y sus implicaciones clinicas, desarrollando asimismo
una breve perspectiva historica 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 méas importantes que los

investigadores han realizado sobre esta arritmia, agrupadas segun la técnica
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de estudio. 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. Se prosigue con la
presentacion de las metodologias experimentales empleadas en el campo de
la electrofisiologia cardiaca, se describe el sistema de Langendorff y la
experimentacion con modelos animales, incluyendo sus implicaciones
legales. Se expone también el analisis de las caracteristicas del ECG, los
registros intracelulares, los estudios basados en ordenador, y las técnicas de
registro electro-cartogréficas. Le sucede el analisis del papel que se atribuye
a la temperatura en las propiedades electrofisiol6gicas del corazon, asi como
el estado actual del conocimiento sobre los efectos de la hipotermia y la
hipertermia, global y local, en los procesos fibrilatorios. Se continta con el
desarrollo de dispositivos ad hoc adaptados a la investigacién, su necesidad,
los aspectos a considerar, las experiencias previas realizadas y un
planteamiento alternativo que dé respuesta a limitaciones anteriores.
Finalmente se presentan los parametros electrofisiolégicos cuyo analisis se
considera oportuno, asi como un esbozo del protocolo experimental general

arealizar.

A lo largo de este capitulo, se argumenta —en base a una recopilacion
estructurada de conocimientos extraidos de la literatura cientifica— y se
remarca de forma reiterada y sistematica el interés de aquellos aspectos
relacionados con la presente investigacion, tanto en su planteamiento general
como aquellos méas concretos. Todo ello dara pie a que en el siguiente
capitulo se justifique la realizacion de la investigacion y se planteen la

hip6tesis, objetivos y plan de trabajo para llevarla a término.
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1.1 Bases sobre electrofisiologia cardiaca

El corazon es uno de los 6rganos necesarios para la sustentacion de la vida.
Su misién es el bombeo de sangre a todas las partes del cuerpo gracias a la
accion combinada de sus cuatro camaras. La contraccion y distension de
dichas camaras se realiza de manera ritmica y organizada, de forma que se

optimiza el gasto cardiaco [Guyton 1956].

1.1.1 Anatomia y ciclo cardiaco

La Figura 1.1 muestra la configuracion anatémica del corazon, que puede
considerarse como una bomba bioldgica de tipo pulsétil que mantiene el
flujo sanguineo circulando por las "tuberias" del organismo a la presion y
caudal necesarios. Este o6rgano se compone de cuatro camaras (dos
superiores o auriculas y dos inferiores o ventriculos) comunicadas dos a dos
por las valvulas auriculo-ventriculares o valvulas AV (trictspide 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 corazdn es basicamente un masculo, el miocardio, compuesto por
células excitables que se contraen al ser estimuladas por sus vecinas
[Webster 1992]. Esta caracteristica del miocardio —la conduccion eléctrica
similar a la de las neuronas en los nervios— no la tiene ningln otro tipo de

tejido muscular del resto del cuerpo.
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Figura 1.1 Anatomia del corazon [obtenido de Malmivuo and Plonsey 1995]

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 contréctiles
distribuyen apropiadamente los impulsos eléctricos responsables de la
contraccion sincronizada del mdsculo cardiaco, dando lugar al ciclo

cardiaco.

El ciclo cardiaco empieza con la diastole. Durante la diastole
ventricular las valvulas AV se abren, fluyendo la sangre hacia los ventriculos

por la diferencia de presion existente.

La Gltima fase de la diastole es la sistole auricular, en que las
auriculas se contraen para acabar de llenar los ventriculos. La sistole
ventricular comienza con el cierre de las valvulas AV y la contraccion
isométrica de los ventriculos. La presion aumenta hasta abrir las valvulas

adrtica y pulmonar, vaciando asi las cdmaras ventriculares. Estas valvulas se
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cierran con la relajacion ventricular que llega a continuacion, provocando

ésta que se abran de nuevo las valvulas AV, completando asi el ciclo.

1.1.2 Origen y propagacion de la excitacion cardiaca

El miocardio es un tejido excitable capaz de conducir los impulsos eléctricos
a través de un sistema propio de conduccién con objeto de provocar su
contraccién y la consiguiente aparicion de una fuerza opuesta a la resistencia
vascular. Dichos impulsos los genera el corazon de forma intrinseca, aungue
vienen modulados por factores extrinsecos como la inervacion vegetativa,

hormonas, iones, temperatura; es el automatismo cardiaco.

Las estructuras que constituyen el sistema de conduccidn eléctrica en
el corazén 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
corazon. 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 del nodo SA se caracteriza por ser autoexcitable, esto es, que tras cada
potencial de accion® (PA) no se alcanza un potencial de reposo sino que, sin
necesidad de ningun estimulo externo, el potencial comienza a recuperarse
de forma lineal hasta alcanzar de nuevo el umbral de disparo y generar otro

potencial de accidon. Este fendmeno se produce a un ritmo aproximado de un

! 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 accién
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ciclo por segundo, aunque su frecuencia exacta la regula el sistema
neurovegetativo de acuerdo con las necesidades del organismo en cada
instante.

Sinus nada Bundle of His
10/min

Bundle branchas

A-V node

Figura 1.2 Conduccién eléctrica del corazon. lzquierda: partes de este sistema. Derecha:
avance de la onda de despolarizacion, en fracciones de segundo [obtenido de Malmivuo and
Plonsey 1995]

El potencial de accion 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 eléctricamente
separado del auricular 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 accidn 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
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velocidad con el fin de introducir un retardo que produzca el retraso
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 ramificAndose 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

contraccién 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 accion queda insensible a nuevos estimulos, es decir
transitoriamente durante ese intervalo pierde la excitabilidad. Gracias a ello,
el frente de onda que propaga el impulso a través del miocardio avanza sélo
hacia adelante (Figura 1.2), sin que las células que van siendo excitadas
puedan a su vez reexcitar a las que les precedian y crear de esa forma un

sistema de oscilacion realimentado.

El ciclo anteriormente descrito es el que controla la contraccion
sincrénica de auriculas y ventriculos, y la actividad eléctrica generada puede
ser registrada mediante el electrocardiograma de superficie (ECG). La
Figura 1.3 muestra los potenciales de accion 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).
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Figura 1.3 Electrofisiologia del corazon. Potenciales de accion en las diferentes células
especializadas del sistema de conduccion del corazon y sefial del ECG conformada [obtenido
de Malmivuo and Plonsey 1995]

El ECG es uno de los registros extracelulares que mayor
informacién contiene acerca del funcionamiento de un 6rgano vital del
organismo, su importancia para el diagnéstico clinico es esencial desde que
en 1903 el holandés W. Einthoven lo registrara por primera vez utilizando un
galvanémetro. En la Figura 1.4 se muestra un electrocardiograma
convencional real obtenido mediante una derivacion estandar Il [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 (contraccion) de las
auriculas, el complejo QRS con la despolarizacion de los ventriculos y la
onda T con la repolarizacion de los ventriculos. La repolarizacion auricular

gueda enmascarada por el complejo QRS.
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Figura 1.4 Sefial del electrocardiograma con indicacion de las ondas constitutivas [obtenido
de Millet 1997]

1.1.3 El electrograma

Cuando los potenciales de accidon 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 —esto es, un electrodo
dual con las puntas de contacto muy cercanas amplificando la diferencia

entre ambos— se reconoce como registro bipolar.
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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 aproximacién de este dipolo hacia un
electrodo explorador da una deflexion positiva que pasa posteriormente a
una deflexion negativa para regresar finalmente a la linea base. La

repolarizacién causa también un dipolo, aunque de polaridad contraria.

1000

500

-500

-1000;5 05 1 15 2 25 3

tiempo (s)

400
200+

-200+

-400 05 1 15 2 25 3
tiempo (s)

o

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 [obtenido de Millet 1997]

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 combinacion de
eventos eléctricos locales y distantes, siendo la contribucion de éstos ultimos

(eventos distantes) decreciente proporcionalmente a la raiz cuadrada de la
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distancia al electrodo explorador. Todos los electrogramas analizados
durante este trabajo fueron registrados de forma unipolar.

2000
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Figura 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 [obtenido de Millet 1997]

El electrograma bipolar se registra como la diferencia entre dos
electrodos préximos en contacto directo con el corazén, por tanto se puede
asumir que se corresponde con la diferencia entre dos electrogramas
unipolares en cada uno de los puntos donde se sitlian los electrodos. Estos
dos electrogramas unipolares difieren inicamente 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 adquisicion y el dipolo. Si la
direccion del frente de activacion es paralela en relacion al par de electrodos,

el pico bipolar sera de amplitud maxima.
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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 fibrilacion ventricular.

1.1.4 Deteccion de la activacion

En el analisis del EGM juega un papel primordial la deteccion de los
instantes de activacion, 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 cartograficas ("mapping"), en donde, a partir de un
registro multipunto del electrograma, se pretende construir mapas de
activacién en los que se pueda observar el recorrido espacial o avance de la
onda (u ondas) de despolarizacion del miocardio. Es la dindmica de
activacién o frente de onda. En los registros unipolares practicamente todas
las técnicas de obtencion automatica de estos instantes de activacion estan
basadas en la bisqueda 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
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5 puntos). Algunos ademas tienen en cuenta un periodo refractario después
de cada instante de tiempo en el que se detect6 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 éptimo del umbral de la pendiente. El problema béasico consiste en
distinguir la actividad local (pendiente negativa elevada) de la actividad

distante sin actividad local (asociado con una pendiente menor).

En esta investigacion tiene especial importancia la deteccién de los
instantes de activacion en FV, principalmente en la obtencion de los
intervalos entre activaciones consecutivas —intervalo fibrilatorio o intervalo
VV-y necesarios también para la obtencion de los patrones de activacion,
de los que se determina la complejidad de los mapas de activacién. En ese
sentido, para facilitar el trabajo se considera conveniente el empleo de
aplicaciones basadas en algoritmos que permitan la identificacion de
activaciones miocardicas locales con deflexiones negativas bruscas y de
suficiente amplitud en el electrograma y que conservan continuidad espacio-
temporal con las vecinas, como la desarrollada por nuestro grupo de

investigacion [Ibafez-Catala et al. 2009].

1.1.5 Morfologia del EGM unipolar

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

de activacion local.
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El electrograma ventricular, de forma genérica, estd 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 repolarizacién
auricular. A la despolarizacién de la auricula se le llama

comunmente “onda P”.

onda R

1000
800 | h ‘ ” ” i
600 | | | | f
\
400 L ‘ onda P onda T ‘ “ i
= | I [
3 200 | | \ i / | |
=] [ | |
% 0 B N | AT N SN /““\:wﬂj | ey
) , )
E 200 | / / / / 1
f / J {
400 | f \/ ‘ f / J
V I U |
-600 | J
800 | i
-1000 ‘
0 1 2 3 2

tiempo (s)

Figura 1.7 Morfologia de un EGM unipolar correspondiente a un ritmo sinusal (amplitud en
unidades arbitrarias) [obtenido de Millet 1997]

Este tipo de notacidon 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 despolarizacién auricular (onda P) indica el
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inicio del ciclo cardiaco. La onda R, resultado de la despolarizacion de la
camara ventricular, es la parte mas importante del electrograma. Su
periodicidad (asi como su inversa, la frecuencia) se utiliza para determinar la
longitud de ciclo y como identificador de posibles arritmias. En base a ello,
un ciclo muy lento sera clasificado como bradicardia, un ciclo muy répido
sera clasificado como taquicardia y un ciclo rapido, desorganizado y caético

serd clasificado como fibrilacion.

En la presente investigacion tienen especial protagonismo
determinados pardmetros cuya determinacion se realiza sobre el

electrograma, éstos son:

- en ritmo sinusal, el intervalo QT [Copie et al. 1997, Goldenberg et
al. 2006], que en un ciclo del electrograma corresponde al intervalo
entre el inicio de la despolarizacion ventricular (complejo QRS) vy el
final de la repolarizacion (onda T),

- en estimulacién programada, la aparicion de respuestas repetitivas
ventriculares —como indicadores de arritmogenicidad—, esto es,
despolarizaciones espontaneas no inducidas tras extraestimulos,

- en FV, la velocidad de conduccién, a partir de la identificacion de
los instantes de activacion en dos puntos distintos producidos por un
mismo frente de onda,

- en FV, los intervalos VV, cuya determinacion se ha descrito
sucintamente en el apartado anterior, y

- en FV, los patrones de activacion, y a partir de los mismos la

complejidad de los mapas de activacion.

El interés y justificacion de todos ellos se detalla en el apartado 1.8, y en

el apartado 4.2 se concreta su determinacion.
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1.1.6 Influencia de la temperatura sobre la funcion cardiaca

El aumento de la temperatura corporal, como ocurre durante la fiebre,
produce un aumento de la frecuencia cardiaca, a veces hasta el doble del
valor normal. Analogamente, la disminucién de la temperatura produce una
reduccion en la frecuencia cardiaca que puede llegar a s6lo algunos latidos
por minuto cuando una persona esta cerca de la muerte por hipotermia en el
intervalo de temperatura corporal de 16 a 21 °C. Estos efectos se deben
probablemente al hecho de que el calor aumenta la permeabilidad de la
membrana del musculo cardiaco a los iones cuyas corrientes controlan la

frecuencia, acelerando el proceso de autoexcitacion.

La fuerza contractil del corazon habitualmente aumenta de forma
transitoria cuando hay un aumento moderado de temperatura, como ocurre
durante la realizacion de ejercicio fisico, aunque una elevacion prolongada
de la temperatura agota los sistemas metabdélicos del corazén y finalmente
produce debilidad. Por tanto, la funcion éptima del corazén depende mucho
del control adecuado de la temperatura, dicha funciéon de regulaciéon o
mantenimiento de la temperatura corporal esta incorporada en mecanismos

propios del propio cuerpo humano [Guyton and Hall 2007].

1.1.7 Electrofisiologia experimental y temperatura

En el ambito de la electrofisiologia cardiaca se han realizado trabajos en los
que con diferentes propdsitos se introducen modificaciones mediante
farmacos [Yashima et al. 1999, Milberg et al. 2005, Hsieh et al. 2009a] o
agentes fisicos, tales como estiramiento [Chorro et al. 2005, Bode et al.
2006], temperatura [Harada et al. 2008, Hsieh et al. 2009b, Li et al. 2011,

Yamazaki et al. 2012]), o estimulos eléctricos, alterando la electrofisiologia
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de las preparaciones experimentales. El analisis de los efectos de estos
cambios sobre los pardmetros electrofisioldgicos del miocardio y la dinamica
del frente de onda, puede proporcionar informacion valiosa que permita
explicar en parte los mecanismos de generacion, perpetuacion o cese de las

arritmias.

Se sabe que las propiedades electrofisiologicas de las células
cardiacas se ven influenciadas por la temperatura [Harrison and Bers 1989,
Shutt and Howlett 2008]. En consecuencia, el proceso de propagacion de la
excitacién eléctrica en el miocardio puede verse afectado, en condiciones

normales o durante las arritmias, por los cambios de temperatura del tejido.

En este trabajo se ha considerado de interés investigar acerca de la
influencia de las modificaciones locales de temperatura sobre determinados
parametros electrofisioldgicos en distintas condiciones: ritmo sinusal,
estimulacién programada y en FV, sobre preparaciones experimentales, con
el propdsito principal de superar algunas de las limitaciones presentes en

trabajos anteriores.

1.2 Fibrilacion 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 en la
frecuencia, el origen o en la transmision del impulso. En este caso se dice
que existe una arritmia. La fibrilacion ventricular (FV) es la principal
arritmia causante de muerte sibita cardiaca, responsable final del 75 al 85%
de estos casos [Bayés et al. 1989]. Asi, la incidencia anual en los Estados

Unidos oscila entre 180.000 y 450.000 casos que derivan en muerte,
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ampliando el estudio a otros paises desarrollados, la tasa va de 50 a 100 por
cada 100.000 habitantes. Aunque existen pacientes especialmente
susceptibles de padecer arritmias ventriculares, éstas también estan presentes
en poblacion que a priori puede parecer estar exenta de riesgo, como son los
casos aparecidos recientemente entre deportistas de élite, que han acaparado
la atencion de los medios de comunicacion, con la consiguiente repercusion
en la sociedad [Deo and Albert 2012].

Por estas causas, la FV es clinicamente objeto de estudio desde
diferentes perspectivas, especialmente en relacién con las estrategias
encaminadas a prevenir su aparicion y plantear algoritmos seguros para su
rapida deteccion y tratamiento, en el contexto de la desfibrilacion automatica
[Martin-Huerta 1994, Aronow 2010a].

El campo experimental cobra un papel muy importante en el estudio
de la electrofisiologia del corazén y ayuda a conocer mejor los mecanismos
de aparicion y perpetuacién de estas arritmias, abriendo nuevas vias para
mejorar las pruebas diagnoésticas, la prevencién y el tratamiento de este tipo
de situaciones [Jalife 2000, Chorro 2009].

1.2.1 Descripcién de la FV

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 sistélica 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 6rganos vitales,
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principalmente el cerebro. En el electrocardiograma la FV se diagnostica por
la aparicion de una actividad répida e irregular, con cambios constantes en la
morfologia de los complejos ventriculares que son completamente
aperiodicos e irregulares. A diferencia de lo que ocurre con otras arritmias,

el ECG de una FV posee siempre las siguientes caracteristicas:

- El trazado es rapido y descoordinado
- No puede diferenciarse la onda P
- No se forman complejos QRS

- No existe ninguna actividad ventricular organizada

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 mdltiples 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 epicérdica de un corazon aislado de conejo —en
esta especie la frecuencia es sensiblemente mas alta—. Los avances en el
conocimiento de los mecanismos basicos que determinan su inicio, su
perpetuacion 0 Su cese sSOn 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

Figura 1.9 Registro del ECG de un corazdn humano correspondiente a un episodio de FV,
registrado en papel milimetrado a 25 mm/s [obtenido de Stephenson 2004] 250ms

250ms

PN Y

Figura 1.10 Registro del EGM epicéardico correspondiente a un corazon aislado de conejo en
FV [Obtenido de Tormos 2005]

1.2.2 Perspectiva histdrica de la investigacion en FV

Andreas Vessalius en su clasico libro de anatomia titulado De Humani

Corporis Fabrica, publicado en 1543, ya se referia a los "movimientos
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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 denominacién
que daba a la fibrilacion auricular (FA) [Vulpian 1874]. McWilliam aport6
una contribucion destacada al describir en 1887, sin la ayuda de la
electrocardiografia, muchas de las caracteristicas de esta arritmia mortal,
demostrando como la FV en el hombre podia ser revertida mediante la
aplicacién 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 por taquicardia ventricular (TV)
[Levy and Lewis 1911]. Sin embargo, fue August Hoffman el primero en
publicar en 1912 el primer electrocardiograma de fibrilacion ventricular en
el hombre [Hoffman 1912]. EI mismo afio, Erlanger observd que corazones
grandes de bovino fibrilaban con relativa facilidad y raramente la fibrilacion
se detenia con KCI, al contrario que ocurria con otros corazones mas

pequefios [Erlanger 1912].

En 1914, Garrey publico el primer estudio sistematico de la relacion
existente entre la FV y el tamafio del corazdn, estableciendo que era
necesaria una “masa critica” de tejido, al menos una cuarta parte del masculo
ventricular en perros, para sostener la fibrilacion [Garrey 1914]. También
postuld que la fibrilacion era producida por ... series de circuitos anulares

de localizacion cambiante y complejidad multiple”. Garrey observé que
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anillos cortados de la base de ventriculos fibrilados de grandes galapagos
mantenian el ritmo fibrilatorio. Ademaés, 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 dinamica de la FV.

De Boer, en 1923, demostrd que una sola descarga eléctrica aplicada
en la fase final de la sistole en el corazén de la rana desencadenaba la
fibrilacién de dicha camara [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 and 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 podian producirse por descargas
repetitivas de un foco ectépico [Scherf and Schott 1953] o por el
desplazamiento de un frente de onda alrededor de un obstaculo [Mines 1914,
Weiner and Rosenblueth 1946]. En ambos casos, Yy bajo ciertas condiciones,
se postulaba que el impulso originado en el circuito reentrante o en un foco
ectdpico 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



Capitulo 1. Introduccion 25

el mecanismo de la fibrilacién 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
desplazéndose aleatoriamente, cambiando de nudmero y direccion [Moe
1956]. En 1962, Moe postulo la hipétesis 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 and Moe 1964]. En ese mismo afio se consolid6 la hipétesis de las
multiples ondas mediante el desarrollo del primer modelo computerizado de
la fibrilacion cardiaca en dos dimensiones [Moe et al. 1964]. El apoyo
experimental de esta teoria tuvo que esperar 20 afios hasta el desarrollo de la
tecnologia del “mapeo” de alta resolucidn con multiples electrodos. En 1985,
Allessie et al., en un modelo canino en el que se inducia FA mediante
estimulacién programada, 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
hip6tesis de las maltiples 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 mdltiples ondas némadas con
trayectorias cambiantes de un ciclo a otro [Moe 1962]. Sin embargo, en los
altimos afios, el avance en los modelos por ordenador y en la tecnologia de
“mapeo” cardiaco (sistemas Opticos y de mayor resolucién) han reavivado la

controversia: ¢es la compleja dindmica de la FV el resultado de la
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generacion y propagacion aleatorias de mdltiples ondas independientes
[Choi et al. 2001, 2002], o son éstas Ultimas la consecuencia de la actividad
sostenida de algun o algunos focos dominantes que activan los ventriculos a
alta frecuencia? [Gray et al. 19953, Jalife et al. 1998a,b, Samie et al. 2001]
Esta cuestion aln es objeto de investigacion en electrofisiologia cardiaca

—ver apartado 1.4.

1.2.3 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 perpetuacion 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 1998,
Jalife 2000].

El estudio de los mecanismos que regulan la perpetuacion de la
arritmia ha hecho surgir diversas hipétesis 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
etal. 1999, Qu et al. 1999, Weiss et al. 2002].

Asimismo, los algoritmos de identificacién de la FV en sus distintas
manifestaciones son necesarios para conseguir el tratamiento eficaz de la

arritmia mediante desfibriladores, tanto implantables como externos, estos
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altimos 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 fibrilatorio inducidos por farmacos u otros procedimientos, son Utiles
para perfeccionar los algoritmos de identificacion de la arritmia en diversas
situaciones y contextos [Waldo 1998, Jetova and Mitev 2002, Kaup et al.
2004].

Por otra parte, el analisis de los mecanismos implicados en la
desfibrilacién 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
ademéas de los basados en los chogues de corriente continua, bien sea
utilizando otros modos de estimulacion, o bien se trate de procedimientos
basados o combinados con la administracién de farmacos, es una de las
tareas que pueden aportar resultados prometedores en el dmbito de los
estudios sobre la FV [Larsen et al. 2002].

1.3 Mecanismos de las arritmias. La reentrada

En condiciones normales, un Gnico impulso generado en el nodo sinusal
activa las auriculas y los ventriculos. El impulso se propaga dando lugar a
una onda de activacién que despolariza los tejidos adyacentes excitables y va
dejando atras tejido inexcitable. Cuando esta onda de activacién alcanza el
final del masculo 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
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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 punto propaga dos frentes de
activacién en direcciones opuestas que acaban cancelandose mutuamente al

producirse su encuentro tras rodear el anillo.

Q0007
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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]

Pero si se genera un area de blogueo 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
fenémeno de movimiento circular autosostenido (Figura 1.11). Sin embargo,

para que esto ocurra en el miocardio, deberia existir algin tipo de
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heterogeneidad. En la practica, una zona isquémica o infartada podria
constituir el obstaculo central que posibilitara la existencia del fenémeno.

10 N J \\, i S
3 3 3
20
2 \ A N
s 7
r e
: N e ipes
3+ —70 10 & 10
4 SN A A
(] ) 10 69 1
5mm Al T i
n
5 A e)NSI
T e T
N
D \. \

50 ms

Figura 1.12 Reentrada funcional durante una taquicardia ventricular. Representacion
esquematica del movimiento reentrante con los bloqueos funcionales del ntcleo (izg.), mapa
de activacion con isdcronas a intervalos de 10 ms (dcha.) y electrogramas registrados en los
puntos indicados (centro) [modificado de Allessie et al. 1977]

La ruta que conduce el impulso de nuevo al punto de partida, puede
ser un circuito alrededor de un obstaculo anatémico central (reentrada
anatémica), pero también alrededor de una regién de tejido inexcitable
debido a la refractariedad prolongada 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 tamafio estables dan lugar a reentradas ordenadas; los

inestables generan reentradas desordenadas que pueden desembocar en FV.

Entre los factores electrofisiologicos que favorecen la reentrada se

encuentran la disminucion de la velocidad de conduccién y el acortamiento
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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 blogueo unidireccional en el
tejido y por tanto una reentrada. La aparicion de este estimulo puede ser
debida a la automaticidad anormal de algun grupo de células. En la practica
clinica, el aumento del tamafio del corazén, las drogas que alteran la
refractariedad y el APD, y la existencia de zonas de tejido isquémico,

necrosado o fibrético pueden facilitar el fenémeno de reentrada.

La actividad reentrante en el tejido miocardico 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
sustentacién de arritmias, en concreto la fibrilacién ventricular —ver

apartados 1.5y 1.4.

1.4 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 metodol6gicas cada vez mas potentes, ha permitido que
durante los dltimos veinte afios, nuevos trabajos experimentales vy
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 hip6tesis sobre su generacion y

perpetuacion. Si bien ya han sido citadas en la clasificacion metodoldgica
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del apartado anterior, ahora en éste se pretende clarificar las principales

teorias que actualmente son objeto de controversia e investigacion.

1.4.1 Teoria de las ondas multiples de Moe

Durante las ultimas décadas, la hipdtesis dominante sobre el mecanismo de
la FV ha sido la de las ondas multiples de Moe [Moe et al. 1964], quien
formulé esta teoria sobre la base de simulaciones por ordenador de una
matriz bidimensional de elementos excitables acoplados (autdmata celular)
con periodos refractarios aleatoriamente distribuidos. Segin Moe, la
fibrilacion sobreviene como el resultado de la heterogeneidad en la
refractariedad del tejido cardiaco. Una estimulacion rapida, con intervalos de
acoplamiento extremadamente cortos, provoca que soélo las células con
mayor periodo refractario fallen en la respuesta. Como resultado se produce
una fragmentacién de las ondas de excitacion y la formacidon de multiples

ondas mas pequefias que forman lazos de reentrada inestables y ambulantes.

Ocasionalmente, éstas desaparecen al chocar con otras ondas o0 con
limites anatbmicos. También pueden disgregarse y generar ondas hijas antes
de encontrar zonas refractarias. Si el tamafio del tejido y el nimero de ondas
son suficientemente grandes, el mantenimiento de la arritmia esta asegurado.
Esta hipotesis (multiple-wavelets) logra explicar el fendmeno experimental
de la persistencia de la FV tras el cese de la estimulacién 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
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positiva entre heterogeneidad refractaria y fibrilacion, pero no han podido
probar fehacientemente que la primera sea una condicion indispensable para

el inicio y mantenimiento de la segunda.

1.4.2 Teoria del rotor madre

El desarrollo de métodos avanzados de visualizacion del proceso eléctrico en
el corazon —electrodos multiples y mas recientemente el “mapeo” optico—
asi como la capacidad de nuevos métodos numéricos para el analisis de
datos, han dado lugar a numerosos estudios que han cuantificado los
patrones de excitacion en la superficie del corazén durante la FV. De estos
estudios se deriva que los patrones de activacion pueden diferir
significativamente de lo que predice la hip6tesis de multiples ondas de Moe.
La diferencia principal es el pequefio nimero 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 némada. Estos autores
estimaron que, en promedio, el nimero de ondas espirales coexistentes
simultdneamente durante la FV seria 1-2 en conejos, 5 en ovejas y 15 en
humanos, muchas de ellas sin llegar a completar un ciclo completo de
reentrada [Gray et al. 1998].
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Figura 1.13 Andlisis frecuencial de la FV mediante mapping 6ptico. A: ECG fibrilatorio. B:
Mapa de frecuencias dominantes, registros y espectros correspondientes a un pixel de cada
ventriculo. Datos procedentes de un corazén aislado de cobaya [obtenido de Samie et al.

