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Resumen

La electrofisiologfa cardiaca permite el estudio de la actividad
eléctrica de regiones especificas del corazén y, por tanto, el andlisis de las
modificaciones de sus caracteristicas en regiones sometidas a cambios tales
como el estiramiento miocardico agudo. El estiramiento miocardico modifica
las propiedades electrofisiolégicas de los cardiomiocitos, originando arritmias
cardfacas en diferentes situaciones patolégicas. Los efectos mecéanicos del
estiramiento inducen cambios relacionados con el calcio, y son varios los
mecanismos que han sido implicados, incluyendo un incremento de la entrada
de Na+ y la activacién secuencial de los intercambiadores Na+/H+ y Na+/Ca2*

(modo inverso), ligados a eventos autocrino/paracrinos.

Esta Tesis Doctoral tiene como principal objetivo el estudio de la
posible participacién de estos mecanismos en las respuestas electrofisiolégicas
al estiramiento mediante el analisis de las modificaciones farmacolégicas de

dichas respuestas.

Se han estudiado las modificaciones de las caracteristicas de la
activacién miocardica durante la fibrilacién ventricular (FV) y de las
propiedades electrofisiolégicas miocédrdicas inducidas por el estiramiento
miocérdico agudo en 44 corazones de conejo aislados y perfundidos en un
sistema Langendorff, utilizando electrodos multiples epicardicos y técnicas de
cartogratfia eléctrica, bajo condiciones control (n=9) y durante la perfusién del

antagonista de los receptores tipo 1 de angiotensina II losartdn 1uM (n=8),
del antagonista de los receptores tipo A de endotelina BQ-123 0,1uM (n=9),
del inhibidor del intercambiador Na+/H+* 5-(N-ethyl-N-isopropyl)-amiloride
(EIPA) 1uM (n=9) y del inhibidor de la corriente tardfa de Na* ranolazina

5uM (n=9).



Para el andlisis de la sefial fibrilatoria, se han utilizado técnicas
espectrales y técnicas de deteccién de la activacién miocardica, estudiando
parametros relacionados con la frecuencia, la organizacién (o regularidad) y la
complejidad de la activacién miocdrdica durante la FV, asi como la

refractariedad miocardica ventricular y la velocidad de conduccién.

Los resultados muestran las modificaciones farmacolégicas de los
efectos electrofisiolégicos del estiramiento. E1 EIPA y la ranolazina atenuaron
el incremento de la frecuencia dominante de la FV y la disminucién de la
refractariedad miocédrdica producidos por el estiramiento. Durante el
estiramiento, la activacién durante la F'V fue més compleja en la serie control
que en la serie con EIPA o con ranolazina, evaluada mediante los porcentajes
de los tipos de mapas de activacién, mientras que la organizacién de la
activacién, expresada a partir de la concentracién espectral de la FV, fue
mayor bajo la accién del EIPA y de la ranolazina. El losartan y el BQ-123 no
produjeron modificaciones de las respuestas electrofisiolégicas al estiramiento

miocérdico.

En conclusién, la inhibicién de la corriente tardia de entrada de Na+
mediante ranolazina y la inhibicién del intercambiador Na+/H+ mediante
EIPA atentian los efectos electrofisiol6gicos responsables de la aceleracién de
la activacién y del incremento de la complejidad de la activacién miocardica
durante la FV producidos por el estiramiento local agudo. Por el contrario, el
bloqueo de los receptores de angiotensina II mediante losartdn y el bloqueo de

los receptores de endotelina mediante BQ-123 no modifican estos efectos.

En resumen, los mecanismos implicados en las respuestas
electrofisiol6gicas al estiramiento local agudo son contrarrestados por la
inactivacién de la corriente tardia de Na+* y del intercambiador Na+/H+,
mientras que la liberacién de angiotensina II y de endotelina parece no estar
implicada en la cadena de eventos relacionada con los efectos

electrofisiol6gicos producidos por el estiramiento.
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Resum

L’ electrofisiologia cardfaca permet I'estudi de l'activitat electrica de
regions especifiques del cor i, per tant, I'analisi de les modificacions de les
seues caracteristiques en regions sotmeses a canvis com ara l'estirament
miocardic  agut. L’estirament miocardic modifica les propietats
electrofisiologiques dels cardiomiocits, originant aritmies cardfaques en
diferents situacions patologiques. Els efectes mecanics de Iestirament
indueixen canvis relacionats amb el calci, 1 son diversos els mecanismes que
han estat implicats, incloent un increment de 'entrada de Na+ i 'activacié
seqiiencial dels intercanviadors Na*/H+ i Na*/Ca2+ (mode invers), lligats a

esdeveniments autocrin/paracrins.

Aquesta Tesi Doctoral té com a principal objectiu l'estudi de la
possible  participaci6 ~ d’aquests  mecanismes en les  respostes
electrofisiologiques a l'estirament mitjan¢ant l'analisi de les modificacions

farmacologiques d’aquestes respostes.

S’han estudiat les modificacions de les caracteristiques de l'activacié
miocardica durant la fibril-lacié ventricular (FV) 1 de les propietats
electrofisiologiques miocardiques induides per 'estirament miocardic agut en
44 cors de conill aillats 1 perfosos en un sistema Langendorff, utilitzant
eléctrodes multiples epicardics 1 técniques de cartografia eléctrica, sota
condicions control (n=9) i durant la perfusié de I'antagonista dels receptors
tipus-1 d’angiotensina II losartan 1uM (n=8), de 'antagonista dels receptors
tipus-A de endotelina BQ-123 0,1 uM (n=9), de I'inhibidor de l'intercanviador
Na+/H+ 5-(N-ethyl-N-isopropyl)-amiloride (EIPA) 1uM (n=9) i de I'inhibidor

del corrent tarda de Na* ranolazina 5uM (n=9).

il



Per a lanalisi del senyal fibril-latori, s’han utilitzat técniques
espectrals 1 técniques de detecci6 de lactivacié miocardica, estudiant
parametres relacionats amb la freqiiéncia, I'organitzacié (o regularitat) i la
complexitat de l'activacié miocardica durant la fibril-lacié ventricular, aix{

com la refractarietat miocardica ventricular i la velocitat de conduccié.

Els resultats mostren les modificacions farmacologiques dels efectes
electrofisiologics de l'estirament. L'EIPA 1 la ranolazina van atenuar
Iincrement de la frequiéncia dominant de la FV 1 la disminuci6 de la
refractarietat miocardica produits per lestirament. Durant Iestirament,
l'activaci6 durant la FV va ser més complexa en la série control que en la série
amb EIPA o amb ranolazina, avaluada mitjangant els percentatges del tipus de
mapes d’activacid, mentre que 'organitzacié de l'activacid, expressada a partir
de la concentraci6 espectral de la FV, va ser més gran sota l'accié de 'EIPA i
de la ranolazina. El losartan i el BQ-123 no van produir modificacions de les

respostes electrofisiologiques a I'estirament miocardic.

En conclusié, la inhibici6 del corrent tarda d’entrada de Nat
mitjangant ranolazina i la inhibici6 de l'intercanviador Na*+/H+ mitjancant
EIPA atenuen els efectes electrofisiologics responsables de T'acceleracié de
l'activacié i I'increment de la complexitat de I'activacié miocardica durant la
FV produits per I'estirament local agut. Per contra, el bloqueig dels receptors
d’angiotensina II mitjancant losartan i el bloqueig dels receptors d’endotelina

mitjan¢ant BQ-123 no modifiquen aquests efectes.

En resum, els mecanismes implicats en les respostes
electrofisiologiques a l'estirament local agut sén contrarestats per la
inactivaci6 del corrent tardana de Na* i 'intercanviador Na*/H*, mentre que
l'alliberament d’angiotensina II i d’endotelina sembla no estar implicat en la
cadena d’esdeveniments relacionada amb els efectes electrofisiologics produits

per I'estirament.
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Abstract

Cardiac electrophysiology allows the study of the electrical activity in
specific regions of the heart and, therefore, the analysis of the modifications of
its characteristics in regions subjected to changes such as acute myocardial
stretch. Myocardial stretch modifies the electrophysiological properties of
cardiomyocytes, causing cardiac arrhythmias in different pathological
situations. The mechanical effects of stretching induce related calcium
changes, and there are several mechanisms that have been implicated,
including an increase in the influx of Na+ and the sequential activation of the
Nat/H+ and Nat/Ca2* (reverse mode) exchangers, related to

autocrine/paracrine events.

This doctoral thesis has as its main objective the study of the possible
involvement of these mechanisms in the electrophysiological responses to

stretch by analyzing the pharmacological modifications of these responses.

The changes in the characteristics of myocardial activation during
ventricular fibrillation (VF) and myocardial electrophysiological properties
induced by acute myocardial stretch have been studied in 44 isolated rabbit
hearts perfused on a Langendorff system using epicardial multiple electrodes
and electrical mapping techniques under control conditions (n=9) and during
the perfusion of the angiotensin II type-1 receptor antagonist losartan 1uM
(n=8), the endothelin-A receptor blocker BQ-123 0.1uM (n=9), the Na+/H+
exchanger inhibitor 5-(N-ethyl-N-isopropyl)-amiloride (EIPA) 1 uM (n=9)

and the late Na* current blocker ranolazine 5 uM (n=9).



Spectral techniques and techniques for myocardial activation
detection have been used for analysis in the frequency and in the time domain
of fibrillatory signal, studying parameters related to the frequency, the
organization (or regularity) and the complexity of myocardial activation

during VF and ventricular refractoriness and conduction velocity.

The results show the pharmacological modifications of the
electrophysiological effects of stretching. EIPA and ranolazine attenuated the
increase in the VI dominant frequency produced by stretch. During stretch,
myocardial activation during VF was more complex in the control series than
with EIPA or ranolazine, evaluated by the percentages of activation map
types, while the organization of activation, assessed by means of spectral
concentration, was greater under EIPA and ranolazine. Losartan and BQ-123

did not modify the electrophysiological responses to myocardial stretch.

In conclusion, the inhibition of the late inward Na* current by
ranolazine and the inhibition of the Na+/H+ exchanger by EIPA attenuate the
electrophysiological effects responsible for the acceleration of the activation
and the increase of the complexity of myocardial activation during VF
produced by acute local stretching. In contrast, the angiotensin II receptor
blocker losartan and the endothelin receptor blocker BQ-123 do not modify

these effects.

In summary, the mechanisms involved in the electrophysiological
responses to acute local stretch are counteracted by inactivation of late Na*
current and Na*/H+* exchanger, whereas the release of angiotensin II and
endothelin do not seem to be involved in the chain of events related to the

electrophysiological effects of stretch.
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Abreviaturas

AT, receptores tipo 1 de angiotensina II

AV auriculo-ventricular

CAE canales activados por estiramiento

CaT transitorios de Ca2+

CE Concentracién espectral

dv/dt derivada del voltaje respecto al tiempo
ECG electrocardiograma

EGM electrograma

EIPA 5-(N-ethyl-N-isopropyl)-amiloride

ET endotelina

ETa receptores tipo A de endotelina

FA fibrilacién auricular

FD frecuencia dominante de la sefial fibrilatoria
FME “feedback” mecanoeléctrico

FV fibrilacién ventricular

Hz hercios

Icar, corriente de Ca2* de larga duracién

I¢ corriente marcapasos

Ik rectificador retardado

Ik: corriente rectificadora interna

Ikr corriente rectificadora tardfa, rapida

Iks corriente rectificadora tardia, lenta

Ikur corriente rectificadora tardia, ultrarrapida
INa corriente répida de entrada de Na+t

INaca corriente i6nica generada por el intercambiador Na+/H+
MFS mecanismo de Frank-Starling

ns no significativo

PA potencial de accién miocardico

Pct5 percentil 5 de los intervalos VV

PRA periodo refractario absoluto
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PRE periodo refractario efectivo

PRF periodo refractario funcional
PRFFV periodo refractario funcional durante la FV
PRR periodo refractario relativo

PRT periodo refractario total

PRT periodo de recuperacién total

PSN periodo supernormal

RS reticulo sarcopldsmico

SA sinoauricular

vC velocidad de conduccién

\'AY intervalo de activacién ventricular
7E zona modificada por el estiramiento

ZNE zona no modificada por el estiramiento
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Motivacion

El estiramiento miocardico puede estar presente en diversas
situaciones clinicas, entre ellas la dilatacién auricular o ventricular por
sobrecargas de presién o de volumen [1-57] o las alteraciones regionales de
contractilidad producidas por la isquemia miocdrdica [6, 7. Sus efectos como
modulador de diversas arritmias cardfacas, asi como los beneficios de
tratamiento dirigidos a reducir sus acciones, han sido objeto de estudio en

diversos trabajos tanto clinicos como experimentales [7, 87.

El estiramiento mecdnico induce modificaciones en la actividad
eléctrica y mecédnica cardfaca. Los efectos mecanicos consisten en un
incremento répido (inmediato) y un incremento lento de la fuerza contréctil
[9-117, mientras que los efectos electrofisiolégicos, enmarcados en el
concepto del “feedback” mecanoeléctrico [12-147], han sido implicados en el
origen de arritmias cardfacas en diferentes situaciones caracterizadas por

sobrecarga auricular o ventricular o contraccién asincrona [[2, 38, 5, 15].

La acumulacién de datos en las tltimas décadas sobre la cadena de
eventos que conducen al incremento de la fuerza parecen sugerir la
implicacién de fenémenos autocrino/paracrinos con liberacién local de
angiotensina Il y endotelina, la activacién del intercambiador Nat/H*, el
incremento de la entrada de Nat, la activacién del intercambiador Na*/Ca2+*
en su modo inverso y el incremento de los transitorios de Ca?* (para una

revisiéon ver [117).
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Por otro lado, existen numerosas descripciones de los efectos
electrofisiol6gicos del estiramiento miocdrdico [2, 12, 14, 16-20]. El
estiramiento miocardico da lugar a alteraciones del potencial de accién y del
potencial de reposo [21, 227, o a la formacién de post-despolarizaciones [207,

efectos implicados en la aparicién de arritmias cardiacas [5, 237.

Sin embargo, la parte electrofisiolégica de la cadena de eventos que
siguen al estiramiento es menos conocida. De hecho, los datos sobre la cadena
de eventos relacionada con estos efectos electrofisiolégicos y sus
modificaciones farmacolégicas son limitados. En 2009, en un estudio realizado
en corazén aislado de conejo, Chorro et al. proporcionan informacién sobre
esta cadena de eventos. Asi, concluyen que la inhibicién del intercambiador
Na+/Ca2+ reduce las modificaciones de las propiedades electrofisiolgicas
producidas por el estiramiento [87. La reduccién de la actividad del modo
inverso del intercambiador Na+/Ca2* reducirfa la entrada de Ca2+ durante el
estiramiento y las modificaciones de las propiedades electrofisiolégicas de los

miocitos [18, 22, 247].

No obstante, se desconoce si la inhibicién del intercambiador Nat/H*,
o el bloqueo de los receptores de las sustancias que se ha postulado que
intervienen en su activacién tras el estiramiento miocédrdico, como la
angiotensina Il 'y la endotelina [25-287, pueden ejercer también
modificaciones de los efectos electrofisiolégicos producidos por el

estiramiento.

Asimismo, se desconoce si la inhibicién de la corriente tardia de Na+,
que podria intervenir sobre el incremento del Na* intracelular producido por
el estiramiento miocardico [11, 18, 24-26, 297, puede modular las respuestas
electrofisiol6gicos al estiramiento. Diversos estudios han demostrado que la
ranolazina (un agente antianginoso) disminuye la corriente tardia de Na+* [30-
327 y por tanto las fisiopatologifas asociadas a la sobrecarga de Ca?*

intracelular, independientemente de la reduccién de la entrada de Ca?*
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mediante los canales de Ca2* o de la inhibicién del intercambiador Na+/H+
[80, 317. Si el incremento de la entrada de Na+* producida por el estiramiento
puede ser modulada a través de la inhibicién de la corriente tardia de Nat,
entonces la ranolazina podria reducir los efectos relacionados con la
consecuente activacién del intercambiador Na+t/H+ y Na*/Ca2*+ que provoca
el estiramiento.

Entre las herramientas y modelos disponibles para estudiar las
propiedades electrofisiolégicas del miocardio, las técnicas de cartogratia
eléctrica cardiaca (a partir de sefales de electrograma de superficie adquiridas
mediante electrodos multiples epicdrdicos) aplicadas a un modelo de corazén
aislado y perfundido de conejo permiten el registro multipunto de la actividad
eléctrica epicardica [8, 83, 347, y la obtencién de informacién espacial y
temporal sobre la activacién miocédrdica de una determinada zona durante las
arritmias. En este modelo, el anélisis de las caracteristicas de la activacién
miocérdica durante la fibrilacién ventricular ha permitido evidenciar cambios
en las propiedades electrofisiolégicas del miocardio, producidas por el
estiramiento local agudo [7, 8, 357.

En los ultimos afos, se han desarrollado técnicas y algoritmos para la
caracterizaciéon de la actividad fibrilatoria ventricular a partir de los
electrogramas registrados, entre las cuales cabe destacar las técnicas de
deteccién de la activacién miocdrdica para el analisis de la sefial fibrilatoria en
el dominio del tiempo (andlisis temporal) (367 y para la creacién de los mapas
de activacién 377, asf como las técnicas espectrales para el andlisis de la sefal
fibrilatoria en el dominio de la frecuencia (anélisis espectral) [37-397. El
estudio de la actividad fibrilatoria permitird a su vez caracterizar las
propiedades electrofisiolégicas del tejido miocardico, los efectos que induce el
estiramiento sobre ellas y las modificaciones que diversas sustancias, que
intervienen en la cadena de eventos desencadenada por el estiramiento,

pueden ejercer sobre dichos efectos.






Hipotesis, objetivos y plan de trabajo

Hipotesis

La investigacién llevada a cabo a lo largo de esta Tesis Doctoral se

basa en las siguientes hipétesis:

(a)

La inhibicién del intercambiador Na*/H*, cuya activacién en el
estiramiento constituye un paso previo a la activacién del modo
inverso del intercambiador Nat/Ca2*, modifica los efectos
electrofisiolégicos producidos por el estiramiento mecénico en el

modelo experimental utilizado.

La inhibiciéon de la corriente tardia de Na* modula el incremento de
Na+ intracelular producido por el estiramiento miocédrdico y con
ello modifica los efectos electrofisiolégicos producidos por el

estiramiento mecdnico en el modelo experimental utilizado.

El bloqueo de los receptores tipo 1 de angiotensina II o de los
receptores tipo A de entotelina, cuya activacién se ha relacionado
con la respuesta al estiramiento en los miocitos, modifica los
efectos electrofisiolégicos producidos por el estiramiento mecénico

en el modelo experimental utilizado.
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Objetivos

El principal objetivo de esta tesis doctoral es estudiar, en un modelo
de corazén aislado de conejo, los mecanismos implicados en las respuestas
electrofisiol6gicas al estiramiento local agudo ventricular, mediante el anélisis
de las modificaciones farmacolégicas de dichas respuestas, a partir de las
sefales de electrograma de superficie adquiridas mediante electrodos

multiples epicardicos.
Para ello, se proponen los siguientes objetivos especificos:

=  Analizar los efectos del estiramiento miocardico agudo sobre las
caracterfsticas de la activacién miocdrdica durante la fibrilacién
ventricular 'y sobre las propiedades electrofisiolégicas

ventriculares.

= Analizar los efectos de un bloqueante de los receptores tipo 1 de
angiotensina II, sobre las modificaciones de las caracteristicas de
la activacién miocdrdica durante la fibrilacién ventricular y de
las propiedades electrofisiolégicas producidas por el estiramiento

miocérdico agudo.

= Analizar los efectos de un bloqueante de los receptores tipo A de
endotelina, sobre las modificaciones de las caracteristicas de la
activacién miocdrdica durante la fibrilacién ventricular y de las
propiedades electrofisiolégicas producidas por el estiramiento

miocérdico agudo.

=  Analizar los efectos de un inhibidor del intercambiador Nat/H*,
sobre las modificaciones de las caracteristicas de la activacién

miocérdica durante la fibrilacién ventricular y de las
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propiedades electrofisiolégicas producidas por el estiramiento

miocérdico agudo.

Analizar los efectos de un inhibidor de la corriente tardia de Na+,
sobre las modificaciones de las caracteristicas de la activacién
miocardica durante la fibrilacién ventricular y de las
propiedades electrofisiolégicas producidas por el estiramiento

miocérdico agudo.

En particular, para cada uno de los andlisis, se pretende

determinar cémo afecta el estiramiento miocdrdico agudo a :

- lafrecuencia de activacién durante la FV,

- la complejidad y la organizacién/regularidad de la

activacién durante la FV,
- larefractariedad miocardica ventricular,

- la velocidad de conduccién ventricular.
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Plan de trabajo

El plan de trabajo propuesto para llevar a buen término esta Tesis

Doctoral consistird en:

1. Sacrificio de los animales para la extraccién y posterior

aislamiento y perfusién del corazén en un sistema Langendortf.

2. Someter al corazén a un grado controlado de estiramiento en la

pared libre del ventriculo izquierdo.

3. En el corazén aislado y perfundido, determinar los siguientes
parametros durante la fibrilacién ventricular inducida: frecuencia
dominante, intervalos entre activaciones ventriculares
consecutivas, complejidad de los mapas de activacién epicardica,
periodo refractario funcional y velocidad de conduccién,
previamente al estiramiento local, durante el mismo y tras su
supresién, tanto en una zona directamente sometida a
estiramiento como en otra zona del mismo ventriculo no

sometida a dicha manipulacién.

4. Repetir el estudio electrofisiolégico expuesto en los apartados 1,
2 y 38 (serie control), en otra serie distinta infundiendo un
antagonista de los receptores tipo 1 de angiotensina II, el

losartén.

5. Repetir el estudio electrofisiolégico expuesto en los apartados 1,
2 y 38, en otra serie distinta infundiendo un antagonista de los

receptores tipo A de endotelina, el BQ-123.

6. Repetir el estudio electrofisiolégico expuesto en los apartados 1,
2 y 8, en otra serie distinta infundiendo un inhibidor del

intercambiador Na+/H+, el EIPA.
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Repetir el estudio electrofisiolégico expuesto en los apartados 1,
2 y 8, en otra serie distinta infundiendo un inhibidor de la

corriente tardia de Nat, la ranolazina.

Aplicar los correspondientes tests estadisticos para analizar las
posibles modificaciones farmacolégicas sobre las respuestas

electrofisiolégicas al estiramiento
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Capitulo 1

1. Introduccion

1.1 Bases de la electrofisiologia cardiaca

1.1.1 Anatomia y ciclo cardiaco

El corazén se encuentra situado entre los pulmones, en la parte
central del térax, apoyado sobre el diafragma. Estd formado principalmente
por un musculo llamado miocardio, recubierto internamente por el endocardio y
externamente por una membrana de dos capas denominada pericardio, cuya
capa externa (pericardio parietal) estd unida por ligamentos a la columna
vertebral y al diafragma. La capa interna del pericardio (pericardio visceral) se
encuentra unida al musculo cardiaco, y estd separada de la capa externa por
una cavidad con un liquido lubricante permitiendo que el corazén se mueva al

latir, a la vez que permanece unido al cuerpo.

La figura 1.1 muestra la configuracién anatémica del corazén. Este
6rgano se compone de cuatro cdmaras o cavidades, dos superiores
denominadas auriculas y dos inferiores denominadas ventriculos, separadas por
dos tipos de tabiques: el interauricular, que separa las auriculas y el
interventricular, que separa los ventriculos. La auricula derecha recoge de las

venas cavas (superior e inferior) la sangre que retorna de su recorrido a través
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del sistema circulatorio y que precisa ser oxigenada, mientras que en la
aurfcula izquierda desembocan las cuatro venas pulmonares, con sangre
oxigenada, dispuesta a ser bombeada al organismo. Las aurfculas y los
ventriculos estdn comunicados dos a dos por las valvulas auriculo-
ventriculares o valvulas AV: valvula mitral, en la parte izquierda, y vélvula
trictispide, en la parte derecha. Estas vélvulas permiten el paso de sangre
desde las auriculas hacia los ventriculos, impidiendo el paso en el sentido
contrario. Con idéntica funcién encontramos la vélvula pulmonar, que
comunica el ventriculo derecho con la arteria pulmonar, y la vélvula aértica,

que comunica el ventriculo izquierdo con la arteria aorta.

Tronco pulmonar

Valvula pulmonar Aorta

Arteria
pulmonar
izquierda

Vena cava superior

Arteria
pulmonar
derecha Venas
pulmonares

Venas izquierdas

pulmonares

derechas . -
Auricula izquierda

Auricula derecha Vavula aértica

Vavula mitral
Valvula tricaspide

Ventriculo derecho Ventriculo izquierdo

Vena cava inferior

Septo interventricular
Aorta descendente

Figura 1.1. Anatomfa del corazén (modificado de [407).

El tejido muscular cardfaco estd compuesto por un sincitio de muchas
células musculares estriadas que se unen unas a otras por sus extremos, de
forma que cuando una de ellas se excita el potencial de accién se propaga a
todas sus vecinas, con el fin de realizar una contraccién sincronizada del

musculo cardfaco, dando lugar al ciclo cardiaco. No obstante, el corazén esta
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realmente formado por dos sincitios (el auricular y el ventricular) vy,
normalmente, los potenciales de accién no se conducen desde el sincitio
auricular hacia el sincitio ventricular directamente a través del tejido fibroso
que los separa, sino que son transmitidos por medio de un sistema de
conduccién especializado (ver apartado 1.1.2). Esta divisién del miusculo
cardfaco en dos sincitios funcionales permite que las auriculas se contraigan
un pequeno intervalo de tiempo antes de la contraccién ventricular, lo que
permite su contribucién al llenado de los ventriculos antes de que éstos se

contraigan, que es importante para la eficacia del bombeo del corazén [417.

El ciclo cardfaco estd formado por un periodo de relajacién que se
denomina didstole, seguido de un periodo de contraccién denominado sistole.
Durante el primer periodo de la didstole ventricular, las vdlvulas AV se abren,
permitiendo que la sangre fluya hacia los ventriculos. Esto se debe a que,
durante la sistole ventricular del ciclo anterior, se genera un aumento
moderado de presién en las auriculas (debido a la llegada de sangre a través de
las venas), y durante la fase de relajacién ventricular disminuye rdpidamente
la presién intraventricular, de modo que la presién auricular pasa a ser mayor
que la de los ventriculos (gradiente de presién). En la dltima fase de la didstole
ventricular, ocurre la sistole auricular, durante la cual las auriculas se

contraen para terminar de llenar los ventriculos.

La sistole ventricular comienza con el periodo de contraccién
isovolumétrica de los ventriculos. Inmediatamente después del comienzo de la
contraccién ventricular, se produce un aumento sibito de la presién
ventricular que conlleva el cierre de las vdlvulas AV. Durante este periodo se
produce contraccién en los ventriculos, pero no vaciado porque todavia no se
han abierto las valvulas adérticas y pulmonar. Cuando la presién ventricular
aumenta hasta abrir estas vélvulas, se produce la salida de la sangre (periodo
de eyeccién). Al final de la sistole comienza siubitamente la relajacién

ventricular, lo que provoca una caida rapida de la presién intraventricular
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pasando a ser inferior a la de los grandes vasos. Por este motivo, el flujo de
sangre se vuelve retrégrado (intentando pasar de las arterias a los
ventriculos) y provoca el cierre de las valvulas adrtica y pulmonar. E1 musculo
cardfaco sigue relajandose, aun sin modificarse el volumen ventricular
(relajacién isovolumétrica), disminuyendo la presién intraventricular hasta
regresar a sus valores diast6licos. Después se abren las védlvulas AV para

comenzar un nuevo ciclo cardiaco.

1.1.2 Origen y propagacion del impulso eléctrico

El miocardio es un tejido excitable capaz de conducir los impulsos
eléctricos a través de un sistema propio de conduccién con el fin de producir

su contraccion ritmica.

Asf, el corazén estd compuesto por tres tipos principales de miocardio:
musculo auricular, masculo ventricular y las fibras musculares excitadoras y
conductoras especializadas. Los tipos de musculo auricular y ventricular se
contraen en gran medida de la misma manera que el musculo esquelético, con
la diferencia de que la duracién de la contraccién es mucho mayor. Por el
contrario, las fibras excitadoras y conductoras especializadas se contraen sélo
débilmente debido a que contienen muy pocas fibrillas contractiles; en lugar
de ello, muestran ritmo y diversas velocidades de conduccién, proporcionando

un sistema de estimulacién cardfaca que controla el latido.

Las estructuras que constituyen el sistema especializado de
autoexcitacién y conduccién 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, los haces derecho e izquierdo del haz de

His y las fibras de Purkinje (figura 1.2)
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Haz de Bachmann
Nodo sinusal o

sinoauricular

Haz AV
(Nodo SA) az/N o

haz de His

Rama izquierda

( Tracto del haz
Internodal
Anterior Fibras de
Purkinje
Vias Tracto
internodales < Internodal
Medio Ramificaciones
Tracto de Purkinje
Internodal
L Posterior

Nodo auriculo-ventricular Rama derecha
(Nodo AV) del haz

Figura 1.2. Sistema de autoexcitacién y conduccién eléctrica en el corazén (modificado de

[427).

En condiciones normales, los impulsos eléctricos que inician el ciclo
cardfaco se originan en el nodo SA, que puede considerarse el marcapasos
natural del corazén. Las células marcapasos tienen la capacidad de

despolarizarse de forma esponténea (tejido autoexcitable).

El potencial de reposo (PR) de las células cardiacas est4d determinado
por la permeabilidad selectiva de la membrana celular a varios iones.
Principalmente, resulta de la distribucién asimétrica de K+ a ambos lados de la
membrana (alta concentracién intracelular relativa a la extracelular), que
junto con la apertura de canales permeables al K* en la membrana celular en
reposo (canales de potasio rectificadores de entrada, K,), permite la difusién de K+
al exterior de la célula, creando la corriente de potasio de rectificacién interna
(Ix:). Es por ello que el potencial de reposo en estas condiciones tiene a
acercarse al potencial de equilibrio del K+ (-96 mV). Pero este valor del PR no

es el mismo en todas las regiones del miocardio [437.

En el nodo sinoauricular (SA), localizado en la pared posterolateral
superior de la aurfcula derecha, debido a la menor densidad (nimero de

canales por pm? de membrana) de canales de potasio rectificadores de entrada, la
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conductancia para el K* es mas baja y cobra mas relevancia la permeabilidad
para el Na* y el Ca?*. Por lo que el PR se aleja del potencial de equilibrio del

potasio, alcanzando valores de aproximadamente -60 mV (figura 1.3).

420~ Umbralde Fibra del Fibra del nodo

descarga nodo sinusal ventricular
0 -
3
£ 40 \ ]
£ % v’ UL
= “Potencial
-804 enreposo”
T T T
0 1 2 3

Segundos

Figura 1.3. Comparacién del PA del nodo SA con el de una fibra muscular ventricular

[417.

Ademis, las células del nodo SA, a diferencia del resto de células
cardfacas, presentan un PR inestable y tienen una despolarizacién esponténea
progresiva que se produce durante la fase 4 del potencial de accién (PA) (ver
apartado 1.1.3). Segin Opie (2004) [447], son tres las corrientes iénicas que
median la génesis del PA del nodo SA (figura 1.4). La corriente entrante I¢
(denominada tipo “funny”) se activa cerca del final de la repolarizacién y esté
mediada por iones Na+ debido a la presencia de canales lentos de sodio en las
fibras del nodo sinusal. Esta corriente se activa con la hiperpolarizacién del
potencial de membrana y permite la entrada de cargas positivas en la célula de
forma gradual, y con ello, la despolarizacién progresiva y continua hasta que
la membrana alcanza el umbral de activacién para los canales de calcio (Ca2*).
Las corrientes de Ca?* son la causa principal de la segunda mitad de la
particular fase de despolarizacién de las células del nodo SA: corriente
transitoria de Ca?* tipo T (se abren brevemente) y corriente de Ca2* tipo L

(componente de larga duracién y responsable del ascenso répido del PA). Por
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tanto, al abrirse estos canales, continta el flujo de iones positivos al interior de
la célula y, al alcanzarse aproximadamente los -40 mV se produce el PA,
caracterizado por una rdpida despolarizacién en la que el potencial de
membrana alcanza valores positivos. Es entonces cuando se produce el répido
comienzo de la repolarizacién K*-dependiente provocado por la activacién del
rectificador retardado de la corriente de K+ (Ik), que determina la no
existencia de meseta. Esta corriente se activa por el umbral de despolarizacién
total alcanzado en el punto més alto del PA, y decae con el tiempo (es tiempo
dependiente) para permitir las corrientes de entrada de cationes e iniciar una

nueva despolarizacion.

CORRIENTES MARCAPASOS

0 v 0mvV
Ik activada
-~
ICa
Ik transitoria -40mV
inactivada
} ICa lenta -65mV
If ——
100 ms

Figura 1.4. Las corrientes marcapasos en el nodo SA (modificado de [447).

El impulso eléctrico generado en el nodo SA se transmite a las fibras
musculares auriculares vecinas, propagandose asf a través de todo el musculo
auricular y provocando su contraccién. Sin embargo, este impulso no puede
alcanzar directamente a los ventriculos a causa del tejido fibroso que separa
las dos camaras cardiacas, y sélo puede hacerlo por una via especifica de
conduccién: el nodo AV [417. Por tanto, el PA producido en el nodo SA se
extiende a través de las auriculas hasta alcanzar el nodo AV a través de las
vias internodales: tres pequefnas bandas que se incurvan a través de las

paredes auriculares anterior, media y posterior [417 (figura 1.2). Ademds
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existe una banda interauricular anterior denominada haz de Bachmann que
conduce el impulso eléctrico hacia la auricula izquierda atravesando las

paredes auriculares anteriores.

El impulso eléctrico es recogido en el nodo AV, localizado en la
aurfcula derecha debajo del origen de la vélvula trictspide. En el nodo AV, la
sefal eléctrica es conducida a muy baja velocidad, lo que produce un retraso
en la conduccion. Este retraso se debe a un didmetro més estrecho de las fibras
que lo componen y a un menor nimero de uniones intercelulares en los discos
intercalares situados entre las sucesivas células cardfacas, de tal modo que
existe una gran resistencia a la conduccién desde una fibra a otra [417. Este
retraso asegura un vaciado adecuado de la sangre desde las auriculas y con

ello una contraccién secuencial entre ambas cdmaras.

La salida del nodo AV conecta con el haz de His. Este haz se divide en
dos ramas, derecha e izquierda, que discurren por el tabique interventricular.
Las ramas del haz de His terminan ramificdndose en las fibras de Purkinje,
que conducen el impulso eléctrico cardfaco al miocardio ventricular. Son fibras
muy grandes, incluso mayores que las fibras musuclares ventriculares
normales, y se caracterizan por tener una velocidad de conduccién muy alta (6
veces mayor que la del musculo ventricular normal) [417, permitiendo que la
transmisién del impulso eléctrico cardiaco por el restante miasculo ventricular
sea casi inmediata. Se cree que la causa de la rapidez de transmisién de los PA
en las fibras de Purkinje es el alto nivel de permeabilidad de las uniones de tal
modo que los lones pasan con facilidad de una célula a la siguiente,

aumentando as{ la velocidad de conduccién [417].
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1.1.3 El potencial de acciéon

La fase 4 del potencial de accién o potencial de reposo (PR) queda
determinado por una conductancia mayor para el K* que para el Nat y el Ca2+.
En esta fase interviene principalmente la corriente de rectificacién interna
(Ik1), responsable de mantener el PR de las células ventriculares estable (a
diferencia de lo que ocurre en las células marcapasos) y cercano al potencial de
equilibrio para el K+ (cercano a -80 mV en las células auriculares y
ventriculares). En el momento que el PR alcanza el umbral de despolarizacién
se genera el potencial de accién (PA) [487. En la figura 1.5 se pueden ver las
diferentes fases del potencial de accién con sus correspondientes corrientes
implicadas tanto en las células auriculares como en las ventriculares de

trabajo.

La primera fase del potencial de accién (fase 0) corresponde a la
despolarizacién de la célula, en la que el valor del potencial se hace menos
electronegativo, incluso llegando a valores positivos en las células auriculares,

ventriculares, en las células del haz de His y en las de Purkinje [41, 43-457.

En las células de todas estas zonas del miocardio la fase 0 es répida y
de gran amplitud. Esto se debe a la activacién de los canales de sodio voltaje-
dependientes, que permiten la entrada rdpida de Na* (Ina) al interior de la
célula, revirtiendo el valor del potencial a valores positivos en
aproximadamente 1 ms. Cuando el potencial de membrana se aproxima al
potencial de equilibrio para el Na+ (aproximadamente a +30 mV), la corriente
répida de Na+ se inactiva [41, 43-457. En esta fase, también interviene (pero

en un modo menor) el intercambiador Na+/Ca2+ en su modo inverso.
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Figura 1.5. Fases del potencial de accién y de reposo cardfaco y corrientes implicadas en
las células auriculares (izquierda) y ventriculares (derecha) [467.

A continuacién, tiene lugar la fase de repolarizacién rapida, debida a
la inactivacién de la Ina, y a la activacién de la corriente transitoria de salida
de K+ (It), que se inactiva de forma dependiente del tiempo y del voltaje. Esta

fase es denominada fase 1 del PA [41, 43-457.
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En la fase de meseta del PA, el potencial se mantiene relativamente
constante durante unos milisegundos (~200 ms en las células ventriculares
humanas) y se debe a la activacién voltaje-dependiente de la corriente de
entrada de Ca%* a través de los canales tipo L (IcaL). Esta corriente se activa
cuando el potencial de membrana alcanza alrededor de -25 mV y provee una
corriente despolarizante que mantiene la meseta contra la accién repolarizante
de la corrientes de salida de K+ a través de los canales lentos de potasio de
rectificacién tardfa, Ixs [41, 43-457]. En el caso de las aurfculas humanas y
caninas, asi como en el corazén de los ratones y de las ratas, existe una
corriente adicional, la corriente ultrarrapida de potasio de rectificaciéon tardia
(Ikur), que se activa més rapidamente que la Ix [87. Esta fase se denomina fase
2. La corriente debida al intercambiador sodio-calcio Inaca (3Na* hacia el
interior, 1Ca2* hacia el exterior en el modo normal, generando una corriente
neta de entrada) también juega un papel relevante durante la fase 2 del PA,

permitiendo el mantenimiento de la fase tardia de la meseta [477].

En la fase de repolarizacién (fase 3), los canales de calcio voltaje-
dependientes de tipo L se cierran, mientras que los canales lentos de potasio
de rectificacién tardfa (Iks) permanecen abiertos, lo que origina un cambio
hacia valores negativos del potencial de membrana, que permite la apertura de
los canales rdpidos de potasio de rectificacién tardia (Ik:) y los canales de
potasio de rectificacién interna (Ik;). Esta corriente neta positiva hacia fuera
causa la repolarizaciéon celular. Los canales de K+ de rectificacién tardia se
clerran cuando el potencial de membrana recupera un valor de -80 a -85 mV,
mientras que los canales de K+ de rectificacién interna (Ix:) seguirdn activos
durante toda la fase 4, contribuyendo a mantener el potencial de membrana en

reposo [41, 43-45].

El intercambiador Na*/H+* regula el pH intracelular mediante el
transporte de protones al exterior de la célula, intercambidndolos por un flujo

de Na+ hacia el interior de la célula, reduciendo el gradiente establecido por la



1. Introduccién

bomba Nat/K+ (responsable de preservar los niveles i6nicos intracelulares,
transportando iones de K+ hacia el interior de la célula e iones Na* hacia el

exterior de la misma).

Existe una obvia relacién entre el PA 'y el registro
electrocardiografico, o electrocardiograma (ECG), obtenido con electrodos

situados sobre la superficie corporal (figura 1.6).

POTENCIALES DE ACCION |

Nédulo S-A | 1y |

04
SEGUNDOS

Figura 1.6. Relacién temporal entre los PA en las diferentes regiones del corazén y la
sefial de ECG. Los PA estan desplazados en el tiempo para reflejar la secuencia temporal de
la propagacién[487.

En la figura 1.6, pueden diferenciarse claramente las ondas
constitutivas de un ECG (onda P, complejo QRS y onda T). La onda P
(contraccién auricular y fase de llenado ventricular tardio) es la
representaciéon del inicio de la excitacién del nodo SA, la conduccién sino-
auricular, el inicio de la despolarizacién auricular, la llegada de la onda al nodo

AV y la completa despolarizacién auricular. El segmento PR coincide con el
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paso del impulso desde el nodo AV hacia el haz de His y luego a las fibras de
Purkinje. El complejo QRS representa la despolarizacién ventricular. Los
ventriculos siguen contraidos hasta después de que se haya producido la

repolarizacioén, es decir, hasta el final de la onda T [437.

1.1.4 Excitabilidad de la célula. Refractariedad miocardica

El periodo refractario es el intervalo de tiempo durante el cual la
célula cardiaca es inexcitable o s6lo puede ser excitada aplicando intensidades
de corriente superiores a las necesarias cuando la célula se encuentra en
reposo. A lo largo del PA se produce una variacién de la excitabilidad del
miocardio, distinguiéndose varios periodos de tiempo con diferente
excitabilidad (figura 1.7). West [497 describi6 los periodos expuestos a

continuacion.

El periodo refractario absoluto (PRA) puede determinarse en la célula
aislada y corresponde a un estado de inexcitabilidad total. Constituye el
intervalo de tiempo durante el cual la célula no puede ser reexcitada por un
estimulo externo, con independencia de la intensidad eléctrica utilizada. Por
tanto, el estimulo no es capaz de producir una respuesta no solamente
propagada, sino tampoco local. En las redes celulares, el PRA no puede
determinarse con exactitud debido a los diferentes tiempos de recuperacién de
las diversas células en la red y generalmente, se determina el periodo

refractario efectivo (PRE).

El perfodo refractario efectivo (PRE) incluye el periodo refractario
absoluto y aquel con respuestas generadas no propagadas. Es decir, durante
este intervalo de tiempo puede producirse una respuesta local si se estimula
con intensidad de corriente supraumbral, pero no se puede generar un PA
propagado que transmita el impulso a través de toda la red celular. Este

termina cuando aparecen respuestas propagadas.
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El perfodo refractario relativo (PRR) empieza al final del PRE y
constituye el intervalo de tiempo tardio en el PA durante el cual puede
generarse un potencial de accién propagado pero con un estimulo de

intensidad aumentada.

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

intervalo mds corto que separa dos respuestas normalmente propagadas.

En fibras de Purkinje y bajo ciertas condiciones en musculo cardfaco
de trabajo, hay un periodo breve de tiempo, al final de la repolarizacién, en el
cual las células son més excitables que en reposo: periodo supernormal (PSN).
Durante este periodo, con un minimo estimulo despolarizante, se puede iniciar

un PA propagado.

El periodo de recuperacién total (PRT) constituye el intervalo de

tiempo desde el comienzo del PA hasta el final del periodo supernormal.
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Figura 1.7. A) PA de membrana normal y respuestas a una serie de estimulos aplicados
durante y el final de la repolarizacién y después del PA. B) Duraciones aproximadas del
periodo refractario absoluto (PRA), periodo refractario total (PRT), periodo refractario
efectivo (PRE), periodo de supernormal (PSN) y periodo refractario relativo (PRR) [107.
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A diferencia de lo que ocurre en el musculo esquelético, la morfologia
en meseta del PA de las células cardiacas asegura un PRA mucho mas amplio.
Este hecho tiene una proyeccién funcional, que es impedir su tetanizacién, es
decir que vuelva a ser reexcitada antes de haber finalizado su contraccién, lo

que provocaria la detencién de su trabajo como bomba impulsante-aspirante.

La refractariedad cardiaca queda determinada, en gran medida, por
los canales de calcio tipo L y por los canales rdpidos de sodio voltaje-

dependientes.

Asf, durante todo el tiempo que el potencial de membrana permanece
a niveles mayores de -60 mV (~200 ms), los canales rapidos de sodio voltaje-
dependientes permanecen Inactivados, requiriendo un periodo de
recuperacién, no pudiéndose dar una nueva despolarizacién [507]. Durante
este intervalo de tiempo, el potencial de membrana se mantiene relativamente
constante y a niveles mayores de -60 mV (figura 1.8), y para ello, es
fundamental la participacién de los canales de calcio tipo L, que a diferencia de
los canales rapidos de sodio, presentan una cinética de inactivacién mucho mas

lenta [41, 437.

Al avanzar la repolarizacién, cuando el potencial de membrana
disminuye de -60 a -70 mV, como se ha comentado, puede producirse un PA
propagado. A estos valores, la tasa de movimiento de entrada de Na* es tan
lenta que es necesaria una intensidad de corriente mucho mayor para que ésta
alcance la suficiente rapidez para generar el PA, que serd de menor voltaje.
Ademés, existe un movimiento de salida de iones de K+ a través de la
membrana celular durante la repolarizacién, el cual tiende a contrarrestar los

efectos de la corriente de entrada de Na* [41, 437.
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Figura 1.8. Relacién temporal entre el PA y la curva de contraccién de los miocitos [437.

1.1.5 Acoplamiento excitacién-contracciéon

El misculo cardiaco es de tipo estriado. Estd compuesto por un
conjunto de células o fibras cardfacas dispuestas en un entrelazado unidas
entre si, formando un sincitio. Estas a su vez estan compuestas por un
conjunto de miofibrillas, y éstas por un conjunto de miofilamentos. En el
sarcoplasma que rodea a las miofibrillas también hay un extenso reticulo,
denominado reticulo sarcopldsmico, cuya caracteristica principal es que
contiene iones Ca%* que son parcialmente liberados al sarcoplasma cuando la
célula se excita. Entre una célula y otra se encuentran los discos intercalares,

formando uniones comunicadas para la difusién de iones.

Estos miofilamentos son de dos tipos: filamentos gruesos compuestos
de miosina y filamentos finos compuestos principalmente de actina. Ambos
componen la unidad estructural y funcional bésica para el proceso de la
contraccién: el sarcémero, ya que el acortamiento de dicha unidad es el que
lleva a la contraccién miocdrdica. El sarcomero se sittia entre dos finas
particiones denominadas discos Z, a los cuales se une uno de los extremos del

filamento de actina (figura 1.9) [51]
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Figura 1.9. Representacion esquematica de la organizacién de los componentes de un
sarcémero.

Cada filamento grueso se compone de ~400 moléculas de miosina, que
es una protefna formada por dos cadenas ligeras que forman la cola o porcién
alargada y dos cadenas pesadas que forman la cabeza o porcién globular
(figura 1.10). Esta dltima presenta actividad ATPasa, que proporciona la

energfa necesaria para el proceso de contraccién a partir de la hidrélisis del

ATP.