2001]

El reducido nimero 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 activacién rapida
intramurales. Debido a su alta frecuencia las ondas generadas se
fragmentarian, dando asi lugar al complejo patron 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
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and 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 més recientemente de manifiesto al
estudiarse la distribucion de frecuencias de excitacion (Figura 1.13) en las
superficies endocérdicas y epicéardicas [Samie et al. 2001, Zaitsev et al.
2003, Wu et al. 2004]. Los mapas tipicos de frecuencias dominantes (Figura
1.14) 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
fibrilacién, y que los patrones complejos de la FV se deben a procesos
secundarios de interaccion con las heterogeneidades del medio, anatémicas y
funcionales, de las ondas generadas por estos focos. Los autores postulan
gue 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 corazon de
pequefios 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.

Aungue 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 et al. (2001,

2002) y Valderrabano et al. (2002) —con corazones aislados de cobaya los
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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 maltiples ondas inestables.

I

!
I

A B

-'W;"‘IMJfWI‘l

Mkl Il‘!ﬂ'\
kit ==

*:

Figura 1.14 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 rotacién completa de un rotor estable de alta frecuencia localizado en la pared anterior del
VI [obtenido de Samie et al. 2001]

1.4.3 Hipotesis de la rotura de rotores y la restitucion

El crecimiento exponencial de la capacidad computacional ha potenciado las
posibilidades de los modelos por ordenador para la propagacion 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 and Rudy 1994, Panfilov 1999b, Tusscher et al. 2004,
Livshitz et al. 2005], permitiendo la simulacion de reentradas funcionales
(también referidas como rotores de reentrada o espirales de reentrada) en
grandes areas bidimensionales [Winfree 1989, Panfilov and Holden 1990].
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La onda espiral inicial acaba fragmentdndose en ondas méas pequefias que
giran sobre si mismas creando otras espirales y en ocasiones fragmentandose
a su vez para acabar complicando el patron fibrilatorio. Este patron es
similar al descrito por Moe pero con una importante diferencia: ocurre en
tejido cardiaco homogéneo. Este fendmeno 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 y Hogeweg (1995, 1996),
demostraron que la naturaleza tridimensional del tejido excitable facilita la
rotura de la espiral. En un modelo anatomico del corazon basado en medidas
experimentales exhaustivas de la estructura cardiaca [Hunter et al. 1997]
comprobaron que el tamafio del corazén debia ser mayor que la longitud de
onda de la espiral para que ésta se fragmentara dando asi lugar a la FV
[Panfilov 1999a,b].

Aungue 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 Gltima 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 restituciéon del APD (electrical restitution curve) es mayor que la unidad
[Nolasco and Dahlen 1968, Guevara et al. 1984, Courtemanche et al. 1996].
Esta curva relaciona el APD con el intervalo diast6lico o tiempo transcurrido
desde el final del potencial de accién (PA) precedente hasta el inicio del
actual. Cuando las oscilaciones del APD son suficientemente grandes, se

produce la ruptura de la espiral (Figura 1.15) [Qu et al. 1999, Weiss et al.
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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 accion 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 restitucién del APD y la velocidad de

conduccion [Banville and Gray 2002].
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Figura 1.15 Rotura de rotores y restitucion. A: Curva tipica de restitucion del APD. La

duracion del PA depende del intervalo diastélico precedente. Seglin la hipotesis de la
restitucidn, si la longitud del ciclo de activacion (BCL) corresponde a una zona con pendiente
mayor que la unidad (punto B) resulta una secuencia largo-corto-largo de potenciales de
accion, fendmeno 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]
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1.4.4 Estado Actual

Aunque las tres hip6tesis anteriores son las mas extendidas, 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 restitucién abrupta, han sido descubiertos en simulaciones
tridimensionales por ordenador [Chudin et 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 organizacion del torbellino
(filamento) que acabaria multiplicandose y fragmentandose al chocar con los
limites del corazon. 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. (Cual de los mecanismos propuestos
hasta ahora es relevante? La formulacion de esta pregunta parece asumir que
la fibrilacién es un solo fenémeno y que por tanto deberia tener una Unica
explicacion. Sin embargo, cuanto mas se sabe sobre ella mas claro parece

que éste podria no ser el caso.

La FV podria no sélo tener varias manifestaciones y grados de
complejidad, sino también varios mecanismos [Panfilov and Pertsov 2001,
Wu et al. 2002, Chen et al. 2003].

No obstante, y simplificando al méximo 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 caracter turbulento de esta arritmia. La rotura de
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ondas seria por tanto el verdadero mecanismo de la FV, con la reciente
apreciacion de que, ademas del mecanismo tradicional de las
heterogeneidades anatomicas 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 unico o pocos rotores de alta frecuencia con un
caracter marcadamente estacionario serian los auténticos responsables de la
FV. La rotura de ondas en la fibrilacién seria un proceso pasivo debido al
bloqueo de la conduccion 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 patrén fibrilatorio.

1.5 Aproximaciones metodologicas al estudio de la
electrofisiologia cardiaca

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 anlisis del papel de la
isquemia y la necrosis miocardica [Wit and Janse 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 corazon aislado [Curtis 1998, Witkowski et al.
1998, Chorro et al. 1998, Wolk et al. 1999], laminas de tejido miocardico o

preparaciones con cultivos celulares de miocitos [Tovar and Jones 1997].
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Los estudios planteados han sido numerosos, tales como el analisis
de los mecanismos de inicio y cese [Cha et al. 1994], la interferencia de los
procesos fibrilatorios mediante técnicas de sobreestimulacion, 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
miocardica en la perpetuacion del proceso fibrilatorio [Garrey 1914, Zipes et
al. 1975, Kim et al. 1997, Chorro et al. 2007], 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 dichos estudios experimentales se precisa registrar la actividad
eléctrica del corazén durante la activacién miocéardica. De los electrogramas
obtenidos se pueden determinar variables intimamente relacionadas con las
propiedades electrofisioldgicas como la refractariedad, la conduccion o el

automatismo.

En funcién de las técnicas de registro y analisis utilizadas, los
trabajos experimentales sobre la FV pueden basarse en el analisis de las
caracteristicas del ECG de superficie, de las sefiales obtenidas con electrodos
extracelulares o intracelulares, o con técnicas basadas en procedimientos
opticos. Las técnicas cartograficas requieren el registro de la actividad en

mdaltiples puntos simultdneamente.

Para esta investigacion se ha encontrado oportuno realizar el estudio
de parametros electrofisioldgicos obtenidos a partir de registros

extracelulares.
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1.5.2 Preparaciones de origen animal. Legislacion

En el campo de la electrofisiologia cardiaca son ampliamente utilizadas las
preparaciones experimentales de origen animal. Entre las especies mas
empleadas se encuentran: oveja, cerdo, conejo, cobaya y raton (para revision
ver Chorro et al. 2009). La extrapolacion de los resultados de dichos trabajos
al ser humano debe efectuarse teniendo en cuenta las diferencias

interespecies [Janse et al 1998, Romero et al 2010].

En relacion con los aspectos legales a considerar, en estos trabajos es
de aplicacion lo establecido en el Real Decreto 1201/2005, de 10 de octubre,
sobre proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros
fines cientificos (BOE 21 de octubre de 2005), y 86/609/EEC, Articulo 5,
Apéndice II.

El grupo de investigacion en el que se ha realizado el trabajo cuenta
con amplia experiencia en la experimentacion con conejos. Los recursos
materiales (laboratorio, instrumentacion) con los que se cuenta estan
adaptados a dicha especie. Adicionalmente, frente a otras especies mas
pequefias como roedores, el conejo presenta una mejor adecuacion para
realizar estudios de FV, pues permite un mantenimiento de la misma mas

eficaz.

Por las razones expuestas, para realizar la presente investigacion se
ha encontrado conveniente emplear modelos animales obtenidos a partir de
conejos de la raza New Zealand siguiendo lo establecido en el Real Decreto

citado anteriormente.
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1.5.3 Experimentacion con corazon aislado y perfundido

La investigacion con corazén aislado y perfundido se remonta a la segunda
mitad del siglo diecinueve?. Pocos procedimientos metodolégicos 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 [Riascos et al. 2004].

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 farmacoldgica y fisiologica del
corazon, participando en los mayores avances en el campo de la cardiologia.
Actualmente sigue siendo una herramienta utilizada por multitud de grupos
de investigacion, muchos de ellos de primer nivel mundial, que han realizado
numerosas e importantes contribuciones al conocimiento en arritmias
cardiacas [Gray et al. 1998, Meyer et al. 2004, Chorro et al. 2009, Bradley et
al. 2011].

El objetivo basico del método Langendorff es proveer al corazén
aislado del oxigeno, electrolitos y metabolitos necesarios por medio de una
simple canula insertada en la aorta ascendente. El liquido nutricio, calentado
previamente a la temperatura basal de 37°C, es impulsado a través de la aorta
en el sentido contrario al de la circulacién sanguinea. Esta perfusion
retrograda de la aorta cierra las valvulas adrticas y fuerza la circulacion del
fluido por las arterias coronarias durante el periodo diastélico, como ocurre

en el ciclo cardiaco normal. El liquido continta entonces a través del sistema

2 perspectiva histérica completa en "The isolated perfused heart and its pioneers"
[Zimmer 1998]
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coronario y eventualmente sale por el seno coronario en la auricula derecha,

pasa al ventriculo derecho y se expulsa por la arteria pulmonar.

El flujo coronario necesario depende del tamafio del corazén, en el
caso de de conejo adulto se sitdia en torno a 30 ml por minuto y la presion del
liquido se mantiene alrededor de 60 mmHg. Con esta técnica, las cAmaras
izquierdas del corazon permanecen esencialmente sin liquido, y los

ventriculos se contraen contra la presion atmosférica de su interior.

Figura 1.16 Sistema de perfusion Langendorff

El sistema estd formado por diversos tubos y cdmaras de vidrio, por
los que circula el liquido de perfusion antes de llegar a la cénula de
inyeccion (Figura 1.16). Este liquido es impulsado desde un depoésito
exterior —en dicho deposito se realiza la oxigenacion— hasta la parte mas
elevada por medio de una bomba peristaltica, habiendo pasado previamente
por un filtro y un dep6sito de calentamiento. La presion de perfusion es
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controlada manual o automaticamente con ayuda de un manémetro integrado

en el sistema.

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

cardiaco normal (ritmo sinusal) durante horas.

De esta forma, un sistema de soporte metabdlico tipo Langendorff
como el descrito es adecuado para realizar el trabajo experimental sobre el

gue sustentar la presente investigacion.

1.5.4 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
progresion de las ondas de contraccion durante la FV. La variacién en la
amplitud de las ondas del ECG ha sido uno de los parametros utilizados para
caracterizar la evolucion del patron 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 evolucién de la misma. Asi, Jones y Klein (1984) observaron que
durante la FV de reciente inicio coexisten simultdneamente episodios de

"fibrilacion gruesa" y "fibrilacion fina", siendo sélo la fina la que persistiria
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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 esta 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 y Hulting (1977) propusieron un
analisis frecuencial de la sefial de ECG para la identificacion de la FV
durante la monitorizaciéon de pacientes en unidad de vigilancia intensiva.
Diversos estudios posteriores han propuesto distintos algoritmos, basados
tanto en el dominio frecuencial como en otros (wavelet, tiempo-frecuencia)
para la deteccién de la FV o la discriminacién entre FV y otras arritmias
—como la TV o la taquicardia supraventricular— de cara a su aplicaciéon en
la desfibrilacién automatica [Thakor et al. 1990, Aubert 1994, Millet 1997,
Jetova and Mitev 2002, Jetova and Krasteva 2004].

1.5.5 Registros intracelulares

Los estudios clasicos de Sano et al. (1958) y de Akiyarna (1981), en los que
se utilizaron microelectrodos para obtener los registros intracelulares o
potenciales de accion (PA) de las fibras miocéardicas 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 monofésicos han aportado informacion sobre los

procesos fibrilatorios en el corazon humano [Swartz et al.1993]. Durante la
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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
sefiales registradas.

Girouard y Rosenbaum (1996), mediante técnicas Opticas y registros
simultaneos 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 accion, con gran
resolucion y flexibilidad espacial, algo imposible con las técnicas

convencionales.

1.5.6 Técnicas electro-cartogréaficas (“mapping”)

Los procedimientos electro-cartograficos permiten obtener informacion
espacial y temporal sobre la activacion miocardica de una determinada zona
durante las arritmias, con la que estudiar su dinamica. Con dicha
informacion se puede realizar el trazado de lineas is6cronas que definen los
frentes de activacion en la zona abarcada por el electrodo (mapas de
activacién). También pueden ser de interés, los mapas de isopotenciales que
muestran las zonas con idéntica amplitud de los voltajes en un momento
determinado y sus variaciones temporales, o los mapas de isofrecuencias que
permiten visualizar la existencia de distintos focos de activacion répida o de

dominios caracterizados por una frecuencia local predominante.

Los trabajos experimentales sobre estudios de la dindamica del frente
de onda que se publican actualmente encuentran soporte en dos

metodologias. La més reciente es la basada en el sistema Optico que emplea
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sustancias colorantes cuya fluorescencia depende del voltaje, mientras que la
clasica o convencional se basa en dispositivos electrodo multipolares® en
contacto con el tejido miocardico. En este ultimo caso, dependiendo de la
zona en contacto los registros pueden ser epicérdicos, endocérdicos y/o

intramiocardicos.

Aunque la cartografia Optica pudiera parecer a priori
metodoldgicamente superior dada la gran resolucion obtenida, no esta exenta
de limitaciones. Se trataria de la presencia de artefactos y ruido relacionados
con el movimiento de la preparacion, la potencial toxicidad de los
colorantes, o alteraciones en la contractilidad por el uso de desacoplantes
mecano-eléctricos [Efimov 2004]. En ese sentido, la metodologia tradicional
de dispositivos electrodos multipolares sigue totalmente vigente, estando

exenta de las anteriores limitaciones.

Durante los ultimos 30 afios, los dispositivos de registro multipolares
de 16, 24 y 48 canales, han dado paso a sistemas de hasta 512 canales,

»  Estos

basados en ordenador y con multiples capacidades de “mapeo
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].

® Se trata de un dispositivo que resulta de agrupar un conjunto de electrodos
individuales, generalmente unipolares, denominados canales que estan regularmente
distribuidos conformando una matriz en la superficie de contacto epicardica, cada
canal constituye un punto de registro o exploracion.

* Perspectiva histérica completa en "Evolution of Mapping and Anatomic Imaging
of Cardiac Arrhythmias" [Packer 2004]
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Figura 1.17 Representacion funcional de un sistema de “mapeo” dptico 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 6ptico [obtenido de Rosenbaum and Jalife 2001]

El conocimiento de las arritmias ventriculares progresaria de nuevo
con la aparicién y desarrollo en paralelo, en la Gltima década del pasado
siglo, del “mapeo” optico basado en fotodiodos o dispositivos CCD®
utilizados conjuntamente con tintes sensibles al voltaje y desacoplantes
mecano-eléctricos, todo ello 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 oéptico, la fluorescencia que
provocan los cambios del potencial transmembrana de las células cardiacas

en marcadores sensibles a los cambios de voltaje, es registrada por

® Descripcion de la técnica y revision completa en "Optical mapping of cardiac
excitation and arrhythmias" [Rosenbaum and Jalife 2001] y "Optical Mapping Of
Cardiac Arrhythmias" [Arora et al. 2003]
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videocamaras digitales de alta resolucion espacial y temporal (Figura 1.17)
[Gray et al. 1998, Lou et al. 2011]. Las imagenes obtenidas de la activacion
epicérdica son procesadas y analizadas “pixel” a “pixel” mediante técnicas

de tratamiento de imagen.

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 localizacion especifica o la naturaleza de la

arritmia.

Bayly 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 activacion. Segln el criterio de
Nyquist, se requiere un espacio interelectrodo mas pequefio que la mitad de
la més pequefa longitud de onda para capturar importantes detalles de la
muestra del proceso. Los resultados sugieren que, para electrodos unipolares
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 mdltiples puntos de registro
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—configurando 120 registros intramurales en total—, identificaron circuitos
reentrantes completos durante la generacion de la FV. A pesar de las
limitaciones, el andlisis 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 area epicardica abarcada por el electrodo se interpreta como un
indicador de las caracteristicas tridimensionales del proceso fibrilatorio en el
miocardio ventricular [Lee et al. 1996]. La propagacion de frentes de
activacién desde el endocardio hacia el epicardio se traduce en afloramientos
del proceso en el area epicardica analizada, y este fendmeno ocurre con
frecuencia al analizar la FV. En los procesos fibrilatorios auriculares ocurre
en mucha menor medida, ya que, aunque también influye el caracter
tridimensional de las paredes auriculares, predomina la activacion seguin 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 epicérdica 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 dinamica de la FV [Rogers et al. 1999]. También
observaron que los circuitos reentrantes se hacian mas comunes, mas
grandes y mas duraderos conforme la FV progresaba, lo cual podria explicar
el incremento observado en la organizacién de la FV durante su primer

minuto. Otros autores han observado que la incidencia de patrones de
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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 duracion de los
mismos [Lee et al. 1996, Kwan et al. 1998]. Lee et al. (1996) identificaron
los patrones de activacion reentrante en el estadio Il de Wiggers de laFV, 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
espontdneamente. Huang et al. (1998) cuantificaron los cambios en la
activacién epicardica durante los primeros 40 segundos de la FV en un
modelo porcino, observando que los patrones de activacién 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 combinacién con un dispositivo CCD para grabar la
actividad eléctrica de laminas de tejido miocéardico de perro y oveja, y
demostraron la existencia, en estos modelos, de ondas espirales nGmadas. 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 mdaltiples rotores para explicar los patrones
fibrilatorios del ECG.

Utilizando técnicas de “mapeo”, también son comunes estudios
sobre la accion de algunos farmacos en la dinamica fibrilatoria. Asi por
ejemplo, Kwan et al. (1998), analizaron los cambios en el patrdn fibrilatorio
producidos por la procainamida, que daba lugar a una disminucion en el
numero de frentes de activacion y en el nimero de veces que se fragmentan

los mismos, lo cual contribuiria a la mayor probabilidad de finalizacién de la
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FV. Hillsley et al. (1995), describieron las modificaciones en el patron
fibrilatorio originadas por 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 activacién, la longitud de onda y el tamafio 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 conduccién mas lenta
que en la periferia. EI 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 hip6tesis de ondas multiples de Moe. Un patrén irregular
en el ECG podria ser producido por multiples rotores simultaneos o por un
rotor Unico con centro de giro migratorio [Jalife and Gray 1996]. Un centro
que se desplaza de forma erratica es considerado como una destacada

caracteristica de los rotores, cuya manifestacion bidimensional son las ondas
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espirales. Aunque la actividad reentrante puede servir de fuente de
activacion durante la FV, la generacién 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 espontaneamente o como resultado

de fendmenos de interferencia.

Estudios cartograficos basados en estos modelos espirales de
excitacién, o en su expresion tridimensional, han aportado vias distintas de
aproximacién al estudio de los procesos fibrilatorios, tanto auriculares como
ventriculares [Davidenko et al. 1992, Panfilov and Hogeweg 1996,
Witkowski et al. 1998], y en ellos se han apoyado diversos trabajos en los
gue se propone que la evolucién de ritmos organizados, como la TV, hacia la
FV, ocurre debido a la desestabilizacién de los patrones de activacion
reentrante de acuerdo con la "teoria de la restitucion eléctrica” [Winfree
1993, Riccio et 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 induccion
de la FV y convierten la ya existente en un ritmo periédico. En contraste, los
farmacos que no reducen la pendiente de restitucion (p.e. la procainamida)
no dificultan la induccion 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 activacién 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
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restitucion de la velocidad de conduccion 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 area de 40 mm? de ventriculo de corazon
aislado de conejo, concluyendo la existencia de dos tipos distintos de FV
dependiendo de las propiedades electrofisiolégicas en el momento de su
induccion: una FV répida de dificil remision con frecuencias dominantes
muy elevadas y caracterizada por pequefias ondas que ambulan
erraticamente, y una FV mas lenta, con una periodicidad espacio-temporal
mas marcada. Estudios muy recientes mediante el sistema dptico 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 ademas que la
ubicacion del rotor responsable de la FV tendria que ver con estructuras

anatomicas ventriculares (musculos papilares).

Para llevar a término la presente investigacion, en la que se pretende
estudiar la dinamica de la activacién miocardica en presencia de alteraciones
térmicas localizadas, se considera mas indicado el empleo de dispositivos
electrodo multipolares para obtener los registros. Los argumentos que

sustentan esta afirmacion se proporcionan en el apartado 1.7.

1.5.7 Estudios basados en simulaciones mediante ordenador

Moe et al. (1962, 1964) plantearon su hipotesis de la reentrada de maltiples
frentes de activacion para explicar los procesos fibrilatorios, utilizando para
ello un modelo computerizado que simulaba el proceso de activacion en el

tejido miocéardico. Mas recientemente, Abildskov (1994) utilizé también un
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modelo simulado para aportar datos que complementaban esta hipoétesis.
Este autor observd 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 activacién a través de la superficie ventricular
gue 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 fenémenos de reentrada que
se propagaban a través del ventriculo en su globalidad. El anélisis estadistico
de la probabilidad de reentradas en funcién del tamafio de las zonas
isquémicas y de la tasa de dispersion de los periodos refractarios, puso de

manifiesto la importancia de este Gltimo parametro.

Qu et al. (1999) analizaron en una lamina bidimensional de tejido
cardiaco simulada mediante ordenador, la importancia de la duracién del
potencial de accion y de la velocidad de conduccién 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
fibrilacion en el tejido cardiaco real, concluyeron que la modificacion del
APD vy la restitucion de la velocidad de conduccion 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
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manera mas efectiva combinando intervenciones basadas en alterar la
restitucion del potencial de accién, junto con otras intervenciones
antitaquicardia, hechos que podrian servir para desarrollar nuevos farmacos
antiarritmicos [Weiss et al. 1999, Riccio et 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-muasculo distribuidas en el
endocardio. Estos autores simularon la evolucion de la actividad reentrante
gue afectaba al masculo 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,
gue la amplitud del ECG podia disminuir al estabilizarse la reentrada y
acortarse la longitud de onda del proceso de activacién, 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 dinamica 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 and Berenfeld 2004]. Las
simulaciones de la propagacion de la activacion cardiaca en modelos
anatémicos del corazén en los que se contempla la heterogeneidad y la
anisotropia de los tejidos sugieren un papel primordial de la dindmica de

algunos canales ionicos en la estabilidad y frecuencia de los rotores, pero
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también apuntan hacia la geometria de las fibras, que influiria decisivamente

en su organizacion y evolucion.

1.6 Influencia de la temperatura

Como se avanz6 en el punto 1.1.7 del presente capitulo, las condiciones
hipotérmicas o hipertérmicas pueden dar lugar a diferencias apreciables 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 mucha menor medida la hipertermia, en el potencial de
acciéon miocardico, en la dinamica de las corrientes i6nicas que dan lugar a

su generacion y en la propagacion de la activacién en el tejido cardiaco.

1.6.1 Efectos a nivel celular

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 ionicos 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 accidn
ventriculares y prolonga los periodos refractarios [Mouritzen and Andersen
1966, Hoffman and Cranefield 1976, Sprung et al. 1995, Spear and Moore
1998].

Mediante la técnica de fijacion del potencial de membrana en
miocitos ventriculares de cobaya, Herve et al. (1992) observaron una
disminucién maxima de 6 mV en el potencial de reposo, y un alargamiento

gradual en la duracion de la fase de plateau del potencial de accion, al bajar
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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 ionicas de calcio y potasio. 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 i6nicos seria la responsable del
enlentecimiento final del PA, pudiendo tener un papel principal el descenso
de la corriente diferida de potasio (lx), y en menor medida la corriente
entrante de calcio (Ic,), Y la corriente entrante de potasio (lk;) [Herve et al.
1992, Kiyosue et al. 1993, Spear and Moore 1998].

Las alteraciones sufridas por los potenciales de accién dan lugar a
variaciones en la propagacion del impulso eléctrico a través del miocardio.
La refractariedad y la velocidad de conduccién 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.
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En el electrocardiograma de superficie, el alargamiento del intervalo
QT vy el ensanchamiento del complejo QRS son las manifestaciones tipicas
de las situaciones hipotérmicas [Davis 1993, Mortensen et al. 1993], ademés
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].

1.6.2 Arritmogenicidad asociada a la hipotermia/hipertermia

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 and Andersen 1966, Towne
et al. 1972, Eshel et al. 1990, Mortensen et al. 1993, Bjornstad et al. 1994,
Ujhelyi et al. 2001]. Durante la hipotermia, este efecto ha sido relacionado
con un enlentecimiento en la conduccion, un incremento en la dispersion de
la repolarizacién y un aumento en la heterogeneidad de la refractariedad
[Salama et al. 1998, Tachibana et al. 1999]. ElI 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 corazon 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 induccion 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
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regional a 43 °C por perfusion coronaria selectiva de corazones enfriados
globalmente 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 estimulacion prematura programada con el calentamiento y
enfriamiento selectivo. Los mapas de activacion mostraban la formacion de
zonas de blogueo en la frontera de las regiones alteradas s6lo 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 conduccién vy
prolongando la repolarizacion ventricular y la refractariedad. Aunque
durante la hipotermia el umbral de induccion de la fibrilacion disminuia, los
requerimientos energéticos de la desfibrilaciébn 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 prolongacién que experimenta

la refractariedad.

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 tdpica localmente [Hale and
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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 quirdrgicas [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
limitacién del dafio isquémico del tejido infartado y la recuperacién de la
funcidn cardiaca [Hale and Kloner 1999, Miki et al. 1998, Dae et al. 2002],
aunque esta aplicacion se efectle 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 produccion de radicales libres [Arnaud et al. 2002].

Debido a su accion 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 patolégicas que facilitan su aparicion, tal como sucede en
situaciones de isquemia miocérdica o de diversas alteraciones estructurales

producidas por estiramiento, fibrosis o cicatrizacién de zonas del miocardio.

Asi por ejemplo, Spear and Moore (1998) estudiaron los efectos

arritmogénicos de la quinidina, en un trabajo donde actuaban sobre la
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temperatura de 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 electrofisioldgicos 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 eliminacién 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 polimorfica. Estos
investigadores emplean una sonda enfriadora —también en este caso el
sistema para rebajar la temperatura se basa en la circulacion de agua fria—
para generar, en una fina capa de tejido ventricular perfundido, un gradiente
de refractariedad que facilita la induccion de la arritmia (la refractariedad
queda prolongada en el centro de la region analizada). En este trabajo se
concluyé que un circuito de reentrada funcional desplazandose constituye el
mecanismo de la TV polimérfica en un substrato con un importante

gradiente de refractariedad.

1.6.3 Consecuencias en FV

A pesar de la informacion existente sobre las propiedades arritmogenicas o

protectoras de la hipotermia y de la hipertermia, practicamente no se ha
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realizado hasta el momento estudios sistematicos sobre los efectos de la
temperatura en los patrones de la fibrilacion ventricular una vez ésta ha sido
desencadenada. En este sentido, tan sélo 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 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.

La fecuencia de activacion, obtenida como promedio de las
frecuencias dominantes (FrD) del analisis espectral de los electrogramas es
un parametro analizado en FV. La informacidn que aporta es en cierto modo
analoga a la obtenida con la inversa del intervalo fibrilatorio (VV). En
trabajos anteriores realizados en el grupo sobre idénticos modelos, se
verificd que ambas estan fuertemente correlacionadas (r=0.919, p<0.001)
[Tormos 2006]. Los dos parametros son representativos de un mismo
fenémeno, la frecuencia a la que se activa el tejido ventricular. Uno se
obtiene en el dominio del tiempo y otro en el dominio de la frecuencia, y

ambos pueden considerarse alternativos.

En el trabajo experimental de Chorro et al. (2002), con modelos de
corazon aislado y perfundido de conejo, se analiza el efecto de la reduccion
aguda y brusca de temperatura sobre el patrén 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
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exponencialmente hasta la terminacion de la arritmia (Figura 1.18),

existiendo una correlacion lineal entre ambos pardmetros.