Cada filamento fino se compone de varias protefnas: actina, compuesta
por dos cadenas dispuestas en doble hélice; tropomiosina, que actdia de
esqueleto e inhibe la interaccién entre actina y miosina; y troponina, proteina
reguladora del proceso de contraccién, uniéndose a la tropomiosina y a la
actina a intervalos regulares. La troponina tiene tres subunidades: troponina
T que se une a la tropomiosina, troponina C que tiene una gran afinidad por
los lones calcio y troponina I que tiene una funcién inhibidora [41, 497. El
complejo troponina-tropomiosina tiene un papel fundamental en el inicio de la
contraccién. Ademas, cada molécula de actina tiene un punto de unién (punto

activo) para una cabeza de miosina (figura 1.10).

En estado de reposo, los puntos activos estdn bloqueados por el
complejo troponina-tropomiosina, por lo que la interaccién entra la actina y la

miosina es inhibida (figura 1.10.a).
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Figura 1.10. Fases del ciclo de puentes actina-miosina. (a) Reposo: los puntos activos de la
actina (estrella blanca) estdn bloqueados por la tropomiosina (barra blanca). (b) El
Ca2+desplaza el complejo troponina-tropomiosina, quedando asf libres los puntos activos de
la actina. Esto permite que la cabeza de miosina forme el puente cruzado con la actina. (c)
La flexién de la cabeza de miosina desplaza el filamento de actina y el disco Z hacia el
centro del sarcémero. A continuacién, la cabeza se separa y se vuelve a unir a lo largo del
filamento de actina (modificado de[517.

Ante la llegada del estimulo eléctrico (potencial de accién) a la
membrana de la fibra miocérdica, éste se propaga al interior de la fibra a
través de sistema transversal de tibulos (tibulos T). Los tabulos, al igual que
la membrana, poseen canales de Na+ y Ca%* y por tanto transmiten el impulso
eléctrico rdpidamente hacia el interior de la fibra, produciendo liberacién de
iones calcio al sarcoplasma a través de los canales de calcio dependientes de
voltaje (Ca?* tipo L) del sarcolema (membrana). El calcio que entra a la célula
activa a continuacién los canales de liberacién de calcio en la membrana del
reticulo sarcopldsmico, denominados receptores de rianodina, y situados en las

regiones del reticulo sarcopldsmico cercanas a los tdbulos T [517. Esta
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activacién permite por tanto la liberacién de calcio del reticulo sarcoplasmico
al sarcoplasma (liberacién de calcio inducida por el calcio). Existe entonces un
aumento transitorio del Ca%* intracelular, el transitorio de calcio (figura 1.11,
parte izquierda). Los transitorios de calcio (CaT) son eventos espacio-

temporales de la concentracién de calcio citosélico que siguen al estimulo

[527.
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Figura 1.11. Ciclo del calcio durante la sistole (izquierda) y durante la didstole (derecha).
SR: reticulo sarcoplasmico; CICR: liberacién de calcio inducida por calcio [517.

El calcio citoplasmatico se une a la troponina C, causando un cambio
conformacional que origina un desplazamiento del complejo troponina-
tropomiosina: queda asf libre el punto activo de la actina, lo que permite que la
cabeza de miosina interactie con la actina, formando lo que se conoce como

puente cruzado (figura 1.10.b).
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La cabeza de miosina (funcién ATPasa) hidroliza el ATP en ADP y
fosfato inorgédnico, y la energfa liberada redirecciona (cambiando la
configuracién) la cabeza de miosina dirigiéndola hacia el brazo del puente
cruzado, arrastrando con ella el filamento de actina hacia el centro del
sarcébmero (figura 1.10.c). Inmediatamente después del desplazamiento, la
cabeza se separa automdticamente del punto activo y recupera su direccién
extendida. A su vez, el ADP y el fosfato liberados permitiran la unién de una
nueva molécula de ATP. La escisién de esta molécula nueva de ATP dard
comienzo a un nuevo ciclo, si se mantiene alta la concentracién de calcio
intracelular. De esta manera, el proceso se realiza una y otra vez (ciclos de
puentes de actina-miosina o ciclos de puentes cruzados), acortando
progresivamente el sarcémero, hasta que los filamentos de actina hayan
desplazado los discos Z hasta los extremos de los filamentos de miosina. La
suma espacio-temporal del deslizamiento longitudinal entre todos los

filamentos de actina y miosina constituye el proceso contractil [517].

En el cese de la contraccién muscular, se produce la desunién de los
iones Ca?* de la troponina C y por tanto su liberacién. El calcio citoplasmético
es recapturado activamente por el reticulo sarcopldsmico mediante la bomba
de calcio ATPasa, regulada por la proteina fosfolambdn y pequeiias cantidades
son expulsadas de la célula miocardica mediante el intercambiador Na+/Ca2*
(modo normal) y por bombas de calcio del sarcolema que trabajan contra el
gradiente de concentracién de calcio y consumen ATP (figura 1.11, parte
derecha) [517. El intercambiador Na+/Ca2* también es importante ya que
introduce 3 iones Na* por cada ion Ca2?* que expulsa, por lo que el interior de
la célula tiende a hacerse més positivo (despolarizacién) durante la extrusién
del Ca?*. En un potencial de accién normal, interviene principalmente en
alargar la repolarizacién, pero veremos el funcionamiento de dicho
intercambiador cuando existe un incremento de la concentracién intracelular

de calcio ([Ca%*7];) o de la concentracién intracelular de sodio ([Na*J; )
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(apartado 1.1.6). El calcio se almacena en el reticulo sarcopldsmico hasta la

llegada de un nuevo potencial de accién [417].

1.1.6 Modos normal e inverso del intercambiador Na*/Ca2*

En su modo normal, el intercambiador Na*/Ca2* extrae Ca2t
mediante el intercambio de Ca?* intracelular por Na+* extracelular. Esta salida
de Ca2+ compensa la entrada de Ca?* en cada latido y es el principal modo de
accién del intercambiador. Sin embargo, el intercambiador también puede
trabajar en su modo inverso, provocando la entrada de Ca?* intercambiando

Ca?* extracelular por Na+ intracelular [417.

El intercambiador Na*/Ca2* sigue la siguiente relacién: 3Na+:1Ca2+,
generando una corriente eléctrica Inaca y jugando por tanto un papel
importante en la actividad eléctrica del corazén. Como podemos ver en la
figura 1.12.a, para potenciales de membrana negativos con respecto a su
potencial de inversién (Exaca= 8Exa — 2Ec,, donde Exa y Eca son los
potenciales de equilibrio de ambos iones, respectivamente), el intercambiador
funciona en su modo normal y genera una corriente positiva de entrada. Para
potenciales positivos con respecto a Enaca, el intercambiador trabaja en su

modo inverso y genera una corriente positiva de salida [537.
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Reverse mode:

Na*
in
A 021 out
nA J ca?*
ot 4 12mM Na)
B T2 50nM Ca,
~ 2mM Ca
50 / nA ¢ :
} + —
~100 T my 50 SmM Ng,
. ) -}— 1 50nM Ca,
ormal mode: Emacs &mM Ca,
o
catt /. T -0t /
" -100 A 6mM Na,

out o ) SOnM Ca;
Na* - -0.2 -50 mvV b +50  lamm Ca,

6mM Na,
1uM Ca
2mM Ca,

1.,

Figura 1.12. Intercambiador Na+/Ca2ty corriente Inaca (obtenida mediante modelizacién
matematica) (A) Inaca con [Ca2t7]; = 50 nM, [Ca2t], = 2 mM y [Na+7J; = 6 mM. (B) Ixuca
con varios valores de [Ca2+7;, [Ca2+7, y [Na+7]; [537.

Intercambiador Na+/Ca?* y PA

En reposo, el potencial de membrana es negativo con respecto a
ENaca € INaca €s una corriente de entrada (figura 1.18). Durante la fase 0 del
PA, el potencial de membrana se hace positivo con respecto a Enaca € INaca
pasa a ser brevemente una corriente de salida. Sin embargo, a causa de los
transitorios de Ca?* (incremento transitorio de la concentracién de Ca?*
intracelular), el potencial inverso Enaica se desplaza hacia valores mds
positivos, por lo que el potencial de membrana vuelve a ser més negativo que
Enaca y la corriente vuelve a ser de entrada. A medida que [Ca2+7; disminuye,
Enaca se desplaza hacia valores negativos e Inaca se convierte de nuevo en
corriente de salida. Por tanto, durante el PA, existe una componente bifésica

de la corriente de entrada Inaca dependiente del transitorio de Ca2?*.
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Figura 1.13. Cambios en In,c. durante el potencial de accién (calculado mediante
modelizacién matemética). (A) Potencial de membrana (linea continua) y Exaca (linea
discontinua). (B) Inaca. (C) Concentracién intracelular de Ca2+ [537.

Intercambiador Na+/Ca?* y concentraciones intracelulares de Nat y Ca2+

El modo normal del intercambiador Na+/Ca2* (Ixaca entrante)
depende principalmente de la concentracién intracelular de Ca2+. Cualquier
intervencién que afecte a la amplitud del transitorio de Ca2*, afectard a la
corriente Inaca [687. La figura 1.12.b muestra el efecto de un aumento de

[CaQJr]i.

El modo inverso del intercambiador Na+/Ca2* (Inaca saliente)
depende principalmente de la concentracién intracelular de Nat*. Cuando
aumenta [Nat7;, también lo hace Inaca, especialmente para los potenciales de
membrana més positivos. La figura 1.12.b muestra el efecto de un incremento

de [Na*7;.
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1.1.7 Fuerza contractil

Cuando se evaltan las propiedades contractiles del muasculo, es
importante especificar el grado de tensién del musculo cuando empieza a
contraerse, que se denomina precarga, y especificar la carga contra la que el
musculo ejerce su fuerza contrictil, que se denomina postcarga. A su vez, es
importante conocer los mecanismos intrinsecos del miocardio que regulan la

fuerza de contraccioén.

Conceptos de precarga y postcarga

La precarga depende de la presién telediastélica P, el radio de la
camara ventricular 7 y el espesor de la pared ventricular w, segin la ley de
Laplace [517:

precarga = Ler (1.1)
2w

Del mismo modo, la postcarga depende de la presién aértica sistélica

P,, el radio de la camara ventricular 7 y el espesor de la pared ventricular w,

segin la ley de Laplace [517.

Habitualmente, se considera que la precarga es la presién
telediastblica en si misma y la postcarga es la presién adrtica sistélica en si

misma, es decir la presién en contra de la que el ventriculo debe contraerse.

La importancia de los conceptos de precarga y postcarga es que en
muchos estados funcionales anormales del corazén o de la circulacién, la
presién durante el llenado del ventriculo (precarga), la presién arterial contra
la que se debe contraer el ventriculo (postcarga) o ambas estan muy alteradas

respecto a su situacién normal [417.
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Mecanismo de Frank-Starling

La ley de Frank-Starling (también llamado, mecanismo de Frank-
Starling) establece que el corazén posee una capacidad intrinseca de adaptarse
a volimenes crecientes de flujo sanguineo, es decir, cuanto mas se llena de
sangre el ventriculo durante la didstole, mayor serd el volumen de sangre
expulsado durante la subsecuente contraccién sistélica (volumen de eyeccién)
y por tanto mayor gasto cardfaco [417]. Esto significa que la fuerza de
contraccién aumentara a medida que el corazén es llenado con mayor volumen
de sangre y ello es consecuencia directa del efecto que tiene el incremento de
carga sobre la fibra muscular. Dicho aumento de la carga en el ventriculo,
estira el miocardio e intensifica la afinidad que tiene la troponina-C por el

calcio [517, aumentando asf la fuerza contractil (ver apartado 1.1.5).

1.1.8 El electrograma

Cuando las potenciales de accién se obtienen directamente sobre el
miocardio, los registros 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 sefal es amplificada en modo “single-
ended” —es decir, un electrodo en contacto directo con el miocardio (“electrodo
explorador”) y un terminal de referencia més 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. Todos los electrogramas
analizados en este estudio fueron registrados de forma unipolar, y por ello,

nos centraremos en la descripcién de su registro e interpretacion.
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Descripcidn del registro unipolar v su interpretacién

El potencial registrado es extracelular, pero es un resultado directo
de las corrientes i6nicas transmembrana generadas durante el potencial de
accién de las células miocdrdicas excitadas. La separacién de las cargas
eléctricas generadas en la zona situada entre el miocardio excitado —o activo—
(cargas extracelulares negativas) y el miocardio en reposo (cargas
extracelulares positivas) crea dipolos eléctricos [87]. Un dipolo se define
como cargas iguales y opuestas (¢), separadas una pequeiia distancia (d), y se
describe por el momento de dipolo, un vector orientado desde la carga
negativa hacia la carga positiva, cuya amplitud es ¢ x d. El campo eléctrico
producido en la zona situada entre el miocardio excitado y el miocardio en
reposo puede ser descrito entonces por la suma vectorial de todos los dipolos
[87]. Este dipolo eléctrico resultante modela el frente de onda de activacién

(figura 1.14.a).

Durante la excitacién cardfaca, la aproximacién de este dipolo (frente
de activacién) hacia un electrodo explorador produce el registro de una
deflexién positiva que pasa posteriormente a una deflexién negativa cuando
éste se aleja del electrodo, para regresar finalmente a la linea base (figura

1.14.b).

La amplitud del electrograma unipolar es inversamente proporcional al
cuadrado de la distancia entre el dipolo y el punto de registro. Por tanto, los
electrogramas unipolares contienen una combinacién de eventos eléctricos locales
y distantes, siendo la contribucién de estos dltimos (eventos distantes) decreciente
proporcionalmente al cuadrado de la distancia al electrodo explorador. La figura
1.15 muestra dos ejemplos de EGM unipolar, el primero registrado durante el

ritmo sinusal y el segundo corresponde a un episodio de fibrilacién ventricular.
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(a)

Figura 1.14. Registro unipolar y su interpretacién. (a) La separacién de las cargas
eléctricas generadas en la zona situada entre el miocardio activado y el miocardio en reposo
crea dipolos eléctricos (flechas pequefias y negras), El1 campo eléctrico producido en la zona
situada entre el miocardio activado y el miocardio en reposo se representa por un dipolo
eléctrico resultado de la suma vectorial (flecha grande y blanca) de todos los dipolos. (b)
Cuando el frente de activacién se aproxima al electrodo explorador, se registra una
deflexién positiva, y cuando se aleja de éste, se registra una deflexién negativa [37].
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Figura 1.15. Ejemplos de EGM unipolares registrados en ventriculo, en ritmo sinusal
(arriba) y durante un episodio de fibrilacién ventricular (abajo).
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1.1.9 Deteccidén de la activacion

En el andlisis del electrograma, es esencial la deteccién de los
instantes de activacién, o momentos en los que se produce la despolarizacién
del miocardio en el punto de registro de la sefial. Esto es necesario, por
ejemplo, en las técnicas cartograficas en donde, a partir de un registro
multipunto del electrograma, se construyen mapas de activacién en los que se
observa el avance de las ondas de despolarizacién del miocardio y se puede
estudiar la dindmica de la activacién miocdrdica. También es necesario para la
obtencién de los intervalos entre activaciones consecutivas (frecuencia de la
activacién miocdrdica), de la refractariedad del tejido miocardico y de la

velocidad de conduccidn.

Como hemos comentado en el apartado anterior, cuando un frente de
onda alcanza un electrodo unipolar, se produce una deflexién positiva seguida
de una deflexién negativa, dejando como indicador més representativo una
fuerte pendiente de bajada. En los registros unipolares, la mayor parte de
técnicas de obtencién automatica de los instantes de activacién se basan por
tanto en la busqueda de la méxima pendiente negativa (dV/dt negativa

méxima) 86, 54°]. Las reglas fundamentales son dos:

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

posibles puntos de activacién.

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

como tiempo de activacién local.

Los algoritmos basados en derivadas son simples y rapidos, derivan la
sefial y la comparan con un umbral de decisién obtenido de la sefial original.
Los distintos algoritmos varfan basicamente en el criterio de eleccién para el

valor umbral, el ancho de ventana y la forma en que la pendiente del
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electrograma es calculada (utilizando 2 puntos, 8 puntos o 5 puntos sobre la
curva). Algunos ademds tienen en cuenta un periodo refractario después de
cada instante de tiempo en el que se detecta una activacién. Otros utilizan un
umbral para la pendiente (de -0,2 a -2,5 mV/ms) en relacién con las

pendientes medidas en cada electrograma analizado [37].

La principal controversia de este tipo de algoritmos es la eleccién del
valor 6ptimo del umbral de pendiente ya que se escoge por ensayo y error
dependiendo de las caracteristicas de la sefial sin tener un método de seleccién
del mismo [367. El problema bdsico consiste en distinguir la actividad local
(pendiente negativa elevada) de la actividad distante sin actividad local

(asociada con una pendiente menor).

Existen igualmente algoritmos de deteccién basados en la
transformada wavelet continua (CWT), mas robustos frente al ruido y a los
cambios de la linea base y artefactos [377]. No obstante, en esta investigacién
los electrogramas (tomados directamente sobre la superficie epicdrdica) no
presentaban en su mayorfa ruido de alta frecuencia ni artefactos de
movimiento. Por tanto, los instantes de activacién se han determinado de
forma semiautomadtica aplicando un algoritmo de deteccién basado en derivada
y modificando manualmente dichas detecciones, afadiendo o eliminando
marcas en el registro, teniendo presente las activaciones inmediatamente
anterior y posterior detectadas en el electrodo, asf como las detectadas en los

puntos de registro adyacentes (ver apartado 1.5.2 y 2.2.3.2) [557].

1.1.10 Morfologia del EGM unipolar

En la morfologia de los electrogramas unipolares se codifica gran
parte de la actividad del corazén, lo que permite llegar a importantes

conclusiones en diferentes condiciones fisiolégicas y patolégicas.
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El electrograma ventricular, de forma genérica, estd compuesto por la
contribucién de dos tipos de eventos, los eventos eléctricos de campo cercano

y los eventos eléctricos de campo lejano [567:

= Eventos eléctricos de campo cercano: son las contribuciones al
electrograma por parte de la despolarizacién y repolarizacién

ventricular (figura 1.16).

= Eventos eléctricos de campo lejano: son las contribuciones al
electrograma por parte de la despolarizacién (figura 1.16) y
repolarizacién auricular.
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Figura 1.16. Morfologia de un EGM unipolar correspondiente a un ritmo sinusal
(amplitud en unidades arbitrarias).

La despolarizaciéon auricular indica el inicio del ciclo cardfaco. La
onda correspondiente a la despolarizacién de la cdmara ventricular es la parte
més amplia del electrograma. Su periodicidad (as{ 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 ser4 clasificado como
bradicardia, un ciclo muy rapido serd clasificado como taquicardia y un
trazado desorganizado y cadtico con ciclos muy rdpidos serd clasificado como

fibrilacién.
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En la presente investigacién, tienen especial protagonismo
determinados pardmetros cuya determinacién se realiza sobre el electrograma,

éstos son:

en FV, los intervalos entre dos despolarizaciones ventriculares
consecutivas, cuya determinacién se ha descrito en el apartado

anterior,

= en FV, la velocidad de conduccién, a partir de la identificacién de los
instantes de activaciéon en dos puntos distintos producidos por un

mismo frente de onda, y

®= en FV, los patrones de activacién, y a partir de los mismos la

complejidad de los mapas de activacion.

El interés y justificacién de la utilizacién de todos estos pardmetros se

detalla en el apartado 1.5. En el apartado 2.2.3 se concreta su determinacion.
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1.2 Estiramiento miocardico

El estiramiento miocdrdico estd presente en diferentes situaciones
clinicas caracterizadas por sobrecarga de volumen o de presién auricular o
ventricular [2-57]. También estd presente en situaciones en las que existen
anormalidades de la contractilidad regional producidas por la isquemia
miocdrdica, especialmente en la zona limitrofe entre el miocardio isquémico y

el miocardio normal o entre el tejido cicatrizado y el miocardio normal [4, 6,
7].
El  estiramiento miocardico  modifica  las  propiedades

electrofisiolégicas y la actividad mecanica de los cardiomiocitos [(87].

1.2.1 Efectos mecanicos producidos por estiramiento miocardico

Los efectos mecénicos consisten en un incremento rdpido (inmediato,
atribuido al mecanismo de Frank-Starling) seguido de un incremento lento
—slow force response (SFR)— de la fuerza contractil [9, 26, 28, 57]. La SFR es el
equivalente i vitro del “efecto Anrep”, descrito en 1912 en preparaciones
vIvo y que consiste en un mecanismo por el cual el corazén se adapta a un
incremento abrupto de la postcarga, inmediatamente después de que el

mecanismo de Frank-Starling haya tenido lugar [11, 517.

El incremento rapido (primera fase) estd relacionado con un
incremento en la sensibilidad de los miofilamentos al Ca2+, mientras que la
SFR (segunda fase) se ha asociado con un incremento paralelo de la amplitud
de los transitorios de Ca?* (incremento transitorio de la concentracién de Ca2*

intracelular) [9-11, 27, 287(figura 1.17).
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Figura 1.17. Efecto del estiramiento en la fuerza contractil (A) y en los
transitorios de Ca2+ (B) en un miusculo papilar. El estiramiento produce un
incremento inicial (rapido) de la fuerza contréctil (a-b, panel A), que no requiere
de un aumento de los transitorios de Ca2* (a y b, panel B). A continuacién, se
produce un incremento progresivo de la fuerza durante los 10-15 minutos
siguientes, la SFR (b-c, panel A), debido a un incremento de los transitorios de
Ca2* (c, panel B) (modificado de [277).

Este incremento lento de la fuerza que sigue al estiramiento, y que se
relaciona con el incremento del Ca?* intracelular, ha sido objeto de estudio de
varios trabajos, que han clarificado de forma gradual los mecanismos que

intervienen en el proceso [10, 11, 24, 27-29, 58, 597].

En la célula cardiaca, la mayor entrada de Ca%* se produce a través de
los canales de Ca?* tipo L. Sin embargo, no existe ninguna evidencia de que
estos canales contribuyan al incremento de los transitorios de Ca?* durante la

SFR [Hongo K 1996-60, Calaghan 2003-16].

Por otra parte, para explicar este efecto, se ha utilizado
frecuentemente la apertura de los canales activados por estiramiento (SAC)

(167, permeables al Na* y al Ca%?* [61]. Se ha sugerido que la apertura de

57



1. Introduccién

estos canales es un posible mediador de los cambios inducidos por el
estiramiento en los transitorios de Ca?*. Sin embargo, varios estudios han
observado que la eliminacién de la permeabilidad al Ca%* de dichos canales no
tiene efecto sobre los transitorios de Ca2+, mientras que la eliminacién de la
permeabilidad al Na* si que los reduce [(18, 247]. Por tanto, la entrada directa
de Ca2+ a través de los SAC no parece incrementar directamente la amplitud
de los transitorios de Ca2?* durante el estiramiento. Se ha descrito por tanto un
modo indirecto del incremento del transitorio de Ca2*, secundario al
incremento de la concentracién de Nat intracelular ([Na*7J;) que se produce

en el estiramiento [11, 18, 24-26, 29, 587 (figura 1.18).

Este hecho se explica del siguiente modo: el incremento de [Nat7;
conduce a la activacién del intercambiador Na+/Ca2* en su modo inverso
(Ca%?*jy;-Natoy, ver apartado 1.1.6), incrementando la entrada de Ca?* y
consecuentemente el transitorio de Ca?*. El incremento de [Na*7; es capaz de
desplazar el potencial inverso del intercambiador Na+/Ca2* hacia valores mas
negativos, permitiendo asi el funcionamiento del modo inverso del
intercambiador Na*/Ca2+ durante una mayor fraccién de tiempo del potencial
de accién [287]. Por otro lado, el incremento de [Na*7; reducirfa la salida de
Ca2* a través del funcionamiento del intercambiador Na*/Ca2t en modo
normal durante la didstole, provocando una acumulacién de Ca2* intracelular
[287. En resumen, el intercambiador Na+/Ca2* interviene en el incremento de
Ca2* intracelular producido durante el estiramiento. De hecho, son numerosos
los estudios que han comprobado la participacién del intercambiador
Na*/Ca2t. En estos trabajos, la inhibicién del modo inverso del
intercambiador producfa un decremento en la respuesta inotrépica lenta al

estiramiento y en la magnitud de los transitorios de Ca%* [11, 26, 27, 587].
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Figura 1.18. Cambios inducidos en la [Na*7; durante la SFR en el miocardio ventricular.
Abreviaturas: ME'S = valor de la fuerza alcanzado debido al mecanismo de Frank-Starling
(modificado de [107).