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 reduccién de la complejidad de los mapas

de activacion registrados.
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Figura 1.18 Disminucion 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. t, tiempo desde el inicio del

enfriamiento [obtenido de Chorro et al. 2002a]

1.6.4 Contexto actual y posibles aportaciones

El enfriamiento o calentamiento del miocardio en modelos animales se ha
utilizado para la simulacion sistematica de arritmias o el sindrome de

Brugada [Boersma et al. 2002, Nishida et al. 2004], y para el estudio de las
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propiedades de la repolarizacion [Shkurocich et al. 2000] o mecanismos de
determinados farmacos [Spear and Moore 1998]. Ademas, las variaciones de
temperatura, inducidas por diferentes métodos, se han utilizado en varios
estudios para evaluar los efectos proarritmicos o cardioprotectores de esta
variable [Arnaud et al. 2002, Harada et al. 2008]. Hasta no hace mucho
tiempo, en la mayoria de estos estudios el corazdn se enfriaba o se calentaba
globalmente con la perfusion [Chorro et al. 2002b, Azarov et al. 2008]. En
otros estudios realizados, las alteraciones térmicas estaban localizadas en un
area determinada del epicardio y el analisis de sus efectos se efectuaba con
electrodos mdltiples con resolucidn espacial limitada [Tachibana et al. 1999,
Shkurocich et al. 2000, Boersma et al. 2002, Nishida et al. 2004, Tormos et
al. 2008].

La posibilidad de modificar localmente la temperatura del tejido
cardiaco de forma precisa con suficiente resolucion permitiria ampliar las
posibilidades de analisis. Por ejemplo, la desigual sensibilidad que presenta
el tejido sometido a cambios de temperatura (heterogenicidad) podria
simular patologias que propiciarian la aparicion de arritmias. Estas
condiciones podrian emular situaciones como las que ocurren en el
miocardio con isquemia, o diversas alteraciones estructurales causadas por
estiramiento de los tejidos, fibrosis o cicatrices en las areas del miocardio.
Por tanto, las modificaciones electrofisioldgicas inducidas por variaciones de
temperatura pueden ser Utiles para aclarar los diferentes aspectos

relacionados con el inicio, perpetuacion o cese de las arritmias cardiacas.

Entre las aportaciones potenciales de estos estudios se incluyen las
siguientes: (a) la creacion de heterogeneidades arritmogénicas que permitan

el estudio de los mecanismos implicados en la generacion de arritmias
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cardiacas, (b) la exploracién de los mecanismos de mantenimiento de los
procesos fibrilatorios, analizando la repercusion de modificaciones locales
sobre el patron de activacion global; (c) la definicion de la capacidad de
interrumpir los procesos arritmicos actuando sobre las zonas seleccionadas,
y (d) el estudio de los efectos protectores de farmacos u otras intervenciones
en condiciones de inestabilidad inducida por los cambios de temperatura
local.

Como se ha expuesto anteriormente, no han sido explorados
determinados aspectos de la electrofisiologia cardiaca y su relacion con la
temperatura en estudios realizados sobre preparaciones experimentales en las
gue se aplican modificaciones térmicas localizadas, de ahi subyace el interés
principal y el consiguiente planteamiento general de la presente

investigacion.

1.7 Desarrollo de dispositivos ad hoc

1.7.1 Justificacion de la necesidad

En el contexto de las investigaciones realizadas sobre preparaciones de
corazon aislado empleando electrodos multipolares, dada la ausencia de
elementos estdndar comercialmente disponibles, es habitual el desarrollo ex
profeso de dispositivos adaptados a las condiciones exigidas por el protocolo
experimental y el propio entorno en el que se aplicard [Mastrototaro et al.
1992, Malkin et al. 2000, Sahakian et al. 2001, Rogers et al. 2002, Reppel et
al. 2004, Hooks and Trew. 2008, Roy et al. 2009].

En el presente trabajo, se precisaria efectuar modificaciones térmicas

localizadas que necesariamente acarrearian el uso de dispositivos en
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contacto® con el epicardio ventricular, aspecto éste que en principio haria
desestimar el empleo de sistemas de cartografia dptica. De ello derivaria la
necesidad de desarrollar un dispositivo que conjugara ambas
funcionalidades, la de efectuar el registro eléctrico de una zona vy

simultdneamente enfriarla o calentarla.

No obstante, muy recientemente otro grupo de investigacion ha
realizado trabajos similares empleando sistemas Opticos conjuntamente con
dispositivos traslucidos desarrollados al efecto [Yamazaki et al. 2012].
Aunque esta metodologia también puede presentar limitaciones por no estar
exenta de cierta distorsion en las imagenes derivadas de la refractariedad de
la luz al atravesar medios distintos, y también por la dificultad en el control

de los cambios de temperatura y su determinacion precisa.

1.7.2 Aspectos a considerar

Las citadas condiciones exigibles —que vienen impuestas por el protocolo
experimental y el propio entorno— se concretan en las especificaciones o
requisitos a satisfacer por el dispositivo para que cumpla con su finalidad, y

éstas determinaran por tanto su concepcion.

En el presente trabajo, la funcionalidad principal exigible al
dispositivo sobre el que se basard la investigacion es la de proporcionar
registros de suficiente resolucion —para obtener mapas de activacion— de una

determinada éarea del epicardio ventricular y simultdneamente modificar la

® La transmision de calor se realiza por conduccion, se han desechado alternativas
como la conveccion o radiacion por considerarse técnicamente inviables
considerando las condiciones a satisfacer.
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temperatura de dicha zona de forma controlada entre unos margenes

determinados.

Ejerce un papel determinante el tamafio y la morfologia de las
preparaciones experimentales empleadas. En el caso de corazones aislados
de conejo, sus reducidas dimensiones —a titulo orientativo similar en tamafio
y forma al de una nuez— obligan a buscar una solucién que conjugue un
disefilo miniaturizado y compacto, unido a la viabilidad de su
implementacion a partir de los recursos disponibles. La morfologia del
epicardio ventricular —sobre el que se efectuaran los registros— también ha de
tenerse en cuenta para favorecer un contacto 6ptimo entre éste y la superficie
de registro. La utilizacién de materiales biocompatibles garantiza que no se

alteran las propiedades de la preparacion experimental.

Respecto a la resolucion espacial, en el apartado 1.5.6 también se ha
hecho referencia a separacion entre puntos de registro [Bayly 1993a,b]. El
area de registro minima guardara relaciéon con la longitud de onda de las
sefiales registradas. En la obtencién de mapas de activacion, ambos aspectos,

resolucion y area, condicionan el nimero de canales del dispositivo.

La conectividad del dispositivo —del conjunto de canales— vendra
establecida por las caracteristicas del sistema de adquisicion y registro

empleado.

Otro elemento a tener presente es el relacionado con las
caracteristicas térmicas: temperaturas alcanzables, estabilidad, inercia
térmica, o la posibilidad de medir dicha temperatura. Vendran determinadas

por la fuente de calor con la que se realice el intercambio térmico —
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enfriamiento o calentamiento— entre ésta y la preparacion, y también por la

conductividad térmica del medio presente entre ambas.

1.7.3 Experiencias previas realizadas

Se dispone de experiencias anteriores en trabajos del propio grupo de
investigacion [Tormos et al. 2008] en los que se inducian modificaciones
térmicas localizadas en el mismo tipo de preparaciones experimentales. En
dichos trabajos se utilizaba tecnologia thick-film en la construccién del
electrodo multipolar. Los canales de registro consistian en pistas de material
conductor depositadas en una Unica imprimacién sobre un sustrato de
alumina con forma plana. La alumina es un material cerdmico, excelente
aislante eléctrico y buen conductor del calor, pero no admite mecanizado
(por ejemplo operaciones de taladrado o desbastado). Las caracteristicas que
se tenian eran: 36 canales, separados 1.2 mm entre si, y un area aproximada
de 35 mm? Estas caracteristicas venian impuestas por restricciones
tecnoldgicas en la fabricacion, y daban lugar a que el limitado nimero de
canales y su resolucién espacial no permitieran la obtencion de mapas con
los que estudiar la dindmica de activacion. Por otro lado, la forma plana de la
alimina no adaptada a la morfologia de la preparacién limitaba la zona en
contacto con el epicardio. Estos eran los principales inconvenientes que

presentaba y que se aspira a superar en el presente trabajo.

En el referido trabajo se emple6é una célula Peltier como elemento
regulador de la temperatura. Este sistema de modificacion térmica demostro
ser eficiente, en tanto que permitia el enfriamiento y calentamiento
controlados en el margen de 17 a 42 °C, con un comportamiento dinamico y

una capacidad de regulacion adecuados para los protocolos empleados
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[Tormos et al. 2008]. Los resultados de su aplicacion constataron que las
alteraciones electrofisiolégicas inducidas son reversibles en ese margen, y ya
son apreciables con una hipotermia de 5 °C respecto del valor basal de
perfusion. Por tanto, no seria imprescindible alcanzar valores tan reducidos
de temperatura, siendo mas interesante asegurar la reproduciblidad y
estabilidad dentro del margen que finalmente se establezca.

1.7.4 Soluciones alternativas

En la realizacion de dispositivos electrodos multipolares convencionales —sin
funcionalidades afiadidas como la modificacion térmica— es habitual aplicar
resina epoxi en un molde. La resina actia como elemento que aglutina los
hilos conductores con los que se realizan los canales. En general, dichas
resinas son buenos aislantes eléctricos, permiten el mecanizado —con la
consiguiente adaptacion de la superficie de contacto a la morfologia de la

preparacion— pero la conductividad térmica es muy baja.

Actualmente existen en el mercado resinas epoxi con las
caracteristicas de conduccion térmica mejorada respecto a las
convencionales. Con ellas se puede plantear la posibilidad de desarrollar un
dispositivo que cumpla con las especificaciones exigidas, empleando en su
construccion las técnicas propias de dispositivos electrodos multipolares
convencionales, y debiendo adaptarse convenientemente para ser utilizado
de forma conjunta con una célula Peltier. De esta forma se buscaria superar
las limitaciones que plantea el uso del dispositivo thick-film citado en el
subapartado anterior, procurando mantener la capacidad de inducir

modificaciones térmicas controladas y reproducibles en el epicardio dentro
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de unos margenes de temperatura similares a los referidos en el subapartado

anterior.

Los requerimientos o recursos necesarios para el empleo de resinas
epoxi no son excesivos, lo que facilita su viabilidad. Ademas, es un material
muy inerte compatible con el entorno experimental. Adicionalmente, con
esta técnica se puede plantear la posibilidad de integrar en el mismo
dispositivo canales adicionales con electrodos de estimulacion e incluso

sensores de temperatura.

Para poder llevar a término la presente investigacion, se considera
oportuno el desarrollo de un dispositivo concebido en base al planteamiento
descrito anteriormente, tanto en lo que respecta a aspectos constructivos
como a las especificaciones deseables, teniendo presente tanto los
condicionantes del entorno como la instrumentacion disponible o las

caracteristicas de la propia preparacién experimental.

1.8 Parametros electrofisioldgicos a analizar

Las propiedades electrofisioldgicas del miocardio desempefian un papel
decisivo en la generacién y mantenimiento de las arritmias cardiacas. La
activacion miocardica durante la FV se relaciona con los parametros
electrofisioldgicos registrados durante la conduccién normal o ritmo sinusal ,
y estos parametros estan modulados por la temperatura [Mortensen 2003,
Chorro et al. 2002a]. Del mismo modo, en condiciones de estimulacion
programada o en FV, también es posible analizar otros parametros

caracteristicos bajo alteraciones térmicas.
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A continuacion se presentan los parametros electrofisiolégicos cuyo

andlisis se considera de interés.

1.8.1 Arritmogenicidad. Intervalo QT en ritmo sinusal

La anormal alteracién de los intervalos QT [Copie et al. 1997, Goldenberg et
al. 2006], tanto en acortamiento [Patel et al. 2010] como alargamiento ,
Kramer and Zimetbaum 2011], ha demostrado estar asociada a la presencia

de riesgos afiadidos de arritmias ventriculares malignas [Zayas et al. 2000].

En el electrograma de superficie, el alargamiento del intervalo QT y
el ensanchamiento del complejo QRS son manifestaciones tipicas de las
situaciones hipotérmicas [Davis 1993, Mortensen et al. 1993], ademas de
una ralentizacién del ritmo cardiaco cuando la hipotermia es global.

Existen muy pocos estudios en los que se analice el efecto de las
variaciones  localizadas de temperatura sobre este  parametro
electrofisiolégico, por lo que se ha estimado conveniente su analisis en la

presente investigacion.

1.8.2 Inducibilidad de la FV en estimulacibn programada.
Determinacién de respuestas repetitivas

Una extrasistole —o latido prematuro o ectOpico— es una contraccion
miocardica previa a la que debiera haberse producido normalmente en un
ritmo regular. Se trata por tanto de una arritmia cardiaca, como la taquicardia
o la fibrilacion ventricular. La presencia extrasistoles ventriculares puede ser
el preludio de la aparicion de estas Gltimas. Algunas extrasistoles
ventriculares se deben a mecanismos de reentrada que se originan alrededor

de zonas infartadas o isquémicas del corazon. Las estadisticas demuestran



Capitulo 1. Introduccion 73

que las personas con cardiopatias estructurales que presentan dichas
extrasistoles tienen mayor probabilidad de sufrir una FV espontanea cuyo
inicio estd precisamente relacionado con dichas extrasistoles [Guyton and
Hall 2007].

Cuando se somete al corazon a una situacion de estrés, condicion
que se puede emular experimentalmente mediante estimulacion eléctrica
programada, la aparicion de despolarizaciones espontaneas no provenientes
del nodo sinusal ni tampoco de la estimulacién externa aplicada, es un
indicador de inestabilidad y de mayor probabilidad de induccion de arritmias
sostenidas como la FV [Josephson 2001, Zipes 2010].

En estudios clinicos, este tipo de respuestas se relaciona con la
aparicion de FV. La heterogeneidad en el sustrato electrofisioldgico del
tejido inducida mediante modificaciones térmicas locales podria facilitar la

aparicion de dichas respuestas repetitivas.

En la misma linea, cabria pensar que se podria facilitar la induccién
de la FV provocando dichas heterogeneidades térmicas, lo que podria aportar
informacién sobre los mecanismos de instauracion de la arritmia. Dado que
se trata de una cuestion no abordada hasta el momento, se ha considerado

procedente su analisis en la presente investigacion.

1.8.3 Velocidad de conduccién en FV

Durante la FV se produce una actividad eléctrica desordenada en los
ventriculos, consecuencia de mudltiples frentes de onda simultdneos que

despolarizan irregularmente el tejido cardiaco. Tanto la refractariedad como
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la velocidad de conduccidn locales influyen en los patrones de activacion

durante la arritmia.

Es conocido que la velocidad de propagacion del impulso eléctrico
en el tejido depende de la temperatura [Chorro et al. 2002a], por tanto cabe
esperar modificaciones en los patrones de conduccidn durante la arritmia si
éste se somete a alteraciones térmicas, incluso si éstas son de caracter
localizado. Con objeto de dilucidar esta cuestion, se ha encontrado adecuado

incluir su andlisis en la presente investigacion.

1.8.4 Refractariedad y longitud de onda en FV

La estimulacion programada —test del extra-estimulo’— se puede emplear
para la determinacion de la refractariedad miocéardica. Sin embargo durante
la FV no se pueden aplicar la misma técnica por encontrarse el tejido
cardiaco sometido a una actividad cadtica, con despolarizaciones y
repolarizaciones continuas. En este sentido, se han postulado métodos
alternativos para cuantificar la refractariedad local en fibrilacion
[Duytschaever et al. 2001]. Entre ellos, aquel que asocia el percentil 5 del
histograma de intervalos entre activaciones sucesivas (intervalo VV) a un
indicador de refractariedad, por estar relacionado tanto con el periodo
refractario funcional como con el efectivo [Capucci et al. 1995,
Duytschaever et al. 2001]. Esto, unido a la posibilidad de realizar la
deteccion automética de los instantes de activacion -referida en el
subapartado 1.1.4—, hace que dicho indicador pueda resultar ventajoso para

cuantificar la refractariedad frente a otros mas complicados de llevar a

" Se define en el subapartado 4.2.2.
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término o cuya objetivacion resulta mds complicada que este método, al

margen de resultar un procedimiento de determinacion completamente ciego.

En la presente investigacion se ha considerado oportuno analizar el
percentil 5 de los intervalos entre activaciones en FV, como pardmetro

indicador de la refractariedad.

A partir del producto entre refractariedad y velocidad de conduccion,
se puede determinar la longitud de onda y analizar su variacion con las

modificaciones térmicas locales.

1.8.5 Patrones de activacion en FV. Complejidad de los mapas de
activacion

El trazado de las lineas isdcronas sobre los mapas de activacion proporciona
informacion sobre la dindmica de la conduccion. Dichos trazados se asocian
a patrones de activacion caracteristicos: frentes de onda simple,
afloramientos y reentradas. Asi, las lineas isdcronas paralelas sobre el mapa
indican una transmision superficial propia de un frente de onda simple, la
presencia de curvas cerradas corresponderia a afloramientos que se
transmiten en profundidad, mientras que las lineas isdcronas convergentes en
un punto indicarian una reentrada. La identificacién de los patrones de
activacion presentes en un mapa de activacion permite su clasificacion

atendiendo a criterios de complejidad [Konings et al. 1994].

La evaluacion de la complejidad durante la arritmia implica la
obtencion y analisis de mapas de activacién de la zona térmicamente alterada
y de la distante a ésta. En trabajos previos [Chorro et al. 2002a] se demostro
que, en condiciones de hipotermia global, el cese de la FV venia precedido

de una reduccién significativa de la complejidad de los mapas. Sin embargo
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no han sido explorados los efectos del enfriamiento o calentamiento locales
sobre la complejidad del patrén fibrilatorio.

Cabria pensar que la hipotermia local tenderia a reducir la
complejidad de la FV, al menos en la zona afectada. No obstante la
heterogeneidad creada por la actuacion local podria tener un caracter
arritmogénico, provocando asi el efecto opuesto [Han and Moe 1964]. Los
resultados obtenidos de estos andlisis podrian aportar informaciéon en
relacion con los mecanismos de mantenimiento de la FV, dada la
controversia existente actualmente sobre los mismos [Panfilov and Pertsov
2001, Nash et al. 2006], por lo que se ha considerado pertinente su inclusién

en la presente investigacion.

1.8.6 Reversion de la FV

En investigaciones previas se consiguié revertir la FV mediante la
disminucién brusca de la temperatura de perfusion [Chorro et al. 2002a]. Por
otra parte, en trabajos en los que la actuacion era de caracter local, no se

consiguid el cese de la arritmia [Tormos et al. 2008].

En el contexto de la presente investigacion, resulta interesante
plantear otros procedimientos alternativos de enfriamiento selectivo
dirigidos a alcanzar la reversion de la FV. Estaria por explorar los efectos
asociados a un enfriamiento selectivo y gradual del epicardio. Su realizacion
podria plantearse mediante la aplicacion directa de elementos
termoeléctricos [Tormos et al. 2008], o a traves de la inmersion gradual de la

preparacion en un bafio de Tyrode a temperaturas suficientemente reducidas.
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En este caso los resultados obtenidos podrian relacionarse con dos
cuestiones objeto de debate. La primera de ellas esta relacionada con la masa
critica necesaria para mantener la actividad fibrilatoria ventricular. El
enfriamiento de una cantidad suficiente de tejido hasta el punto de deprimir
la conduccidn y alargar la refractariedad de manera intensiva podria llegar a
detener la arritmia. La segunda estéa vinculada con una de las teorias vigentes
sobre la FV, aquella que atribuye un papel protagonista a un foco reentrante
de alta frecuencia que seria el responsable del mantenimiento de la arritmia
[Jalife 2000]. Si la zona de aplicacion de hipotermia aguda coincidiera con la
zona de instauracién del foco, se podria ralentizar su dindmica y ayudaria a

la extincion de la FV.

Con objeto de esclarecer estas cuestiones, parece acertado analizar la
capacidad de modificar la perpetuacion de la FV mediante alteraciones

epicardicas de &mbito local (aisladas o multiples) o bien globales.

1.8.7 Esbozo de protocolos experimentales

Con lo que se ha presentado en el presente capitulo, parece interesante
plantear protocolos experimentales basados en preparaciones de corazon
aislado de conejo, que contemplen diferentes situaciones funcionales —ritmo
sinusal, estimulacion programada y FV-, combinados con variaciones
graduales de temperatura localizadas en una zona del epicardio ventricular
entre ciertos margenes, que permitieran la obtencion simultanea de
informacién de la zona térmicamente modificada y de otra también

ventricular y distante de ésta.

Los protocolos basados en dicho planteamiento permitirian realizar

registros con los que obtener los pardmetros electrofisiol6gicos descritos
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anteriormente en dos zonas diferenciadas del epicardio ventricular (una
modificada térmicamente y otra no modificada), bajo distintas situaciones
funcionales a diversas temperaturas. Con ello se podria comparar los efectos
de las modificaciones localizadas de temperatura sobre dichos pardmetros y

analizar las diferencias observadas.



Capitulo 2. Objetivos

En el Capitulo 1 se realizd una recopilacion estructurada de conocimientos
extraidos de la literatura cientifica. Se pretendié entonces: i) esbozar el
estado actual de la electrofisiologia cardiaca y la contribucién de la
investigacion experimental en la profundizacion de su conocimiento con la
consiguiente implicacién clinica de sus avances, ii) apuntar algunas
carencias observadas que han servido para plantear el presente trabajo, y en
ese sentido iii) identificar algunos aspectos que merecen atencién y como se
podria abordar su estudio. En consecuencia, la citada argumentacion
contextualiza la presente investigacion y contribuye a perfilar sus
caracteristicas principales de una forma preliminar. En el presente capitulo
se declara el interés general en base a aquellos argumentos, y en
consecuencia se justifica su realizacion en los términos expuestos. En este
capitulo también se pretende definir con mayor detalle la investigacion: i)
concretando las hipdtesis planteadas que la han inspirado, ii) determinando
los objetivos marcados para dar respuesta a las mismas, iii) delimitando la
metodologia a emplear, iv) estableciendo el plan de trabajo a seguir y v)
revisando los recursos disponibles, mostrando asi su conveniencia y
viabilidad.
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2.1 Justificacién de la investigacion

La presente investigacion guarda relacion con el estudio de la FV, que es la
principal arritmia causante de muerte subita cardiaca, como se vio en el
apartado 1.2. En el subapartado 1.2.3 se argument6 la necesidad de avanzar
en el conocimiento de la arritmia para progresar en la prevencion o en su
interrupcién inmediata una vez aparecida. En el subapartado 1.5.1 se citaron
algunos trabajos sobre diversos aspectos concretos de la FV que se
encaminaban a esclarecer sus mecanismos. De modo que todo ello, por un
lado contribuye a contextualizar el presente trabajo, y por otro pone de
relieve la importancia de la investigacion experimental en el campo de la
electrofisiologia cardiaca y su papel en el desarrollo de técnicas de

diagnostico en la prevencion y en el tratamiento de las arritmias cardiacas.

Entrando en mayor detalle, en el apartado 1.6 se presentd cémo se ve
afectada la electrofisiologia cardiaca por esta variable, y en el subapartado
1.6.4 se citaron investigaciones recientes y algunas de sus limitaciones, que
por un lado dan pie a plantear la presente investigacion, y de forma
simultanea la concretan en aspectos relativos a la realizacion de
modificaciones térmicas localizadas y la obtencion de registros
electrocartograficos con objeto de estudiar la dindmica de la activacion

ventricular.

Sobre como llevar a término la investigacion, en el subapartado 1.5.1
se habld del interés de estudiar parametros electrofisioldgicos obtenidos a
partir de registros extracelulares, en el 1.5.2 de la adecuacion de la especie al
presente estudio. Por razones de experiencia del propio grupo de
investigacion y por la adaptacion de los recursos materiales disponibles se

manifestd la conveniencia de trabajar con conejos, con las implicaciones
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legales que ello conlleva. En el subapartado 1.5.3 se present6 el Sistema
Langendorff como un soporte metodolégico con una dilatada trayectoria que
permanece plenamente vigente, mostrandose idéneo para llevar a término el
presente estudio. En el subapartado 1.7.1 se razono sobre la conveniencia de
desarrollar ex profeso un dispositivo electrodo que conjugue la capacidad de
permitir registros de suficiente resolucion espacial y simultdneamente
modifique la temperatura de la zona de contacto. En el subapartado 1.7.4 se

propuso una determinada concepcion del dispositivo.

Sobre los aspectos objeto de estudio, en el apartado 1.8, se mostrd el
interés concreto de cada uno de ellos: andlisis del intervalo QT,
determinacion de respuestas repetitivas, y durante la FV: anélisis de la
velocidad de conduccion, de la refractariedad, de la complejidad de los
mapas de activacion y de la reversion de la arritmia. Finalmente en el
subapartado 1.8.7 se propuso el planteamiento de un protocolo experimental

para abordar la presente investigacion.

Por todo ello, se ha encontrado procedente y plenamente justificado
proponer la presente investigacion con la finalidad de estudiar el papel de la
temperatura sobre determinados parametros electrofisiolégicos miocardicos
y asi superar algunas limitaciones que presentaban trabajos anteriores, 0
explorar aspectos no abordados hasta el momento. Todo ello con la
conviccion de que las aportaciones al respecto constituiran un avance en el

conocimiento del campo cientifico.
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2.2 Hipotesis

Con el eshozo expuesto anteriormente y teniendo presente el estado actual

del conocimiento en el tema, se considera razonable plantear las siguientes

hipotesis:

(@)

(b)

(©

(d)

(€)

Dado que la temperatura modifica las propiedades
electrofisiolégicas del miocardio ventricular, cabe esperar que las
alteraciones locales de la temperatura epicardica conduzcan a la
aparicion de heterogeneidades en la activacion eléctrica del tejido.
En ciertas condiciones, estas heterogeneidades podrian facilitar la
induccion de FV.

Cuando la arritmia ya estd instaurada, la hipotermia/hipertermia
local podria modificar la complejidad de la activacién,

incluso la reduccion aguda de la temperatura local podria conducir a
la reversion de la arritmia si la masa enfriada fuera de suficiente
extension.

Para efectuar este tipo de estudios seria necesario obtener registros
de suficiente resolucion espacial simultaneamente con la
modificacion local de la temperatura, la combinacion de un
dispositivo termoeléctrico con un electrodo cableado en molde de
resina epoxi de alta conductividad térmica podria proporcionar esta
doble funcionalidad (modificacion térmica y registro de suficiente
densidad).

2.3 Objetivos de la investigacion

Con el propo6sito de comprobar las hip6tesis anteriores se plantean los

siguientes objetivos:
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1. Desarrollar un dispositivo electrodo multipolar cuyos registros
permitan la obtencion de cartografia eléctrica epicérdica con
capacidad de modular la temperatura local (hipotermia/hipertermia),
para ser utilizado en estudios electrofisiol6gicos con corazén aislado
de conejo. El sistema debera validarse experimentalmente
comprobando la capacidad de registrar mapas de activacion
epicardica a temperaturas estables superiores e inferiores al valor
basal de perfusién.

2. Con el dispositivo desarrollado, estudiar en el modelo experimental
los efectos que causan las modificaciones locales de la temperatura
sobre determinadas caracteristicas electrofisiolégicas del miocardio

ventricular. En particular se pretende cuantificar como afecta a:
- el intervalo QT,

- la aparicion de respuestas repetitivas e inducibilidad de la

FV mediante estimulacién programada,

- la velocidad de conduccion, la longitud de onda, el

intervalo fibrilatorio, la refractariedad durante la FV, y
- la complejidad de los patrones de activacién de la FV.

3. Explorar procedimientos encaminados a revertir la FV mediante

enfriamiento progresivo y selectivo del modelo experimental.

2.4 Metodologia

Los argumentos expuestos en el apartado 2.1, en especial aquellos relativos a
cémo realizar la investigacion y qué aspectos investigar, dan soporte a la

metodologia que se propone: i) la investigaciéon se basara en un modelo
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experimental de corazén aislado de conejo, ii) se desarrollard a tal efecto
para su posterior utilizacion un dispositivo electrodo multipolar capaz de
modificar localmente la temperatura epicardica ventricular, y cuyos registros
permitan realizar estudios electrocartogéficos, se procederé a su validacion;
iii) el principio general del protocolo experimental a aplicar en las series
experimentales consistira en realizar, con el dispositivo desarrollado,
modificaciones térmicas locales controladas —de forma gradual y acotada—, y
mediante el uso de otro dispositivo auxiliar convencional, efectuar registros
en sendas zonas del ventriculo, una térmicamente modificada y otra no
modificada; iv) a partir de los registros obtenidos se analizaran determinados
parametros que permitiran la comparacion entre ambas zonas, y V) con ello
se podran obtener conclusiones acerca de los efectos electrofisioldgicos de
las variaciones localizadas de temperatura en el miocardio. La busqueda de
la reversién de la FV mediante la aplicacion progresiva y selectiva de frio
exigird una variacion del planteamiento anterior, de modo que vi) se
propondran para su consecucion otros procedimientos concretos alternativos

a los anteriores.

2.5 Plan de trabajo

El plan de trabajo propuesto para llevar a término la investigacion consistira

en:

1. El disefio y construcciéon de un electrodo para cartografia eléctrica
epicardica con capacidad moduladora de la temperatura con el
proposito de ser utilizado en estudios electrofisioldgicos con corazén

aislado de conejo.
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2. La evaluacion funcional del electrodo sobre preparaciones
experimentales.

3. El disefio de un protocolo experimental con el que someter a la
preparacion experimental a una variacion de temperatura gradual en
condiciones de ritmo sinusal, bajo estimulacion programada y en
FV, registrando las sefiales de las que se obtendran los parametros
de interés.

4. La realizacion de una serie de experimentos siguiendo el protocolo
anterior.

5. El andlisis de parametros electrofisioldgicos a partir de los registros
obtenidos en la serie experimental.

6. El disefio de un protocolo orientado a conseguir la reversion de la
FV en la preparacién experimental mediante aplicacion progresiva y
selectiva de frio. Realizacion de una serie de experimentos y analisis

de resultados.

2.6 Recursos

Para la realizacion de los trabajos referidos en el apartado anterior se cuenta
con el Laboratorio del grupo BIO del instituto universitario ITACA de la
Universitat Politécnica de Valéncia (UPV) y con el Laboratorio de Fisiologia
de la Facultad de Medicina y Odontologia de la Universitat de Valéncia
(UV). En éste altimo se realizaran todos los trabajos que implican la
ejecucion de protocolos experimentales que corresponden a los puntos 2, 4 y
6 del apartado anterior, mientras que en el laboratorio de la UPV se
realizaran el resto de tareas. El caracter multidisciplinar del presente trabajo

requerird del apoyo y la colaboracion del equipo de fisiélogos y cardi6logos
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de la UV, y de los ingenieros de la UPV que conforman el grupo de
investigacion. Dicha colaboracion ya se ha materializado en los ultimos afios
en forma de proyectos de investigacion y publicaciones realizados
conjuntamente, habiéndose visto reforzada con el reconocimiento como
Microcluster de Investigacion denominado “PROTECCION
CARDIOVASCULAR?” dentro del programa VLC/CAMPUS.

En cuanto a los recursos disponibles en dichos laboratorios, por un lado
en el Laboratorio de Fisiologia se dispone de un sistema Langendorff con la
instrumentacion necesaria para el registro y estimulacion y esta atendido por
personal técnico competente, a lo que hay que afadir la proximidad del
animalario para abastecer de ejemplares. Todo ello hace que dicho
laboratorio sea idoneo para llevar a término la investigacion en su parte
experimental. En lo que respecta al Laboratorio del grupo BIO se dispone de
los recursos necesarios para la realizacion de dispositivos especificos y para
el andlisis de los datos registrados, asi como personal competente al cargo
del mismo, por lo que también se considera idéneo para la realizacion de

dichos trabajos.

Respecto a la financiacion necesaria para acometer la investigacion, sera
en gran parte sufragada por fondos publicos provenientes de diferentes
organismos y cuyo cddigo de las respectivas ayudas se detalla: Conselleria
d’Empresa, Universitat i Ciencia (GV06/125), Ministerio de Educacion y
Ciencia (DEP2006-56208-C03), Ministerio de Sanidad (RETIC
REDINSCOR RDO06/0003/0010) y Generalitat Valenciana (PROMETEO
2010/093).

De lo expuesto se considera perfectamente viable y conveniente

emprender la presente investigacion.






Capitulo 3. Desarrollo del dispositivo electrodo

En el Capitulo 1 se argumentd la necesidad de realizar un dispositivo
electrodo multipolar para acometer la investigacion. Se expusieron entonces
los diferentes aspectos a considerar y se concreté una propuesta. En el
Capitulo 2 se enuncié la necesidad del desarrollo y se formuld una hipétesis
sobre su viabilidad, constituyendo asi uno de los objetivos de la presente
investigacion. En el presente capitulo se describe el desarrollo del
dispositivo electrodo multipolar y su caracterizacion. Se estructura en cuatro
apartados. En el primero se presentan los aspectos concretos que han
condicionado la concepcion del dispositivo. En el segundo se detallan los
elementos involucrados en sus capacidades térmicas. En relacion con el
electrodo propiamente dicho —elemento fabricado sobre un molde de resina
epoxi que alberga los hilos que constituyen los canales de registro—, en el
tercer apartado se describe su concepcién, realizacién, conexionado y
comprobacion funcional. En el cuarto y ultimo apartado se describe la
caracterizacion del dispositivo, el protocolo experimental seguido con tal fin,

y las caracteristicas que se han determinado.
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En el apartado 2.5 se presentaron las tareas a realizar. Entre ellas se
tiene por un lado el disefio y construccién del dispositivo electrodo
multipolar con capacidad moduladora de la temperatura descrita en los
apartados 3.1 a 3.3, y con un cardcter mas experimental las tareas
correspondientes a la evaluacion funcional del electrodo sobre preparaciones
experimentales, descrita en el apartado 3.4. Las primeras a realizar en el
Laboratorio del grupo BIO de la UPV, y las de caracter experimental en el

Laboratorio de Fisiologia de la UV.

3.1 Condicionantes y requisitos a satisfacer

La funcionalidad principal exigida al dispositivo a desarrollar es la de
proporcionar registros de la actividad eléctrica en una zona del epicardio
ventricular, y simultdneamente modificar la temperatura de dicha zona. La
resolucion espacial de dichos registros debe ser suficiente para permitir
registros electrocartograficos con los que obtener mapas de activaciéon. De
forma adicional debe permitir la medida de la temperatura del epicardio y
posibilitar la aplicacién de estimulos eléctricos en la misma zona de registro.
En cuanto al margen de temperaturas se tendran presentes las

consideraciones expuestas al final del subapartado 1.7.3.

Las dimensiones y morfologia de la preparacion experimental
condicionan de forma determinante las caracteristicas del dispositivo.
Efectivamente, dado que éste debe adecuarse a: i) su reducido tamafio —un
corazén de conejo no es mayor que una nuez—, y ii) a la superficie del
epicardio —asimilable a una cuchara o elipsoide, y con la que debe establecer

un perfecto contacto para que tenga lugar el registro.
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En lo que respecta al conexionado, es importante tener presente la
elevada densidad de canales de registro que se requiere al dispositivo —
inherente a la capacidad de permitir la obtencion de mapas de activacion—y
la compatibilidad con el sistema de adquisicion existente en el laboratorio
MapTech —descrito en el subapartado 4.1.3. Adicionalmente para reducir los
niveles de ruido por interferencias electromagnéticas en las sefales

registradas habra que apantallar de forma conveniente.

En vista de los anteriores condicionantes, se ha optado por satisfacer
los requisitos planteados mediante una concepcion modular del dispositivo.
De modo que éste esté constituido por dos partes, por un lado el sistema
térmico que integra todos los elementos que tienen que ver con la
correspondiente funcionalidad. Y por otra parte, el electrodo propiamente
dicho, que incluiria lo relativo al registro de electrogramas y las

funcionalidades adicionales de estimulacién y medida de la temperatura.

De forma adicional a los requisitos enumerados anteriormente, con
la concepcién modular del dispositivo se consigue el poder reemplazar las
partes del mismo en caso de averia o deterioro de una de ellas, o para

mejorar sus prestaciones en un futuro.

En el disefio y posterior implementacion se ha procurado en la
medida de lo posible evitar el uso de tecnologias sofisticadas, generalmente
caras y de dificil acceso —siempre que ello no estuviera suficientemente
justificado— recurriendo al empleo de elementos estandar comercialmente
disponibles con los que se reducen costes sin que suponga una merma

sustancial de prestaciones.
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3.2 Sistema térmico

El elemento activo que aporta el frio o calor necesario para provocar las
alteraciones térmicas locales en la preparacion experimental es una célula
Peltier. Esta funciona conjuntamente con otros elementos cuyo propdsito es
disipar el calor extraido por la célula y mejorar asi su rendimiento, estos
altimos son: un bloque de refrigeracion, una bomba centrifuga, liquido

refrigerante, conductos flexibles y vaso de expansion.

3.2.1 Célula Peltier

Con este elemento se producen las alteraciones térmicas controladas, tanto
calentar como enfriar desde su valor basal (37 °C). Este refrigerador
termoeléctrico es un dispositivo de estado sélido cuyo funcionamiento se
basa en el efecto Peltier (Figura 3.1). Los médulos comerciales consisten en
multiples pares de uniones o termoelementos de semiconductor p vy
semiconductor n, conectados eléctricamente en serie y térmicamente en
paralelo. Dos placas de material cerdmico conforman y aislan la "cara fria" y
la "cara caliente" del mddulo. Como material semiconductor suele emplearse

el telururo de bismuto (Bi,Tes).

El dispositivo actla como una bomba térmica, transfiriendo
continuamente calor de la cara fria a la caliente, de manera proporcional a la
corriente inyectada. En la medida en que el calor acumulado en la cara
caliente pueda ser disipado, se dispondré de un sistema eficaz para reducir la
temperatura de la cara fria, y por tanto la de aquel material al que se
encuentre en contacto térmico, en este caso el electrodo. Al invertir el
sentido de la corriente, se intercambia el comportamiento térmico de las

caras.
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Heat Absorbed (Cold Side)

p-Type Semiconductor Positive (+)

n-Type Semiconductor s

~ Electrical Conductor
Electrical Insulator (Copper)
(Ceramic)

Heat Rejected (Hot Side)

Negative (-)

Figura 3.1 Estructura de un refrigerador termoeléctrico

Las células Peltier tienen una baja eficiencia energética, pero no es
éste un factor primordial en esta aplicacion. Por contra, destacan las
caracteristicas relativas al tiempo de respuesta, sus reducidas dimensiones o
la posibilidad de control de la temperatura. Al margen de poder enfriar y
calentar con el mismo dispositivo, simplemente invirtiendo el sentido de la

corriente.

La célula empleada es el modelo PE-127-10-08-S, de la firma
Supercool®. Es uno de los pocos modelos herméticos para condiciones
himedas que se encuentran actualmente en el mercado. La estanqueidad se
consigue mediante un sellado perimetral del refrigerador que evita que la
humedad o los vapores entren en contacto con las uniones termoeléctricas o
los conductores, condicién indispensable en este caso ya que el liquido de
perfusion acaba empapando completamente la superficie del dispositivo.
Tiene las siguientes caracteristicas: dimensiones 30 x 30 x 3.1 mm, Sus

caracteristicas eléctricas de corriente, tension y potencia méaximas son
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respectivamente: 6 A; 15.7 V y 57.1 W; y gradiente térmico maximo entre
caras de 72 °C.

3.2.2 Elementos refrigerantes

En contacto con la cara caliente de la célula, con objeto de evacuar el calor
que en ella se produce y reducir el gradiente térmico entre caras, se dispone
de un blogue refrigerador fabricado en cobre y recubierto de niquel, modelo
SNB-N, de la firma Chipset Alphacool®, presenta una eficiencia maxima en
un volumen muy reducido dada la elevada conductividad térmica del cobre
(385 W/mK). Sus dimensiones son 40 x 40 x 15 mm, tiene la entrada y

salida de liquido refrigerante para tubo flexible de G1/4”.

A traves del refrigerador circula una solucion de agua y etilenglicol a
temperatura inicial de -10°C, mediante un circuito cerrado compuesto por
tubos de silicona, una bomba y un vaso de expansion. Los tubos de silicona
tienen un didmetro exterior 8 mm y 1 mm de grosor, en el montaje se
recubren de otro tubo auxiliar de material aislante para reducir las pérdidas.
La solucion de etilenglicol se impulsa mediante una bomba centrifuga de
potencia de salida 10 W y flujo méaximo 14 litros por minuto. El vaso de
expansion consiste en un cubo de polietileno expandido que aisla

térmicamente el liquido refrigerante del ambiente evitando pérdidas.

3.3 Electrodo

El electrodo alberga los elementos que intervienen en el registro de los
electrogramas, asi como en otras funcionalidades adicionales como la
estimulacion local y la medida de temperatura. Est4 construido en resina

epoxi, tiene un espesor reducido, una de sus caras es perfectamente plana y
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esta en contacto con la célula Peltier, lo que favorece la transmision de calor
por conduccion. La otra cara del electrodo est4 en contacto con el epicardio,

por lo que adopta una forma convexa similar a la de una cuchara.

Figura 3.2 Partes del dispositivo desarrollado. Bloque
refrigerador en la parte superior con la entrada y salida
de liquido refrigerante, bajo ésta la célula Peltier, y por
ultimo el electrodo, cuya superficie inferior (oculta en la
figura) es la de registro en epicardico.

La Figura 3.2 muestra una perspectiva esquematica del conjunto. En
la parte superior aparece el refrigerador, con los conductos de entrada y
salida de refrigerante, en la parte inferior el electrodo, y entre ambos, en
color mas oscuro, la célula Peltier. Aunque se han representado los tres
elementos con cierta separacion entre si, todos estan en intimo contacto. En
el ensamblado se utiliza silicona térmica para favorecer la transferencia de

calor, por conduccion, entre estos elementos.
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3.3.1 Concepcidn

Se ha ampliado la funcionalidad de los dispositivos electrodo desarrollados
por el grupo de investigacion en experiencias previas —se describe en
subapartado 1.7.3, [Tormos et al. 2008]- optando por integrar 128 canales
unipolares espaciados 1 mm entre si, y dispuestos en una matriz cuya
distribucion de puntos de registro sobre la superficie de contacto con el
epicardio se representa en la Figura 3.3, que cubren un &rea préxima a 100
mm?. La resolucién de registro y el area abarcada son suficientes —se trata en
los subapartados 1.5.5 y 1.7.3, [Bayly 1993a,b]- para la realizacién de
mapas de activacion ventricular durante la FV a partir de las sefales
obtenidas, lo que supone superar una de las limitaciones que se tenian en las
experiencias previas [Tormos et al. 2008], en las que se habian conseguido
matrices de 6 x 6 puntos de registro interespaciados 1.2 mm entre si que
cubrian 35 mm? Los hilos empleados lo que no permitia la obtencién de

mapas de suficiente calidad.

Figura 3.3 Distribucion de puntos de registro
estimulacion
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Los cinco pares de puntos encerrados en pequefios circulos
sombreados de la Figura 3.3, corresponden a canales de estimulacion
bipolares. El punto representado en el centro corresponde a un termopar tipo
K (marca RS, codigo 621-2158) empleado para el registro de la temperatura
epicardica.

Figura 3.4 Detalle de la constitucién del electrodo

El elemento que alberga: i) los hilos que conforman los canales de
registro, ii) los hilos de los canales de de estimulacion vy iii) el termopar es
un compuesto epoxidico de la firma Electrolube®, su denominacion
comercial ER2074, de conduccion térmica 1,265 W/mK, mejorada respecto
a la de las resinas epoxi estandar que estd en torno a 0,55 W/mK. La
justificacion de su eleccion radica en la compatibilidad con el entorno de
investigacion (altamente inerte), la necesidad de una conduccion térmica
aceptable, la posibilidad de mecanizado con objeto de adaptar la superficie
de contacto del electrodo a la morfologia del epicardio en la zona
ventricular, y un buen aislamiento eléctrico. Los hilos empleados para los

canales de registro y de estimulacion son de acero inoxidable AISI 316,
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dureza de 110 a 140 kpsi, de didmetros respectivos 125 y 200 um, aislados
con teflon (PTFE) de 25 y 40 um de espesor respectivamente.

En la Figura 3.4 aparece una representacion del electrodo en
perspectiva al que se ha practicado una seccion; se aprecia su constitucion y

la forma de la superficie similar a un elipsoide o a la de una cuchara.

Preparacion

experimental
Via 1

Conector MapTech
Estimulacion

Transicién Acero-Cu |:| |:|
SCSI Il 68 pins

Conector SCSI IlI
68 pins
Transicion

SCSI Il ~ Con. MapTech

Termopares

Figura 3.5 Conexionado del dispositivo electrodo multipolar

3.3.2 Conexionado

Los hilos de acero se han agrupado en dos mazos que salen del blogque de
epoxi de forma acodada para permitir que la zona de contacto con la célula
Peltier sea plana. Los mazos de cables estan aislados y apantallados para
reducir los efectos de las interferencias electromagnéticas en las sefiales
captadas. Los mazos terminan en dos transiciones que albergan sendos
conectores SCSI Il de 68 contactos. Se disponen de otros dos latiguillos
SCSI 11 para la conexion al equipo de registro (MapTech). Es éste ultimo el

que condiciona la conectividad. En uno de los mazos, también se dispone un
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conector que agrupa los canales de estimulacion y, en el otro dos conectores

para los termopares. En la Figura 3.5 se representa esquematicamente todos
los elementos descritos y su interconexion.

Figura 3.6 Fotografias durante la fabricacion. A,
estructura auxiliar para el posicionamiento de hilos. B,
planchas para el guiado de hilos. C detalle del guiado. D,
aplicacion de la primera fase de resina liquida sobre la
plancha auxiliar y el anillo. E, agrupacion de hilos y
molde para la aplicacién de la segunda fase de resina
liquida. F, detalle de la cara de registro del electrodo —
previo al mecanizado. F, aspecto final del conjunto.
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3.3.3 Realizacion

La fabricacion del electrodo es un proceso laborioso que consta de varias
fases: alineacién de hilos, preparacion de la pasta de relleno, construccién
del molde, agrupacion de hilos en mazos, apantallamiento, aislamiento y
conexionado de los cables al conector, mecanizado y pulido de las
superficies. La ejecucion cuidada de cada una de ellas es imprescindible para
garantizar un resultado final robusto y libre de interferencias. En la Figura
3.6 se muestran algunas fotografias que ilustran la secuencia del proceso de

fabricacion.

El compuesto epoxidico se aplica en dos fases (fotografias D y E).
La primera requiere previamente el posicionamiento preciso de todos los
hilos, 139 en total, lo que se resuelve empleando una estructura auxiliar
fabricada al efecto (fotografia A). Esta estructura consiste en tres varillas
roscadas que soportan tres planchas, teniendo éstas Ultimas como objeto
mantener el guiado y la tensidn de los hilos. Se precisa pasar uno a uno todos
los hilos (fotografias B y C). Se dispone de un molde con forma anular de 20
mm de didmetro exterior, 2 mm de grosor de las paredes y 6 mm de espesor,
gue contiene la resina liquida hasta que fragua (fotografia D), y corresponde
con la parte superior de la Figura 3.4, en color oscuro. Una vez
encapsulados se confeccionan los mazos de hilos y se utiliza otro molde,
ahora con forma de Iamina cuadrada, de 20 mm de lado y 6 mm de espesor,
aplicandose a continuacion la segunda fase de resina epoxi (parte inferior de
la Figura 3.4 y fotografia E). El mecanizado de la superficie de contacto con
el epicardio (la zona del molde anular) se realiza con una muela o fresa de
forma oval o de gota para taladro de miniatura, siendo la profundidad

méaxima del mecanizado de 1,7 mm. La cara opuesta del electrodo (la zona
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del molde cuadrado) se pule para favorecer el contacto con la superficie de la
célula Peltier. La fotografia F muestra el electrodo a falta del mecanizado, y
la G y el conjunto con mazos y conectores.

3.3.4 Comprobacién funcional

Una vez construido el dispositivo se procedio a realizar una verificacion
funcional previa en la que se comprobaron las capacidades eléctricas y
térmicas del dispositivo. Se realizd sobre tres preparaciones, el sistema

experimental empleado fue el descrito en los subapartados 4.1.2 'y 4.1.3.

3.4 Caracterizacion del dispositivo desarrollado

3.4.1 Protocolo experimental

Con objeto de evaluar la capacidad modificadora del dispositivo
desarrollado, los efectos térmicos sobre la preparacién y sus limitaciones, se

realizé una serie de experimentos siguiendo unos protocolos especificos.

Se ubicé la preparacion en el Sistema Langerdorff segln se describe
en el subapartado 4.1.1. Se dejaron transcurrir veinte minutos, tiempo
durante el cual se situaron sobre la preparacion los elementos de registro y
estimulacion referidos en el subapartado 4.1.2, conectandolos a su vez a la
correspondiente instrumentacion descrita en el subapartado 4.1.3,

comprobando el correcto funcionamiento del conjunto.

Se comprobaron los margenes de temperatura alcanzables y su
reproducibilidad, en especial la temperatura minima. Su determinacion
empirica fijo el escalén minimo en los protocolos experimentales planteados

en el presente trabajo. La temperatura maxima se fijo en 42 °C para evitar
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lesiones irreversibles en la preparacion. Segun el protocolo concreto, la

temperatura se modificé entre dicho margen en escalones' de 5 °C.

En la realizacion de los protocolos, partiendo de la situacion basal,
correspondiente a la temperatura de perfusion (37°C), se modifico la
temperatura epicéardica mediante la regulacion manual de la corriente
eléctrica aplicada a la célula Peltier hasta alcanzar las temperaturas que se

indican en cada caso.

Las caracteristicas analizadas fueron el comportamiento dindmico de
las variaciones térmicas, el alcance de las modificaciones térmicas en la

pared ventricular y la distribucion térmica epicardica.

3.4.2 Comportamiento dinamico de las variaciones téermicas

Esta caracteristica se obtuvo a partir de las curvas tiempo-temperatura en las
medidas correspondientes a los escalones 37 °C / 22 °C, 22 °C / 37°C y 37
°C / 42 °C, que respectivamente se asocian a las transiciones desde la
temperatura basal a hipotermia, de hipotermia a basal y de basal a
hipertermia. Para ello se utiliz6 un termémetro de registro continuo (marca

Fluke®, modelo 52I1), con un tiempo de muestreo de 10 s. Se realiz6 un

ajuste por minimos cuadrados para obtener las constantes de tiempo de las
distintas curvas en las transiciones citadas. También se comprobd la
estabilidad de la temperatura en la zona modificada y la influencia en la zona

normotérmica.

! Se opt6 por dicho valor para disponer de suficientes puntos con los que estudiar la
modulacion gradual de la temperatura sobre las variables analizadas sin que el
tiempo empleado en la ejecucion del protocolo experimental comprometiera la
integridad metabdlica de la preparacion.
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3.4.3 Profundidad de actuacidn epicéardica

Con objeto de determinar el alcance de las variaciones térmicas a lo largo de
la pared ventricular, se disefid y construyd una aguja instrumentada de acero
inoxidable —aislada con barniz— que albergaba tres termopares miniatura tipo
K (marca RS, cbdigo 621-2158) para el registro de la temperatura a
profundidad de 1 mm, 2 mm y 3 mm desde el epicardio, como se puede
apreciar en la Figura 3.7. Tras el registro continuo de temperaturas descrito
anteriormente, se retir6 momentaneamente el dispositivo que modificaba la
temperatura, se insert6 la aguja en el epicardio haciendo coincidir el punto
de insercion con el centro de la zona cubierta por el dispositivo y éste tltimo
fue colocado de nuevo en su ubicacidn original. Los hilos de los termopares
de la aguja salian lateralmente con objeto de obtener un buen contacto
electrodo-tejido, incluso con la aguja insertada. Las temperaturas
intramurales se registraron transcurridos al menos dos minutos tras la

estabilizacion del dispositivo.

termopar aislado
N_©® o @

‘ i
1mm 1 mm 1 mm

Figura 3.7 Representacion esquematica de la aguja instrumentada
para la medida de temperaturas endocérdicas

Adicionalmente, una vez obtenidos los resultados y con objeto de
verificar la validez del método de medida del alcance intramural de las
variaciones térmicas—concretamente en lo referente a un hipotético efecto

interferente de la aguja que pudiera traducirse en una subestimacion de las
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temperaturas—se procedié de la siguiente manera en dos experimentos
adicionales. Se utilizd un termopar guiado mediante un delgado hilo de seda
atado al mismo. Con la ayuda de una aguja de sutura, el hilo se introdujo
desde el endocardio, haciendo que el sensor discurriera perpendicularmente
a través de la pared ventricular. La profundidad del punto de medicion fue
verificada a través de tres lineas previamente marcadas en el hilo. La
visualizacién de cada una de estas lineas alineadas con el epicardio marcé la
posicién de la union termoeléctrica en cada caso. Se reprodujo el mismo
protocolo de temperatura que en los experimentos de la serie. Los resultados
de las medidas mediante el termopar guiado fueron coincidentes con los de
la aguja instrumentada, corroborando asi que la presencia de la aguja no

alteraba las mediciones.

3.4.4 Distribucion de temperatura epicardica

Esta caracteristica se comprob6 en uno de los tres experimentos. En dicho
experimento, tras los registros continuos de temperatura, al alcanzarse la
temperatura final de los distintos escalones —basal (37 °C), hipotermia (37
°C) e hipertermia (37 °C)- y siempre antes de la insercion de la aguja, se
obtuvieron imagenes termograficas epicardicas utilizando una camara de
infrarrojos (modelo ThermalCAM ® P60, de la firma Flir Systems Inc.,
Boston, EE.UU.). Con el fin de evitar cambios de temperatura en la zona
modificada, mientras se registraba la imagen termografica, se detuvo unos
instantes la perfusion y se retird rapidamente el dispositivo con el fin de
fotografiar el area afectada. Con las imagenes obtenidas se verifico la

distribucion térmica superficial en la zona abarcada por el dispositivo
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disefiado. En la fotografia mostrada en la Figura 3.8 aparece la camara de

infrarrojos con la imagen termogréfica de la preparacion experimental.
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Figura 3.8 Registro de la temperatura epicardica de la
preparacion experimental mediante una cdmara de infrarrojos



Capitulo 4. Material y métodos

En el Capitulo 1 se expusieron las diferentes posibilidades presentes en la
investigacion en electrofisiologia cardiaca sefialando aquellas que mejor se
ajustaban para llevar a término la presente investigacion y que tuvieron
concrecion en una propuesta metodoldgica realizada en el Capitulo 2. Del
mismo modo, se concretd el objeto de la investigacion y los parametros a
estudiar. En el presente capitulo, partiendo del desarrollo del dispositivo
descrito en el Capitulo 3, se pretende detallar los materiales, instrumentos,
técnicas y procedimientos empleados para la obtencion de los resultados de
la presente investigacion, y se estructura en seis apartados. En el primero se
presenta el entorno experimental en el que ha tenido lugar la investigacion,
ocupandose del sistema Langerdorff, las preparaciones experimentales
empleadas, la legislacion de aplicacion, la instrumentacion y el software. El
siguiente apartado se dedica a los parametros electrofisioldgicos obtenidos.
El tercer apartado se ocupa de los calculos estadisticos realizados para la
obtencién de los resultados. Se contina con el protocolo experimental
empleado para la obtencion de dichos parametros. Para concluir se enumeran
y se resaltan aquellos aspectos mas destacados de otros protocolos

experimentales realizados en el presente trabajo.
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Las tareas programadas en el apartado 2.5 que se describen en el
presente capitulo se llevaron a cabo en los términos alli establecidos. Entre
dichas tareas, las de caracter experimental se realizaron el Laboratorio de
Fisiologia de la UV, consistieron en i) la realizacion de una serie de
experimentos siguiendo un protocolo orientado a someter a la preparacion a
variaciones graduales y localizadas de temperatura en condiciones de ritmo
sinusal, bajo estimulacion programada y en FV, se describen en el apartado
4.4,y ii) la ejecucion de otros protocolos orientados a conseguir la reversion
de la FV en la preparacidon experimental mediante aplicacion progresiva y
selectiva de frio, se describen en el apartado 4.5. Por otro lado, en el
Laboratorio del grupo BIO de la UPV se realizaron las tareas
correspondientes al analisis de los registros obtenidos -referidos
anteriormente en i)-, con las que se obtuvieron los pardmetros

electrofisiolégicos que se describen en el apartado 4.2.