Sin embargo, en cuanto a los mecanismos que intervienen en el
incremento de la entrada de Na* durante la SFR, existe una mayor
controversia. Diversos autores atribuyen este aumento a los SAC [18, 24, 297,
mientras que otros estudios han demostrado que el mecanismo responsable es
la activacién del intercambiador Na+/H*, ya que su inhibicién disminuye o

anula la respuesta lenta al estiramiento 10, 24, 58, 597].

En la activaciéon del intercambiador Na*/H* y la consecuente
activaciéon del intercambiador Nat/Ca2+, se han implicado mecanismos
autocrinos/paracrinos que engloban la liberacién local de angiotensina I1 y de
endotelina [11, 277. La cadena de eventos puede observarse en la figura 1.19.
El estiramiento miocardico provoca la liberacién de angiotensina II que, a
través de la estimulaciéon de los receptores tipo 1 de angiotensina II (AT)),

desencadena la liberacién/formacién de endotelina (ET). La endotelina activa
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los receptores tipo A de ET (ET4), y a través de ellos estimula la actividad del
intercambiador Na*/H* [11, 26, 277. El incremento de [Na*J; activard el
modo inverso del intercambiador Na+*/Ca2+ (Ca2+i,-Na*ou), incrementando la

entrada de Ca?* y consecuentemente el transitorio de Ca2*.

Ca2+

A2 p NCXre
°°° o T,
ET k
STRETCH

< TNa’ ! 11—

STRETCH

’; &7 SFR

Figura 1.19. Representacién esquemdtica de la cadena de eventos desencadenada por el
estiramiento miocdrdico. El estiramiento miocardico promueve la liberacién de
angiotensina II que a través de la estimulacién de los receptores AT,, induce la
liberacién/formacién de ET. ET estimula la actividad del intercambiador Na+/H+, a través
de los receptores ET4. El aumento de [Na+7; favorece la acumulacién de Ca2* intracelular
a través del intercambiador Nat/Ca2* funcionando en su modo inverso (modificado de

[113)

Sin embargo, diversos estudios han considerado la respuesta
inotrépica independiente de mecanismos autocrino/paracrinos con liberacién
secuencial de angiotensina II y de entodelina y activacién de los receptores
AT,y ETa [10, 587. Estos trabajos atribuyen el incremento de la entrada del
Nat* a la estimulacién directa, mediada mecdnicamente por el estiramiento, de
la actividad del intercambiador Na*/H*, y no mediante el modo indirecto que

implica la liberacién de las sustancias antes mencionadas.
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1.2.2 Efectos electrofisiolégicos producidos por el estiramiento

miocardico

Las propiedades electrofisiolégicas de los cardiomiocitos son sensibles
al estiramiento mecédnico. Este fenémeno se conoce como “feedback”
mecanoeléctrico [12-147]. Se define como el proceso por el cual la actividad
mecédnica modifica la actividad eléctrica de los miocitos, es decir, las
propiedades electrofisiolégicas del miocardio. Este fenémeno ha sido
implicado en el origen de arritmias cardfacas en diferentes situaciones
caracterizadas por sobrecarga auricular o ventricular [1, 2, 4, 5, 217 o
isquemia miocdrdica [67]. En isquemia miocardica, la regién que bordea la
zona dafiada (menos o nada eldstica) estd expuesta a un mayor estiramiento y

sirve como foco para las arritmias desencadenas por estiramiento.

Existen numerosos estudios que describen los efectos
electrofisiolégicos producidos por el estiramiento ventricular. Entre ellos,
destacamos los siguientes resultados: el estiramiento despolariza el potencial
de reposo [12, 14, 22, 627, acorta la duracién del potencial de accién [1, 12-
14, 16, 18, 22, 637, reduce la refractariedad miocéardica [12, 63, 647, e induce
la formacién de post-despolarizaciones [19, 20, 22, 65]. La post-
despolarizacién se define como una oscilacién del voltaje de membrana que
puede producirse tras haberse completado la repolarizacién (post-
despolarizacién tardfa) o durante dicha fase (post-despolarizacién temprana)
[207.

Semejantes cambios en las propiedades electrofisiolégicas del
miocardio se consideran arritmogénicos [667], y estan implicados en la
aparicién de arritmias cardfacas [2, 3, 5, 21, 287. Asimismo, se han descrito
modificaciones de los patrones de activacién miocardica durante la fibrilacién
tanto auricular como ventricular por efecto del estiramiento miocardico agudo
[2, 7, 8, 661, que consisten fundamentalmente en una aceleracién de la

arritmia y un incremento de la complejidad de los patrones de activacién,

61



1. Introduccién

efectos relacionados con el acortamiento de la refractariedad y de la longitud
de onda del proceso de activacién y con el aumento de la dispersién de los

periodos refractarios.

1.2.3 Efectos electrofisiolégicos e influencia del Ca®**

Los efectos eléctricos y mecanicos no son independientes, y los
cambios en las concentraciones de Ca2* intracelular pueden influenciar la
actividad eléctrica mediante la modulaciéon de las corrientes dependientes de
Ca2+, como por ejemplo la corriente rectificadora de K+ y la corriente del

intercambiador Na+/Ca2+ [16, 537.

Un incremento anormal del Ca?* intracelular se ha considerado un
mecanismo arritmogénico [687] por diversos motivos. Entre los procesos
implicados en la arritmogénesis, se encuentran la actividad focal y la
reentrada en sus distintas modalidades [697. Por un lado, se ha descrito que el
incremento del Ca2+ citosélico puede acortar la duracién del potencial de
acciéon [12, 707, mediante la activacién de la corriente de salida de potasio Ii,
e inhibiendo la entrada de Ca?* transmembrana (acelerando la repolarizacién).
Esto implica un acortamiento de la refractariedad, efecto que favorece la

reentrada (apartado 1.3.3).

Por otro lado, la actividad focal puede intervenir tanto en el
desencadenamiento como en el mantenimiento de la arritmia y en ella
intervienen las post-despolarizaciones, cuya relacién con la homeostasis y el
manejo del Ca2?* en los cardiomiocitos es estrecha [19, 20, 22, 65, 717. El
incremento de Ca?* intracelular conduce a la sobrecarga de Ca?* del RS. El
RS, sobrecargado de calcio, puede liberar (de forma espontidnea) Ca%?* durante
la fase temprana de la diastole, produciendo un incremento diastdlico de
[Ca2+7; [19, 20, 51, 65]. Este incremento estimula la expulsién del Ca2*

mediante el intercambiador Na+/Ca2*+ (8Na*i,-1Ca2*ou) [53]. El flujo neto de
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entrada de cargas positivas provocara una oscilacién del voltaje de membrana
tras el PA (post-despolarizacién tardia) (figura 1.20). Si la post-
despolarizacién es suficientemente amplia y alcanza el umbral, se producird un

potencial de accién y podra desencadenar la arritmia [19, 20, 51, 657].

(a) Potencial de accion
iy desencadenado
S, por DAD

~,

Potencial

|
!
}
de membrana ;

Post-despolarizacion

(b) tardia (DAD)
Concentracion
sacroplasmica
de Ca?*
Descarga
300 ms espontanea

de Ca?* del RS

Figura 1.20. La descarga parcial del RS sobrecargado de Ca2* durante la didstole (b)
estimula el intercambiador electrégeno 8Na*-1Ca2*, causando un flujo neto de entrada de
cargas positivas y una postdespolarizacién tardfa (DAD, (a)). Si la postdespolarizacién
alcanza el umbral, desencadenard un potencial de accién prematuro (linea discontinua roja)

[51]

No obstante, este incremento de Ca%* intracelular se produce en el
estiramiento de forma secundaria al incremento de Na* intracelular. Como
hemos comentado previamente, el estiramiento mecanico induce un
incremento en la entrada de Nat a los miocitos, activando el intercambiador
Nat+/H*, que provoca la activacién del modo inverso del intercambiador
Nat/Ca?*, incrementando as{ la entrada de Ca2?*, considerdndose este Gltimo
el principal responsable de cambios en las propiedades electrofisiolégicas
cardfacas. Una disminucién de [Na*7; conlleva una reduccién de la entrada de
Ca2* a través del modo inverso del intercambiador Nat/Ca2*, como se ha

descrito en diferentes situaciones [727]. La inhibicién de este intercambiador
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reduce los efectos electrofisiolégicos del estiramiento mecanico, como se ha
observado en un estudio previo utilizando un modelo experimental similar al
de esta tesis [87]: la reduccién de la actividad del modo inverso del
intercambiador Na+/Ca2+ reducirfa la entrada de Ca2+ durante el estiramiento
y las modificaciones de las propiedades electrofisiolégicas de los miocitos [[18,

22, 247.

Por otro lado, se ha asociado la sobrecarga de Ca?* intracelular con el
aumento de la corriente tardfa (o persistente) de sodio (InaL). INaL se crea
cuando los canales de sodio se mantienen abiertos largos periodos de tiempo
durante el potencial de accién [737. Un incremento de In.. eleva la
concentracién intracelular de Na+* y por tanto incrementa [Ca%*7; mediante el
modo inverso del intercambiador Nat/Ca2* [747; y se ha mostrado que la
inhibicién de dicha corriente atentia este incremento [75, 767]. Diversos
estudios han mostrado que la ranolazina ejerce un efecto protector contra las
arritmias cardfacas [77-797]. Sus mecanismos de accién incluyen una
reduccién de las corrientes Ina e Ikr [80-32, 79, 807]. No obstante, hay que
tener en cuenta que los bloqueantes de la corriente Ik: ejercen un mayor efecto
en la duracién del PA auricular que en la duracién del PA ventricular [797. El
efecto inhibitorio de la ranolazina sobre la InaL es el responsable del efecto
protector del firmaco en relacién con la sobrecarga de Ca?* intracelular,
independientemente de la reducciéon de la entrada de Ca2?* a través de los
canales de Ca2* o de la inhibicién del intercambiador Na+/H* [30, 317. La
inhibicién de InaL constituye por tanto un posible tratamiento de las arritmias
cardfacas asociadas con la sobrecarga de Ca?* intracelular [31, 82, 77, como
lo son las desencadenadas en situaciones en las que estd presente el

estiramiento miocérdico.

En resumen, podemos decir que existe la posibilidad de modular los
efectos electrofisiolégicos del estiramiento a partir de sustancias que afecten

directa o indirectamente al manejo del Ca2+ en los cardiomiocitos.
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1.3 Fibrilacidon ventricular

El ritmo sinusal normal, entendiendo por éste aquel que tiene su
origen en el automatismo del nodo SA y se propaga a todo el miocardio a
través del sistema de conduccién, puede verse afectado por alguna alteracién
en la frecuencia, el origen o en la transmisién del impulso. En este caso se dice

que existe una arritmia.

La fibrilacién ventricular (FV) es la arritmia cardifaca mas grave y la
principal arritmia causante de muerte stbita cardiaca, responsable final del
80% de estos casos [81, 827. La aparicién de la I'V implica la pérdida de la
contraccién efectiva del corazén, la anulacién del gasto cardfaco y la muerte
stbita del sujeto, si no se revierte mediante choques eléctricos en un plazo de

breve [417].

Por estas causas, la FV es clinicamente objeto de estudio desde
diferentes perspectivas, especialmente en relacién con las estrategias
encaminadas a prevenir su aparicién y plantear algoritmos seguros para su
répida deteccién y tratamiento, en el contexto de la desfibrilacién automatica
[837.

El campo experimental cobra un papel muy importante en el estudio
de la electrofisiologia del corazén y ayuda a conocer mejor los mecanismos de
aparicién y perpetuacién de estas arritmias, abriendo nuevas vias para mejorar
las pruebas diagnésticas, la prevencién y el tratamiento de este tipo de

situaciones [8, 84].
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1.8.1 Descripcion de la FV

Se trata de una arritmia en la que existe una activacién eléctrica
desordenada, que se traduce mecdnicamente en una contraccién ventricular
réapida y descoordinada, produciendo una tensién sistélica no efectiva y en
consecuencia un bombeo muy reducido o nulo de sangre [857. El trazado
electrocardiografico se caracteriza por la aparicién de una actividad répida e
irregular, con cambios constantes en la morfologia, voltaje y frecuencia de los
complejos ventriculares, que son completamente aperiédicos e irregulares [41,
857. La figura 1.21 muestra como ejemplo el ECG real de un corazén humano
que ha entrado en FV, mientras que en la figura 1.22 puede observarse un
segmento de dos segundos de I'V registrado en la superficie epicardica de un
corazoén 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 perpetuacién o su cese son necesarios para intentar

progresar en la prevencién de la FV o en la efectividad de los procedimientos

aplicados para su control.

Figura 1.21. Registro del ECG de un corazén humano correspondiente a un episodio de
FV, registrado en papel milimetrado a 25 mm/s (obtenido de [867).

100 ms

Figura 1.22. Registro del EGM epicardico correspondiente a un corazén aislado de conejo
en IV (la igualdad en la amplitud se debe a que el registro estd truncado) (obtenido de

[35]).
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1.3.2 Perspectiva histérica de la fibrilacién ventricular

Las estrategias para la prevencién y el tratamiento de la F'V pasan por
conocer los mecanismos de inicio y mantenimiento de la arritmia. En estudios
clasicos, Andreas Vessalius ya se referfa a los “movimientos semejantes a
gusanos” que ocurrian inmediatamente antes de la muerte en los corazones de
animales que ¢l disecaba [847]. La fibrilacién ventricular fue descrita por
primera vez por Erichsen en 1842 y su registro mediante ECG en humano fue

publicado por primera vez en 1912 por August Hoftman [697.

El estudio de la induccién de la FV se remonta al trabajo original de
Ludwig y Hoffa en 1850 en el que se utilizaba una fuerte corriente faradica
(corriente alterna muy irregular de baja frecuencia) para inducir la FV. Sin
embargo, no fue hasta 1940 cuando Wiggers y Wegria establecieron en un
trabajo fundamental que la FV podia ser inducida cuando un estimulo
prematuro fuerte se aplicaba durante un cierto periodo del ciclo cardfaco. Este
periodo, conocido como periodo vulnerable, corresponde a una porcién de la
onda T del electrocardiograma [697, y cae cerca del final del periodo
refractario [847]. En 1964, Han y Moe establecieron la importancia de la
dispersion del periodo refractario en la inducciéon de la fibrilacién cardiaca
[847.

Un importante aspecto relativo a la capacidad para el mantenimiento
de la FV una vez instaurada fue la hipétesis de la “masa critica”, enunciada por
Garrey (1914) en el primer estudio sistemdtico de la relacién existente entre
la FV y el tamafio del corazén. Esta hipétesis plantea que la dificultad para
inducir la FV y la facilidad para la recuperacién espontdnea una vez inducida
la arritmia es mayor cuanto menor es la masa del miocardio. Por debajo de un
determinado namero de centimetros cuadrados, no era posible el
mantenimiento de la FV y por encima de esta superficie era posible el
mantenimiento de la misma en una forma de movimiento reentrante de la

onda de excitaciéon. Estas aportaciones han sido mds recientemente
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confirmadas por diversos autores (Allessie et al. 1973, Allessie et al. 1976,

Smeets et al. 1986, citados por [87]).

Mines (1918 y 1914, citados por [877]) propuso que las taquiarritmias
de los seres humanos se asentaban en movimientos circulares y predijo la
aparicion de excitacién por mecanismos de reentrada en corazones portadores
de vias auriculoventriculares accesorias, como se confirmé con posterioridad.
Asimismo, planteé la existencia de un bloqueo unidireccional como factor
necesario para la iniciacién del proceso reentrante y también observé que la
iniciacién y el mantenimiento de la reentrada eran dependientes de la

velocidad de conduccién y del periodo refractario.

Estos estudios asentaron las bases del actual conocimiento de los

mecanismos y la dindmica de la FV.

¢Qué tipo de actividad es la que mantiene a la FV? La hipdtesis de
Moe (1962) plantea la existencia de multiples ondas pequeiias (wavelets) que se
producen simultdneamente y son independientes, desplazandose por trayectos
al azar y que van cambiando. Este autor propuso que el mecanismo de la
fibrilacién era diferente al de la taquicardia, afirmando que durante la
fibrilacién existia una total desorganizacién de la actividad. La arritmia fue
entonces definida como el resultado de una serie de frentes de ondas
desplazandose aleatoriamente, cambiando de ntimero y direccién [847]. Moe y
Abildskov (1959) probaron que esta arritmia, independientemente de la causa
que la originara, podia auto-sostenerse y mantenerse en un estado estable,
para lo que se requerfa la existencia de repolarizaciones no homogéneas en el
tejido miocardico; y en 1964, Han y Moe establecieron la importancia de la
dispersion del periodo refractario en la inducciéon de la fibrilacién cardfaca

(Moe 1959 y Han 1964, citados por [847).

Sin embargo, la hipétesis de wavelets no se consolidé hasta 1985, con

el desarrollo de técnicas de mapeo electrocardiografico de alta resolucién

887
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Actualmente, se plantea si las multiples wavelets son en realidad el
resultado de la actividad sostenida de fuentes de actividad reentrante
producidas por uno o pocos circuitos y que activan a muy alta frecuencia al
miocardio ventricular. Debido a su alta frecuencia, las ondas generadas se
fragmentarfan, dando asf lugar al complejo patrén que caracteriza la FV. Esta
idea contrasta con la hipétesis mds cldsica segin la cual el mantenimiento de
la fibrilacién en los ventriculos implica a un gran ntmero de wavelets de
activacién inestables, cuyos trayectos habitualmente cambian al azar de un
ciclo al siguiente, si bien en el proceso de la arritmia puede jugar un papel
importante la activacién focal [89, 907]. Respecto a las investigaciones que
plantean la existencia de una o pocas fuentes de actividad reentrante (rotores)

cabe mencionar a Jalife y Gray 1996 y Jalife et al. 1998, citados por [84].

1.3.3 El fenomeno de reentrada como base de la FV

Durante la actividad eléctrica normal, un tnico impulso generado en
el nodo sinusal contintia propagindose hasta activar todo el corazén. El
impulso se propaga dando lugar a una onda de activacién que despolariza los
tejidos adyacentes excitables y va dejando atras tejido inexcitable, es decir en
periodo refractario. Cuando todas las fibras se han despolarizado y se
encuentran en una fase completamente refractaria, el impulso se extingue.
Hasta que no se genere un nuevo impulso sinusal, no se volvera a activar el
corazén. Sin embargo, en ciertas circunstancias, la activacién puede persistir
sin extinguirse en una zona del corazén, durante el tiempo suficiente para que
el tejido vecino recupere su excitabilidad (superando por tanto el periodo
refractario), con lo que el mismo impulso vuelve a reexcitar parcial o

totalmente el corazén. Este mecanismo se conoce como reentrada [917].

Para explicar este concepto, consideramos un anillo circular que
representa una tira del musculo cardfaco (figura 1.23). En condiciones

normales, un impulso originado en un solo punto propaga dos frentes de
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activacion en direcciones opuestas que acaban canceldndose mutuamente al
producirse su encuentro tras rodear el anillo [927]. Sin embargo, si se genera
un édrea de bloqueo transitorio que interrumpe prematuramente uno de los
frentes (y permite que el otro circule retrégradamente por el camino del
anterior), entonces se establece un fenémeno de movimiento circular del
impulso. El impulso se propaga alrededor del circulo hasta que regresa a la
posicién de origen. Si este punto se encuentra en periodo refractario, el
impulso llegard y se extinguird, evitando que vuelva a entrar en el circuito

(figura 1.28.a).

Sin embargo, si la conduccién se enlentece o la refractariedad se
acorta, el impulso alcanzara el punto de origen cuando esta zona sea
nuevamente excitable y podrd activar de nuevo la regién que habfa sido

previamente excitada, manteniéndose as{ el circuito reentrante (figura 1.23.b).

0O0000C
-0000000

Figura 1.23. Modelo de reentrada. Tejido excitado, refractario, marcado en negro;
excitable en blanco; refractario relativo a puntos. (a) Cuando el impulso llega al lugar de
origen, éste se encuentra en periodo refractario y el impulso se extingue. (b) Tras el giro, el
impulso encuentra siempre tejido excitable: se genera la reentrada (modificado de [917).

La reentrada puede ocurrir en circuitos definidos anatémicamente tal
como ocurre en los pacientes con vias de conduccién AV accesorias, o bien en
el miocardio auricular o ventricular sin obsticulos anatémicos. Para que
ocurra esto, es necesaria la existencia de un grado de heterogeneidad en el

tejido (Han y Moe 1964, citado por [847]).
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Entre los factores electrofisiolégicos que favorecen la reentrada se
encuentran por tanto la disminucién de la velocidad de conduccién y el
acortamiento del periodo refractario [Guyton-417, asf como la dispersién de
la duracién del potencial de accién y de la refractariedad [Chattipakorn-697.
Estas circunstancias, unidas a la aparicién de un estimulo prematuro, pueden
crear un bloqueo unidireccional en el tejido (en zonas de mayor
refractariedad), produciendo una reentrada y, finalmente 'V [Chattipakorn-

697.

1.8.4 Relaciéon de los procesos fibrilatorios con las propiedades

electrofisiolégicas

La caracteristicas de la FV dependen de la duracién de la
refractariedad ventricular [987] y de la longitud de onda de activacién
ventricular [947], definida matematicamente como la distancia recorrida por la
onda de activacién en el periodo que tarda el tejido en recuperar la
excitabilidad, es decir el periodo refractario (longitud de onda = periodo
refractario x velocidad de conduccién) (Wiener y Rosenblueth 1946, citado
por [847). Esto es debido, probablemente, a que el tamafio y el nimero de
circuitos reentrantes funcionales esta relacionado con la longitud de onda del
proceso de activacién asf como con la duracién de la ventana de excitabilidad
[957. El aumento del tamaiio de estos circuitos y la consecuente reduccién del
nimero de frentes de onda reentrantes simultineos aumentaria la

probabilidad de cese de la FV.

La modificacién de las propiedades electrofisiolégicas del tejido
miocérdico y el andlisis de sus repercusiones sobre los patrones de activacién
miocardica aportan informacién util acerca de los mecanismos que perpettian

la arritmia y posibles mecanismos que favorecen su cese.
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No obstante, el estudio del proceso de activacién eléctrica durante la
FV reviste especial interés no solamente desde el punto de vista
fisiopatolégico, sino también por lo que supone de aproximacién indirecta al
conocimiento de ciertas propiedades electrofisiolégicas del miocdrdico. La
utilizacién de modelos experimentales en los que se mantiene la perfusién
miocdrdica, permite abordar el anédlisis de las caracteristicas de la arritmia y
sus relaciones con las propiedades electrofisiolégicas del miocardio
ventricular. El estudio de las modificaciones electrofisiolégicas durante el
estiramiento miocdrdico agudo es complejo si se utilizan técnicas
electrofisiolégicas convencionales como el test del extraestimulo dada la
rapidez con la que ocurren estos cambios, mientras que el andlisis de los
cambios en los patrones de activaciéon durante la FV nos permite observar

estas modificaciones [77].