4.1 Entorno experimental

En materia legal, los trabajos se realizaron atendiendo la normativa referida
en el subapartado 1.5.2. Las preparaciones experimentales de corazén
aislado se obtuvieron de conejos de la raza New Zealand criados de forma

controlada para investigacion.
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4.1.1 Preparacion experimental

Configuracion del sistema de perfusion

El sistema de perfusion es el elemento central sobre el que se sustenta el
trabajo experimental, su funcionamiento y constitucion fue descrito en el

subapartado 1.5.3.

La bomba peristaltica empleada fue de la firma Cole-Parmer
Instrument Co.®, y la bomba circulante de termostatacién, de Neslab
Instruments, Inc.®. La presion y temperatura de la perfusion retrograda de la
solucion de Tyrode —liquido nutricio— fue de 60 mmHg y 37+0.5 °C; la
composicién milimolar de la solucién fue: NaCl: 130; NaHCO,: 24,2; KCI:
4,7; CaCl,: 2,2; NaH,PO,: 1,2; MgCl,: 0,6 y Glucosa: 12; la oxigenacién de

la misma se efectud con una mezcla de 95 % de O, y 5 % de CO..

Extraccion y adecuacién de la preparacion

Los animales se pesaron con una balanza de la firma Soehnle®, y las
preparaciones —una vez concluido la ejecucion del protocolo experimental—

con una balanza de precision Precisa Balances®, modelo GF-2000.

Tras la sedaciébn con ketamina (25 mg/kg intravenosa),
heparinizacion y sacrificio de los animales mediante dislocacion cervical, se
extrajo rapidamente el corazon sumergiéndolo en una solucion de Tyrode
frio (4 °C). Después de adecuar la aorta, se conectd al sistema de
Langendorff. Las imagenes de la Figura 4.1 ilustran la secuencia del

proceso.
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Figura 4.1. Imagenes tomadas durante la extraccion y ubicacion de la preparacion
en el sistema Langendorff. De izquierda a derecha, y de arriba abajo: anestesia a
través de la vena marginal izquierda, animal anestesiado, previo a la extraccion una
vez sacrificado, corazon sumergido en bafio de Tyrode frio, insercion de la aorta en
la canula del sistema, y preparacion ya fijada al sistema. [obtenido de Pelechano
2008]

4.1.2 Elementos de registro y estimulacion. Ubicacion

Una vez conectado el corazén al sistema de perfusion, para la ejecucion
posterior del protocolo experimental principal descrito en el apartado 4.4, se
dispusieron en contacto con la preparacion los siguientes elementos de
registro y estimulacion: electrodo multiple modificador de la temperatura,
electrodo multiple convencional, electrodo indiferente, electrodo bipolar de
estimulacién, electrodo unipolar de monitorizaciéon y termopares.
Posteriormente estos elementos se conectaron a la instrumentacion referida

en subapartado 4.1.3. La fotografia de la Figura 4.2 muestra una vista real de
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la preparacién —tomada desde la pared posterior del ventriculo izquierdo—
con los electrodos situados en su posicion definitiva. Y la Figura 4.3

muestra una representacion esquematica de la distribucion de los elementos.

' ‘q developed?.
: device

Figura 4.2. Detalle de la distribucion de elementos
durante la realizacion del protocolo experimental.

El dispositivo descrito en el apartado 3.2 —electrodo multiple
modificador de la temperatura— se posiciond en la pared anterior del
ventriculo izquierdo (Figura 4.2) 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”
(ZM).

Otro electrodo multiple, de 103 canales utiles, en este caso
convencional, se situé en la pared posterior del ventriculo izquierdo. Sus

registros corresponden a la zona normotérmica (ZN), o no modificada
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térmicamente. Consistio en una placa cuadrada de 1.5 cm de lado con 121
electrodos unipolares de acero inoxidable (didmetro 0.125 mm, distancia
entre electrodos 1mm) fabricado mediante la disposicion en forma de matriz
cuadrangular de hilos de acero inoxidable con aislamiento de silicona, en
molde de resina epoxy. La discrepancia entre el nimero de electrodos
unipolares y el de canales Utiles resultantes se debe a condicionantes de
conexion con el sistema de registro MapTech descrito en el subapartado
4.1.2.

(PAV])
eS

Figura 4.3. Representacion esquematica de la
distribucién de elementos durante la realizacion del
protocolo experimental. Abreviaturas: AA, arteria
aorta; Al, auricula izquierda; VD, ventriculo
derecho; VD, ventriculo izquierdo; PAVI, pared
anterior ventriculo izquierdo; PPVI, pared posterior
ventriculo izquierdo; eM, electrodo modificador; eN,
electrodo  convencional; eS, electrodo de
estimulacion; eO electrodo indiferente; tM, termopar
zona modificada; tN, termopar zona no modificada.

El electrodo indiferente estaba situado por encima de la aorta

canulada, se utilizé una placa de Ag/AgCl de 4x6 mm.
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En la zona del ventriculo izquierdo que quedaba libre entre los
electrodos maltiples se dispuso el electrodo de estimulacién, bipolar, de
acero inoxidable (diametro 0.125 mm, y separacion entre electrodos 1 mm).

Se dispuso un electrodo unipolar en la auricula izquierda para

monitorizar la actividad auricular durante la realizacion del experimento.

Mediante termopares’, se registrd la temperatura de ambas zonas del
epicardio ventricular (ZM y ZN). La primera mediante el termopar integrado
en el dispositivo descrito en el subapartado 3.3.1, la segunda mediante un
termopar situado en una zona del epicardio ventricular alejada de la zona
modificada, proxima al electrodo convencional y en la parte opuesta a la que

mira el electrodo modificador, esto es, en el ventriculo derecho.

Figura 4.4 Sistema de adquisicion Map Tech©. Médulo hardware para la amplifi-
cacion vy digitalizacion (vista frontal donde se observan los conectores de los
electrodos —izq.) y software PaceMap®© de representacion y analisis (dcha.)

! Termopares tipo K, didmetro 0.2 mm y aislamiento de PTFE, seglin norma BS4937
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4.1.3 Instrumentacioén

Tras la ubicacién de los elementos de registro y estimulacion descritos en el
apartado anterior, todos ellos se conectaron a los instrumentos que se

describen a continuacion.

Las sefiales captadas por los electrodos de registro correspondientes
a los electrogramas unipolares epicardicos —registradas con el dispositivo
electrodo multipolar descrito en el Capitulo 3, el electrodo multipolar
convencional y el electrodo unipolar— fueron adquiridas y digitalizadas
mediante un sistema de cartografia de la actividad eléctrica cardiaca
MapTech (Waalre, Holanda), de 256 canales, ganancia 50-300, ancho de
banda 1-400 Hz, frecuencia de muestreo por canal 1 kHz y resolucion 12
bits. En la Figura 4.4 se muestra el sistema, constituido por una etapa de
acondicionamiento de sefiales y digitalizacion, un PC con una tarjeta de
adquisicion de datos y el software PaceMap que permite la monitorizacion
de sefiales durante el experimento y su analisis posterior. Los registros
obtenidos en los experimentos fueron almacenados en soporte digital para su

analisis posterior.

Los termopares de cada zona del epicardio (ZM y ZN) se conectaron
a sendos termémetros digitales de dos canales de la firma Fluke®, modelos
5211 y 5111.

La estimulacion ventricular se efectué utilizando un estimulador
Grass®, modelo S88 —al que se conectd el electrodo bipolar de
estimulacion—, que permite emitir pulsos de corriente, y que esta provisto
de una unidad de aislamiento de estimulos (modelo SIU5, de la misma

firma). Los estimulos aplicados corresponden a impulsos rectangulares con
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una duracion de 2 ms y una amplitud doble del umbral diastélico. En la
Figura 4.5 se muestra el estimulador utilizado.

Figura 4.5 Estimulador GRASS S88 (vista frontal)

En la Figura 4.6 se representa de forma esquematica la
instrumentacion mencionada, los elementos de registro y estimulacion, y el
modelo de corazon perfundido que conforma el sistema experimental
empleado. En ella, se muestra cada una de las partes y equipos utilizados
durante la realizacion del protocolo experimental. A continuacion se
relacionan, a modo de resumen explicativo, el funcionamiento de estas
partes y su papel e interrelacion con el resto de elementos durante la

realizacion del protocolo experimental descrito en el apartado 4.4.

1. El sistema Langendorff asegura el aporte metabolico adecuado a la
preparacion mediante la perfusion retrograda de Tyrode a
temperatura y presion constantes que mantienen la circulacion
coronaria. Para ello, la mezcla nutricia, previamente preparada, es
oxigenada e impulsada por la bomba peristaltica hasta entrar en la
camara de perfusion, previo paso por el depésito de calentamiento.
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Figura 4.6 Representacion esquematica del sistema experimental: preparacion, sis-

tema Langerdorff, elementos de registro y estimulacidn, e instrumentacion.

2. Los dos electrodos multiples —el convencional y el disefiado
especificamente para esta investigacion, que forma parte del
dispositivo modificador de la temperatura— se sitlan en sus
localizaciones correspondientes de la pared libre del ventriculo
izquierdo (ZN 'y ZM, en pared posterior y anterior respectivamente).
Los terminales de estos electrodos se conectan al sistema de
adquisicion de datos MapTech, para el registro de los electrogramas.

3. Un electrodo bipolar de estimulacion, utilizado durante la induccién
de la fibrilacion y en el test del extraestimulo, se sitta en la zona del
ventriculo izquierdo que queda libre entre los electrodos maltiples.

4. El termopar que registra la temperatura no modificada (TN) y el
termopar integrado en el electrodo disefiado (TM), se conectan a
sendos termdmetros digitales para la monitorizacion y registro de las

temperaturas.
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5.

El liquido refrigerador? del depésito exterior se hace circular
continuamente, por accion de la bomba centrifuga, a través del
interior del bloque refrigerador 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. Durante la realizacién del experimento se
monitoriza la temperatura del liquido refrigerador de modo que se

mantenga en los margenes de -15a 5 °C.

4.1.4 Software

En la fase de adquisicion de las sefales eléctricas durante los experimentos,

y en el posterior procesado y analisis de los datos obtenidos, se utilizaron

fundamentalmente dos entornos de trabajo (Figura 4.4). Por una parte el

software PaceMap®©, incorporado en el sistema de adquisicion MapTech. Y

por otro lado, en Matlab® se desarrollaron scripts® para extraer informacion

de los registros.

2 Disolucién de agua y etilenglicol, temperatura de congelacion inferior a -25°C,
antes de su uso en la realizacion del protocolo experimental se almacenaba en un
arcén congelador cuya temperatura se mantenia entre -15 y -20°C.

* En informética un guion, archivo de érdenes o archivo de procesamiento por lotes,
vulgarmente referidos con el barbarismo script, es un programa usualmente simple,
que por lo regular se almacena en un archivo de texto plano.
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PaceMap®© (afio 2002) es el software del sistema de mapeo cardiaco
MapTech utilizado en la captura y andlisis de electrogramas en los
experimentos, y funciona bajo sistema operativo Windows. Realiza las
funciones de configuracién de la adquisicion, permitiendo el cambio de la
ganancia, frecuencia de muestreo, control del registro, monitorizacion de
electrogramas en tiempo real simultaneo con el registro, edicion del registro
y extraccion de los episodios significativos, etc. Una vez almacenados en el
ordenador los registros temporales seleccionados, este software permite su
visualizacién por grupos de canales y la realizacién de diversas operaciones
relacionadas con la cartografia de la actividad eléctrica cardiaca o el
marcado de instantes en los electrogramas. Previamente es necesario definir
y proporcionar al programa las matrices de correspondencia electrodo-canal
gue codificaran la distribucion espacial de las sefiales. A partir de los mapas

de activacidn epicardica se determind la velocidad de conduccion.

Entre los scripts de MatLab empleados en la presente investigacién
destaca el algoritmo empleado para automatizar la identificacién de los
tiempos de activacion en FV, y la consiguiente determinacion de los
intervalos VV —intervalos de tiempo entre dos activaciones o
despolarizaciones locales consecutivas, intervalo fibrilatorio— en los
electrogramas registrados [Ibafiez-Catala et al. 2009], referido en el

subapartado 1.1.4 y ampliado en 4.2.3.

4.2 Parametros electrofisiologicos analizados

En el apartado 1.8 se presentd el interés de su planteamiento, y en el
apartado 2.3 se formul6 su determinacién. Se han obtenido diferentes
parametros electrofisiol6gicos a partir de las sefiales registradas en las dos

zonas sometidas a estudio: la modificada térmicamente (ZM) vy la
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normotérmica (ZN) o no modificada; bajo distintas condiciones de actividad
funcional de las preparaciones experimentales: a ritmo sinusal (RS), en
estimulacion programada (EP) y en fibrilacién ventricular (FV). La forma en
que se han determinado dichos pardmetros se describe en los tres siguientes

subapartados.

4.2.1 Intervalo QT
En condiciones de ritmo sinusal se ha analizado este parametro.

- Intervalo QT (QT). Definido como el intervalo entre el inicio de la
activacion y el final de la onda T, considerando éste Gltimo como el
instante en el que cambia la pendiente de forma de onda o bien se
cruza con la linea isoeléctrica [Copie et al. 1997, Goldenberg 2006],
como queda ilustrado en la Figura 4.7. Estas medidas se realizaron
de forma manual para cinco canales situados en la parte central de
cada electrodo, obteniendo el promedio para cada temperatura en

cada zona.

Figura 4.7 Determinacion del intervalo QT sobre un
electrograma
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4.2.2 Respuestas repetitivas e induccion de FV

Test del extraestimulo

Se utilizo este test (TEE) para someter a la preparacion a una estimulacién
intensiva que facilitase la aparicion de respuestas repetitivas. El test consiste
en la aplicacion de un tren base de n impulsos de excitacion bipolares (St)
con separacion temporal fija (ciclo basico, CB), seguido de un estimulo
adicional tras un retardo variable, denominado extraestimulo (St;). Como se
aprecia en el electrograma de la Figura 4.8, cada impulso de estimulacion se
ve reflejado con el correspondiente artefacto o espicula sobre el
electrograma, y a éste le sucede la consiguiente despolarizacién, de modo
gue cada estimulo provoca su correspondiente “captura” o despolarizacion

del ventriculo.

250ms St st st st Sh

Figura 4.8 Electrograma ventricular registrado en un experimento durante el test
del extraestimulo. Abreviaturas: St, estimulos consecutivos del tren base; Stj,
extraestimulo.

La operacion se repite ciclicamente después de un tiempo muerto.
Tras cada repeticion, el extraestimulo se acerca gradualmente al Gltimo
impulso del tren base, es decir el retardo entre ambos —el intervalo St-St; en
la Figura 4.8— se decrementa paulatinamente en pasos multiplos de un valor
d. En la Figura 4.9, en la parte superior se representan sefiales
correspondientes a la descripcion anterior (TEE con un extraestimulo).

Dadas las caracteristicas de refractariedad del tejido cardiaco, llega un
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momento en el que el extraestimulo no va acompafado de la consiguiente

captura.

TEE con un extraestimulo

Tren base Tiempo muerto

I | i |
St St .. St St St St .. St Sy

UL L LI LT
le—»] >l ]
cB [St-St] [St:St] i - d

TEE con dos extraestimulos

) Tiempo muerto

St St .. St Sty St, St St .. St Sty St,

cB / StStlnca / [StStlinga -d

PRE; +i PRE, +i
TEE con tres extraestimulos
. Tiempo muerto |

St St .. St St St St St St . St St St St

cB / 1stStlinca /' [5tStlinca -d

PRE, +i PRE;+i
PRE; +i PRE; +i

Figura 4.9 Test del extra-estimulo (TEE), con uno dos y tres extra-estimulos.
Detalle de los intervalos entre estimulos.

Otras variantes del TEE consisten en la aplicacion sucesiva del test
con extraestimulos adicionales. Si en primer lugar ha sido como se ha
expuesto con un Unico extraestimulo (TEE; con St;), posteriormente se
realiza con dos (TEE; con St; y St,) y después con tres extraestimulos (TEE;
con Sty, St, y St3). En la Figura 4.9 se puede apreciar la conformacion de las

sefales de estimulacion en los tres casos.
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Anéalogamente como sucede en el TEE;, tanto en el TEE, como en el
TEE;, el intervalo entre el Gltimo extraestimulo aplicado y el impulso
inmediato anterior es variable y se va decrementando de forma gradual a
partir de un determinado valor inicial hasta observar el retardo en el cual
deja de producirse captura. En ese momento dicho intervalo correspondera a
PRE; si se trata del TEE,, 0 a PRE; si lo es de TEE;. Se tomara el mismo
valor inicial de partida en los tres casos (TEE;, TEE, y TEEj;).

En el TEE, el intervalo St-St; se mantendra constante durante la
realizacion del test y tendra un valor igual al PRE; mas un incremento (i) tal
gue garantice la consiguiente captura. Analogamente, en el TEE; el intervalo
St-St; tomara el mismo valor, es decir PRE;+i, y el intervalo St;-St, serd

PRE,+i, ambos se mantendran constantes.

En el presente trabajo, en cada escalén de temperatura se repitié el
TEE, con trenes base de 10 impulsos, con dos ciclos base diferentes, uno
largo y uno corto, de 250 y 150 ms respectivamente, y en cada uno de ellos a
su vez, con uno, dos y tres extra-estimulos. Los decrementos (d) eran de 5
ms y los incrementos de 15 ms. Para reducir el nimero de trenes aplicados
en el TEE;, inicialmente se establecia el intervalo St-St; igual al ciclo base
(CB), se aplicaban trenes reduciendo dicho intervalo de forma gruesa hasta
que se observaba la pérdida de captura, dicho tiempo incrementado en 45 ms

se establecia como St-St; inicial.

Presencia de respuestas repetitivas
- Respuestas Repetitivas (RR). En los registros obtenidos se han
determinado la presencia de respuestas repetitivas, su nimero y las
condiciones bajo las que han aparecido. Se entiende por respuesta

repetitiva a la aparicion tras los extraestimulos de una o varias



Capitulo 4. Material y métodos 130

despolarizaciones espontaneas no producidas directamente por la

estimulacion externa o provenientes del nodo sinusal.

Figura 4.10 Electrograma con presencia de respuesta repetitiva

El electrograma representado en la Figura 4.10, corresponde a la
respuesta a los cuatro impulsos finales de un tren seguidos de tres
extraestimulos, durante la aplicacién del TEE. Sobre el electrograma se
aprecia el artefacto asociado a los impulsos de estimulacién y la consiguiente
despolarizacion. A diferencia de los estimulos precedentes, al tercer
extraestimulo le sigue una despolarizacion espontanea, es decir que no ha
sido producida por un estimulo ni ha sido transmitida desde el nodo sinusal.

Esta Gltima despolarizacion corresponde a una respuesta repetitiva.

Con la informacion obtenida para cada experimento: nimero de
respuestas repetitivas en las situaciones de hipotermia, hipertermia y a la
temperatura de la perfusion, se ha realizado la prueba Chi cuadrado para
tablas de contingencia, analizando la dependencia entre la presencia de

dichas respuestas y las modificaciones térmicas inducidas.

Induccion de FV
Durante la realizacion de los protocolos experimentales también se ha

analizado si el protocolo de estimulacion inducia la aparicién de FV.
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4.2.3 Parametros en fibrilacion ventricular. Clasificacion de
mapas de activacion

La induccion de la FV se realizd mediante sobreestimulacion ventricular.
Para la obtencion de los parametros descritos en este subapartado, ha sido
necesario determinar previamente los instantes de activacion. Ello se ha
realizado de forma automatica mediante una aplicacion desarrollada con
MatLab® [lbafiez-Catala et al. 2009]. El algoritmo empleado identifica las
activaciones miocérdicas locales con deflexiones negativas bruscas en el
electrograma que conservan continuidad espacio temporal con las vecinas.
Para incrementar la robustez de la deteccion ante oscilaciones de la linea
base, se establece que dichas deflexiones deben cruzar un umbral, que se fija
como el 10% de la amplitud maxima del electrograma. Se descartan aquellas
deflexiones que, en el mismo electrograma, presenten una deflexion
demasiado proxima en el tiempo —inferior a 25 ms— o aquellas que, por su
naturaleza aislada, no presenten ninguna activacion en los electrodos
adyacentes antes o después de un tiempo de conduccion maximo -se
establece en 5ms. En la Figura 4.11 se muestran se muestran las marcas en

los instantes en los que se produce la despolarizacion.

Amplitud

‘41' 56 ' 89 ' 76 '50'56'53'45'47 ! 45'43"

| .

Tiempo (ms)

Figura 4.11 Segmento de electrograma de FV donde se muestra el
marcado de los instantes de activacion e intervalos VV (en mili-
segundos).
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Los parametros obtenidos en condiciones de FV han sido los siguientes:

- Intervalo VV de la FV: Se define como el tiempo transcurrido entre
dos activaciones locales consecutivas en el ventriculo. También se
hace referencia a dicho pardmetro con el nombre de intervalo de
activacion ventricular. En la Figura 4.11 se muestran los intervalos
VV.

De los registros obtenidos a las diferentes temperaturas, se han analizado los
segmentos correspondientes a los primeros 8 s. Considerando el promedio de
los intervalos V'V consecutivos, se ha obtenido el VV-medio para cada canal.
Dicha informacion ha permitido realizar sendos mapas de VV, uno en la

zona modificada y otro en la no modificada, para cada temperatura.

Ademas, se ha obtenido el valor promedio VV de cada zona para cada
temperatura. Se han agrupado, por un lado el conjunto de intervalos VV
consecutivos de los canales de la zona modificada, y por otro los de la zona
no modificada, obteniéndose los correspondientes histogramas de

distribucion VV para las diferentes temperaturas.

- Percentil 5 de los intervalos VV (Pct5). Se ha obtenido a partir de
los citados histogramas. Dicho parametro es representativo de la
refractariedad del tejido en condiciones de FV (ver subapartado
1.8.4).

- Velocidad de conduccion (VC). Se ha calculado en aquellos mapas
en los que los frentes de activacion atravesaban el area abarcada por
el electrodo sin evidencias de fraccionamiento, haciendo un
promedio de cinco determinaciones. Sobre los mapas, se han

identificado dos electrodos situados en una linea de direccion
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perpendicular a las isdcronas, la velocidad de conduccion resulta del
cociente entre la distancia que separa los electrodos, expresada en
cm, y la diferencia entre los instantes de activacion asociados a los
mismos, en segundos. Para reducir la magnitud del posible error, la
distancia entre electrodos ha sido mayor que 5 mm. Por otro lado,
como los frentes de onda se pueden propagar de manera no paralela
a la superficie epicéardica, la velocidad de conduccién real pudiera
ser mas lenta que el valor medido. Para evitar dicha situacion, y el
consiguiente error, se han utilizado Unicamente aquellos mapas en
los que la entrada y salida del frente de onda se identificaron en los
bordes de los mapas de activacion. Se ha determinado la velocidad
de conduccién en la zona modificada y en la no modificada, a la
temperatura de perfusion, en hipotermia e hipertermia.

- Longitud de onda durante la FV (LO). Se ha determinado
calculando el producto de Pct5 y VC, con las reservas expuestas

anteriormente sobre el pardmetro Pct5 y la refractariedad.
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Figura 4.12 Ejemplos de mapas de activacion ventricular tipo I1, Ill, reentrada y
afloramiento, obtenidos durante la FV. Se muestran los tiempos de activacion
ventricular y las isdcronas trazadas a intervalos de 10 ms. Las flechas corresponden
a la evolucion de los frentes de onda. A) Mapa de activacion ventricular tipo I1. Se
observa la entrada de un frente de onda por la parte inferior y otro por la parte
superior derecha. C) Mapa de activacion ventricular tipo 11l. En la zona inferior
derecha se observa la entrada de dos frentes de activacion simultaneos, que son
blogueados por la entrada del frente desde la zona inferior izquierda que se
desplaza hacia la parte superior del mapa. B) Mapa de activacion ventricular en el
que se aprecia un patrén de activacion de reentrada completa alrededor de la zona
central representada por la mayor densidad de is6cronas. Se observa que la zona de
excitacion circula describiendo un giro antihorario. D) Mapa de activacion
ventricular en el que se aprecia un patrdn de activacion de afloramiento. Se observa
que la activacion sale desde el centro, de manera centrifuga.

- Clasificacion de los mapas de activacion. Cada uno de los mapas
analizados han sido clasificados en tres categorias basadas en la
complejidad de los mismos y siguiendo un esquema similar al
descrito por Konings [Konings et al. 1994], en el analisis de los

mapas de activacion durante la fibrilacion auricular (Figura 4.12): el
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Tipo | corresponde a mapas de activacion con un frente de ondas
simple propagandose uniformemente sin retraso significativo de la
conduccion, el Tipo Il es propio de mapas de activacion con dos
frentes de ondas, o un frente de ondas con areas de retraso o bloqueo
de la conduccidn, y el Tipo Il se asocia a mapas de activacion con
tres 0 mas frentes de ondas asociados con areas de conduccion lenta
y de blogueo de la conduccién. Asimismo en cada mapa se analizé si
se detectaban patrones de activacion correspondientes a

afloramientos y a reentrada completa.

Se ha realizado el andlisis de los mapas de activacion epicardica durante
la FV. Se han analizado segmentos de dos segundos extraidos de los
registros de FV obtenidos a la temperatura de perfusién, en condiciones de
hipotermia e hipertermia, en ambas zonas —modificada y no modificada—,
teniendo presente que la FV en el modelo utilizado, en el que se impide el
deterioro metabolico al mantener la perfusion coronaria, es estable durante el
tiempo en el que se ha mantenido la arritmia [Chorro et al. 1996]. El
segmento analizado se ha dividido en ventanas de tiempo consecutivas con
una duracion de 100 ms, y en cada ventana se han identificado los patrones
de activacion construyendo las isocronas, que se han trazado de forma
semiautomatica, utilizando la codificacion en colores de los tiempos de
activacion correspondientes a cada electrodo que ofrece el sofware
Pacemap. En los mapas de activacién se ha estudiado la existencia de lineas
de bloqueo de conduccion, colisiones, reentradas completas y patrones de

afloramiento.

Se han definido como zonas de bloqueo a aquellas en las que la

velocidad de conduccién estimada ha sido inferior a 5 cm/s, delimitando
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areas con distinta direccion del proceso de activacion. Para identificar la
activacion reentrante se ha utilizado como guia la visualizacion en la pantalla
de los tiempos de activacion correspondientes a cada electrodo codificados
en color, desplazando sucesivamente el intervalo de tiempo analizado en

escalones de 10 ms.

Cuando mediante este procedimiento se identifica un frente de ondas,
que tras describir una trayectoria circular o eliptica vuelve a activar la zona
previamente activada por él mismo, entonces se delimita la zona central de la
reentrada utilizando como referencia la parte interna del frente de onda, esto
es, la zona central de la reentrada corresponde al espacio comprendido entre
los electrodos mas cercanos activados en direcciones opuestas durante la
trayectoria circular del frente de ondas. Se ha considerado como activacion
reentrante aquélla en la que se produce al menos un giro completo, es decir,
aquellos casos en los que el proceso de activacion vuelve a activar la zona

previamente activada por el mismo frente (reentrada completa).

Cada uno de los 20 mapas correspondientes a cada ventana analizada, ha
sido clasificado en tres categorias basadas en la complejidad de los mismos,
como se ha comentado anteriormente. Asimismo, en cada mapa se analiz si
se detectaban patrones de activacion correspondientes a frentes de onda
simples, reentradas completas, afloramientos y colisiones entre frentes. Se
realizo el recuento de cada uno de dichos patrones para cada mapa analizado.
En cada experimento y tanto en la zona modificada como en la no
modificada, se ha realizado el recuento de patrones de activacion y la

clasificacion a la temperatura de perfusion, en hipotermia y en hipertermia.
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4.3 Célculos estadisticos

Los datos se han presentado con la media aritmética acompafiada () de la
desviacion estandar correspondiente, con indicacién del nimero de casos
analizados (n). 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 para un
conjunto de datos se han realizado mediante el anélisis de la varianza de un
factor (ANOVA para medidas repetidas). La determinacion de la
dependencia entre variables se ha realizado mediante el Test Chi cuadrado
para tablas de contingencia. Las regresiones lineales entre pares de variables
se han efectuado utilizando el método de minimos cuadrados. Se han
considerado significativas las diferencias para valores de p menores que
0.05.

En el analisis estadistico se han empleado 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 del paquete Microsoft® Oficce, Excel 2007.

4.4 Protocolo experimental

Una vez ubicada la preparacion en el Sistema Langerdorff segun lo descrito
en el subapartado 4.1.3, se dejaron transcurrir veinte minutos, tiempo
durante el cual se situaron sobre la preparacion los elementos de registro y
estimulacién referidos en 4.14, conectandolos a su vez a la instrumentacion
correspondiente que se describe en el subapartado 4.1.5, comprobando el

correcto funcionamiento del conjunto.
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Se planted un protocolo experimental encaminado a la obtencion de
los parametros expuestos en el apartado anterior, dividido en dos partes que
se llevaron a cabo secuencialmente. En la primera se realizaron registros en
ritmo sinusal y posteriormente con estimulacion programada —aplicando el
test del extraestimulo—, se provocaron alteraciones térmicas locales
escalonadas a diferentes temperaturas. El proposito principal consiste en la
determinacion de la inducibilidad de la FV mediante alteraciones térmicas
asi como la medida de pardmetros electrofisioldgicos. En la segunda parte se
indujo la FV, y del mismo modo se provocaron alteraciones térmicas —
locales y a las mismas temperaturas— realizando los correspondientes

registros en cada una de ellas.

En cada uno de los registros realizados se midié la temperatura en la
zona modificada (TM) y en la no modificada o normotérmica (TN). De
modo que todos los parametros electrofisiolégicos analizados y extraidos de
dichos registros tienen asociada una medida de temperatura. Dicha medida
serd TM o TN, en funcion de que el canal que se considere en el analisis
pertenezca al dispositivo desarrollado —zona modificada (ZM)- o al

electrodo convencional —zona normotérmica (ZN).

4.4.1 Primera parte: ritmo sinusal y estimulacion programada

Con el electrodo disefiado —ajustando convenientemente la corriente que
circula por la célula Peltier— se provocaron situaciones de hipotermia e

hipertermia locales en la zona modificada. De forma escalonada y siguiendo
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la secuencia indicada a continuacion®, se dejé estabilizar tres minutos la
temperatura en los puntos: 37 °C —primer control, temperatura basal de
perfusion—, 32 °C, 27 °C y 22 °C —hipotermia maxima—, 37 °C —segundo
control-, 42 °C —hipertermia méxima—, y 37 °C —tercer control. Ello se
ilustra en la Figura 4.13.

ZN ZN ZN ZN
l:wc lsrc lsrc

e U"° AN M 0°° (‘E’“

basal hipotermia basal hipertermia basal

Figura 4.13 Representacion esquematica de la secuencia de modificaciones térmicas
localizadas efectuadas de forma escalonada sobre la preparacion durante la ejecucién del
protocolo experimental (ZM, zona modificada; ZN zona normotérmica).

Para cada escalon, una vez alcanzada y estabilizada (£1°C) la
temperatura correspondiente se realizaron las siguientes operaciones: i) se
registraron las temperaturas en la zona modificada y no modificada (TM,
TN); ii) se realiz6 un registro de los electrogramas a ritmo sinusal; iii) se
determind y registré la amplitud del umbral de captura de la sefial de
estimulacion; iv) se realiz6 el TEE, registrando los electrogramas desde el
comienzo de la estimulacion aplicada hasta el instante en que el extra-
estimulo aplicado no produce captura, es decir alcanzado el PRE. El TEE se
aplico con una amplitud doble del umbral diastélico, con doce impulsos de
tren base y disminuyendo el intervalo de acoplamiento en escalones de 5ms
desde el ciclo base (CB) hasta alcanzar el PRE, todo ello a diferentes CB:

250y 150 ms, y con 1, 2 y 3 extra-estimulos, en cada uno de ellos.

* En el subapartado 3.4.1 se describe y justifica la determinacién del margen de
temperatura y los distintos escalones. La eleccion de la secuencia de temperaturas
permitird obtener conclusiones acerca de la reversibilidad.
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A partir de los registros obtenidos tanto para la zona modificada
como la no modificada, se determinaron tanto QT (durante RS), asi como la
presencia de respuestas repetitivas (RR) (durante EP), segtn lo visto en los
subapartados 4.2.1y 4.2.2.

4.4.2 Segunda parte: fibrilacion ventricular

Concluida la primera parte del protocolo, se indujo la FV mediante
estimulacidén a frecuencias crecientes y se dejaron transcurrir cinco minutos
comprobando que el estado de FV era estable y no se producia una reversion
espontanea. Se volvieron a provocar alteraciones térmicas locales con el
electrodo disefiado siguiendo idéntica secuencia, en cuanto a escalones de
temperatura, que en la primera parte del protocolo, es decir tal como se
ilustra en la Figura 4.13. En cada escalon se realizo un registro continuo de
10 s de la sefial fibrilatoria, previamente se registraron las temperaturas, TM
y TN.

A partir de los registros obtenidos tanto para la zona modificada
como la no modificada, se determinaron los intervalos VV, el Pct5 de los
VV, laVCy la LO, asi como el analisis los mapas de activacion —en los que
se hizo un recuento de los patrones observados y se clasificd su complejidad

segun lo visto en el subapartado 4.2.3.

4.5 Otros experimentos complementarios

Al margen del protocolo experimental principal descrito en el apartado
anterior, y el correspondiente a la caracterizacion del dispositivo
desarrollado descrito en el Capitulo 3, se realizaron otros protocolos

experimentales con el prop6sito de provocar la reversion de la FV aplicando
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modificaciones térmicas epicéardicas. El interés de su planteamiento se
expuso en el subapartado 1.8.6. Se plantearon dos protocolos diferenciados,
el primero utilizando diversos dispositivos enfriadores de concepcion similar
al descrito en el Capitulo 3, ello implicd el desarrollo de los mismos. El
segundo protocolo consistio en la inmersion progresiva de la preparacion. La

ejecucion de ambos protocolos fue posterior a las tareas descritas en 4.4.

4.5.1 Desarrollo y aplicacion de dispositivos enfriadores

Los dispositivos enfriadores auxiliares se disefiaron y construyeron de forma
similar al descrito en el apartado 3.2 con la salvedad de: i) integrar un Unico
canal de registro, ii) reducir sus dimensiones de forma notable, y iii) evitar la
utilizacion de resina epoxi. Ello tenia por objeto permitir la actuacion
térmica simultanea y directa de varios de estos dispositivos sobre la misma
preparacion experimental. El enfriamiento se conseguia mediante células
Peltier cuya cara fria estaba en contacto directo con la superficie epicardica.
En el centro de la superficie de dicha cara de la célula se adhirieron un

termopar y un electrodo de registro unipolar.

La célula empleada es el modelo PE-031-10-13-S, de la firma
Supercool®, dispone de un sellado perimetral que le confiere hermeticidad.
Sus dimensiones son 15 x 15 x 3.6 mm, sus caracteristicas eléctricas de
corriente, tension y potencia maximas son respectivamente: 3.9 A; 3.8 V' y
9.3 W; y gradiente térmico mé&ximo entre caras 74 °C. El bloque refrigerador
empleado esté fabricado en cobre y recubierto de niquel, modelo Memories
BGA, de la firma Alphacool®, sus dimensiones son 15 x 15 x 5 mm, tiene la

entrada y salida de liquido refrigerante para tubo flexible. De la misma
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forma como se describe en el subapartado 3.2.2, a través del refrigerador
circula una solucion de agua y etilenglicol.

Figura 4.14 Aplicacion simultinea de tres dispositivos

enfriadores sobre la preparacion experimental. En la parte
izquierda aparece un enfriador situado en la pared anterior
del ventriculo izquierdo (V1), al frente otro situado en la
pared lateral del VI, y detras de la preparacion el tercero
en la pared posterior del VI 'y ventriculo derecho (VD). El
electrodo de color rojo corresponde al de estimulacion y
se sitGa entre la pared lateral del V1 y el VVD.

Se realizaron dos experimentos preliminares con objeto de observar
los efectos que tenia someter a otras regiones epicardicas a heterogeneidades
térmicas en condiciones de FV, buscando conseguir la reversion de la FV
mediante el enfriamento simultaneo local en tres regiones epicardicas. Para
ello se dispusieron simultaneamente los dispositivos enfriadores

desarrollados y un electrodo de estimulacion con el que se indujo la FV a
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frecuencias crecientes. En la Figura 4.14, se muestra el aspecto de estos
dispositivos y su situacién en un experimento. Se conectaron los tres
electrodos de registro de los dispositivos al sistema de adquisicion Map
Tech. Se realizaron variantes cerrando de forma transitoria la perfusion
principal con objeto de reducir al méximo la temperatura de los dispositivos.
Se redujo la temperatura al limite de su capacidad en todos los dispositivos.
Durante el experimento, se observaron los electrogramas en tiempo real
prestando atencién a determinar el instante que se alcanzara la reversion y

las temperaturas a las que ello ocurria.

4.5.2 Enfriamiento por inmersion progresiva de la preparacion

De este modo se realizaron dos experimentos en los que la preparacion se
sumergia en un vaso de Tyrode a 4 °C de forma progresiva en cuatro pasos,
hasta alcanzar su inmersion completa. Se fijaron dos electrodos unipolares
en la pared anterior y posterior del ventriculo izquierdo, que se conectaron al
sistema de adquisicion MapTech. Se monitorizaron los electrogramas
registrados por dichos electrodos durante el protocolo experimental. Al igual
que en el protocolo anterior se pretendia determinar en qué circunstancias se

producia el cese de la FV mediante enfriamiento epicardico gradual.






Capitulo 5. Resultados

Tras realizar los protocolos experimentales descritos en los dos capitulos
anteriores en este capitulo se presentan los resultados obtenidos,
organizandose en cinco apartados. El primero de ellos esta ligado al Capitulo
3, tiene que ver con la caracterizacion del dispositivo desarrollado,
concretamente con su comportamiento estatico y dinamico, el alcance de las
variaciones térmicas en la pared ventricular y la distribucién térmica
epicardica. Los tres apartados siguientes constituyen un bloque relativo a
parametros electrofisioldgicos registrados a diferentes temperaturas y bajo
distintas situaciones: en ritmo sinusal, bajo estimulacién programada y en
fibrilacion ventricular. El Gltimo apartado incluye los resultados de aplicar
otros protocolos experimentales complementarios en los que no se utiliza el

dispositivo descrito en el Capitulo 3 y que buscan revertir la FV.
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5.1 Caracteristicas del dispositivo disefiado

El margen de temperatura factible (n=3), en ausencia de problemas de
reproducibilidad, se establecid entre 42°C y 22 °C. La temperatura, segun el
protocolo concreto, ha sido modificada entre dicho margen en escalones de 5
°C. En el rango mencionado se alcanza la temperatura con relativa rapidez,
empleando de dos a tres minutos por escalén y manteniéndose estable en un
margen de 0.2 °C una vez alcanzada. En las pruebas preliminares se
llegaron a registrar temperaturas epicardicas inferiores a 17 °C, no siendo
este limite reproducible pues depende de las condiciones ambientales y de la
propia preparacion. En general es posible llegar a dicha temperatura cuando
el liquido refrigerante se encuentra a una temperatura no superior a 0 °C, es
decir, durante los primeros momentos de la realizacién del protocolo
experimental descrito en el apartado 4.4. También es posible superar
ampliamente sin problemas la temperatura de 42°C pero no tiene sentido por

las lesiones irreversibles que ello provocaria en el tejido.

5.1.1 Comportamiento estatico de las variaciones térmicas

En la Tabla 5.1 se muestran las temperaturas registradas (n=10) en la
realizacion del protocolo experimental especificado en el apartado 4.4.1,
correspondiente al ritmo sinusal. La temperatura TM corresponde al
termopar situado en la zona modificada y TN al de la zona no modificada.
Tras realizar el andlisis de varianza de un factor (ANOVA) a TN, los ligeros
cambios observados en la zona de no actuacion no son estadisticamente

significativos (p=0.50). Dichos valores se representan en Figura 5.1.
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Tabla 5.1 Temperaturas [°C] correspondientes a la zona
modificada (TM) y a la no modificada (TN), registradas
durante ritmo sinusal en los distintos escalones [°C]. Los
valores son medias * desviacion estandar (n=10).
Diferencias no significativas en el conjunto de valores

TN, #p=0.50
Escalén TM ™ TN?
37 36.7+0.8 37.8+05
32 320+04 37.5+0.7
27 26.8+0.4 37.4+06
22 22.3+0.6 37.4+0.8
37 37.2+05 37.3+09
42 41.8+0.2 37.6+0.9
37 37.1+05 374+1.0
40 +
35 |
——TM
g 30 | —a&— TN#
|_
25 A
20 r r \

T2 @b

Figura 5.1 Evolucién de la temperatura en la zona modificada
TM y en la no modificada TN, registradas durante ritmo sinusal
en los distintos escalones. Se representa el valor medio y la
desviacion estandar (n=10). Diferencias no significativas en el
conjunto de valores TN, #p=0.50
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De forma andloga, en la Tabla 5.2 se muestran las temperaturas

registradas (n=10) en la realizacion del protocolo experimental especificado
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en el apartado 4.4.2, correspondiente a FV. Al aplicar el test ANOVA a TN,
los ligeros cambios observados carecen de significacion estadistica (p=0.88).
Dichos valores se representan en Figura 5.2.

Tabla 5.2 Temperaturas [°C] correspondientes a la zona
modificada (TM) y a la no modificada (TN), registradas
durante FV en los distintos escalones [°C]. Los valores son
medias + desviacion estdndar (n=10). Diferencias no
significativas en el conjunto de valores TN, “p=0.88

Escalon TM ™ TN*
37 37.3+04 37.5+13
32 31.9+0.2 37.9+03
27 27.0+0.1 37.6+0.8
22 22.1+0.2 37.4+0.9
37 37.2+04 37.7+0.7
42 42.0+05 37.8+0.6
37 37.2+0.4 37.7+0.6

40 A

35 : ;
N
sl N/

N

20 T T T T T T 1
37 32 21 22 37 42 37

Escalon TM [°C]

T[C]

Figura 5.2 Evolucion de la temperatura en la zona modificada TM
y en la no modificada TN, registradas durante FV en los distintos
escalones. Se representa el valor medio y la desviacion estandar
(n=10). Diferencias no significativas en el conjunto de valores
TN, #p=0.88
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Figura 5.3. Evolucion de la temperatura (media y desviacion estandar, n=3) en el area
modificada por el electrodo (TM) y en la zona no modificada (TN) durante el escalon de
temperatura basal- hipotermia (Al), de hipotermia-basal (A2) y de basal-hipertermia (A3).
Iméagenes térmicas del corazén aislado en las que se aprecia la zona cubierta por el electrodo
modificador (&rea estimada en linea discontinua), correspondientes a la temperatura basal
(B1), a 22 ° C, en hipotermia (B2) y a 42 ° C en hipertermia (B3). Todas obtenidas a ritmo
sinusal.

5.1.2 Comportamiento dinamico de las variaciones térmicas

Con los resultados obtenidos de aplicar el protocolo descrito en los
subapartados 3.4.1, 3.4.2 y 3.4.4 se confeccionaron las curvas que se
muestran en la Figura 5.3. EI comportamiento dindmico se ajusta a una curva
exponencial (r<0.95, p<0.0001) cuya constante de tiempo es 44.2 £ 3.3 s en
el escaldn de la situacion basal a hipotermia), 46.6 + 4.3 s de hipotermia a

basal, y 60.2 + 8.0 s de basal a hipertermia (n=3).
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5.1.3 Alcance de las variaciones térmicas en la pared ventricular

La Tabla 5.3 contiene las temperaturas a lo largo de la pared ventricular a

cuatro temperaturas epicérdicas diferentes resultado de aplicar los protocolos

de los subapartados 3.4.1y 3.4.3.

Tabla 5.3. Temperaturas [°C] registradas simultaneamente en el epicardio de la zona
modificada (TM), a lo largo de la pared ventricular de esta area a una profundidad de 1
mm (T1), 2 mm (T2), 3 mm (T3), y en el epicardio de la zona no modificada (TN), en
cuatro situaciones: a) sin actuar el electrodo modificador, b, c) en hipotermia, y d) en
hipertermia. Los valores son medias + desviacion estandar (n=3). Diferencias

significativas respecto a “a)”, "p<0.05

™ T1 T2 T3 TN
a) 37.2+02 37.8+0.7 37.7+08 382+0.3 37.0+06
b) 33.2+08" 375+02 376+06 382+0.4 36.9+0.5
C) 273+06 37.2+02 375+0.8 382+0.4 37.0+05
d 419z+01" 389+0.7° 382+06 383+0.3 37.2+0.2

5.1.4 Distribucion térmica epicardica

Las imagenes térmicas de la Figura 5.3 muestran las variaciones de

temperatura epicardicas generadas por el electrodo modificador resultado de

aplicar los protocolos de los subapartados 3.4.1y 3.4.4.

Para la obtencion de los resultados que se presentan en los siguientes

tres apartados se han estudiado un total de once preparaciones validas. El

peso medio de los animales fue 2.5+0.3 kg, y el de las preparaciones

experimentales obtenidas 8.9£1.5 g.
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5.2 Intervalo QT en ritmo sinusal

Tras la ejecucion del protocolo descrito en el subapartado 4.4.1, se
determind este pardmetro aplicando el procedimiento expuesto en el
subapartado 4.2.1. En Figura 5.4 se muestran electrogramas
correspondientes a un experimento, de un canal situado en la zona
modificada y otro en la no modificada, a temperatura de perfusion,
hipotermia e hipertermia, sobre los mismos se ha marcado el intervalo QT.

190 s a7rC 2%C 42°C

“'\,‘4 154 ms | 241 ms. 150 ms
|
| M—'v | i | !

Mz Mz MZ

bj\wj 158 ms
| |
|

NMZ

=
E
w

164 ms

NMZ

Figura 5.4 Electrogramas con las marcas del QT de un determinado
experimento. MZ corresponde al registrado por un canal de la zona
modificada, NMZ al de la zona normotérmica, ambos en condiciones
de control (37°C), hipotermia (22°C) e hipertermia (22°C).

Los resultados de QT en el area modificada (QTM) y no modificada
(QTN) en cada escalon de temperatura se muestran en la Tabla 5.4, se han
representado en la Figura 5.5. La comparacion entre pares de valores de
QTM respecto a Escalon TM “37” ofrece significacion estadistica (p<0.01),

mientras que no la hay en los valores de QTN respecto a Escalon TM “37”.
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Tabla 5.4 Intervalos QT [ms] correspondientes a la zona
modificada (QTM) y a la no modificada (QTN), para
distintos escalones [°C]. Los valores son medias +
desviacion estandar (n=10). Diferencias significativas
respecto a Escalén TM “37”, "p<0.01

Escalon TM QTM QTN
37 149 + 12 146 + 13
32 171+ 23" 148 + 15
27 187 +35° 153 £ 20
22 195 + 47" 156 + 26
37 151+ 19 153 + 23
42 143 + 18" 152 + 20
37 152 + 27 154 + 22
225 - *
—e—QTM
* —a— QTN
B
5 175 +
125 *

37 32 27 22 37 42 37
Escalon TM [°C]

Figura 5.5 Evolucion del intervalo QT en la zona modificada TM y en la no
modificada TN, en los distintos escalones (n=10) Representacion de los
valores de la Tabla 5.4. Diferencias significativas respecto a Escalon TM
“37”, "p<0.01

155
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En la Figura 5.6 se representa el intervalo QT en la zona modificada
(61 determinaciones, n=10) frente a la temperatura de dicha zona. El método
de minimos cuadrados ofrece un ajuste lineal QTM-TM (r=-0.67,
p<0.0001).

L QTM =-2.93-TM + 261
x (r=-0.67; p<0.0001)
—_ % X X
EX pel X
= o Ky TTRELE %
O 150 T T T T T T T T T TN )i ”””””)%( ””” )(‘ ’% ;;;;’X ”””
2 ol
100 T T T T
20 25 30 35 40
™ [°C]

Figura 5.6 Diagrama de dispersion del intervalo QT en la zona
modificada (QTM) con la temperatura (TM), y recta obtenida tras
realizar la regresion lineal (61 puntos, n=10) con el resultado del
ajuste.

5.3 Estimulacion programada. Inducibilidad de la FV

Tras la ejecucion del protocolo descrito en el subapartado 4.4.1, se realizaron
estas determinaron la presencia de respuestas repetitivas y la induccion de
FV en los términos recogidos en el subapartado 4.2.2.

5.3.1 Determinacion de las respuestas repetitivas

Se observO la presencia de respuestas repetitivas en cinco de once
experimentos. Tras la realizacion de la prueba Chi-cuadrado para tablas de

contingencia no se ha encontrado dependencia entre la aparicion de
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respuestas repetitivas y las condiciones tanto de hipotermia como de
hipertermia inducidas localmente (p>0.34).

5.3.2 Induccién de FV

Se observé la aparicion de FV inducida por estimulacion eléctrica en uno de
once experimentos, fue en condiciones de hipotermia. La prueba Chi-
cuadrado no ofrecié dependencia entre la aparicion de FV y la hipotermia

inducida localmente (p>0.30).

5.4 Parametros electrofisioldgicos en FV

Los parametros electrofisiol6gicos del presente apartado se han obtenido tras
realizar del protocolo experimental del subapartado 4.4.2, su definicion y

determinacion se describe en el subapartado 4.2.3.

Figura 5.7 Electrogramas en FV obtenidos a diferentes temperaturas
en la zona modificada por el electrodo (MZ) y la no modificada
(NMZ).
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5.4.1 Intervalo VV de la FV

158

En Figura 5.7 se muestran electrogramas correspondientes a un

experimento, de un canal situado en la zona modificada y otro en la no

modificada, a temperatura de perfusion, hipotermia e hipertermia.

MZ-37°C NMZ W (ms)
" © ] 80
i 8 70
e s 60
¢ 50
. 4
40
2 72+24 ms 2[ | 66+22 ms 30
2 4 6 8 10 12 2 4 é : é 10 12
MZ-22°C NMZ Wine)

93+29 ms 2| ‘ 67112\1 ms

6 8 10 2 4 6 8

MZ-42°C NMZ

" ,OI

2 I 5138 ms T 8 68+23 ms
5 6 8 g

2 4 10 12 2 4 6 8

Figura 5.8 Mapas de intervalos VV en FV en ambas zonas a
diferentes temperaturas, con indicacion del valor medio y la

desviacion estandar.

10

De forma analoga, los mapas representados en la Figura 5.8

corresponden a la representacion del intervalo VV promedio en un segmento

de 8 s de cada uno de los canales que conforman las matrices de ambos
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electrodos multipolares. En cada mapa se muestra el valor numérico del

promedio de todos los intervalos determinados.

Tabla 5.5 Intervalo VV [ms] en FV en la zona modificada (VVM)
y en la no modificada (VVN), en distintos escalones [°C]. Los
valores son medias + desviacién estandar (n=10). En VVM se
encuentran  diferencias  significativas globalmente y en
determinados valores respecto a Escalén TM “37”, “p<0.05.

Escal6n TM VVM" VVN
37 52 +10 52+9
32 55+ 13 51+8
27 60 + 13" 51+10
22 65+ 16" 53+9
37 52+7 52+7
42 447 51+6
37 48 +8 51+6
80 x
265 T T ——\VVM*
g —&—VVN
50 -
35 T T T T 1

37 32 27 22 37 42 37
Escalén TM [°C]

Figura 5.9 Intervalo VV en FV en la zona modificada (VVM) y
en la no modificada (VVN), en distintos escalones. Se representa
el valor medio y la desviacion estandar (n=10). En VVM se
encuentran  diferencias  significativas globalmente y en
determinados valores respecto a Escalon TM “37”, “p<0.05

En la Tabla 5.5 se muestran los valores medios del intervalo VV en

segmentos de 8s (n=10), tanto en la zona modificada como en la no
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modificada. Al aplicar el test ANOVA al conjunto de datos, se observa que
las diferencias son significativas para VVM (p<0.01) y no lo son para VVN.
La comparacion entre pares ofrece significacion estadistica en las diferencias
para determinados valores de VVM respecto a Escalon TM “37” (p<0.05).
La representacion de dichos valores se muestra en Figura 5.9, en ella se

puede apreciar la evolucion de dicho pardmetro con la temperatura.

En la Figura 5.10 se representa el intervalo VV en la zona
modificada (64 determinaciones, n=10) frente a la temperatura de dicha
zona. ElI método de minimos cuadrados ofrece un ajuste lineal VVM-TM
(r=-0.52, p<0.0001).

80 1 . VVM = -0.80-TM + 79
0% . (r=-0.52; p<0.0001)
X % %
— X Xx
g 60 +--- ’x?’*'&’;;;”% ”””””” x Remommmemee
E ~~~~~~~~~~~~~ 5 XX X
S x %x ,,,,,,, ..
pS X .
X X b g »(‘)‘c
L e g emoe e X P
30 T T T T
20 25 30 35 40
T™ [°C]

Figura 5.10 Diagrama de dispersion del intervalo VV en la zona
modificada (VVM) con la temperatura (TM) y recta obtenida tras
realizar la regresion lineal (61 puntos, n=10) con el resultado del
ajuste.

5.4.2 Indicador de refractariedad

En la Tabla 5.6 se muestran los valores medios del percentil 5 (Pct5) del

histograma de intervalos VV en segmentos de 8 s (n=10), tanto en la zona
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modificada como en la no modificada. Las diferencias en el conjunto de
PctbM son significativas (p<0.05), mientras que no lo son para Pct5N.

Tabla 5.6 Percentil 5 del histograma de intervalos VV [ms] en FV,
en la zona modificada (Pct5M) y en la no modificada (Pct5N), en
distintos escalones [°C]. Los valores son medias = desviacion
estandar (n=10). Diferencias significativas en el conjunto de
valores Pct5M, “p<0.05

Escalon TM PctsM” Pct5N
37 31427 30.7+1.9
32 31.3+3.1 30.3+1.0
27 315+32 30.8+2.0
22 32.8+3.8 304+1.9
37 322+36 314+15
42 29.1+2.1 309+1.2
37 29.4+1.8 30.8+1.3

35

Pct5 [ms]
w
o

25 T T T T T T 1
37 32 27 22 37 42 37

Escalon TM [°C]

Figura 5.11 Percentil 5 (Pct5) del histograma de intervalos VV en
FV, en la zona modificada (Pct5M) y en la no modificada
(Pct5N), en distintos escalones. Se representa valor medio y
desviacion estdndar (n=10). Diferencias significativas en el
conjunto de valores Pct5M, *p<0.05
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La Tabla 5.7 presenta los valores del Pct5 [ms] obtenidos en la zona
modificada y la no modificada, en condiciones de control (a temperatura de
perfusion, 37°C), hipotermia e hipertermia. Dichos valores se utilizan en la
obtencion de la longitud de onda del apartado 5.4.4. La Figura 5.12 ofrece la
representacion de dichos valores. Las diferencias entre ambas zonas tanto en
condiciones de hipotermia como en hipertermia son estadisticamente

significativas (p<0.05).

Tabla 5.7 Percentil 5 (Pct5) del histograma de intervalos VV [ms]
en FV, en la zona modificada (Pct5M) y en la no modificada
(Pct5N), y temperaturas respectivas registradas [°C], a la
temperatura de perfusion, en hipotermia y en hipertermia. Los
valores son medias + desviacion estdndar (n=10). Diferencias
significativas en Pct5 entre ZM y ZN, "p<0.05

™ TN Pct5M Pct5N
374+05 375+12 31427 30,719
225+15 375+0.8 328+38 304+19
419+03 37.6+07 20.1+21"° 309+1.2
35 -
)
£,
2 3 |
[&)
o
25 -

Figura 5.12 Percentil 5 (Pct5) del histograma de
intervalos VV en FV, en la zona modificada (ZM) y
en la normotérmica (ZN), a temperatura de
perfusion, hipotermia e hipertermia. Se representa el
valor medio y la desviacion estandar (n=10).
Diferencias significativas en Pct5 entre ZM y ZN,
“p<0.05
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En la Figura 5.13 se representa el Percentil 5 de los intervalos VV en
la zona modificada (64 determinaciones, n=10) frente a la temperatura de
dicha zona. ElI método de minimos cuadrados ofrece un ajuste lineal Pct5M-
TM (r=-0.39, p<0.002).

e PCt5SM = -0.14-TM + 36
(r=-0.39; p<0.002)
34 4--- - X--mmmmmmmo X--mmmmmmmnn X- -
— X X XX
€32 4T R Xooooooeeee e 8¢
s x X \-"‘"\--\\ XXX
B 30 oo X B
o x XX x X
28 - M- K- - - - - XX--
X XK X
26 . . . .
20 25 30 35 40
T™ [°C]

Figura 5.13 Diagrama de dispersion del Percentil 5 de los intervalos
VV en la zona modificada (Pct5M) con la temperatura (TM), y recta
obtenida tras realizar la regresion lineal (64 puntos, n=10) con el
resultado del ajuste.