Por dltimo, la utilizacién de modelos experimentales en los que se
mantiene la perfusién coronaria durante la FV permite mantener un estado
metabdlico adecuado durante el desarrollo de la arritmia, y excluir esta
variable a la hora de analizar tanto las caracteristicas del patrén fibrilatorio
como los efectos de diversos firmacos o maniobras sobre el mismo [7, 8, 35,

967.
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1.4 Consideraciones metodoldgicas sobre el analisis de la

FV

1.4.1 Estudios basados en trabajos experimentales

Los trabajos experimentales encaminados al estudio de la FV
persiguen objetivos muy diversos que abarcan desde el analisis del papel de la
isquemia y la necrosis miocérdica [97], hasta las técnicas y procedimientos
para conseguir una desfibrilacién efectiva [987]. Se han utilizado preparaciones
experimentales iz situ [997], modelos de corazén aislado [8, 337, laminas de

tejido miocdrdico o preparaciones con cultivos celulares de miocitos [1007].

Los estudios planteados han sido numerosos, tales como el andlisis de
los mecanismos de inicio y cese de la F'V [1017, la demostracién de ventanas
excitables (“gaps”) durante la arritmia [1027, el papel de la masa miocérdica
en la perpetuacién del proceso fibrilatorio (1087, los efectos desfibrilatorios o
protectores de los farmacos [96, 1047, los efectos electrofisiolégicos del
estiramiento miocardico [7] y la modificacién de los mismos mediante
tarmacos [87] o la eficacia de las técnicas desfibrilatorias [98, 1057, entre

otros.

En dichos estudios experimentales se precisa registrar la actividad
eléctrica del corazén durante el proceso de activacién miocardica. De los
electrogramas obtenidos se pueden determinar variables relacionadas con las
propiedades electrofisiolégicas como la refractariedad, la conduccién o el

automatismo.

En funcién de las técnicas de registro y andlisis utilizadas, los trabajos
experimentales sobre la FV pueden basarse en el andlisis de las caracteristicas
del ECG de superficie, de las sefiales obtenidas con electrodos extracelulares o

intracelulares, o con técnicas basadas en procedimientos épticos. Las técnicas
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cartograficas requieren el registro de la actividad en multiples puntos

simultdneamente.

Para esta investigaciéon se ha encontrado oportuno realizar el estudio
de pardametros electrofisiolégicos obtenidos a partir de registros

extracelulares.

1.4.2 Preparacion de origen animal

En el campo de la electrofisiologia cardiaca son ampliamente
utilizadas las preparaciones experimentales de origen animal. Entre las
especies més empleadas se encuentran: oveja, cerdo, conejo, cobaya y ratén
(para revisiéon ver [1067). La extrapolacién de dichos trabajos al ser humano

debe efectuarse teniendo en cuenta las diferencias interespecies (107, 1087].

Nuestro grupo de investigacién cuenta con amplia experiencia en la
experimentacién con conejos. Los recursos materiales (laboratorio,
instrumentacién) con los que se cuenta estdn adaptados a dicha especie.
Adicionalmente, frente a otras especies méds pequefias como roedores, el
conejo presenta una mejor adecuaciéon para realizar estudios de FV, pues
permite un mantenimiento de la misma mas eficaz [82, 1097. Asimismo, se ha
sugerido que los patrones de activacién durante la F'V en el corazén humano
son similares a los del corazén de conejo, mientras que en corazones de otras

especies (como perro o cerdo) son mas complejos [1097].

Por las razones expuestas, la presente investigacién se ha llevado a
cabo empleando modelos animales obtenidos a partir de conejos de la raza

White New Zealand.
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1.4.3 Técnicas de cartografia eléctrica

Los  procedimientos  electro-cartograficos  permiten  obtener
informacién espacial y temporal sobre la activacién miocardica de una
determinada zona durante las arritmias, con la que estudiar su dindmica. Con
dicha informacién se puede realizar el trazado de lineas isécronas que definen
los frentes de activacién en la zona abarcada por el electrodo (mapas de
activaciéon). 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 activaciéon rdpida o de

dominios caracterizados por una frecuencia local predominante.

Los trabajos experimentales sobre estudios de la dindmica 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 sustancias
colorantes cuya fluorescencia depende del voltaje, mientras que la clasica o
convencional se basa en dispositivos con electrodos multipolares en contacto
con el tejido miocardico. Este tipo de dispositivos resulta de agrupar un
conjunto de electrodos individuales, generalmente unipolares, denominados
canales, que estan regularmente distribuidos conformando una matriz en la
superficie de contacto, donde cada canal constituye un punto de registro o

exploracién.

Aunque la cartografia 6ptica pudiera parecer a  priori
metodolégicamente superior dada la gran resolucién obtenida, no esta exenta
de limitaciones. Dichas limitaciones serfan la presencia de artefactos y ruido
relacionados con el movimiento de la preparacién, la potencial toxicidad de los
colorantes, o las alteraciones en la activacién y en la contractilidad por el uso
de desacoplantes electro-mecdnicos [35, 1107]. En este sentido, la metodologia
clasica de electrodos multipolares sigue totalmente vigente, estando exenta de

las anteriores limitaciones.
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Durante las tdltimas décadas, los dispositivos multiples de registro
han evolucionado hasta obtener sistemas de hasta 512 canales, basados en
ordenador y con miultiples capacidades cartograficas [1117]. Estos sistemas,
mediante el registro simultdneo de los electrogramas unipolares o bipolares,
han supuesto el soporte metodolégico de diversos trabajos sobre la FV, con
mayor resolucién espacial y temporal, en los que se han objetivado los
patrones de activacién y la existencia de activacién reentrante, tanto en el

inicio de la arritmia como durante la evolucién de la misma [101, 112-1157.

No obstante, la FV ocurre en un medio tridimensional, y aunque
existen trabajos en los que se ha abordado su andlisis utilizando sistemas
tridimensionales [1167, la metodologfa aplicada es compleja y requiere la
insercién de electrodos en las paredes ventriculares que pueden alterar el

proceso que se analiza.

A pesar de las limitaciones, el analisis del proceso de activacién en la
superficie de las paredes ventriculares permite describir y conocer con
precisién multiples aspectos del proceso de activacién global analizado y
caracterizar el tejido miocdrdico estudiado. La observacién frecuente de
patrones de activacién con propagacién 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 [1127. La propagacién de frentes de activacién desde el
endocardio hacia el epicardio se traduce en afloramientos del proceso en el
area epicdrdica analizada, y este fenémeno ocurre con frecuencia al analizar la

FV.

Mediante técnicas cartograficas, también se han descrito patrones
evidentes de activacién ventricular reentrante durante la FV, observando su

progresién y cuantificando la incidencia de los mismos [112, 1137].
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Del mismo modo, se han utilizado estas técnicas para estudiar las
propiedades electrofisiolégicas del tejido miocdrdico, tales como la
refractariedad miocardica y la conduccién, y los mecanismos implicados en el

desarrollo de alteraciones en el ritmo cardfaco [33, 34, 947.

Asimismo, se ha utilizado técnicas de “mapeo” para estudiar los
efectos electrofisiolégicos producidos por el estiramiento miocérdico
(“feedback” mecanoeléctrico) [7] as{ como la accién de algunos farmacos

sobre éstos [(87].

Para llevar a término la presente investigacién, en la que se pretende
estudiar las modificaciones farmacolégicas de los efectos electrofisiolégicos
producidos por el estiramiento local miocardico, mediante el analisis de la
activacion miocdrdica durante la FV, se consideré mas indicado el empleo de

dispositivos con electrodos multiples para obtener los registros.
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1.5 Analisis de las caracteristicas de la activacidon

miocardica y pardmetros electrofisiolégicos

La activacién miocardica durante la FV se relaciona con los
parametros electrofisiolégicos miocardicos, y estos parametros se ven
modificados por el efecto del estiramiento, alterando a su vez las
caracteristicas de la activacién miocédrdica. A continuacién, se presentan los
andlisis realizados para caracterizar la activacién miocardica y las propiedades

electrofisiolégicas miocardicas.

1.5.1 Anilisis espectral: frecuencia dominante y concentracién espectral

Cualquier sefial continua (como lo es la sefial de electrograma
fibrilatoria) puede descomponerse, mediante la transformada de Fourier, en

una suma de funciones sinusoidales.
X(f) = f:x(t)e‘z”ﬁdt (1.2)

Cada una de las ondas sinusoidales que compone la sefial tiene una
frecuencia, amplitud y fase especificas, y gracias a la transformada de Fourier,
podemos representar la amplitud de la sefial para una frecuencia particular
(figura 1.24). La frecuencia de la sinusoide con mayor amplitud se denomina
“frecuencia dominante” (FD). Esta onda sinusoidal es a su vez la que mejor
aproxima la sefial, y la frecuencia dominante permite estimar la frecuencia de
activaciéon cardfaca durante la IV (figura 1.24) (87, 117]. El analisis de la FD
se ha utilizado en estudios experimentales para detectar cambios en la
activacién como resultado de diversas intervenciones (p.e., isquemia,

estiramiento, farmacos) [7, 8, 115, 1187.
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Ademids, la FD de la FV es un pardmetro que se correlaciona
inversamente con la refractariedad miocardica, propiedad relacionada con la

aparicién de arritmias por reentrada y con la perpetuacién de las mismas

C115].
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Figura 1.24. Representacién en el dominio del tiempo y en dominio de la frecuencia de 3
senales y de la suma resultante. La frecuencia dominante corresponde a la frecuencia de la
senal de mayor amplitud [387.

No obstante, en la practica, debido a las limitaciones ofrecidas por los
ordenadores y dispositivos de procesado de sefial, se emplean algoritmos que
utilizan la Transformada discreta de Fourier (DFT), siendo la Transformada

répida de Fourier (FFT) el algoritmo mas comn.

Nl —jz—”kn
X[k]=2x[n]e N k=0,...,N-1 (1.8)
n=0
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A partir de la DFT surge el concepto de periodograma, que se utiliza
para estimar la densidad espectral de potencia de la senal. Para una sefial x[n]

el periodograma de L puntos se define como:

S(f)=i Ex[n]e'jz”fh (1.4)

Dado que para calcular el periodograma, calculamos la DF'T sobre un
periodo de la sefial (L muestras), matematicamente debemos multiplicar la
sefial por una seifial nula fuera del rango de interés y de valor 1 dentro de éste.
Esto es lo que se conoce como “enventanar” la sefial. Si esta ventana es
rectangular, causa discontinuidades en los bordes del segmento y puede
modificar el espectro resultante, introduciendo componentes frecuenciales que
interfieren en la deteccién de las frecuencias de interés (fuga espectral). Para
compensar este efecto, utilizamos otra ventana arbitraria w[n] de duracién L,
que atenta gradualmente los bordes de la sefal, obteniendo lo que se

denomina periodograma modificado, y se calcula como:

2

S(f) =L1U Ex[n]w[n]e'ﬂ”ﬁ’ (1.5)

n=0
Siendo

U=l§‘w[n]‘2 (1.6)

El periodograma de Welch suele ser el método de anélisis espectral
utilizado frecuentemente en el ambito médico/experimental [38, 397. Este
método permite reducir el ruido en el espectro manteniendo la resolucién
espectral. El método consiste en realizar el periodograma sobre varios tramos
de una misma sefial, con solapamiento, para posteriormente ponderarlos y

obtener un periodograma final.
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El funcionamiento del algoritmo es el siguiente:

- Se divide en K segmentos de longitud L, con un desplazamiento de D
puntos. El solapamiento se obtiene como L — D.

- Se enventana cada uno de los segmentos con una ventana
determinada.

- Se calcula la DFT de cada uno de los segmentos y se obtiene el
periodograma de cada uno de ellos.

- Los periodogramas obtenidos se promedian temporalmente,

reduciendo asf la varianza de las medidas individuales.

Para entender mejor el porqué del algoritmo, imaginemos un caso sin
solape (L = D). En este caso el ntimero de segmentos K sera igual a la
longitud de la sefial partido por la longitud de los segmentos, N/L. Sin
embargo, si utilizamos un solape del 50% (D = L/2) entonces K = 2N /L — 1.
Si bien la longitud de los segmentos sobre los que se calcula cada
periodograma se mantiene constante (y por lo tanto la resolucién del
espectrograma total), al tener mas periodogramas que promediar se reduce el

ruido causado por la varianza.

Por tanto, la expresién del periodograma de Welch seré:
1 K-1
s(f)-L3s (1.7)
(/) KE ()
siendo S4(f) el periodograma modificado de cada uno de los segmentos, y
quedando por tanto la expresion final:
1 &= ?

(/) oSS s

i=0 |n=
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Por otro lado, el analisis espectral aporta informacién sobre la
organizacién o regularidad de la activacién miocédrdica durante la arritmia.
Una senal perfectamente periddica se descompone en una sefial sinusoidal con
frecuencia igual a la I'D y sinusoides adicionales con frecuencias multiplos
(arménicos) de la FD. Por el contrario, una sefial irregular y desorganizada
tiene otros componentes adicionales, cuyas frecuencias no serdn arménicos de
la FD. Por tanto, una sefial perfectamente periddica tendra todo su espectro
de potencia concentrado en la FD y en sus arménicos, mientras que una sefial
irregular tendrd un menor porcentaje del 4rea del espectro bajo la FD (figura
1.25). El céalculo de este porcentaje (concentracién espectral) aporta
informacién sobre la organizacién y la regularidad de las sefales de IV,

caracterfstica asociada con la facilidad para finalizar el proceso fibrilatorio

[118].
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Figura 1.25. Dos ejemplos de electrogramas y sus espectros de potencia correspondientes:
un electrograma con intervalos regulares (a) y otro con intervalos més irregulares (b). La
sefial de (a) tiene un mayor porcentaje del 4rea del espectro de potencia bajo la frecuencia
dominante y sus arménicos, mientras que la sefal de (b) tiene un menor porcentaje del area
bajo la frecuencia dominante y sus arménicos [1187].

1.5.2 Anilisis en el dominio del tiempo

Como se ha descrito en el apartado anterior, la frecuencia dominante
constituye una buena estimacién de la frecuencia de activacién cardfaca

durante la FV. Sin embargo, existen varios factores que interfieren en la
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precisién de dicha estimacién: la variabilidad de los intervalos de activacion, el
cambio en la morfologfa de la sefial, la presencia de potenciales dobles, la
actividad eléctrica fraccionada y los potenciales de campo lejano [37]. En
estos casos, un pequefio cambio en la sefial puede causar ficilmente un cambio
significativo en la frecuencia dominante [1187. Estas limitaciones requieren
por tanto el analisis manual en el dominio del tiempo. Por ello, se decidié

realizar también el andlisis de la FV en este dominio.

En lo que respecta al analisis de la FV en el dominio del tiempo, esto
es, la determinacién de los intervalos entre electrogramas que expresan la
activacién eléctrica durante la 'V y que requieren de la deteccién de los
instantes de activacién -referida en el subapartado 1.1.9— ésta adquiere
relevancia cuando se aborda la necesidad de construir mapas de activacién que
reflejan de manera lo més fiel posible la realidad electrofisiolégica del corazén
(ver subapartado 1.5.3). Asimismo, es util para la determinacién de la
frecuencia de activacién miocédrdica y del periodo refractario durante la FV
(ver subapartado 1.5.4) as{ como de la velocidad de conduccién (ver

subapartado 1.5.5).

El desarrollo de algoritmos que permitan la identificacién de
activaciones miocardicas locales es uno de los principales aspectos del
procesado de sefial en el ambito de la electrofisiologfa cardfaca [367]. Como
hemos visto, en los EGMs unipolares, la activacién del tejido miocérdico que
se encuentra justo debajo del electrodo de registro se observa como una
deflexién negativa brusca. Por otra parte, dado que los miocitos que se
despolarizan no estdn aislados sino que forman parte de un tejido, las
deflexiones que se detectan como activaciones miocardicas deberdn tener
activaciones vecinas de forma que el frente de onda de despolarizacién tenga
continuidad espacio-temporal. Asi pues, se identifican las activaciones

miocdrdicas locales con deflexiones negativas bruscas y de suficiente amplitud
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en el EGM que conservan continuidad espacio-temporal con sus vecinas [55,

1197].

1.5.3 Complejidad de la activacién

El trazado de las lineas is6cronas (a partir de los instantes de
activacién detectados) para obtener los mapas de activacién proporciona
informacién sobre la dindmica de la activacién miocédrdica. Dichos trazados se
asocian a patrones de activacién caracteristicos: frentes de onda simple,
afloramientos y reentradas. Asf, las lineas isécronas paralelas sobre el mapa
indican una transmisién 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 is6cronas convergentes en un punto
indicarfan una reentrada. Las d4reas de bloqueo de la conducciéon se
caracterizan por la presencia de saltos bruscos en los tiempos de activacién de
zonas adyacentes. La identificacién de los patrones de activacién presentes en
un mapa de activacién permite su clasificacién atendiendo a criterios de

complejidad [1207].

La evaluacién de la complejidad durante la arritmia implica la
obtencién y analisis de mapas de activacién, y aporta informacién sobre la
organizacién de la activacién miocdrdica. Un aumento del ntimero de frentes,
y por tanto de la complejidad, se ha relacionado con la perpetuacién de los
procesos fibrilatorios, mientras que la reduccién de la misma facilitarfa la
interrupcién de la FV [1217. El ntimero de frentes depende del tamaiio de los
circuitos reentrantes, y el tamaiio estd relacionado con la longitud de onda del
proceso de activacién (periodo refractario x velocidad de conduccién) asf
como con la duracién de la ventana de excitabilidad [957. Las alteraciones en
el patrén de activacién miocédrdica durante el proceso de FV por tanto estdn
ligadas a modificaciones electrofisiolégicas que afectan a la duracién del PA, a

la refractariedad y a la dispersién de la misma [89, 677].
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1.5.4 Refractariedad

A diferencia del test del extraestimulo ventricular, que también nos
permite la determinacién de la refractariedad, la determinacién de este
parametro durante la FV constituye una estimacién méds real de la
refractariedad en una situacién que excluye una estimulacién externa al
propio corazén, como es el caso del test del extraestimulo. En este sentido, se
han postulado métodos alternativos para determinar la refractariedad local en
fibrilacién [1227. Entre ellos, se encuentra aquel que asocia el percentil 5 del
histograma de intervalos entre activaciones sucesivas a un indicador de

refractariedad, por estar relacionado con el periodo refractario funcional
[1227.

La determinacién del periodo refractario durante la FV nos informa
de la capacidad del tejido miocardico ventricular para permitir el paso de
frentes de activacién sucesivos en tanto el tejido no se halla en periodo
refractario. A su vez, la refractariedad ha sido relacionada tanto con la
aparicién como con la estabilizacién de las arritmias reentrantes [1237. Por
ello, el estudio de la modificacién de la refractariedad por el estiramiento se

hace necesario para analizar el factor arritmogénico de este Gltimo.

1.5.5 Velocidad de conduccion

Durante la FV se produce una actividad eléctrica desordenada en los
ventriculos, consecuencia de miultiples frentes de onda simultidneos que
despolarizan irregularmente el tejido cardfaco. Tanto la refractariedad como
la velocidad de conduccién locales son pardmetros relacionados estrechamente
con la aparicién de arritmias (ver subapartado 1.3.3). De hecho, un
enlentecimiento de la conduccién o un acortamiento de la refractariedad son
factores electrofisiolégicos que favorecen la aparicién de arritmias por

reentrada y la perpetuacién de las mismas [41, 937].
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1.6 Resumen de la introduccion y justificaciéon de la

investigacion

Esta Tesis Doctoral se centra en estudiar los mecanismos implicados
en las respuestas electrofisiolégicas al estiramiento local agudo ventricular,
mediante el analisis de las modificaciones farmacolégicas de dichas respuestas,
a partir de las sefales de electrograma de superficie adquiridas mediante

electrodos multiples epicérdicos.

Por este motivo, se han presentado en los apartados anteriores
diversos conceptos. En el subapartado 1.1 se han sentado las bases de la
electrofisiologfa cardfaca, explicando los conceptos de potencial de accién y
del acoplamiento excitacién-contraccién, en el que la intervencién del Ca2+
tiene un papel esencial, y las caracteristicas de los electrogramas, sefales
analizadas en la presente Tesis Doctoral. En el subapartado 1.2, se ha visto
cémo el estiramiento miocédrdico modifica las propiedades electrofisiolégicas
del miocardio, sus efectos mecédnicos sobre el miocardio, la influencia del Ca2*
en los mismos y algunos de los mecanismos que pueden explicar dichos
efectos. En el subapartado 1.3, se ha descrito la fibrilacién ventricular, cuyo
desencadenamiento es consecuencia de los efectos pro-arritmicos del
estiramiento. Ademds, el andlisis del proceso fibrilatorio es el método utilizado

en este trabajo para estudiar los efectos electrofisiolégicos del estiramiento.

Sobre la metodologia utilizada para llevar a término la investigacién,
en el subapartado 1.4.1 se hablé del interés de estudiar diversos pardmetros
obtenidos a partir de registros extracelulares, en el 1.4.2 de la adecuacién de la
especie al presente estudio, y en el 1.4.3 de las técnicas de cartografia eléctrica

utilizadas para el estudio de la electrofisiologia cardfaca.
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Sobre los aspectos objeto de estudio, en el apartado 1.5 se mostré el
interés concreto de cada uno de ellos para conocer su relacién con las

propiedades electrofisiolégicas modificadas por el estiramiento.

Por todo ello, se ha encontrado procedente y justificado proponer la
presente investigaciéon con la finalidad de estudiar los efectos

electrofisiolégicos del estiramiento y los mecanismos implicados en él.
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Capitulo 2

2. Material y Métodos

2.1 Material

2.1.1 Animales de experimentacién

Para este estudio, se utilizaron 44 conejos machos, de raza White

New Zealand, con una edad de 11 semanas y un peso medio de 3,2 & 0,2 kg.

2.1.2 Reactivos

Los distintos reactivos que se utilizaron en el trabajo experimental

fueron los siguientes:

= CaCly,, MgCl,, KCl, NaH,PO4, NaHCOs, NaCl y glucosa (Panreac
Quimica, Barcelona, Espafia) para la preparacién de la solucién de

Tyrode

® Heparina sédica al 5% (Mayne Pharma, Melbourne, Australia) para la

heparinizacién del animal

* Tiopental sédico (B Braun Medical, Barcelona, Espafia) para el

sacrifico del animal
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= Losartédn, para bloquear los receptores tipo 1 de angiotensina II (AT}))

= BQ-123, para bloquear los receptores tipo A de endotelina (ET4)

EIPA , para inhibir el intercambiador Nat/H+*

= Ranolazina, para inhibir la corriente tardia de Na+

2.1.3 Instrumentacion

Los animales se pesaron con una balanza Soehnle(Nassau an der Lahn,
Deutschland), y el peso de las distintas sustancias utilizadas se realizé con una

balanza de precision (Precisa Gravimetrics, Dietikon, Suiza).

El agua destilada utilizada para las distintas soluciones preparadas se
obtuvo de un sistema de destilacién de agua Millipore (Billerica, MA,

EEU.U)

Para llevar a cabo el protocolo experimental descrito en el apartado
2.2.2, se utiliz6 un sistema de estimulacién compuesto por los elementos que

se detallan a continuacién.

= Electrodo de estimulacién ventricular, bipolar, de acero inoxidable,

con didmetro de 0,125 mm, y separacién entre electrodos de 1 mm.

® Estimulador Grass®, modelo S88 (Grass Instruments Inc., Quincy, MA,
EE.UU.) —al que se conect6 el electrodo bipolar de estimulacién—,
provisto de una unidad de aislamiento de estimulos (modelo SIU5, de
la misma firma). El estimulador permite emitir pulsos de corriente y
controlar parametros tales como la frecuencia de estimulacién, el

ntmero, la intensidad y la duracién de los estimulos (figura 2.1).
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Figura 2.1. Estimulador Grass, modelo S88,
utilizado en los experimentos desarrollados durante
esta Tesis Doctoral.

Para el registro de la actividad eléctrica, se utilizaron los electrodos
de registro y el sistema de cartografia de la actividad eléctrica cardfaca

descritos a continuacién:

= Electrodo de registro del auriculograma, bipolar, de plata clorurada,

con didmetro de 0,5 mm y separacién entre electrodos de 1 mm.

= Dos electrodos multiples con 121 y 119 electrodos unipolares, con

una separacién entre electrodos de 1 mm, para el registro de los

electrogramas ventriculares (figura 2.2).

Figura 2.2. Electrodos miiltiples de registro con 121 (a) y 119 (b) electrodos unipolares
utilizados en los laboratorios del Grupo de Electrofisiologia Cardfaca (GRELCA) de la
Universitat de Valéncia durante los experimentos llevados a cabo en esta Tesis Doctoral.
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= Sistema de cartografia de la actividad eléctrica cardfaca (MapTech,
Waalre, Holanda), para la adquisicién, la digitalizacién y el procesado
de las sefales electrogréficas ventriculares: 256 canales, ganancia de
50-300, ancho de banda de 1-400 Hz, frecuencia de muestreo por
canal de 1 kHz y resolucién de 12 bits. En la figura 2.3 se muestra el
sistema, constituido por una etapa de acondicionamiento de sefiales y
digitalizacién, un PC con una tarjeta de adquisicién de datos y el
software necesario (descrito en el apartado 2.1.4) para la

monitorizacién de las sefiales durante el experimento.

(b)

Figura 2.3. Sistema de cartografia MapTech (vista frontal donde se observan los
conectores de los electrodos en (a)) y sofiware PaceMap de representacién y analisis
(b) que se dispone en las instalaciones de GRELCA de la Universitat de Valencia.

Por otra parte, para la preparacién de corazén aislado de conejo se
utilizé un sistema de perfusién del corazén compuesto por un sistema de
soporte metabdlico tipo Langendorft, una bomba peristaltica (Cole-Parmer
Instrument co., Vernon Hills, IL, EEEU.U.) y una bomba circulante de
calentamiento (Neslab Instrument Inc., Porstsmouth, NH, EE.U.U.) (figura
2.4). En el montaje utilizado, y tal y como se muestra en la figura 2.4, El
liquido nutricio se almacena en un recipiente conectado a una bala de
carbégeno que permite su oxigenacién y se bombea al sistema mediante una
bomba peristéltica. Este se calienta hasta llegar al corazén gracias a la accién

de una bomba de calentamiento que mantiene agua destilada a 40 °C
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circulando en el sistema. Mediante este procedimiento la temperatura del

liquido nutricio perfundido a través de la aorta se mantiene a 37 °C.

Bomba circulante
de calentamiento

Sistema Langendorff

37°C
—
Bf)m,b‘? Bomba de
peristaltica calentamiento!
Filtros
Oxigenacion
Sistema
Langendorff
Tyrode
- - Corazén aislado

Carbdgeno y Tyrode

Corazén
aislado

Figura 2.4. Sistema de perfusién del corazén: sistema Langendorff, bomba peristaltica y
bomba circulante de calentamiento, utilizado en los laboratorios de GRELCA durante las
pruebas experimentales realizadas en esta Tesis Doctoral.

Para administrar las dosis de los distintos farmacos, se utilizé una

bomba de infusién IVAC P4000 (CareFusion, Rolle, Suiza) (figura 2.5).

Figura 2.5. Bomba de infusién IVAC-P4000, como la utilizada
durante los experimentos llevados a cabo en esta Tesis
Doctoral.
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Por dltimo, se utilizé un dispositivo en forma de L para producir el
estiramiento local. El dispositivo estd compuesto por un tubo hueco de 3,5
mm de didmetro, en cuyo interior se puede deslizar un vastago de 1,56 mm de
diametro para que su extremo distal, que consiste en una plataforma circular
de 7,56 mm de didmetro, protruya y permita inducir un grado controlado de

estiramiento en una zona limitada de la pared ventricular.

2.1.4 Software

En la fase de adquisicién de las sefiales eléctricas durante los
experimentos, y en el posterior procesado y andlisis de los datos obtenidos, se
utilizaron fundamentalmente dos entornos de trabajo. Por una parte, el
software PaceMap (Waalre, Holanda) (figura 2.6) incorporado en el sistema de
adquisicién MapTech, y por otro lado, en MatLab (Mathworks Inc., Natick, MA,
E.E.U.U.) se desarrollaron los cédigos necesarios para extraer la informacién

de los registros.

PaceMap es el software del sistema de mapeo cardiaco utilizado en la
captura y analisis de electrogramas en los experimentos, y funciona bajo el
sistema operativo Windows (Microsofi, Redmond, WA, E.E.U.U.). Realiza las
tunciones de configuracién de la adquisicién, permitiendo el cambio de la
ganancia, frecuencia de muestreo, control del registro, edicién del registro,
selecciéon de tramos de las sefiales, etc. Este software permite, una vez que los
registros han sido almacenados en el ordenador, su visualizacién canal a canal
y la realizacién de diversas operaciones relacionadas con la cartogratia de la
actividad eléctrica cardiaca o el marcado de instantes de activacién en los
electrogramas. Previamente, es necesario definir y proporcionar al programa
las matrices de correspondencia electrodo-canal que codificardn la distribucién

espacial de las sefiales.
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Figura 2.6. Detalle del programa Pacemap con un registro de F'V. (a) Pantalla en la que se
pueden observar los electrogramas correspondientes a 12 electrodos ventriculares. (b)
Matriz de correspondencia electrodo-canal del electrodo multiple situado en la ZE: cada
una de las celdas corresponde a cada uno de los 121 electrodos de la matriz; en la parte baja
de la pantalla podemos observar 2 segundos del electrograma correspondiente al electrodo
seleccionado (celda negra). Abreviaturas: ZE = zona modificada por el estiramiento.

MatLab R2010 (Mathworks Inc., Natick, MA, ELE.U.U.) es un software
que ofrece un entorno de desarrollo integrado con un lenguaje de
programacién propio, sobre el que se desarrollaron los cédigos necesarios
para el tratamiento de los datos del estudio. Entre estos c6digos cabe destacar
la herramienta MedMap. Dicha herramienta posibilita la comprobacién y
validacién de los espectros de frecuencia de las sefiales de I'V registradas.
Permite importar los archivos de sefales generados por PaceMap,

automatizando el andlisis espectral de las mismas.

Por dltimo, para el tratamiento estadistico de los datos, se utilizé el

paquete estadistico SPSS® 17.0 (IBM, Armonk, NY, EEE.U.U.).
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2.2 Métodos

2.2.1 Preparacion experimental

La descripcion de la preparacién experimental puede observarse en la
figura 2.7. Los animales se sacrificaron mediante una inyeccién intravenosa de
tiopental sédico (60 mg/kg) con 800 u. i. de heparina sédica, a través de la
vena marginal de la oreja. A continuacién, y mediante una toracotomfa
mediosternal y una pericardiotomfa, se extrajo el corazén rapidamente,
seccionandolo por su pediculo vascular, sumergiéndose en una solucién de
Tyrode a baja temperatura (1-5 °C) para su posterior manipulacién sin
deterioro metabdlico del tejido cardiaco. Tras seccionar la arteria pulmonar y
a continuacién disecar la arteria aorta ascendente, se conectd a través de la
citada arteria al sistema Langendortft, donde se fij6 mediante un hilo de seda
de 1-2 mm de didmetro, perfundiendo el corazén con la solucién de Tyrode a
37+ 0,5 °C, cuya composicién milimolar (mM) es la siguiente: NaCl 130; KCl1
4,7; CaCls 2,2; MgCl, 0,6; NaHoPO, 1,2; NaHCOs 24,2; y 12 glucosa. E1 pH se
mantuvo a 7,4. La oxigenacién y soporte de pH de la solucién de Tyrode se
efectué con carbégeno (95% Oz y 5% CO,). La presién de perfusion inicial se

fij6 en 60 mmHg.
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Figura 2.7. Preparacién experimental: inyeccién de tiopental a través de la
vena marginal izquierda para sacrificio del animal (a), extraccién del
corazén mediante toracotomia y pericardiotomia (b), corazén sumergido en
la solucién de Tyrode frio (c), insercién de la aorta en la cdnula del sistema
(d), y preparacion fijada al sistema (e).

Una vez ubicado el corazén en el sistema, se eliminaron los restos de
los demés tejidos (pulmén, restos de pericardio, etc.). Posteriormente,
mediante una pequena seccién en la auricula izquierda, se procedié al corte de
las cuerdas tendinosas de la valvula mitral, con el fin de hacerla insuficiente y
permitir el escape, en su caso, de liquido por la auricula izquierda. Mediante
este procedimiento se evitan posibles acumulaciones de Tyrode en el
ventriculo izquierdo, en el caso de que la vélvula adértica mostrara cierta

insuficiencia, y con ello se impide la sobrecarga ventricular.

El sistema de perfusién tipo Langendorff, que hemos descrito y
mostrado previamente en la figura 2.4, permite la llegada al corazén del
Tyrode con oxigeno, diéxido de carbono y los nutrientes necesarios a través
de la aorta ascendente. Se trata de una perfusiéon hacia el sistema de vasos

coronarios (la perfusién cierra la védlvula adrtica y fuerza la circulacién del
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fluido por las arterias coronarias durante el periodo diastélico, como ocurre en
el ciclo cardiaco normal, las cdmaras izquierdas del corazén permanecen sin
liquido, y los ventriculos se contraen contra la presién atmosférica de su
interior). El liquido de perfusién es impulsado desde un depésito exterior,
donde se oxigena, hasta la parte més elevada del sistema por medio de una
bomba peristaltica, tras un filtrado previo para evitar el paso de particulas de
excesivo tamano que pudiesen causar una posible obstruccién de los vasos
coronarios. Una vez en el sistema tubular, el liquido se calienta mientras va
descendiendo hacia el corazén hasta alcanzar una temperatura de 37 °C en la

raiz de la aorta.

Tras la ubicacién del corazén en el sistema de perfusién y su
adecuacion, se introdujo el dispositivo en forma de L, a través de la aurfcula
izquierda en el interior de la cavidad ventricular izquierda (figura 2.8 y figura
2.9), con el fin de producir el estiramiento local en la pared libre del ventriculo
izquierdo, en el momento indicado del protocolo experimental. El extremo
distal del védstago, al deslizar éste en el interior del dispositivo, protruye,
dando lugar a un grado controlado de estiramiento en una zona limitada de la
pared ventricular. Para evitar desplazamientos inapropiados, el dispositivo se
fij6 proximal y distalmente a soportes externos. La parte superior del
dispositivo se fij6 con pinzas situadas por encima de la aurfcula izquierda,
mientras que en la parte inferior se utiliz6 un hilo de sutura anudado al angulo
del tubo en forma de L y exteriorizado a través del dpex ventricular, para

fijarlo a otro apoyo externo.
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ZE ZNE

VI (ANT) VI (PST)

Figura 2.8. Esquema del corazén con el dispositivo utilizado para
producir el estiramiento en el interior de la cavidad ventricular, y con
los dos electrodos de registro situados en la parte anterior y posterior
del ventriculo izquierdo, abarcando la ZE y la ZNE. Abreviaturas:
VI(Ant) = parte anterior del ventriculo izquierdo; VI(Post) = parte
posterior del ventriculo izquierdo; ZE = zona modificada por el
estiramiento; ZNE = zona no modificada por el estiramiento.

La ubicacién de los electrodos de registro y estimulacién se describe a
continuacién. La figura 2.8 muestra una representacién esquemadtica de la
distribucién de los electrodos y la fotografia de la figura 2.9 muestra una vista
real de la ubicacién de los mismos (tomada desde la pared posterior del

ventriculo izquierdo).

Se situé el electrodo bipolar para el registro del electrograma
auricular en el haz interauricular de Bachman. Los electrodos multiples de
121 y 119 electrodos unipolares se ubicaron en la superficie epicérdica de la
pared libre del ventriculo izquierdo: uno de ellos en la zona donde se aplicarfa
el estiramiento local, que denominamos zona estirada (ZE), situada en la

porcién media de la pared anterior, y el otro electrodo en la zona no
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modificada por el estiramiento, que denominamos zona no estirada (ZNE),

situada en la porcién media de la pared posterior (figura 2.8 y figura 2.10).

Electrodo
indiferente
Electrodo
auricular
Estirador
Electrodo ZE Electrodo ZNE

Electrodo de
estimulacion

Figura 2.9. Detalle de la distribucién de elementos durante la realizacién del protocolo
experimental. Abreviaturas: ZE = zona estirada; ZNE = zona no estirada.

El electrodo bipolar de estimulacién ventricular se ubic6 en la zona
central (o superior) que quedaba libre entre los electrodos miultiples de
registro, siendo utilizado para la induccién de la FV mediante estimulacién a
frecuencias crecientes. El electrodo indiferente consistié en una placa de

Ag/AgCl de 4 X 6 mm ubicada sobre la aorta canulada.
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Electrodo
indiferente

Al

VD

Electrodo ZNE

Electrodo ZE (PPVI)

(PAVT)
VI

Electrodo de
estimulacion

Figura 2.10. Representacién esquemdtica de la distribucién de los
electrodos de registro y estimulacién durante la realizacién del protocolo
experimental. Abreviaturas: AA = arteria aorta; AI = auricula izquierda;
VD = ventriculo derecho; VI = ventriculo izquierdo; PAVI = pared
anterior ventriculo izquierdo; PPVI = pared posterior ventriculo izquierdo;
ZE = zona estirada; ZNE = zona no estirada.

Los registros electrogrificos se obtuvieron con el sistema de
cartografia epicardica de la actividad eléctrica (MapTech). La discrepancia
entre el nimero de electrodos unipolares y el de canales ttiles resultantes se
debe a condicionantes de conexién con el sistema de registro MapTech
descrito en el subapartado 2.1.3. Los estimulos eléctricos se aplicaron con un
estimulador Grass 8§88 (ver apartado 2.1.3) y consistieron en impulsos
rectangulares con una duracién de 2 ms y una amplitud doble del umbral
diastélico. En la figura 2.11, se resume de forma esquemdtica el sistema

experimental con todos sus componentes.
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PC
Adquisicion de datos
37°C
Bomba |1 gombade — . Pacemap Maptech
peristaltica || calentamiento Cémara de

Filtros

perfusion T E ? @_ D H

Sefiales del electrodo ZE

OO

Estimulador

Oxigenacion

Sistema Langendorff

Tyrode

Sefiales del electrodo ZNE

Corazén
aislado

—

Figura 2.11. Representacién esquemadtica del sistema experimental utilizado en una
preparacién de corazén aislado de conejo: sistema de perfusion, sistema de estimulacién y
sistema de registro.

2.2.2 Protocolo experimental

Se realizaron cinco series experimentales: 1) serie control (n=9), 2)
serie durante la perfusién del antagonista de los receptores tipo 1 de
angiotensina II losartan (n=8), 8) serie durante la perfusién del antagonista de
los receptores tipo A de endotelina BQ-123 (n=9), 4) serie durante la
perfusién del inhibidor del intercambiador Na+/ H+ 5-(N-ethyl-N-isopropyl)-
amiloride (EIPA) (n=9), 5) serie durante la perfusién del inhibidor de la

corriente tardfa de Na* ranolazina (n=9).

El protocolo experimental realizado fue idéntico para todas las series.
Quince minutos después de la colocacién del corazén en el sistema, tiempo
durante el cual se posicionaron los electrodos en la superficie epicardica de la
pared anterior y posterior del ventriculo izquierdo (abarcando la zona
modificada y la no modificada por el estiramiento), se introdujo el dispositivo
para producir el estiramiento, y una vez estabilizada la preparacién, se

procedié a la realizacién del siguiente protocolo (figura 2.12):
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Determinacién del flujo coronario, para fijar la velocidad de infusién
de la bomba correspondiente a la centésima parte del flujo
coronario/hora. Para ello, se recogié y midié el liquido de perfusién

(Tyrode) que drena desde la preparacién durante 1 minuto.
Determinacién del umbral de estimulacién ventricular.

Infusién del farmaco correspondiente a cada serie desde 15 minutos
antes del protocolo electrofisiolégico con una velocidad de infusién
calculada a partir del flujo coronario: losartdn a una concentracién de

1 uM, BQ-123 a una concentracién de 0,1 uM, EIPA a una

concentracién de 1 uM o ranolazina a una concentracién de 5 WM.
Las concentraciones de todas las sustancias estaban en el rango de las
concentraciones referenciadas utilizadas en estudios experimentales
[25, 80, 31, 1247. La infusién se mantuvo hasta la finalizacién del

experimento.

Induccién de la FV mediante estimulacién a frecuencias crecientes
desde 4 hasta 20 Hz, manteniendo la perfusién coronaria durante la
arritmia. La estimulacién ventricular se efectué incrementando
lentamente la frecuencia, con una intensidad de estimulacién del doble
del umbral diastélico, hasta desencadenar la FV o perder la captura
ventricular. Si no se desencadenaba la arritmia, el procedimiento se

repetfa las veces necesarias hasta conseguirlo.

Registros (10 segundos) de la actividad fibrilatoria, cada minuto

durante 5 minutos.

Tras estos 5 minutos, se produjo el estiramiento miocardico
desplazando el vastago del dispositivo intraventricular 6 mm, dando
asf lugar en la zona estirada a incrementos longitudinales del 12% a

lo largo de los ejes vertical y horizontal [7, 8, 857; y se mantuvo
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durante 10 minutos. Durante esta fase, se realizaron registros (10

segundos) de I'V cada minuto.

7. Tras estos 10 minutos, se retiré el estiramiento. Tras la supresiéon del
mismo, se efectuaron registros (10 segundos) de I'V cada minuto

durante 5 minutos.

8. Medida del peso de los corazones.

Para el estudio de cada una de las series, se consideraron 2 zonas: la
zona estirada en la pared anterior del ventriculo izquierdo (ZE) y la zona no

estirada en la pared posterior del ventriculo izquierdo (ZNE).

Flujo coronario | | FV: registros (10 s) cada minuto |
\ 4 A A A 4

: Pre-estiramiento Estiramiento Post-estiramiento
. 5 min 10 min 5 min

Induccion FV a Losartan (1uM) Peso corazén

frecuencias crecientes BQ-123 (0,1uM)

EIPA (1uM)

‘I I I III HH Ranolazina (5uM)

Figura 2.12. Esquema detallado del protocolo experimental.
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2.2.3 Definicién y determinacién de los pardmetros analizados

En el apartado 1.5 se presenté el interés de su planteamiento. Se han
obtenido diferentes parametros a partir de sefiales registradas en las dos zonas
sometidas a estudio: la modificada por el estiramiento (ZE) y la no modificada
(ZNE). La forma en la que se han determinado dichos pardmetros se describe

en los cuatro siguientes subapartados.

2.2.8.1 Andlisis espectral

Se utiliz6 el periodograma modificado de Welch [[1257] para obtener
el espectro de potencia de las sefiales registradas con cada uno de los
electrodos unipolares situados en las dos zonas de estudio, ZE y ZNE. El
periodograma se calculé para los primeros 4 segundos de cada sefal (4096
puntos, frecuencia de muestreo 1 kHz), fragmentando este intervalo en 8
segmentos con un solapamiento del 50% y aplicando la ventana de Hamming.

Se obtuvo para cada canal de las 2 zonas:

= la frecuencia dominante (FD) de la sefial fibrilatoria, expresada en Hz
y definida como la frecuencia que muestra el pico maximo de densidad
espectral de potencia (PSD) [1267, ésta calculada a partir del

cuadrado de la amplitud de la sefial (figura 2.13), y

* la concentracién espectral (CE), calculada como el cociente del area
del espectro de potencia contenida en el intervalo FD + 0,5 Hz,
dividido por el area total del espectro de potencia de la sefial (figura

2.14).
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Figura 2.13. Sefial temporal de FV y su espectro de potencia. La frecuencia dominante es
la frecuencia con el pico maximo de densidad espectral de potencia. Para una mayor
claridad, el registro mostrado corresponde a una ventana de 2 segundos, aunque los
espectros se obtuvieron a partir de bloques de datos de 4096 puntos (padding) con una
frecuencia de muestreo de 1kHz. Abreviaturas: PSD = densidad espectral de potencia;
FD = frecuencia dominante; Hz = hercios.

FD-0,5Hz  FD+0,5Hz
1 1
CE

PSD normalizado
o
[6,]

0 ~FD " T T \

0 10 20 30 40 50

Frecuencia (Hz)

Figura 2.14. Espectro de potencia correspondiente a una sefal de FV. La
concentracién espectral es el porcentaje del total del espectro de potencia
contenido en el intervalo FD £ 0,5 Hz. Abreviaturas: PSD = densidad
espectral de potencia; FD = frecuencia dominante; Hz = hercios; CE =
concentracién espectral (en %).

Este andlisis se realizé justo antes del estiramiento (es decir, cinco
minutos tras el inicio de la FV), cada minuto durante el estiramiento y cada
minuto tras la supresién del mismo, y se obtuvieron los promedios de la FD y
de la CE parala ZE y la ZNE. El anélisis de la evolucién en el tiempo de la

FD durante las tres fases experimentales permitié ademas identificar el
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instante de maximo efecto del estiramiento y el tiempo necesario para la

desaparicion de los efectos del estiramiento tras la supresiéon de éste.

Antes de procesar la sefial para obtener los parametros estudiados, se
realiz6 un pre-procesado de la misma para analizar la calidad de la sefial de
cada uno de los electrodos unipolares con el fin de rechazar aquellos canales
que presentaban una sefial con una baja amplitud o aquéllos en los que no se

capturaba actividad eléctrica cardiaca.

2.2.8.2 Andlisis de la FV en el dominio del tiempo

Para la obtencién de los pardmetros descritos en este subapartado, fue
necesario determinar previamente los tiempos de activacién local miocardica.
El algoritmo utilizado se describe a continuacién [557. En primer lugar, se
calcula la derivada de cada uno de los electrogramas, utilizando un filtro

derivador de 2 puntos:

yin]=x[n+1]-x[n-1] (2.1)

donde x[n] es la senal de EGM e y[n] es su derivada.

Tras eliminar los instantes en los que la derivada es positiva, se
detectan los instantes en los que la derivada negativa supera un determinado
umbral (-0,2 mV/ms en este estudio). Consideramos que los instantes
detectados son los posibles instantes de activacién miocardica (IA). En el caso
de que se detecten dos IAs consecutivos con una separaciéon temporal menor a
la minima exigida (30 ms), se selecciona aquel IA en el que el EGM presente

mayor pendiente (mayor derivada absoluta).

Ademds, para incrementar la robustez de la deteccién ante
oscilaciones de la linea base, se establece que las deflexiones correspondientes
a los IAs, para ser consideradas como deflexién local, deben cruzar un umbral

de amplitud, fijado como el 20% del méaximo valor del EGM. En caso de que
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no superen dicho umbral, el algoritmo analiza todos los canales disponibles en
un radio de 2 mm (2 electrodos), centrado en el canal con el IA no confirmado.
Para que el TA sea considerado como instante de activacién confirmado, al
menos la mitad de los canales vecinos disponibles tienen que tener un IA
detectado y confirmado (es decir, un IA en el que la deflexién supere el umbral
de amplitud) en una ventana de 10 ms centrada en el IA no confirmado. Si no

se cumple ese criterio, el IA no confirmado se elimina.