Tabla 5.8 Velocidad de conduccién en FV [cm/s], en la zona
modificada (VCM) y en la no modificada (VCN), y temperaturas
respectivas registradas [°C], a temperatura de perfusion,
hipotermia e hipertermia. Los valores son medias + desviacion
estandar (n=10). Diferencias significativas en VC en ZM respecto
a temperatura de perfusidn en hipotermia e hipertermia, asi como
entre ZM y ZN, “p<0.01

™ TN VCM VCN
37405 375+1.2 548+7.2 53.7+6.5
225+15 375+0.38 47.1+33" 547+78

419+03 37.6+0.7 61.6+54" 53.7+6.2
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5.4.3 Velocidad de conduccion en FV

La Figura 5.14 presenta los valores la velocidad de conduccion obtenida en
la zona modificada y la no modificada, en condiciones de control (a
temperatura de perfusion, 37°C), hipotermia e hipertermia. La Tabla 5.8
contiene los valores representados en la figura anterior. La comparacion
entre pares en la zona modificada en hipotermia respecto a la temperatura de
perfusién proporciona significacion a las diferencias de VC, con idéntico
resultado en hipertermia (p<0.01). Andlogamente también la hay entre una
zona y otra en condiciones de hipotermia e hipertermia (p<0.01). No hay

diferencias en el conjunto de valores VCN.

— 60

£
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Figura 5.14 Velocidad de conduccién en FV, en la
zona modificada (ZM) y en la no modificada (ZN), a
temperatura de perfusion, en hipotermia y en
hipertermia. Se representa el valor medio y la
desviacion estandar (n=10). Diferencias
significativas en VC en ZM respecto a temperatura
de perfusion en hipotermia e hipertermia, asi como
entre ZM y ZN, “p<0.01
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5.4.4 Longitud de ondaen FV

La Figura 5.15 presenta los valores de la longitud de onda obtenida en la
zona modificada y la no modificada, como el producto entre la velocidad de
conduccion y el percentil 5 de los intervalos VV (subapartado 4.2.3), en
condiciones de control (a temperatura de perfusién, 37°C), hipotermia e
hipertermia. La Tabla 5.9 contiene los valores representados en la citada
figura. La comparacién entre pares indica que las diferencias en LOM entre
la temperatura de perfusion y la hipotermia son significativas (p<0.05), no lo
son en hipertermia, tampoco alcanzan significacion en el conjunto de LOM
(p=0.056).

Figura 5.15 Longitud de onda (LO) en FV, en la
zona modificada (ZM) y en la no modificada (ZN), a
la temperatura de perfusion, en hipotermia y en
hipertermia Se representa el valor medio y la
desviacion estandar (n=10). Diferencias
significativas en LOM en hipotermia respecto a
temperatura de perfusion, "p<0.05
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Tabla 5.9 Longitud de onda (LO) [cm] en FV, en la zona
modificada (LOM) y en la no modificada (LON), y temperaturas
a temperatura de perfusion,
hipotermia e hipertermia. Los valores son medias + desviacién
estandar (n=10). Diferencias significativas en LOM en hipotermia

respectivas registradas

[°Cl.

respecto a temperatura de perfusion, "p<0.05

™ TN LOM LON
374+05 375%12 1.72+0.27 1.65+0.2
225+15 375+0.8 1.54+0.18" 1.67+0.29
419+03 37.6%0.7 1.85+0.09 1.64+0.24

5.4.5 Complejidad de la activacion

166

Siguiendo el protocolo descrito en subapartado 4.2.3, se analizaron 1200

mapas de activacion (n=10), en los que se observaron 3180 patrones de

activacion.

Tabla 5.10 Numero y porcentaje de patrones observados (FRN:
frentes de onda simples, REN: reentradas, AFL: afloramientos y
COL: colisiones) en los mapas de activacion en FV, en la zona
modificada (ZM) y en la no modificada (ZN), a la temperatura de

perfusion, en hipotermia y en hipertermia (n=10)

FRN REN AFL COL

Tperf. ZM 419 28 34 37
B1l%)  (5%) (%) (%)

ZN 420 15 40 34
(82%) (3%)  (8%)  (T%)

Hipot. ZM 463 15 50 63
(78%) (3%)  (8%)  (11%)

ZN 394 21 45 53
T7%)  (4%)  (9%)  (10%)

Hiper. ZM 395 22 53 54
(75%)  (5%)  (10%)  (10%)

ZN 433 21 29 42
(82%) (4%)  (6%)  (8%)




Capitulo 5. Resultados 167

En la Tabla 5.10 se ofrecen los resultados de la cantidad de patrones
de activaciéon observados, tanto en valor absoluto como en valor relativo
respecto al total de la observacion: temperatura y zona. La representacion de
los porcentajes se muestra en la Figura 5.16. Se agruparon los datos en
tablas de contingencia, del resultado de la prueba Chi-cuadrado se desprende
que en la zona modificada existe relacion entre los tipos de patrones y la

temperatura (p<0.05).
75% - mCOL
OAFL
50% 1 BREN
OFRN

25% -

0%
ZM  ZN M ZN M ZN
Tperf Hipot Hiper

Figura 5.16 Representacion de la cantidad de patrones observados
(frentes de onda simples, reentradas, afloramientos y colisiones)
en los mapas de activacion en FV, en la zona modificada (ZM) y
en la no modificada (ZN), a la temperatura de perfusién, en
hipotermia y en hipertermia (n=10)

Los resultados de la tipificacion de la complejidad de la activacion
se muestran en la Tabla 5.11 y en la Figura 5.17. Se agruparon los datos en
tablas de contingencia, del resultado de la prueba Chi-cuadrado se desprende
que en ZM hay interrelacion entre complejidad y temperatura (p<0.05),
existiendo dependencia entre complejidad y zonas durante la hipotermia
(p<0.01).
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Tabla 5.11 NUmero de mapas de activacion en FV clasificados
atendiendo a su complejidad y porcentaje de patrones observados
(Tipo I, Tipo Il, Tipo I11) y porcentaje de los mismos, en la zona
modificada (ZM) y en la no modificada (ZN), a la temperatura de
perfusion, en hipotermia y en hipertermia (n=10)

Tipo | Tipo Il Tipo I
Tperf ZM 10 87 103
(5%) (44%) (52%)
ZN 17 78 105
(9%) (39%) (53%)
Hipot M 13 64 123
(7%) (32%) (61%)
ZN 14 94 92
(7%) (47%) (46%)
Hiper M 20 80 100
(10%) (40%) (50%)
ZN 17 93 90
(9%) (46%) (45%)
100%
75% -
OTipo Il
50% - BTipo Il
OTipo |
25% -
0%
ZM ZN ZM ZN ZM ZN
Tperf Hipot Hiper

Figura 5.17 Representacion de la tipificacion de la complejidad de
la activacion de los mapas en FV, en la zona modificada (ZM) y en
la no modificada (ZN), a la temperatura de perfusion, en
hipotermia y en hipertermia (n=10)
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En el presente subapartado, la temperatura (n=10) de la zona
modificada y de la no modificada a la temperatura de perfusion fue
respectivamente: 37.4 £ 0.5°Cy 37.5+ 1.2 °C; en hipotermia 22.5+ 1.5°Cy
37.5+0.8°C; y en hipertermia 41.9 + 0.3°Cy 37.6 + 0.7 °C.

5.5 Exploracion de la reversion de la FV

5.5.1 Aplicacién de dispositivos enfriadores

En los dos experimentos realizados siguiendo el protocolo especificado en

4.5.2 no se consiguio el cese de la FV.

5.5.2 Enfriamiento por inmersion progresiva

Se realizaron dos experimentos siguiendo el protocolo descrito en 4.5.3, en
ningin momento ceso la FV, salvo en condiciones de total inmersion de la

preparacion y con la perfusion de Tyrode cerrada transcurridos dos minutos.






Capitulo 6. Discusion

En el presente capitulo se discuten los resultados expuestos en el capitulo
anterior. El primero de los apartados se centra en los aspectos metodoldgicos
empleados en la presente investigacion. El siguiente apartado trata sobre el
dispositivo desarrollado y en qué medida satisface las exigencias planteadas
inicialmente. En el tercero se examinan los efectos de la hipotermia e
hipertermia locales sobre las variables electrofisioldgicas analizadas y sus
implicaciones sobre las propiedades del miocardio, y también se comentan
los resultados obtenidos en la exploracion de procedimientos encaminados a
la reversion de FV mediante enfriamiento progresivo y selectivo epicardico.
Finalmente, tras exponer las limitaciones de la presente investigacion se

proponen unas futuras lineas de trabajo.
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6.1 Comentarios sobre la metodologia empleada

6.1.1 Preparacion de corazoén aislado de conejo

Esta investigacion se ha basado en un modelo experimental consistente en
una preparacion de corazon aislado y perfundido de conejo tipo Langendorff.
Es una técnica muy clésica, descrita por Oscar Langendorf en 1895. Entre
sus ventajas mas destacables esta la reproducibilidad y reducido costo,
mientras que su limitacion principal esta en reproducir una situacion aislada

del resto del organismo.

En la investigacion, se ha considerado que no tienen una repercusion
directa en los pardmetros analizados algunos factores inherentes a la técnica,
tales como la ausencia de factores reguladores extrinsecos (nervios centrales
y/o humorales), la sustitucion de la sangre por Tyrode, o el hecho de trabajar
en vacio —en ausencia de la carga mecéanica que supone el bombeo
sanguineo. Es mas, resultaria beneficioso al separar su posible afectacién por
la variable principal objeto del estudio, la temperatura. En la realizacion de
los protocolos experimentales, la perfusion ininterrumpida, la ausencia de
farmacos, o lesiones como las secundarias a la isquemia minimizan el
deterioro metabdlico de la preparacion, a la vez que focaliza el estudio la
variable seleccionada. Abundando en ello, el hecho de que el corazon esté
aislado y perfundido con Tyrode, permite asentar que los cambios
observados en los pardmetros electrofisiol6gicos analizados son atribuibles a
las modificaciones térmicas locales inducidas, sin haber mediado otros

factores como los mencionados.
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La especie animal utilizada ha sido el conejo, se han empleado
ejemplares criados en condiciones controladas destinados a fines de
experimentacion animal y se han atendido las legislaciones estatal y europea
al respecto. Sobre estas preparaciones se han reproducido estados como
ritmo sinusal, estrés mediante estimulacion programada o fibrilacion
ventricular. Respecto a esta Ultima, es importante disponer de un corazén al
que se pueda inducir facilmente la arritmia y que ésta se mantenga una vez
instaurada. En el caso del conejo, su mayor masa y menor frecuencia,
mejoran las caracteristicas respecto a ratas o pequefios roedores de cara a la

investigacion de los mecanismos que desencadenan la FV.

Los modelos de corazén aislado de conejo han sido empleados
ampliamente en el estudio de la electrofisiologia cardiaca y concretamente
en el de las arritmias ventriculares, como el caso que nos ocupa [Jalife and
Gray 1996, Ravelli and Allessie 1997]. No obstante, la extrapolacion de los
hallazgos al ser humano, siempre debe tener en cuenta las diferencias

interespecies [Janse et al 1998, Romero et al 2010].

El grupo con el que se ha llevado a cabo la investigacion dispone de
una dilatada experiencia en estudios basados en este tipo de preparaciones.
En estos estudios se ha analizado la afectacion que sobre la electrofisiologia
miocardica tienen agentes tales como el ejercicio fisico [Such et al 2008],
farmacos [Chorro et al 2000], temperatura [Tormos et al 2008], estiramiento
[Trapero et al 2008], isquemia [Chorro et al 1998] o lesiones mediante
ablacion [Chorro et al 2012].
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6.1.2 Sobre el planteamiento metodolégico general

El disefio del protocolo experimental ha permitido disponer de datos
registrados en la zona alterada térmicamente y en la normotérmica, en
diferentes condiciones: temperatura de perfusion, hipotermia e hipertermia, e
incluso variando gradualmente la temperatura, en distintos estados: ritmo
sinusal, estrés inducido mediante estimulacion programada o fibrilacion
ventricular. Ello ha facilitado el analisis de los parametros electrofisioldgicos
realizando comparaciones entre zonas o a diferentes temperaturas a partir de

los cuales se han extraido las conclusiones.

La realizacion de la investigacion en su parte experimental requeria
el desarrollo previo del dispositivo electrodo multipolar modificador de la
temperatura y su validacion. Lo que ha constituido una parte no desdefiable

en el conjunto de trabajos realizados a lo largo de la investigacion.

La realizacion de los protocolos experimentales ha requerido la
participacion de cardidlogos y fisidlogos que con su presencia han
coordinado y ejecutado los trabajos mas comprometidos. Dada la diversidad
de datos a registrar (diferentes temperaturas en distintos estados), la duracién
de cada uno de los experimentos ha sido relativamente larga, en torno a tres

0 cuatro horas.

El andlisis de los datos registrados para la determinacion de los
parametros a estudiar precisé del adiestramiento previo y la revision de
articulos de investigacion relacionados. Esta parte ha tenido una gran carga
de trabajo. La automatizacion de algunas rutinas, como el marcado

automatico de las activaciones en FV mediante un algoritmo desarrollado al
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efecto por ingenieros del grupo de investigacion, ha aliviado en gran medida
el trabajo a realizar.

El posterior estudio y extraccion de conclusiones, al margen de
constituir el resultado de la presente tesis doctoral, ha permitido presentar
varias ponencias en diferentes congresos nacionales e internacionales, asi
como la publicacion de un articulo en una revista cientifica listada en el JCR.
En el momento de la redaccion estd en proyecto la realizacion de otras

aportaciones.

6.2 Evaluacion del dispositivo desarrollado

En el apartado 5.1 se presentaron los resultados relativos a la evaluacion
funcional del electrodo multipolar modificador de temperatura epicardica.
Alli se muestra su capacidad de inducir hipotermia e hipertermia controladas
en un area del epicardio del ventriculo del corazén aislado y perfundido de
conejo, y la de obtener registros simultaneos de alta densidad de la actividad
eléctrica en dicha area con los que se pueden estudiar los cambios en la

electrofisiologia.

En los electrogramas mostrados en la Figura 5.4 se aprecia el efecto
de la induccion local de hipotermia y de hipertermia sobre el intervalo QT en
condiciones de ritmo sinusal. Andlogamente en la Figura 5.7 se muestra el
efecto sobre el intervalo VV en FV. Los resultados expuestos en el
subapartado 5.4.5 que implican el analisis de mapas de activacion se han
obtenido en base a los datos registrados con el dispositivo desarrollado.
Todo ello muestra su capacidad para crear heterogeneidades
electrofisioldgicas en el epicardio en condiciones de FV y efectuar registros

simultaneos para su estudio.
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6.2.1 Comportamiento estatico de las variaciones térmicas

En las pruebas preliminares en las que se evalud la capacidad de
enfriamiento, la temperatura minima epicérdica que de modo reproducible se
pudo alcanzar fue de 22 ° C, estableciéndose como temperatura de
hipotermia méas acentuada para posteriores protocolos. Por otra parte, la
operacion del dispositivo en modo de calentamiento se limité a 42 ° C, con el
fin de evitar dafios irreversibles en los tejidos. En trabajos previos [Tormos
et al 2008], este rango se demostrd Gtil —en el sentido de inducir alteraciones
en la electrofisiologia— y seguro para el modelo utilizado -se tenia
reversibilidad de los efectos.

Tanto en ritmo sinusal (Tabla 5.1) como en condiciones de FV
(Tabla 5.2): i) no hay dificultad en la consecucién de los cambios de
temperatura de la zona modificada en los puntos determinados dentro del
rango establecido; la temperatura se puede fijar con suficiente precision y se
mantiene estable como se desprende de que la variabilidad en la zona
alterada no es significativamente mayor que la del area normotérmica, ii) los
cambios inducidos en la zona modificada no tienen efecto sobre la zona
normotérmica. Esto Ultimo tiene especial importancia dado que el objetivo es
conseguir modificaciones térmicas locales, frente a otros trabajos en que los

cambios son globales [Harada et al 2008, Chorro et al 2002].

6.2.2 Comportamiento dinamico de las variaciones térmicas

Obtenida la respuesta de la temperatura modificada frente a cambios subitos

del sistema formado por la preparacion experimental —en condiciones de
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ritmo sinusal- y el dispositivo desarrollado: desde la situacion basal a
hipotermia maxima, de hipotermia maxima a basal y de basal a hipertermia,
que se representan en la Figura 5.3, se ha comprobado que en todos los
casos se ajusta bien a una curva exponencial, como se desprende del
coeficiente de correlacion obtenido. La constante de tiempo del sistema
equivalente de primer orden toma valores entre 45 y 60 segundos. Estos
tiempos son sensiblemente superiores a los alcanzados en otros trabajos
[Chorro et al 2002] cuando el enfriamiento se efectuaba directamente sobre
la perfusion con Tyrode a 4°C, lo que resulta razonable al tratarse esta vez de
un método local y mas indirecto. Transcurridos algo mas de tres minutos la
temperatura en la zona modificada alcanza el régimen estacionario,
permaneciendo estable (£ 0.2 °C). Mientras que en la zona no afectada por el
electrodo no sufre cambios de temperatura. Mediante otros procedimientos,
por ejemplo mediante la aplicacion directa de un cuerpo frio con suficiente
capacidad de extraccién de calor, se podria conseguir una reduccién local de
temperatura mas rapida o incluso de mayor intensidad, pero no se tendria
opcion al registro electrofisioldgico y el control de temperatura seria

considerablemente mas complejo.

6.2.3 Alcance de las variaciones térmicas en la pared ventricular

Las temperaturas registradas a lo largo de la pared ventricular (Tabla
5.3) sugieren que el efecto térmico modificador del dispositivo sobre el
tejido es eminentemente superficial, con reducida penetracion intramural,
especialmente durante la induccién de hipotermia. Ello supone una
limitacion en la profundidad de actuacion térmica del método propuesto. Si

bien en este estudio han quedado constatados y contrastados mediante
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procedimientos de medida alternativos, no se disponen de datos de otros
estudios similares —enfriamiento local sobre el mismo tipo de preparaciones—
anteriores, dado que esta determinacion no se habia realizado [Tormos et al.
2008]. Tampoco se cuantificd el alcance en otros trabajos [Yamazaki et al.
2012, Boersma et al. 2002] que reproducen modelos bidimensionales
basados en preparaciones similares a las que previamente se les practica una
crioablacion desde el endocardio ventricular de la que resulta una lamina

epicardica de alrededor de 1 mm de espesor.

La limitacion en el reducido grado de hipotermia epicardica respecto
a trabajos anteriores [Tormos et al 2008], podria tener explicacion por una
parte por un efecto de "cuello de botella” en la extraccion de calor a través
de la resina epoxi —elemento que aglutina los hilos de los canales de
registro— que se sitla entre la célula Peltier y el epicardio ventricular. La
conductividad térmica de dicha resina es notablemente superior a otras
convencionales, su magnitud en términos absolutos sigue siendo moderada
frente a otros materiales como los cerdmicos. Por otra parte, la continua
perfusion coronaria de liquido nutricio a temperatura basal proporcionada
por el sistema de Langendorff, unida a la elevada vascularizacion
miocardica, con la consiguiente irrigaciéon, supone un aporte intenso y
continuado de calor en la zona que se pretende alterar térmicamente, que
dificulta enormemente la consecucion de dicho objetivo, especialmente en
hipotermia. Esto dltimo podria explicar la reducida profundidad de
penetracion de las modificaciones térmicas en nuestro modelo. El reducido
espesor de los modelos bidimensionales comentados anteriormente facilitaria
su enfriamiento, por lo que serian mas acusados los efectos

electrofisiolégicos resultantes.
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La técnica de medida de la temperatura empleada en el interior de la
pared ventricular —se describe en el subapartado 3.4.3— incluye varios
elementos sensores cuyo efecto de carga —por la simple presencia en la
zona— podria estar ocasionando una interferencia local en la temperatura.
Tanto en el caso de la aguja instrumentada como en el del termopar guiado,
se estd introduciendo un elemento metélico que, aun siendo en este caso de
tamafio muy reducido, podria estar alterando la conduccion de calor en el
tejido. En el caso de la hipotermia inducida las medidas obtenidas podrian
estar subestimando el verdadero valor de la temperatura. En nuestro caso
pensamos que el efecto producido por la interferencia del sensor debe ser
minimo, pues las medidas realizadas con la aguja completa y con un nico

termopar desnudo no presentan diferencias.

6.2.4 Distribucién térmica epicardica

Las imagenes térmicas obtenidas (Figura 5.3) evidencian una distribucion
epicardica uniforme en toda el area abarcada por el dispositivo, resultando
especialmente patente en condiciones de hipotermia. Ello es compatible con
la superficialidad del efecto modificador expuesto anteriormente. Se ha
constatado que el método de determinacion también ha sido empleado por
otros grupos de investigacion a tenor de los trabajos publicados
recientemente [Harada et al 2008, Yamazaki et al 2012], los resultados alli
obtenidos —en cuanto a uniformidad y area abarcada—, también son similares

aunque se determinaron a una temperatura inferior.
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6.2.5 Calidad de los registros obtenidos

A la vista de los electrogramas (Figura 5.4 y Figura 5.7) obtenidos con el
dispositivo disefiado —correspondientes a la zona modificada—, en cuanto a
su amplitud no se observan diferencias respecto al electrodo convencional y
la linea de base es estable, hechos que posibilitan la determinacion de los
parametros de interés. Los electrogramas obtenidos muestran que la relacion
sefial ruido se ve mejorada en el dispositivo disefiado, a pesar de la presencia
de un dispositivo electrdnico (célula Peltier) en las proximidades de la zona
de registro. Ello podria atribuirse al cuidado blindaje de los mazos de hilos
en el electrodo multiple desarrollado y su conexion al terminal de tierra del
laboratorio, conjuntamente con los instrumentos de alimentacion, generacion

y medida utilizados en la realizacién de los protocolos experimentales.

Por otro lado, el dispositivo ha permitido la obtencion de registros
electrocartograficos en los que se ha analizado la dinamica de la activacion,
como muestran los resultados presentados en el subapartado 5.4.5. Con ello
se han mejorado algunas limitaciones presentes en trabajos anteriores

relacionados con la resolucion y extensidn espacial [Tormos et al 2008].

La superficie del dispositivo-electrodo desarrollado se ha
conformado para adaptarse a la morfologia del epicardio ventricular. Este
hecho ha propiciado un buen contacto entre los canales de registro y la
superficie epicéardica, ampliando asi la zona de exploracion respecto a
electrodos de superficies planas. En algunos estudios anteriores se realizd
dicha adaptacion de la zona de registro [Boersma et al. 2002], aunque a
diferencia del presente trabajo no se obtuvieron mapas de activacion de alta
resolucion durante la FV en la zona modificada. Sin embargo, si que ha

supuesto una mejora respecto a trabajos anteriores [Tormos et al 2008],
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puesto que en ocasiones, y debido en parte al constante movimiento de la
preparacion experimental y también a la forma plana de la superficie de
registro, los canales periféricos de la matriz presentaban un contacto un tanto
precario, con el consiguiente deterioro en la calidad y continuidad en las
sefiales registradas.

6.2.6 Aspectos constructivos

En el desarrollo del dispositivo-electrodo no ha sido necesario recurrir a
tecnologias especificas que suponen complejidad en la fabricacion. Los
materiales empleados han sido de facil disponibilidad y los trabajos se han
realizado por el propio grupo de investigacion sin necesidad de encargar

tareas externas.

El uso de resina, en la construccion del bloque que aglutina los hilos
que constituyen los canales de registro, ha permitido la posterior
conformacion de la superficie de registro, con las ventajas expuestas
anteriormente. EI empleo de hilos aislados de acero inoxidable —material
biocompatible— para los canales de registro, ha evitado la necesidad de
procesos electroquimicos posteriores para mejorar las propiedades de las

superficies de registro, operacion que requiere otro tipo de metales.

Adicionalmente dicha concepcion ha permitido integrar por un lado
termopares para el registro de la temperatura, lo que ha proporcionado un
método de medida de gran reproducibilidad, en especial de la temperatura
epicardica, sin interferir en el registro. También se integran electrodos de
estimulacion, que si bien no han sido utilizados en la presente investigacion,
aumentan la potencialidad en cuanto a protocolos experimentales realizables

con este dispositivo.
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La construccion de un dispositivo de este tipo se encuentra al
alcance de cualquier grupo de investigacion. Aunque conviene mencionar
que, dado el elevado nimero de canales, determinadas fases en la
construccidn son bastante laboriosas. Por otro lado, la experiencia adquirida
en este campo en el seno del grupo de investigacion permitira la realizacion

de otros dispositivos similares en el futuro.

El sistema térmico del dispositivo cuyo elemento principal es la
célula Peltier, y sobre el que se tenia la experiencia de trabajos anteriores
[Tormos et al 2008], se ha mostrado efectivo. Sobre aquella concepcion se
han realizado algunas mejoras que han contribuido a optimizar el
funcionamiento. Entre ellas el aislamiento térmico de los tubos de
conduccion y del vaso de expansion de liquido refrigerante o el empleo de
un blogue de refrigeracion liquida fabricado en cobre como intercambiador

de calor entre la célula Peltier y dicho liquido.

La concepcion modular de las distintas partes que integran el
dispositivo, y el haber recurrido siempre que ha sido posible a elementos
estandarizados disponibles en el mercado, ha permitido reducir costes y
poder reemplazar partes, bien por averia o para mejorar las prestaciones

iniciales.
6.3 Efectos de las modificaciones locales de temperatura

6.3.1 Variacion del intervalo QT

En los registros obtenidos con el dispositivo desarrollado a diferentes
temperaturas (Figura 5.4) se aprecia claramente el efecto de prolongacion
del QT inducido por el enfriamiento del epicardio, asi como su reduccion

con el calentamiento.
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Las modificaciones térmicas localizadas efectuadas de forma gradual
y escalonada en el epicardio producen un progresivo aumento del intervalo
QT en la zona modificada con el enfriamiento. De la misma manera, el
calentamiento de la zona produce una reduccién del QT. En ambos casos sin
que aparezcan efectos apreciables en el QT de la zona no modificada. Dichos
cambios inducidos en ambas situaciones desaparecen al volver a la
temperatura de perfusion, lo que demuestra la reversibilidad del efecto
(Figura 5.5y Tabla 5.4).

En cuanto a la comparacion entre zonas, los cambios observados
entre ambas permiten afirmar que las modificaciones locales de temperatura
efectuadas en la zona modificada alteran significativamente el intervalo QT

respecto a la zona normotérmica.

La aplicacion de hipotermia local ha conseguido prolongar el
intervalo QT en el area modificada, sin alterarlo en la zona normotérmica.
Esta situacion ha dado lugar al origen de una heterogeneidad en los valores
del QT del miocardio ventricular que es mas acusada cuanto mayor es el
gradiente térmico entre zonas. Andlogamente la hipertermia local también

aumenta la dispersion del QT al reducir el intervalo en la zona modificada.

Diversos estudios han atribuido a la dispersion del intervalo QT un
efecto arritmogénico, como se expuso en el subapartado 1.8.1 [Zayas et al.
2000, Kramer and Zimetbaum 2011]. En el presente estudio se ha
investigado la aparicion de respuestas repetitivas ventriculares como
indicador de la arritmogenicidad del sustrato miocardico FV mediante un
protocolo de estimulaciéon programada [Josephson 2001, Zipes 2010]. La
aplicacion de estimulos con intervalo de acoplamiento corto en la

proximidad de la zona alterada durante la realizacion de las modificaciones
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térmicas no ha dado lugar a este tipo de respuestas, de lo que se desprende
que en nuestro modelo la dispersion inducida en el intervalo QT no se ha

traducido en un aumento de arritmogenicidad.

Los cambios introducidos en el epicardio no han sido capaces de
instaurar condiciones arritmogénicas que se manifestaran en repuestas
repetitivas o taquicardias ventriculares. Ello podria ser atribuido a una
insuficiente dispersion del QT, cuyo origen estaria en el hecho de no haber
abarcado zonas bastante amplias del miocardio, tanto en extensién como en

profundidad o intensidad.