La eleccién de los umbrales de pendiente y de amplitud se realizé
mediante una budsqueda, probando distintas combinaciones de valores, y
evaluando la sensibilidad y el valor predictivo positivo (VPP) del detector.
Para los valores especificados anteriormente, la sensibilidad del algoritmo de

deteccién fue de 89,4% y el VPP alcanz6 el 91,0% [557].

En la figura 2.15 se muestra el diagrama del funcionamiento del
detector basado en la méxima derivada negativa, y la figura 2.16 muestra un

ejemplo del comportamiento del algoritmo de deteccién.

Deteccion de instantes Se descartan los IAs ¢ EnelIA el EGM supera
ek con derivada méas 1As | consecutivos con una el umbral de amplitud S|, 1A confirmado
negativa que un umbral separacion menor (> 20% maximo valor
establecido de30ms del EGM) ? J

J.No
¢ >50% de canales |
Andlisis de los canales vecinos con un 1A
vecinos (radio = 2mm) confirmado en una
ventanade 10 ms? |

IA confirmado

No

IA descartado

Figura 2.15. Diagrama del funcionamiento del detector de maxima derivada negativa.
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Figura 2.16. Ejemplo de deteccién de instantes de activacién miocérdica local en la senal
(a) y en su derivada (b). Los puntos rojos corresponden a los instantes de maxima derivada
negativa detectados en (b), donde el algoritmo marca los instantes en los que la derivada
negativa supera el umbral establecido (-0,2 mV/ms, linea discontinua).

En la figura 2.17 se muestran las marcas definitivas en los instantes

en los que se produce la despolarizacion, asi como el intervalo de tiempo entre

T

t, 4 s s t, tg... t

n

ellos.

4 5

Figura 2.17. Segmento de electrograma en IV donde se muestran las marcas de los
instantes de activacién e intervalos VV (t;).
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Los parametros obtenidos en el dominio del tiempo fueron los

siguientes:

= Intervalo VV de la FV: se define como el tiempo transcurrido entre
dos activaciones locales consecutivas en el ventriculo (figura 2.17).
También se hace referencia a dicho parametro con el nombre de

intervalo de activacién ventricular o intervalo fibrilatorio.

Se determiné para cada canal de los multielectrodos situados en la ZE
y en la ZNE el promedio de los intervalos VV durante periodos de tiempo de
dos segundos analizados en tres etapas: pre-estiramiento (inmediatamente
antes del estiramiento), durante el estiramiento (3¢" min del estiramiento), y
post-estiramiento (3 min después de suprimir el estiramiento). Se obtuvo
entonces el valor promedio de los VV de cada una de las dos zonas (ZE y
ZNE), en cada una de las tres etapas (pre-estiramiento, estiramiento y post-
estiramiento). Se eligieron estas tres ventanas de tiempo tras realizar el
analisis espectral, que nos permitié localizar el instante de maximo efecto del
estiramiento y el tiempo necesario para la desaparicién de los efectos del
estiramiento tras la supresién de éste, como se ha descrito en el apartado

anterior.

Por otra parte, se construyeron los histogramas de los intervalos VV
para las ZE y ZNE (figura 2.18), en los tres instantes mencionados

anteriormente, y a partir de ellos se determiné:

®= Percentil 5 de los intervalos VV durante la FV (Pct5): se
considera este pardmetro como una aproximacién del periodo
refractario funcional durante la FV (PRFFV) (ver apartado 1.5.4)
[1227, es decir, es un parametro representativo de la refractariedad
del tejido miocardico. El Pct5 representa, en una distribucién normal

(histograma) de los intervalos VV, el valor (en ms) por debajo del
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cual quedan englobados el 5% de todos los intervalos VV (figura

2.18).

[ ] Datos experimentales
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Figura 2.18. Estimacién del PRFFV mediante la determinacién del Pct5 de la distribucién
normal de los intervalos VV.

PRFFV

n

2.2.8.8 Andlisis de los mapas de activacion epicirdica durante la F'V

Para realizar el andlisis de los mapas de activacién epicardica durante
la F'V, se analizaron segmentos de un segundo (el primero de los dos segundos
especificados en el apartado anterior) extraidos de los registros de IV
obtenidos en los tres instantes descritos en el apartado 2.2.3.2 (pre-
estiramiento, estiramiento y post-estiramiento), en ambas zonas (ZE y ZNE),
teniendo presente que en el modelo utilizado, en el que se impide el deterioro
metabodlico al mantener la perfusién coronaria, la FV es estable durante el
tiempo en el que se mantiene la arritmia [127]. El segmento analizado se
dividié en ventanas de tiempo consecutivas —distanciadas entre s de 100 ms—,

y en cada ventana se construy6 el mapa de activacién miocérdica mediante el
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trazado de las isécronas de activacién (regiones activadas en un mismo
instante), de forma semiautomadtica a partir de la codificacién en colores de los
tiempos de activacién (determinados anteriormente) correspondientes a cada
uno de los electrodos. En cada uno de estos mapas, se identificaron los
distintos patrones de activacién: frentes de onda simples, patrones de
reentrada completa y patrones de afloramiento (figura 2.19); y se realizé el

recuento de dichos patrones para cada mapa analizado.

Se considerd la presencia de una linea de bloqueo cuando las isécronas
entre dos zonas adyacentes presentaban un salto temporal brusco (velocidad
menor de 5 cm/s). Se consideré un patrén de activacién como un patrén de
afloramiento cuando la primera activacién se encontraba en el drea abarcada
por el multielectrodo y se observaba un patrén de activacién centrifuga hacia
las zonas adyacentes. Para identificar la actividad reentrante, se utiliz6 como
gufa la visualizacién en la pantalla de los tiempos de activacién
correspondientes a cada electrodo codificados en color (isécronas),
desplazando sucesivamente el intervalo de tiempo analizado en escalones de
10 ms. Cuando, mediante este procedimiento, se identificaba un frente de
onda, que tras describir una trayectoria circular o eliptica volvia a activar la
zona previamente activada por él mismo, entonces se consideraba dicho frente

como una reentrada completa.
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Figura 2.19. Ejemplos de mapas de activacién ventricular obtenidos durante la FV, en los
que se identifica cada uno de los distintos patrones de activacién: frente de onda simple,
afloramiento y reentrada. Se muestran los tiempos de activacién junto con su codificacién
en colores, asf como las isécronas trazadas a intervalos de 10 ms. Las flechas corresponden
a la evolucién de los frentes de onda. Frente de onda simple: se observa la entrada de un
frente de onda por la parte superior izquierda. Afloramiento: se observa que la activacién
sale desde el centro, de manera centrifuga. Reentrada: se observa una reentrada completa
alrededor de la zona central; la zona de excitacién circula describiendo un giro horario.
Abreviaturas: T.A. = tiempo de activacién.

Cada uno de los mapas analizados fue clasificado en tres categorias
basadas en la complejidad de los mismos y siguiendo un esquema similar al
descrito por Konings et al. 1994 [1207, en el andlisis de los mapas de
activacién durante la fibrilacién auricular (figura 2.20): tipo I (complejidad
baja), tipo II (complejidad intermedia) y tipo III (complejidad alta). El tipo I
corresponde a mapas de activacién con una UGnica activaciéon, el tipo II
corresponde a mapas de activacién con dos activaciones, y el tipo III engloba
los mapas de activacidon con tres o mds activaciones. Se establecieron ademas
las siguientes excepciones: un mapa con una reentrada como tnica activacién

se consider6 de tipo II, y un mapa con una reentrada y una activacién se
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considerd de tipo III. Asimismo en cada mapa, se contabilizé el nimero de

patrones de afloramiento y de patrones de activacién reentrante (reentradas).

Mapas Tipo | Mapas Tipo I Mapas Tipo I TA(ms)

50

50

40

30

?0

(@) () © 10
T.A.(ms)

60
50
40
30
20
(f) ‘ 10

Figura 2.20. Ejemplos de mapas de activacién ventricular obtenidos durante la FV,
clasificados en las tres categorfas basadas en la complejidad: tipo I, tipo II y tipo III. Se
muestran la codificacién en colores de los tiempos de activacién, asf como las isécronas
trazadas a intervalos de 10 ms. Las flechas corresponden a la evolucién de los frentes de
onda. Mapa Tipo I: (a) se observa la entrada de un frente de onda por la parte superior
derecha; (b) se observa la entrada de un frente de onda por la parte inferior. Mapa Tipo II:
(c) se observa la entrada dos frentes de onda simultédneos, uno por la parte inferior derecha
y otro por la parte superior derecha (d) en la zona inferior derecha se observa la entrada de
un frente de activacién que es bloqueado por la entrada del frente desde la zona inferior
izquierda que se desplaza hacia la parte superior del mapa. Mapa Tipo III: (e) se observa
una colisién entre 2 frentes que aparecen desde las esquinas superior e inferior derecha y
un tercer frente que es bloqueado por el desplazamiento de los otros 2; (f) en la zona
inferior izquierda y la zona superior derecha se observa la entrada de 2 frentes simultaneos
y en la zona inferior derecha podemos ver el avance de un frente que es bloqueado por el
que proviene de la esquina inferior izquierda.

(b) (d)

2.2.8.4 Pardmetros electrofisioldgicos

Se determind la refractariedad miocdrdica, mediante el periodo
refractario funcional durante la 'V, y la velocidad de conduccién, a partir de
la informacién proporcionada por el analisis de los mapas de activacién

obtenidos durante la F'V, en las ZE y ZNE, en las tres fases experimentales.
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= Periodo refractario funcional durante la FV (PRFFV): se define
como el intervalo de tiempo mds corto que separa dos respuestas
ventriculares normalmente propagadas durante la FV. Se obtuvo a
partir del percentil 5 de la distribucién de los intervalos VV durante
la FV ya que se considera este pardmetro como una aproximacién del

PRFFV (ver apartado 1.5.4 y subapartado 2.2.3.2).

* Velocidad de conduccién (VC): expresa la rapidez con la que se
propaga la onda de despolarizacién a través del tejido miocardico y se
define como la distancia recorrida por la onda de despolarizacién a lo
largo del miocardio ventricular (expresada en cm) durante un

segundo.

La VC se calculé sobre los mapas de activacién, identificando dos
electrodos situados en una linea de direcciéon perpendicular a las isécronas: la
VC resulta del cociente entre la distancia que separa los electrodos, expresada
en centimetros, y la diferencia entre los instantes de activacién asociados a los
mismos, en segundos (figura 2.21). Para reducir la magnitud del posible error,

la distancia entre electrodos fue mayor que 5 mm.
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Figura 2.21. Calculo de la VC en un mapa de activacién, en el cual se identifican 2
electrodos situados en una linea de direcciéon perpendicular a las isécronas
(direccién del frente de activacién). La VC se calcula como: dag/(tg — ta), donde

dap es la distancia que separa los electrodos, expresada en cm, y ty y tp
corresponden a los instantes de activacién asociados a los mismos, en segundos.

La VC se calcul6 en aquellos mapas en los que los frentes de
activacion atravesaban el area abarcada por el electrodo sin evidencias de
fraccionamiento o afloramiento, y el criterio de seleccién fue la identificacién
de un frente simple de activacién epicdrdica alejado de una activacién mds
compleja. Por otro lado, como los frentes de onda se pueden propagar de
manera no paralela a la superficie epicardica, la velocidad de conduccién real
pudiera ser mas lenta que el valor medido. Para evitar dicha situacién, y el
consiguiente error, se utilizaron Unicamente aquellos mapas en los que la
entrada y la salida del frente de onda se identificaron en los bordes de los
mapas de activacién. Se realiz6é un promedio de 5 determinaciones (5 instantes

seleccionados en el registro de 1 s).
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2.3 Analisis estadistico

Los datos se han presentado como media * desviacién estandar (DE).
La normalidad de las distribuciones de los datos se verific6 mediante el test de
Kolmogorov-Smirnov, y la homogeneidad de varianzas se contrast6 mediante

la prueba de Levene.

Para analizar las diferencias en cada zona de estudio (diferencias
intra-sujeto) y para comparar las series (diferencias entre sujetos), se utiliz6
un andlisis de varianza (ANOVA) de medidas repetidas con correccién post-
hoc de Bonferroni para comparaciones multiples. El analisis de las diferencias
entre variables cualitativas (complejidad) se realiz6 mediante el test chi-
cuadrado para tablas de contingencia. Las diferencias se consideraron

significativas para p<0,05.

2.4 Legislacion

Las condiciones de estabulacién y los procedimientos experimentales
utilizados en el presente estudio fueron realizados de acuerdo con lo
establecido en el Real Decreto 1201/2005, de 10 de octubre, sobre proteccién
de los animales utilizados para experimentacién y otros fines cientificos
(B.O.E 21 de octubre de 2005). El comité ético del Servicio Central de Soporte
a la Investigacién Experimental de la Universitat de Valéncia aprobé todos

los procedimientos utilizados en el presente estudio
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Capitulo 3

3. Resultados

3.1 Efectos del estiramiento local miocardico

En esta serie de experimentos se estudid los efectos electrofisiolégicos

del estiramiento local miocardico.

3.1.1 Efectos del estiramiento local sobre la frecuencia de activacion

durante la FV

Frecuencia dominante (FD)

La figura 3.1 muestra la evolucién en el tiempo de la FD (en Hz) en
las dos zonas de estudio. En la ZE, se observé un aumento de la FD tras el
estiramiento. Las diferencias con respecto a los valores basales —pre-
estiramiento— (13,6 = 2,3 Hz) fueron significativas (p<0,05) desde el primer
minuto de la aplicacién del mismo, as{ como las diferencias con respecto a la
ZNE. El efecto maximo se alcanzé en el minuto 3 (19,1 £ 3,1 Hz, incremento
del 41% respecto al valor basal), seguido de una disminucién gradual en el
tiempo, aunque las diferencias persistieron a los diez minutos del estiramiento.

Después de suprimir el estiramiento, la FD volvié a sus valores basales. La



3. Resultados

ZNE no mostré variaciones significativas de la FD durante el estiramiento y

tras la supresion del mismo, con respecto a los valores pre-estiramiento.

25 7
Xy -O-ZE
20 1
N o154
=)
a
=
10 4
0 T T T T T T T T T T T T T T T
& N 4B X A 9 & N 9 5 %
B R i R R CHR IR AR PR R

Instante temporal

Figura 3.1. Frecuencia dominante (FD) durante la FV en la zona estirada (ZE) y la zona
no estirada (ZNE), obtenida inmediatamente antes del estiramiento, durante cada minuto
del periodo de estiramiento (10 minutos) y tras suprimir el estiramiento (5 minutos). Se
representan valores medios = DE (n=9). Abreviaturas: Pre-est = antes del estiramiento;
Est = periodo de estiramiento en los minutos 1-10; Post = periodo de post-estiramiento en
los minutos 1-5. ¥*p<0,05, tanto Est vs. Pre-est como ZE vs. ZNE.

La figura 8.2 muestra el andlisis espectral de los registros obtenidos
en un experimento de la serie control con uno de los electrodos ubicado en la
ZE y otro en la ZNE. En los espectrogramas correspondientes, se observa el
incremento de la D en la ZE tras el estiramiento y el retorno a sus valores
basales (post-estiramiento). En la ZNE no se observan variaciones de la FD.
Los valores de la FD durante las tres fases experimentales se observan en la

figura 3.3.
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Figura 8.2. Espectrogramas correspondientes a los registros obtenidos en uno de los
experimentos con uno de los electrodos localizado en la zona estirada (ZE) y otro en la
zona no estirada (ZNE).
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Figura 3.8. Frecuencia dominante (FD) durante la F'V en la zona estirada
(ZE) y la zona no estirada (ZNE), obtenida durante las tres fases
experimentales. Se representan valores medios £ DE (n=9). Abreviaturas:
pre-EST = antes del estiramiento; EST = durante el estiramiento; post-
EST = post-estiramiento. ¥*p<0,05 vs. pre-EST; #p<0,05 vs. ZNE.

Intervalos VV

Durante el estiramiento local, en la ZE, el incremento significativo de
la D se acompaiié de una disminucién significativa del intervalo VV medio.
La figura 3.4 muestra los valores del intervalo VV medio en las dos zonas
estudiadas en situacién basal (pre-estiramiento), durante el estiramiento (en el
momento del méximo efecto, min 38) y a los tres minutos de la supresién del
mismo (post-estiramiento). En la ZE se observé una reduccién significativa
del intervalo VV durante el estiramiento (78 * 12 vs. 62 £ 9 ms, p<0,05).
Tras suprimir el estiramiento, el intervalo VV adquirié valores similares a los
obtenidos antes de estirar (81 = 9 ms). La ZNE no mostré variaciones
significativas del intervalo VV durante el estiramiento y tras la supresiéon del

mismo, con respecto a los valores pre-estiramiento.
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Figura 3.4. Intervalo VV durante la 'V en la zona estirada (ZE) y la zona
no estirada (ZNE), obtenido durante las tres fases experimentales. Se
representan valores medios + DE (n=9). Abreviaturas: pre-EST = antes
del estiramiento; EST = durante el estiramiento; post-EST = post-
estiramiento. *p<0,05 vs. pre-EST; #p<0,05 vs. ZNE.

3.1.2 Efectos del estiramiento local sobre la organizaciéon de la

activacion durante la FV

Complejidad de la activacién

La figura 3.5 muestra la complejidad de la activacién miocardica
durante la FV (en la ZE), evaluada mediante los porcentajes de los tres tipos
de mapas de activacién, en cada una de las fases experimentales. Durante el
estiramiento local, la complejidad de la activacién aumenté significativamente
(p<0,05), con un incremento de los mapas mas complejos (tipo III) (83% vs.
62%) y una reduccién de los mapas con complejidad intermedia (tipo II) (60%
vs. 36%) y complejidad baja (tipo I) (7% vs. 2%). Sin embargo, no se
observaron diferencias en los porcentajes de patrones de afloramiento (pre-
estiramiento: 10%, estiramiento: 12%, post-estiramiento: 12%, ns) ni en los
porcentajes de patrones de reentrada completa (pre-estiramiento: 1%,

estiramiento: 2%, post-estiramiento: 1%, ns) (figura 3.6). En la ZNE, no se
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registraron cambios en los porcentajes de los tres tipos de mapas, ni en los

porcentajes de patrones de afloramiento y patrones de reentrada.

o Tipo I
O Tipo I

m Tipo 111
post-EST
BT _ *

pre-EST

Mapas de activacion (%)

Figura 8.5. Porcentajes de los tipos de mapas de activacién de acuerdo a su
complejidad (tipo I, IT o III), observados en la zona estirada en las situaciones
basal, durante el estiramiento y tras la supresién del mismo. Abreviaturas: pre-
EST = antes del estiramiento; EST = durante el estiramiento; post-EST = post-
estiramiento. ¥*p<0,05 vs. pre-EST.

q o Frentes simples
OAF
post-EST m Reentradas
EST
pre-EST
0 20 40 60 80 100

Patrones de activacion (%)

Figura 3.6. Porcentajes de los patrones de activacién (frentes de onda simples,
afloramientos y reentradas), observados en la ZE en las situaciones basal,
durante el estiramiento y tras la supresiéon del mismo. Abreviaturas: pre-EST =
antes del estiramiento; EST = durante el estiramiento; post-EST = post-
estiramiento; AF = afloramientos.
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Concentracién espectral (CE)

En la ZE, la CE disminuy6 durante el estiramiento (28 £ 9 % vs. 18 £
3 %, p<0,05) y volvib a sus valores basales tras retirarlo (29 £ 8 %) (tabla 3.1).
Durante y tras el estiramiento, no se observaron variaciones significativas en

la ZNE.

Tabla 3.1. Concentracién espectral y pardmetros electrofisiolégicos durante la
FV, en las tres fases estudiadas, en la ZE y la ZNE (n=9).

ZE ZNE

pre-EST EST post-EST pre-EST  EST post-EST
CE (%) 28+ 9 18£3* 29+8 33+9 29+9 29%5
PRFFV (ms) 54+ 12 388%5%* 56+%7 53+ 9 48t 6 534
VC (cm/s) 47 £ 4 49+38  47%4 45 % 8 45+2 44%3

CE: concentracién espectral; PRFFV: periodo refractario funcional durante la FV; VC:
velocidad de conduccién; ZE: zona modificada por el estiramiento; pre-EST: antes del
estiramiento; EST: durante el estiramiento; post-EST: tras suprimir el estiramiento. Las
variables se expresan como media * desviacién estandar. ¥p<0,05 vs. pre-EST.

3.1.3 Efectos del estiramiento local sobre los parametros

electrofisiolégicos

La tabla 3.1 muestra el periodo refractario funcional determinado
durante la FV (PRFFV), estimado a partir del percentil 5 de los intervalos
VYV, y la velocidad de conduccién (VC) en las dos zonas de estudio y en cada
una de las tres fases experimentales. En la ZE, el PRFFV disminuyé durante
el estiramiento (54 + 12 vs. 38 + 5 ms, p<0,05, disminucién del 27%) y tras
suprimirlo adquirié valores similares a los obtenidos antes de estirar (56 * 7
ms), mientras que la ZNE no mostré diferencias significativas. La velocidad de
conduccién durante la F'V no varié significativamente en ninguna de las dos

zonas durante las tres fases experimentales.
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3.2 Modificaciones de los efectos del estiramiento local

miocardico producidas por el losartan
En esta serie de experimentos se estudiaron las modificaciones

producidas por el bloqueo de los receptores tipo 1 de angiotensina II mediante

losartan sobre los efectos electrofisiolégicos del estiramiento local miocardico.

3.2.1 Efectos del estiramiento local sobre la frecuencia de activacion

durante la FV

Frecuencia dominante (FD)

La figura 3.7 muestra la evolucién en el tiempo de la FD (en Hz) en la
ZE para la serie control y la serie bajo la accién del losartdn. En la serie
losartan, se observé un aumento de la D tras el estiramiento, al igual que en
la serie control (apartado 3.1.1). Las diferencias con respecto a los valores
basales —pre-estiramiento— (14,7 * 1,56 Hz) fueron significativas (p<0,05)
desde el minuto 2 de la aplicacién del mismo y el efecto méximo se alcanzé en
el minuto 3 (20,0 * 3,9 Hz, incremento del 86%). Después de suprimir el

estiramiento, la FD volvié a sus valores basales.
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Figura 38.7. Frecuencia dominante (FD) durante la F'V en la ZE, obtenida inmediatamente
antes del estiramiento, durante cada minuto del periodo de estiramiento (10 minutos) y
tras suprimir el estiramiento (5 minutos). Se representan valores medios = DE (control:
n=9; losartdn: n=8). Abreviaturas: Pre-est = antes del estiramiento; Est = periodo de
estiramiento en los minutos 1-10; Post = periodo de post-estiramiento en los minutos 1-5.
*p<0,05 vs. Pre-est.

La figura 3.8 muestra los valores de la FD en la ZE, para las series
control y losartdn, en las tres fases experimentales (pre-estiramiento,
estiramiento y post-estiramiento). La FD en situacién pre-estiramiento fue
similar en las series control y losartdan (13,6 £ 2,3 vs. 14,7 = 1,56 Hz, ns) y
aument6 durante el estiramiento en ambas series. En cuanto al maximo
alcanzado durante el mismo, no se observaron diferencias significativas entre
ambas series (19,1 £ 3,1 vs. 20,0 = 3,9 Hz, ns). El porcentaje de incremento de
la FD respecto al valor pre-estiramiento fue de un 36% en la serie losartan (ns
vs. control). Del mismo modo, las diferencias post-estiramiento entre ambas

series tampoco fueron significativas (13,1 + 2,4 vs. 14,9 £ 2,0 Hz, ns).
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Figura 3.8. Frecuencia dominante (FD) durante la FV en la ZE, obtenida durante las tres
fases experimentales. Se representan valores medios = DE (control: n=9; losartan: n=8) y
el incremento (%) de la FD respecto al valor pre-estiramiento. Abreviaturas: pre-EST =
antes del estiramiento; EST = durante el estiramiento; post-EST = post-estiramiento.
*p<0,05 vs. pre-EST.