Aunque la dependencia del intervalo QT con la temperatura ya ha
sido reportada por diversos autores [Davis 1993, Mortensen et al. 1993], la
flexibilidad del método empleado para modificar la temperatura de forma
gradual y controlada por encima y por debajo de la temperatura basal ha
permitido analizar su dependencia con respecto a la temperatura. Se observa
gue existe una moderada correlacién entre el intervalo QT de la zona
modificada y la temperatura, y que dicha relacién se ajusta a una recta
(Figura 5.6).

6.3.2 Aparicion de respuestas repetitivas

Como se ha comentado en el apartado anterior, tras inducir mediante
modificaciones térmicas localizadas heterogeneidades en el QT, podria
esperarse un aumento de la arritmogenicidad que se manifestara como
respuestas repetitivas o incluso taquicardia wventricular al aplicar un
protocolo de estimulacion programada. De los resultados expuestos en el
subapartado 5.3.1, se puede concluir que la presencia de respuestas

repetitivas es independiente de las modificaciones térmicas realizadas. Asi
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mismo, de lo expuesto en el subapartado 5.3.2 se desprende que no existe
dependencia entre la inducibilidad de la FV y las alteraciones térmicas
locales.

En trabajos basados en modelos bidimensionales en los que se enfrio
localmente el epicardio [Boersma et al. 2002] se indujeron taquicardias
ventriculares. Esto podria tener explicacion por tratarse de un modelo
bidimensional, en el que la pérdida de vascularizacion resultado de la
ablacion practicada haria que el enfriamiento fuese més efectivo con la
consecuente repercusion sobre la electrofisiologia del tejido. Por otra parte,
la activacién en la lamina de tejido de 1 mm de grosor podria diferir
sustancialmente de la que se tiene en el sustrato de nuestro modelo. En
cualquier caso en nuestro modelo de alteracion electrofisiolégica las
modificaciones térmicas locales no han evidenciado respuestas
arritmogénicas, muy probablemente por ser insuficiente el grado de

dispersién inducido en el QT.

6.3.3 Variacion en la velocidad de conduccién en FV

En la zona modificada la hipotermia ha dado lugar a un enlentecimiento de
la conduccion, mientras que la hipertermia tiene el efecto contrario (Tabla
5.8, Figura 5.14). Al comparar con la temperatura de perfusion, las
diferencias observadas han alcanzado significacion estadistica, no asi en la

zona normotérmica.

Estos resultados son compatibles con los de Chorro et alt. 2002, en
condiciones de enfriamiento global y agudo —mediante instilacion de Tyrode
a 4°C en la perfusion principal. En este estudio se observo que unos instantes

antes del cese de la FV se reduce la velocidad en un valor préximo al 60%
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respecto a la basal. En nuestro caso fueron proximos al 15% en hipotermia
local (22°C), la notable diferencia entre ambos es atribuible al método de
enfriamiento aplicado en cada una de ellas, selectivo y acotado en un caso y
global en el otro, y también a la mayor reduccion de la temperatura obtenida
en el primer caso. En ambos trabajos el valor de este pardmetro en

condiciones basales practicamente es coincidente.

6.3.4 Modificacion en el intervalo VV, refractariedad y longitud
de onda en FV

e Modificacion en el intervalo VV

Los electrogramas registrados a diferentes temperaturas con el dispositivo
desarrollado (Figura 5.7) muestran claramente el efecto de prolongacion del
intervalo fibrilatorio inducido por el enfriamiento del epicardio y su
reduccidn con el calentamiento. Dicho efecto se refleja individualmente en
los canales distribuidos en el area de registro (Figura 5.8). Analogamente en
la zona no modificada este pardmetro practicamente permanece inalterado
(Figura 5.7, Figura 5.8).

El comportamiento del intervalo VV ante las modificaciones
térmicas localizadas realizadas de forma gradual y escalonada muestran un
progresivo aumento en la zona modificada con el enfriamiento y su
reduccion con el calor, sin que aparezcan sobre dicho parametro efectos
apreciables en la zona no modificada. Los cambios inducidos en ambas
situaciones practicamente han desaparecido al volver a la temperatura de

perfusion, lo que demuestra su reversibilidad (Figura 5.9 y Tabla 5.5).

Los cambios observados en la zona modificada permiten afirmar que

las modificaciones locales de temperatura alteran significativamente el
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intervalo VV. Puesto que las reducidas diferencias en la zona normotérmica
no son significativas, se deduce que los cambios térmicamente inducidos

quedan confinados en la zona modificada (Tabla 5.5).

Como se comentd en el subapartado 1.6.3, la frecuencia de
activacion (FrD) es un parametro alternativo al intervalo fibrilatorio (VV)
por ser ambos representativos de un mismo fenémeno, estando ambos
relacionados [Tormos 2006]. Si bien la informacién ofrecida por el VV
resulta mas préxima al propio fenémeno, la FrD es un parametro de
obtencion mas objetiva —el resultado de aplicar la FFT a un electrograma es
Unico- frente al VV cuyo marcado previo, si se realiza manualmente no esta
exento de errores atribuibles al observador y si es automatico requiere definir
previamente unos criterios —que no son Unicos ni universales— para
identificar los instantes de activacion. En el presente trabajo, desde el inicio
se planted el estudio de la complejidad de los mapas de activacion
ventricular en FV, y la determinacién de dichos mapas requeria el marcado
previo de los instantes de activacion sobre los electrogramas. Una vez
obtenidos los instantes de activacion, la determinacion de la longitud media
del ciclo fibrilatorio o intervalo fibrilatorio, es inmediata. Por dicha razén en
este trabajo se ha optado por el analisis de este parametro en lugar de la FrD.
La tarea de determinacion de los instantes de activacion resulta sumamente
ardua y tediosa cuando se realiza manualmente. En esta investigacion se ha
realizado mediante un algoritmo que ha permitido el marcado automatico. Al
margen de la consiguiente disminucion en la carga de trabajo respecto al
marcado manual, intrinsecamente el procedimiento empleado tiene la ventaja
de ser un método de determinacién con el que se eliminan errores atribuibles

a la subjetividad del observador, tal como se ha comentado anteriormente.
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La dependencia del intervalo VV con la temperatura ya ha sido
reportada por diversos autores [Chorro et al. 2002, Tormos 2006]. Con el
método empleado en el presente trabajo se ha encontrado una correlacion
moderada entre el intervalo VV en la zona modificada y la temperatura,
ajustandose a una recta (Figura 5.10).

La temperatura modula el intervalo fibrilatorio en la zona
modificada, lo prolonga en condiciones de hipotermia respecto a la
temperatura de perfusion y lo reduce en hipertermia (Tabla 5.5, Figura 5.9,
Figura 5.10), siendo reversibles dichos efectos. Este comportamiento es
analogo al observado en el intervalo QT. Los resultados son consistentes con
los obtenidos por nuestro grupo utilizando dispositivos distintos [Tormos et

al 2008], lo que refuerza los resultados entonces obtenidos.

En definitiva, las modificaciones locales de temperatura han alterado
significativamente el intervalo VV respecto a la zona normotérmica (Tabla
5.5, Figura 5.9).

e Efectos sobre la refractariedad

En la Figura 5.11 se representan los datos de la Tabla 5.5, que corresponden
al percentil 5 de los intervalos VV (Pct5), como indicador de refractariedad
[Duytschaever et al 2001].

Al efectuar las modificaciones térmicas localizadas de forma gradual y
escalonada, al igual que ocurriera con los intervalos QT y VV en la zona
modificada, en el Pct5 existe una tendencia a prolongarse con la hipotermia
y reducirse con la hipertermia, aunque en este caso el comportamiento no es
tan claro. De cualquier modo, los incrementos en hipotermia y las

reducciones en hipertermia que se observan en el Pct5 de la zona modificada
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son significativos. El pequefio cambio del Pct5 en la zona modificada
cuando se recupera la temperatura de perfusion tras las modificaciones
realizadas no llega a alcanzar significacion estadistica. Las diferencias
alcanzadas al modificar la temperatura en el conjunto de valores de Pct5
(zona modificada) tienen significacion estadistica, por lo que se puede
afirmar que existe una relacion entre este pardmetro y la temperatura. Las
variaciones en el Pct5 de la zona normotérmica no tienen significacion
estadistica, es decir, la refractariedad en esa zona permaneceria inalterada.
Al ajustar linealmente la evolucion del Pct5 con la temperatura el coeficiente

de correlacién es menor que los obtenidos para el QT y el VV (Figura 5.13).

Boersma et al. 2002, en un modelo 2D de la misma especie sometido a
estimulacién programada y enfriado localmente (15 °C), observaron
incrementos en el periodo refractario funcional del 25% respecto a su valor
basal, mientras que en nuestro caso s6lo han llegado al 5%. Ambos modelos,
aunque corresponden a la misma especie, tienen notables diferencias y las

determinaciones se realizaron en situaciones distintas —en nuestro caso FV.

A la vista de los resultados del Pct5 obtenidos, el hecho de que tengan
una relacion mas débil con la temperatura respecto a otros parametros
analizados en el presente trabajo, quizds pueda tener origen en que la
determinacion precisa de los instantes de activacion, especialmente cuando
los intervalos son cortos y/o las transiciones son de pendiente reducida, es
compleja, incluso si el método empleado es automatico como ha sucedido en
el presente trabajo. Por otro lado el Pct5 es un indicador de refractariedad, no
es propiamente el periodo refractario cuya determinacion no esta exenta de
dificultad. En la determinacion del Pct5 pueden influir las variaciones en la

complejidad de los mapas de activacion.
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e Efectos sobre la longitud de onda

La longitud de onda en la zona modificada en condiciones de hipotermia
sufre una ligera reduccidn con respecto a la zona normotérmica, mientras
gue en condiciones de hipertermia el efecto es el opuesto. Las diferencias en
la zona modificada entre la hipotermia y la situacion basal son significativas,

no asi en hipertermia (Tabla 5.9, Figura 5.15).

Anteriormente [Tormos 2006, Harada et al. 2008] se aprecié cierta
tendencia a reducir este parametro con el enfriamiento, dichos resultados son

congruentes con los ahora obtenidos.

6.3.5 Afectacion en los patrones de activacion en FV

En la presente investigacion, para estudiar la influencia de la temperatura
sobre la conduccion ventricular durante la FV, se ha analizado la evolucién
de los mapas de isdcronas correspondientes a ventanas de 100 ms obtenidos
de segmentos de 2 s provenientes de registros de ambas zonas (modificada y
normotérmica) para cada situacion térmica (temperatura de perfusion,
hipotermia e hipertermia). En primer lugar, a partir de la dinamica de las
isocronas observada en los mapas, se han computado los patrones de
activacién presentes: frentes de onda simples, reentradas, afloramientos y
colisiones. Posteriormente, en funcién de la cuantificacion de los distintos
patrones en cada mapa, se le ha asignado un grado de complejidad
clasificandolo en tres niveles, en orden creciente: Tipo I, Tipo Il y Tipo Il
Esta metodologia introducida por Konings [Konings et al. 1994], ha sido
empleada por nuestro grupo en distintos trabajos [Chorro et al. 2002, Chorro
et al. 2009, Guillem et al. 2009, Chorro et al. 2012]. Respecto a la

identificacion de los patrones a partir de los mapas obtenidos, conviene decir
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que se trata de una tarea que requiere cierto adiestramiento previo y
supervision posterior por parte de expertos, no estando exenta de cierto
grado de subjetividad en la interpretacion de los mapas.

En relacion con los patrones de activacion observados en ambas
zonas y bajo distintas situaciones térmicas, se aprecia en todas ellas un
predominio de los frentes de onda, con presencia de colisiones y
afloramientos, mientras que las reentradas son mas residuales (Tabla 5.10 y
Figura 5.16). Individualmente la variabilidad en estos patrones es alta. No
obstante, los resultados de las pruebas estadisticas indican que en la zona
modificada existe relacion entre el conjunto de los distintos tipos de patrones

de activacion observados y la temperatura.

Respecto a la complejidad de la activacién, en la zona modificada en
condiciones de hipotermia hay un incremento en los mapas de Tipo Il y una
reduccidn de en los de Tipo Il, lo que se interpreta como un aumento en la
complejidad de activacion. Las pruebas realizadas indican que en la zona
modificada existe interrelacion entre el grado de complejidad y la
temperatura. Asi pues, la hipotermia local también induce diferencias en la

complejidad entre ambas zonas (Tabla 5.10 y Figura 5.16).

El sentido de estos cambios con la temperatura, es contrario al
obtenido en estudios realizados con hipotermia global [Chorro et al. 2002].
En ese trabajo la hipotermia se conseguia mediante instilacion directa de
Tyrode frio (4 °C) en la perfusion, siendo por tanto unas condiciones
notablemente distintas. Entonces, el enfriamiento agudo y global propiciaba
un enlentecimiento gradual en la conduccion que se traducia en una
reduccion de la complejidad, conducente al cese de la FV. Las condiciones

en el presente estudio suponen un enfriamiento local y de menor intensidad.
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Si los patrones de conduccion registrados en la superficie se ven
influenciados por zonas de tejido mas amplias que las alteradas, las
modificaciones electrofisioldgicas con cardcter predominantemente
superficial darian lugar a heterogeneidades que en este caso no tendrian

como consecuencia una reduccion en la complejidad, sino un aumento.

La coexistencia de la zona superficial modificada con las zonas mas
profundas, afectadas en menor medida por la variacién térmica, ha
propiciado la interferencia de estas ultimas dando lugar a patrones de

activacién heterogéneos y mas complejos.

6.3.6 Reversion de la FV mediante enfriamiento

El enfriamiento selectivo y gradual mediante el empleo de dispositivos
enfriadores epicardicos, asi como la inmersion progresiva no consiguieron

revertir la arritmia en los experimentos (subapartados 5.5.1y 5.5.2).

En trabajos anteriores [Chorro et al 2002] citados previamente, la
instilacion de Tyrode frio a través de la perfusion conducia a la reversion de
la FV. Una posible explicacién de que no fuera asi en el presente trabajo
podria encontrarse en la limitada penetracion del enfriamiento epicardico
aplicado debido al alto grado de vascularizacion del miocardio y la elevada
irrigacion a que da lugar. En el presente trabajo en todo momento la
perfusion principal se mantuvo abierta, con el consiguiente aporte
continuado de Tyrode a 37 °C a través de las coronarias, en dichas
condiciones con los procedimientos de enfriamiento epicardico utilizados no
se ha podido enfriar la preparacion experimental globalmente de forma
efectiva para revertir la arritmia. Por contrapartida, con la instilacion de

Tyrode frio a la perfusion que pasa directamente a las coronarias, se produce
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un enfriamiento subito y global del miocardio que conduce al paro cardiaco
en pocos segundos. En este sentido el no haber alcanzado la reversion de la
FV tendria explicacion en una insuficiente cantidad de tejido enfriado, lo que
se relacionaria con el concepto de la masa critica necesaria para el

mantenimiento de la FV [Garrey 1914].

Los resultados obtenidos sugieren que mediante procedimientos de
actuacion epicéardicos no es posible afectar a una masa miocardica lo

suficientemente extensa como para producir la reversion de la FV.

6.4 Limitaciones del estudio

Las modificaciones térmicas inducidas sobre el modelo experimental
utilizado con el dispositivo desarrollado tienen un alcance intramural
limitado. En este sentido ha sido dificil estudiar la relacion entre la
temperatura y propiedades que afectan al miocardio de forma mas global, tal

como sucede con los patrones de activacién durante la FV.

La extension y amplitud de las heterogeneidades producidas en el
sustrato miocardico no ha sido suficientemente extensa para propiciar la
aparicion de arritmias en forma de respuestas repetitivas ventriculares,
taquicardias o FV. Por el contrario, el dispositivo y el protocolo
experimental realizado han servido para encontrar la dependencia entre la
variacion localizada de temperatura y el efecto sobre el intervalo QT en la
zona afectada. También durante la FV se ha obtenido la relacion entre
parametros como el intervalo fibrilatorio (VV), el Pct5 (tomando este tltimo
como indicador de refractariedad), la velocidad de conduccion y la longitud

de onda.
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Los registros realizados han sido epicardicos. Para estudiar la
conduccion intramiocardica en este tipo de preparaciones experimentales,
podria ser de interés la realizacion de un electrodo mdltiple capaz de
registrar la actividad intramural y endocérdica. Una posible concepcion seria
en base a una matriz de lineas de electrodos unipolares que se insertarian en
el miocardio, cada linea podria tener tres o cuatro hilos aislados a diferentes
alturas que, junto con el resto de hilos del conjunto de lineas con la misma
altura, conformarian diferentes planos de registro. Los registros
proporcionarian una vision espacial de la conduccién ventricular. No
obstante un dispositivo de registro de este tipo tendria un claro efecto
invasivo sobre la preparacion —dado que supone la insercién en el miocardio
ventricular de multiples lineas relativamente préximas entre si—, al margen

gue su construccion resultaria muy laboriosa.

El empleo de modelos experimentales de dos dimensiones en base a
un corazéon aislado al que previamente se le practica una ablacién
endocérdica y que dan lugar a una capa efectiva epicardica de alrededor de 1
mm, y los estudios electrofisiol6gicos relacionados con la temperatura
[Yamazaki et al 2012, Boersma et al 2002, Harada et al 2008] podria haber
dado lugar a resultados mas vistosos pero hay que tener presente la
limitacion de dicho modelo, que mas bien se corresponde con una lamina de

tejido ventricular sometida a perfusion.

6.5 Futuras lineas de trabajo
El presente trabajo ha evidenciado la reducida penetracion del enfriamiento
al ser aplicado de forma epicéardica y localizada. El dispositivo desarrollado

permitird continuar estudios en los que se analice de forma conjunta el efecto



Capitulo 6. Discusion 198

de las modificaciones de la temperatura con farmacos antiarritmicos,

estiramiento miocardico, presencia de zonas isquémicas etc.

La experiencia adquirida tras el desarrollo del dispositivo podria
servir de ayuda para desarrollar otro dispositivo que permitiera la
adquisicion de registros intramurales con las caracteristicas descritas en el
apartado anterior. Las modificaciones térmicas podrian realizarse mediante
protocolos de enfriamiento global y gradual de la preparacion instilando
Tyrode a diferentes temperaturas en la perfusion, dada la reducida
penetracion intramural del enfriamiento tépico que se ha constatado en esta

investigacion.

En relacion con las caracteristicas del proceso de conduccién durante
la FV, los resultados obtenidos invitan a seguir explorando mediante
métodos alternativos que proporcionen una modulaciéon mas intensa con la
temperatura. Ello se podria conseguir aplicando protocolos como los que se
han descrito sobre enfriamiento global y gradual, y empleando bien un
electrodo multipolar convencional, o utilizando un sistema éptico. Incluso
podrian ser combinados, esto es, utilizando el dispositivo desarrollado con el

propdsito de mantener localmente condiciones diferentes a las globales.

El registro con el sistema Optico, permitiria utilizar durante los
protocolos la termografia infrarroja para la determinacion de la temperatura
epicardica. Ello ofreceria una relacién precisa entre temperatura y la
presencia de determinados patrones de activacion y/o la complejidad
resultante. Continuando con este planteamiento y en la linea de las
determinaciones realizadas en el presente trabajo, en condiciones de estrés
mediante estimulacién eléctrica programada se podria analizar el efecto

arritmogénico de la temperatura determinando la aparicién de respuestas



Capitulo 6. Discusion 199

repetitivas o taquicardias ventriculares, o la instauracion de la FV. Podrian
reproducirse distintas situaciones térmicas que indujeran la arritmogenicidad
del sustrato. Esta seria una forma de superar las limitaciones encontradas en
el presente estudio y que se han atribuido al hecho de enfriar una masa de
tejido insuficiente para conseguir algunos de los efectos buscados. En ritmo
sinusal se podria determinar la heterogeneidad del QT con la temperatura y

relacionarla con la arritmogenicidad estudiada anteriormente.






Capitulo 7. Conclusiones

A continuacion se resumen las principales conclusiones del presente trabajo,

relacionandolas con los objetivos particulares planteados en el apartado 2.3.
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1. Desarrollar un dispositivo electrodo multipolar cuyos registros permitan
la obtencion de cartografia eléctrica epicardica con capacidad de modular
la temperatura local (hipotermia/hipertermia), para ser utilizado en estudios
electrofisioldgicos con corazén aislado de conejo. El sistema debera
validarse experimentalmente comprobando la capacidad de registrar mapas
de activacion epicardica a temperaturas estables superiores e inferiores al

valor basal de perfusion.

e Se ha desarrollado un dispositivo electrodo de mapeo eléctrico
epicardico para experimentacién con modelos de corazon aislado y
perfundido de conejo que permite fijar con rapidez la temperatura al
valor deseado en la zona de contacto con el epicardio (en el margen
de 22 °C a 42 °C) y estabilizarla durante el tiempo necesario.

e Se han aplicado protocolos especificos orientados a su validacion
funcional y caracterizacion. Durante la perfusion a temperatura basal
(37 °C), estas modificaciones se realizan sin cambios significativos
de temperatura en zonas distantes del epicardio.

e La penetracion de los cambios térmicos en la pared ventricular es de
alcance reducido, en especial en hipotermia.

e Los registros realizados con la aplicacion de este electrodo han
permitido analizar distintas variables electrofisiolégicas asi como
mapas de activacion epicardica durante la FV gracias a la alta
densidad de canales integrados en el mismo, obteniéndose resultados

cuyas conclusiones se relacionan a continuacion.

2. Con el dispositivo desarrollado, estudiar en el modelo experimental los
efectos que causan las modificaciones locales de la temperatura sobre

determinadas caracteristicas electrofisioldgicas del miocardio ventricular.
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En particular se pretende cuantificar como afecta a: el intervalo QT, la
inducibilidad de la FV mediante estimulacion programada, la velocidad de
conduccidn y la refractariedad durante la FV, y la complejidad de los
patrones de activacion de la FV.

Se detallan a continuacion cada uno de ellos.

Intervalo QT

e Las modificaciones locales de temperatura alteran el intervalo QT
respecto a la zona normotérmica, la hipotermia prolonga el intervalo
y la hipertermia tiene el efecto opuesto, originando una dispersion en
el QT miocérdico.

e Existe una correlacion lineal entre el intervalo QT y la temperatura

en la zona modificada.

Inducibilidad de la FV mediante estimulacién programada

e La presencia de respuestas repetitivas es independiente de las
modificaciones térmicas realizadas, éstas tampoco han favorecido la
aparicion de FV.

e La dispersion moderada del QT inducida por modificacién térmica
de caracter predominantemente epicardico no se traduce en

respuestas arritmogénicas.

Velocidad de conduccién, longitud de onda, intervalo fibrilatorio y

refractariedad en FV

e En la zona modificada la hipotermia produce un enlentecimiento de

la conduccion, mientras que la hipertermia tiene el efecto contrario.
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e La hipotermia reduce la longitud de onda del proceso de activacion
miocardica.

e Las modificaciones térmicas modulan el intervalo fibrilatorio,
existiendo una correlacion lineal entre ambos.

e Los cambios locales de temperatura modifican la refractariedad,
estimada ésta a partir del Pct5 del intervalo fibrilatorio, existiendo

una correlacion lineal entre ambas.

Complejidad de los patrones de activacion de la FV

e La hipotermia local incrementa la complejidad de los mapas de

activacién epicéardicos durante la FV.

3. Explorar procedimientos encaminados a revertir la FV mediante

enfriamiento progresivo y selectivo del modelo experimental.

e EIl enfriamiento selectivo y gradual del epicardio no consigue la

reversion de la FV.
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Capitulo 9. Publicaciones cientificas

En este capitulo se enumeran las participaciones en congresos cientificos
tanto de &mbito internacional como estatal, en forma de comunicacién o
presentacién, de algunos resultados obtenidos durante la realizacion de la
presente tesis doctoral. Del mismo modo incluye el articulo publicado en una

revista cientifica internacional incluida en el SCI.






Capitulo 9. Publicaciones cientificas 251

Indice del capitulo

9.1 Participacidn en congresos internacionales...........c.ccccoccevvenenne. 253
9.2 Participacién en congresos de ambito estatal ...............ccccveneee. 254

9.3 Publicacién de articulos en reVista .........oeeeeeeeeeeeeeeeees e 255






Capitulo 9. Publicaciones cientificas 253

9.1 Participacion en congresos internacionales

Han sido cuatro las ponencias presentadas en congresos internacionales, una

méas ha sido aceptada recientemente y se presentara el proximo mes de

septiembre, los detalles:

A Guill, E Roses, X Ibafiez-Catala, A Tormos, MS Guillem, AM
Climent, FJ Chorro, | Trapero, F Pelechano, LM Such-Miquel, J
Millet. A novel multielectrode for epicardial recording with
temperature control based in Peltier cells. Ed. Springer. Proceedings
of the 4th european Conference of the International Federation for
Medical and Biological Engineering (EMBEC'08) (ISSN 978-3-540-
89207-6). pp 1-9. Antwerp (Belgium). 23-27 Nov 2008

A Guill, I Trapero, E Roses, J Millet, A Tormos, F Pelechano, LM
Such-Miquel, AM Climent, L Such, FJ Chorro. QT Dispersion
Induced by Local Temperature Variations. Proceedings of the IEEE
XXXV Computers in Cardiology (ISSN 0276-6574). pp 697-700.
Bologna (Italy), 14-17 Sep 2008

A Guill, A Tormos, E Roses, J Millet, MS Guillem, | Trapero, F
Pelechano, LM Such-Miquel, L Such, FJ Chorro. Development of an
epicardium mapping electrode for isolated heart models under
thermal alterations. Proceedings of the 19th Biosignal Conference
(ISSN 978-80-214-3613-8). Brno (Czech Republic), 29 Jun-1 Jul
2008
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A Guill, J Millet, A Tormos, EJ Roses, | Trapero, L Such-Miquel, FJ
Chorro. QT interval modulation by local temperature changes in
isolated heart models. 18th World Congress in Cardiac
Electrophysiology & Cardiac Technique. Cardiostim 2012. June 13-
16, 2012. Nize — France

A Guill, J Millet, A Tormos, E Roses, F Castells, | Trapero, LM
Such-Miquel, L Brines, M Zarzoso, FJ Chorro. Effects of local
epicardial cooling/warming on the complexity of the ventricular
fibrillatory pattern. Computers in Cardiology, CinC 2012.
September 9-12, 2012. Krakow — Poland

9.2 Participacion en congresos de ambito estatal

También se han realizado tres ponencias en congresos de ambito estatal, se

detallan a continuacion:

A Guill, A Tormos, MS Guillem, J Millet, F Pelechano, L Such-
Miquel, L Such, FJ Chorro. Desarrollo de un electrodo de mapeo
epicardico con capacidad de modificacion de la temperatura en
experimentacion con modelos de corazdn aislado. Libro de actas del
XXV Congreso Anual de la Sociedad Espafiola de Ingenieria
Biomédica (CASEIB 2007) (ISSN 84-612-0370-3). pp 467-470.
Cartagena, 14-16 Nov 2007
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e A Guill, I Trapero, F Pelechano, L Such-Miquel, A Tormos, J
Millet, L Mainar, J Canoves, L Such, FJ Chorro. Dispersion del QT
inducida por variaciones térmicas localizadas. XXIV Congreso de la
Sociedad Valenciana de Cardiologia (2007). Latido (ISSN 0214-
3682), vol 11, num 12, pp 290-290. Castell6n 9-11, May 2007

e A Guill, I Trapero, F Pelechano, L Such-Miquel, A Tormos, J
Millet, L Mainar, J Canoves, L Such, FJ Chorro. Dispersién del QT
inducida por variaciones térmicas localizadas. SEC 2007 - El
Congreso de las Enfermedades Cardiovasculares. Rev Esp Cardiol.
2007;60 Supl 2:1-192, pp 34-34, P176 (ISSN 0300-8932). Madrid
18-20 Oct 2007

9.3 Publicacion de articulos en revista
Se ha publicado un articulo en revista cientifica:

e A Tormos, A Guill, J Millet, E Roses, | Trapero, LM Such-Miquel,
FJChorro. New epicardial mapping electrode with warming/cooling
function for experimental electrophysiology studies. Medical
Engineering & Physics (ISSN 1350-4533). Vol. 33:pp 653-659.
2011
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