La figura 3.9 muestra los valores de la FD en la ZNE, para las series
control y losartdn, en cada una de las fases experimentales. Durante el
estiramiento y tras la supresién del mismo, la ZNE no mostré variaciones
significativas en la FD con respecto a los valores pre-estiramiento, ni en la

serie control ni bajo la accién del losartén.
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Figura 8.9. Frecuencia dominante (FD) durante la FV en la ZNE, obtenida
durante las tres fases experimentales. Se representan valores medios + DE
(control: n=9; losartdn: n=8). Abreviaturas: pre-EST = antes del estiramiento;
EST = durante el estiramiento; post-EST = post-estiramiento.
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Intervalos VV

La figura 8.10 muestra los valores del intervalo VV medio en la ZE
para las series control y losartan, en las tres fases experimentales. En la serie
losartan, se observé una disminucién significativa del intervalo VV durante el
estiramiento (77 £ 7 vs. 63 £ 11 ms, p<0,05). Antes de estirar, el VV fue
similar en las series control y losartdn (78 £ 12 vs. 77 * 7 ms, ns) y, durante
el estiramiento, alcanz6 valores similares en ambas series (62 £ 9 vs. 63 £ 11
ms, ns). Del mismo modo, el valor VV post-estiramiento fue semejante en

ambas series (81 + 9 vs. 77 = 6 ms, ns).
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Figura 3.10. Intervalo VV durante la FV en la ZE, obtenido durante las tres
fases experimentales. Se representan valores medios + DE (control: n=9;
losartdn: n=8). Abreviaturas: pre-EST = antes del estiramiento; EST =
durante el estiramiento; post-EST = post-estiramiento. *p<0,05 vs. pre-EST.

La figura 3.11 muestra los valores del intervalo VV en la ZNE, para
las series control y losartdn, en cada una de las fases experimentales. Durante
el estiramiento y tras la supresién del mismo, la ZNE no mostré variaciones
significativas en el VV con respecto a los valores pre-estiramiento, en ninguna

de las 2 series.
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Figura 3.11. Intervalo VV durante la FV en la ZNE, obtenido durante las
tres fases experimentales. Se representan valores medios + DE (control:
n=9; losartan: n=8). Abreviaturas: pre-EST = antes del estiramiento; EST
= durante el estiramiento; post-EST = post-estiramiento.

3.2.2 Efectos del estiramiento local sobre la organizaciéon de la

activacion durante la FV

Complejidad de la activacién

La figura 3.12 muestra la complejidad de la activacién miocardica
durante la IV (en la ZE) para las series control y losartan, evaluada mediante
los porcentajes de los tres tipos de mapas de activacién, en cada una de las
fases experimentales. Durante el estiramiento local, las variaciones de la
complejidad fueron similares en la serie control y losartdn. De hecho, en la
serie losartan, se produjo un aumento significativo de la complejidad (p<0,05),
con un incremento de los mapas tipo III (25% vs. 69%) y una reduccién de los
mapas con complejidad intermedia (58% vs. 27%) y complejidad baja (17% vs.
4%). Antes y después del estiramiento, no se observaron diferencias en la

complejidad entre ambas series.
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Figura 3.12. Porcentajes de los tipos de mapas de activacién de acuerdo a su complejidad
(tipo I, IT o III), observados en la ZE en las situaciones basal, durante el estiramiento y tras
la supresién del mismo en las series control (n=9) y losartdn (n=8). Abreviaturas: pre-EST
= antes del estiramiento; EST = durante el estiramiento; post-EST = post-estiramiento.
*p<0,05 vs. pre-EST.

Por otro lado, en la serie losartan, no se observaron diferencias en los
porcentajes de patrones de afloramiento (pre-estiramiento: 16%, estiramiento:
10%, post-estiramiento: 20%, ns) ni en los porcentajes de patrones de
reentrada (pre-estiramiento: 4%, estiramiento: 1%, post-estiramiento: 2%, ns).
Ademas, estos porcentajes fueron similares a los de la serie control antes,
durante y tras el estiramiento (figura 3.13). En la ZNE, no se registraron
cambios en los porcentajes de los tres tipos de mapas, ni en los porcentajes

patrones de afloramiento y patrones de reentrada.
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Patrones de activacion (%) Patrones de activacion (%)

Figura 3.13. Porcentajes de los patrones de activacién, observados en la ZE en las
situaciones basal, durante el estiramiento y tras la supresién del mismo en las series control
(n=9) y losartdn (n=8). Abreviaturas: pre-EST = antes del estiramiento; EST = durante el
estiramiento; post-EST = post-estiramiento; AF = afloramientos.
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Concentracién espectral (CE)

En la ZE, la CE disminuyé durante el estiramiento en la serie
losartdn (25 £ 7 % vs. 18 £ 5 %, p<0,05) y volvié a sus valores basales tras
retirarlo (80 £ 7 %) (tabla 3.2). Antes de estirar, las diferencias entre las series
control y losartdn no fueron significativas (28 £ 9 % vs. 256 = 7 %, ns) y,
durante el estiramiento, la disminucién registrada fue similar en ambas series
(18 £ 8 % vs. 18 = 5 %, ns). Del mismo modo, la CE post-estiramiento fue
semejante en ambas series (29 £ 8 % vs. 30 £ 7 %, ns). Durante y tras el

estiramiento, no se observaron variaciones significativas en la ZNE.

Tabla 3.2. Concentracién espectral y pardmetros electrofisiolégicos durante la
FV, en las tres fases estudiadas, en la ZE y la ZNE, en las series control y
losartan.

ZE ZNE

pre-EST EST post-EST pre-EST EST post-EST

Control (n=9)

CE (%) 28+ 9 18£8%* 29+8 33+9 29+9 29%5
PRFFV (ms) 54t 12 88*5%* 56%7 53+ 9 48t 6 53+4
VC (cm/s) 47+4  49+3  47%4 45 % 8 45+2 44%3

Losartin (n=8)

CE (%) 25+ 7 18t5% 30+£7 25+ 9 24+8 25%7
PRFFV (ms) 47+09 39t6* 518 535 47t6 51%5
VC (cm/s) 48+ 5 50t 4 46 4 46 + 4 47+t5 45%2

CE: concentracién espectral; PRFFV: periodo refractario funcional durante la FV; VC:
velocidad de conduccién; ZE: zona modificada por el estiramiento; pre-EST: antes del
estiramiento; EST: durante el estiramiento; post-EST: tras suprimir el estiramiento. Las
variables se expresan como media + desviacién estandar. ¥*p<0,05 vs. pre-EST.
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3.2.3 Efectos del estiramiento local sobre los parametros

electrofisiolégicos

La tabla 3.2 muestra el periodo refractario funcional durante la FV
(PRFFV), estimado a partir del percentil 5 de los intervalos VV, y la velocidad
de conduccién (VC) en la ZE para las series control y losartan, en cada una de
las tres fases experimentales. En la serie losartin, el PRFFV disminuyé
durante el estiramiento (47 £ 9 vs. 89 £ 6 ms, p<0,05) y tras suprimirlo
adquiri6 valores similares a los obtenidos antes de estirar (51 + 8 ms). Antes
de estirar, el PRFFV fue similar en las series control y losartan (54 £ 12 vs.
47 = 9 ms, ns) y, durante el estiramiento, alcanz6 valores similares en ambas
series (88 = 5 vs. 39 &£ 6 ms, ns). Del mismo modo, el valor del PRFFV post-
estiramiento fue semejante en ambas series (56 £ 7 vs. 51 £ 8 ms, ns). En la
ZNE, no se registraron cambios en el PRFFV ni durante ni tras el

estiramiento.

La velocidad de conduccién durante la FV en la ZE no varié
significativamente durante el estiramiento bajo la accién del losartan (al igual
que en la serie control). Ademas, los valores de VC fueron similares a los de la
serie control antes, durante y tras el estiramiento. Durante el estiramiento y
tras la supresién del mismo, la ZNE tampoco mostré variaciones significativas
en la VC con respecto a los valores pre-estiramiento, ni en la serie control ni

bajo la accién del losartdn.
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3.3 Modificaciones de los efectos del estiramiento local

miocardico producidas por el BQ-123

En esta serie de experimentos se estudiaron las modificaciones
producidas por el bloqueo de los receptores tipo A de endotelina mediante

BQ-123 sobre los efectos electrofisiolégicos del estiramiento local miocérdico.

3.3.1 Efectos del estiramiento local sobre la frecuencia de activacion

durante la FV

Frecuencia dominante (FD)

La figura 8.14 muestra la evolucién en el tiempo de la FD (en Hz) en
la ZE para la serie control y la serie bajo la accién del BQ-123. En la serie BQ-
123, se observé un aumento de la FD tras el estiramiento, al igual que en la
serie control (apartado 3.1.1). Las diferencias con respecto a los valores
basales —pre-estiramiento— (14,8 * 2,2 Hz) fueron significativas (p<0,05)
desde el minuto 2 de la aplicacién del mismo y el efecto méximo se alcanzé en
el minuto 38 (21,7 = 2,7 Hz, incremento del 46%). Después de suprimir el

estiramiento, la FD volvié a sus valores basales.
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Figura 3.14. Frecuencia dominante (FD) durante la FV en la ZE, obtenida
inmediatamente antes del estiramiento, durante cada minuto del periodo de estiramiento
(10 minutos) y tras suprimir el estiramiento (5 minutos). Se representan valores medios +
DE (control: n=9; BQ-123: n=9). Abreviaturas: Pre-est = antes del estiramiento; Est =
periodo de estiramiento en los minutos 1-10; Post = periodo de post-estiramiento en los
minutos 1-5. ¥p<0,05 vs. Pre-est.

La figura 3.15 muestra los valores de la FD en la ZE, para las series
control y BQ-123, en las tres fases experimentales (pre-estiramiento,
estiramiento y post-estiramiento). La FD en situacién pre-estiramiento fue
similar en las series control y BQ-123 (18,6 + 2,8 vs. 14,8 £ 2,2 Hz, ns) y
aument6 durante el estiramiento en ambas series. En cuanto al maximo
alcanzado durante el mismo, no se observaron diferencias significativas entre
ambas series (19,1 = 3,1 Hz vs. 21,7 £ 2,7 Hz, ns). El porcentaje de
incremento de la FD respecto al valor pre-estiramiento fue de un 46% en la
serie BQ-123 (ns vs. control). Del mismo modo, las diferencias post-
estiramiento entre ambas series tampoco fueron significativas (18,1 + 2,4 Hz

vs. 14,4 = 2,1 Hz, ns).
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Figura 8.15. Frecuencia dominante (FD) durante la F'V en la ZE, obtenida durante las tres
fases experimentales. Se representan valores medios £ DE (control: n=9; BQ-123: n=9) y
el incremento (%) de la FD respecto al valor pre-estiramiento. Abreviaturas: pre-EST =
antes del estiramiento; EST = durante el estiramiento; post-EST = post-estiramiento.
*p<0,05 vs. pre-EST.

La figura 3.16 muestra los valores de la FD en la ZNE, para las series
control y BQ-123, en cada una de las fases experimentales. Durante el
estiramiento y tras la supresién del mismo, la ZNE no mostré variaciones
significativas en la FD con respecto a los valores pre-estiramiento, ni en la

serie control ni bajo la accién del BQ-123.
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Figura 3.16. Frecuencia dominante (FD) durante la FV en la ZNE, obtenida
durante las tres fases experimentales. Se representan valores medios = DE
(control: n=9; BO-123: n=9). Abreviaturas: pre-EST = antes del estiramiento;
EST = durante el estiramiento; post-EST = post-estiramiento.
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Intervalos VV

La figura 8.17 muestra los valores del intervalo VV medio en la ZE
para las series control y BQ-123, en las tres fases experimentales. En la serie
BQ-123, se observé una disminucién significativa del intervalo VV durante el
estiramiento (72 + 8 vs. 56 = 6 ms, p<0,05). Antes de estirar, el VV fue
similar en las series control y BQ-123 (78 & 12 vs. 72 £ 8 ms, ns) y, durante el
estiramiento, alcanzé6 valores similares en ambas series (62 £ 9 vs. 56 = 6 ms,
ns). Del mismo modo, el valor VV post-estiramiento fue semejante en ambas

series (81 + 9 vs. 74 + 8 ms, ns).

100 - OControl
®BQ-123
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Figura 38.17. Intervalo VV durante la FV en la ZE, obtenido durante las tres
fases experimentales. Se representan valores medios £ DE (control: n=9; BQ-
123: n=9). Abreviaturas: pre-EST = antes del estiramiento; EST = durante el
estiramiento; post-EST = post-estiramiento. ¥*p<0,05 vs. pre-EST.

La figura 3.18 muestra los valores del intervalo VV en la ZNE, para
las series control y BO-123, en cada una de las fases experimentales. Durante
el estiramiento y tras la supresién del mismo, la ZNE no mostré variaciones
significativas en el VV con respecto a los valores pre-estiramiento, en ninguna

de las 2 series.
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Figura 3.18. Intervalo VV durante la FV en la ZNE, obtenido durante las
tres fases experimentales. Se representan valores medios £ DE (control:
n=9; BQ-123: n=9). Abreviaturas: pre-EST = antes del estiramiento; EST
= durante el estiramiento; post-EST = post-estiramiento.

3.3.2 Efectos del estiramiento local sobre la organizaciéon de la

activacion durante la FV

Complejidad de la activacién

La figura 3.19 muestra la complejidad de la activacién miocardica
durante la FV (en la ZE) para las series control y BO-123, evaluada mediante
los porcentajes de los tres tipos de mapas de activacién, en cada una de las
fases experimentales. Durante el estiramiento local, las variaciones de la
complejidad fueron similares en la serie control y BQ-123. De hecho, en la
serie BQ-123, se produjo un aumento significativo de la complejidad (p<0,05),
con un incremento de los mapas tipo III (28% vs. 70%) y una reduccién de los
mapas con complejidad intermedia (59% vs. 28%) y complejidad baja (18% vs.
2%). Antes y después del estiramiento, las diferencias en los porcentajes de los

tipos de mapas entre ambas series no fueron significativas.
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Figura 3.19. Porcentajes de los tipos de mapas de activacién de acuerdo a su complejidad
(tipo I, IT o III), observados en la ZE en las situaciones basal, durante el estiramiento y tras
la supresién del mismo en las series control (n=9) y BQ-123 (n=9). Abreviaturas: pre-EST
= antes del estiramiento; EST = durante el estiramiento; post-EST=post-estiramiento.
*p<0,05 vs. pre-EST.

Por otro lado, en la serie BQ-123, no se observaron diferencias en los
porcentajes de patrones de afloramiento (pre-estiramiento: 14%, estiramiento:
9%, post-estiramiento: 9%, ns) ni en los porcentajes de patrones de reentrada
completa (pre-estiramiento: 1%, estiramiento: 2%, post-estiramiento: 1%, ns).
Ademas, estos porcentajes fueron similares a los de la serie control antes,
durante y tras el estiramiento (figura 3.20). En la ZNE, no se registraron
cambios en los porcentajes de los tres tipos de mapas, ni en los porcentajes de

patrones de afloramiento y patrones de reentrada.
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Figura 8.20. Porcentajes de los patrones de activacién, observados en la ZE en las
situaciones basal, durante el estiramiento y tras la supresién del mismo en las series control
(n=9) y BO-123 (n=9). Abreviaturas: pre-EST = antes del estiramiento; EST = durante el
estiramiento; post-EST = post-estiramiento; AF = afloramientos.
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Concentracién espectral (CE)

Enla ZE, la CE disminuyé durante el estiramiento en la serie BQ-123
(27 £ 10 % vs. 18 = 4 %, p<0,05) y volvié a sus valores basales tras retirarlo
(80 £ 9 %) (tabla 3.3). Antes de estirar, las diferencias entre las series control
y BO-123 no fueron significativas (28 £ 9 % vs. 27 = 10 %, ns) y, durante el
estiramiento, la disminucién registrada fue similar en ambas series (18 £ 8 %
vs. 18 £ 4 %, ns). Del mismo modo, la CE post-estiramiento fue semejante en
ambas series (29 = 8 % vs. 30 + 9 %, ns). Durante y tras el estiramiento, no se

observaron variaciones significativas en la ZNE.

Tabla 3.3. Concentracién espectral y pardmetros electrofisiol6gicos durante la
FV, en las tres fases estudiadas, en la ZE y la ZNE, en las series control y BO-
123.

ZE ZNE

Pre-EST EST Post-EST Pre-EST EST Post-EST
Control (n=9)
CE (%) 28+ 9 18+3* 29+3 33+9 29+9 29%5
PRFFV (ms) 54+12 38%x5% 56+7 53+ 9 48t 6 53 L4
VC (cm/s) 47 £ 4 49t 3 47 £ 4 45+ 3 45+2  44%3
BQ-123 (n=9)
CE (%) 27+10 18%x4%* 30%9 28 + 7 27+9 28%8
PRFFV (ms) 46 £ 7 35£38*% 50%7 52+ 3 512  52+4
VC (cm/s) 53+ 17 5610 51+8 50 £ 17 516 48+7

CE: concentracién espectral; PRFFV: periodo refractario funcional durante la FV; VC:
velocidad de conduccién; ZE: zona modificada por el estiramiento. Pre-EST: antes del
estiramiento; EST: durante el estiramiento; Post-EST: tras suprimir el estiramiento. Las
variables se expresan como media + desviacién estandar. ¥*p<0,05 vs. pre-EST
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3.3.3 Efectos del estiramiento local sobre los parametros

electrofisiolégicos

La tabla 3.3 muestra el periodo refractario funcional determinado
durante la F'V (PRFFV), estimado a partir del percentil 5 de los intervalos
VYV, y la velocidad de conduccién (VC) en la ZE para las series control y BO-
123, en cada una de las tres fases experimentales. En la serie BQ-123, el
PRFFV disminuyé durante el estiramiento (46 + 7 vs. 85 £ 3 ms, p<0,05) y
tras suprimirlo adquirié valores similares a los obtenidos antes de estirar (50
+ 7 ms). Antes de estirar, el PRFFV fue similar en las series control y BQ-123
(54 £ 12 vs. 46 = 7 ms, ns) y, durante el estiramiento, alcanzé valores
similares en ambas series (88 = 5 vs. 85 = 3 ms, ns). Del mismo modo, el valor
del PRFFV post-estiramiento fue semejante en ambas series (56 = 7 vs. 50 &
7 ms, ns). En la ZNE, no se registraron cambios en el PRFFV ni durante ni

tras el estiramiento.

La velocidad de conduccién durante la FV en la ZE no varié
significativamente durante el estiramiento bajo la accién del BQ-123 (al igual
que en la serie control). Ademas, los valores de VC fueron similares a los de la
serie control antes, durante y tras el estiramiento. Durante el estiramiento y
tras la supresién del mismo, la ZNE tampoco mostré variaciones significativas
en la VC con respecto a los valores pre-estiramiento, ni en la serie control ni

bajo la accién del BQ-123.
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3.4 Modificaciones de los efectos del estiramiento local

miocardico producidas por el EIPA
En esta serie de experimentos se estudiaron las modificaciones

producidas por la inhibicién del intercambiador Na*/H* mediante EIPA sobre

los efectos electrofisiolégicos del estiramiento local miocérdico.

3.4.1 Efectos del estiramiento local sobre la frecuencia de activacion

durante la FV

Frecuencia dominante (FD)

La figura 8.21 muestra la evolucién en el tiempo de la FD (en Hz) en
la ZE para la serie control y la serie bajo la accién del EIPA. En la serie EIPA,
se observ6 un aumento de la FD tras el estiramiento, pero este incremento fue
menor que el producido en la serie control (41% vs. 22%, p<0,05). Las
diferencias con respecto a los valores basales —pre-estiramiento— (10,3 + 1,4
Hz) fueron significativas tinicamente en el minuto 8 del estiramiento donde se
alcanzé el efecto méaximo (12,6 = 3,0 Hz, incremento del 22%). Después de
suprimir el estiramiento, la FD fue menor que en la situacién pre-

estiramiento.
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Figura 3.21. Frecuencia dominante (FD) durante la FV en la ZE, obtenida
inmediatamente antes del estiramiento, durante cada minuto del periodo de estiramiento
(10 minutos) y tras suprimir el estiramiento (5 minutos). Se representan valores medios +
DE (control: n=9; EIPA: n=9). Abreviaturas: Pre-est = antes del estiramiento; Est =
periodo de estiramiento en los minutos 1-10; Post = periodo de post-estiramiento en los
minutos 1-5. ¥p<0,05 vs. Pre-est.

La figura 3.22 muestra los valores de la FD en la ZE, para las series
control y EIPA, en las tres fases experimentales (pre-estiramiento,
estiramiento y post-estiramiento). En situacién pre-estiramiento, la I'D en la
serie EIPA fue menor que en la serie control (18,6 + 2,3 vs. 10,3 £ 1,4 Hz,
p<0,05). La FD aument6 durante el estiramiento en ambas series y, en cuanto
al maximo alcanzado durante el mismo, la FD fue menor en la serie EIPA que
en la serie control (19,1 £ 3,1 vs. 12,6 £ 3,0 Hz, p<0,05). El porcentaje de
incremento de la FD respecto al valor pre-estiramiento fue de un 22% en la
serie EIPA (p<0,05 vs. control). Del mismo modo, las diferencias post-
estiramiento con respecto a la serie control también fueron significativas (13,1

+ 2,4 vs. 8,7+ 1,1 Hz, p<0,05).
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Figura 8.22. Frecuencia dominante (FD) durante la FV en la ZE, obtenida durante las tres
tases experimentales. Se representan valores medios £ DE (control: n=9; EIPA: n=9) y el
incremento (%) de la F'D respecto al valor pre-estiramiento. Abreviaturas: pre-EST = antes
del estiramiento; EST = durante el estiramiento; post-EST = post-estiramiento. *¥p<0,05
vs. pre-EST; #p<0,05 vs. control.

La figura 3.23 muestra los valores de la FD en la ZNE, para las series
control y EIPA, en cada una de las fases experimentales. Durante el
estiramiento, la ZNE no mostré variaciones significativas en la D con
respecto a los valores pre-estiramiento, ni en la serie control ni bajo la accién
del EIPA. Sin embargo, tras la supresién del estiramiento, la FD fue menor
que en la situacién pre-estiramiento, en el mismo sentido que en la ZE.
Ademids y del mismo modo que en la ZE, la FD en la serie EIPA fue menor

que en la serie control, en las tres fases experimentales.
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Figura 38.23. Frecuencia dominante (FD) durante la FV en la ZNE,
obtenida durante las tres fases experimentales. Se representan valores
medios + DE (control: n=9; EIPA: n=9). Abreviaturas: pre-EST = antes
del estiramiento; EST = durante el estiramiento; post-EST = post-
estiramiento. ¥*p<0,05 vs. pre-EST; #p<0,05 vs. control.

Intervalos VV

La figura 8.24 muestra los valores del intervalo VV medio en la ZE
para las series control y EIPA, en las tres fases experimentales. En la serie
EIPA, la disminucién del intervalo VV observada durante el estiramiento no
alcanzé significacién estadistica (103 + 17 vs. 95 = 21 ms, ns), siendo esta
disminucién menor que en la serie control (22% vs. 9%, p<0,05). Antes de
estirar, el VV fue mayor en la serie EIPA que en la serie control (78 + 12 vs.
108 £ 17 ms, p<0,05), y durante el estiramiento, el valor de VV fue menor en
la serie EIPA que en la serie control (62 £ 9 vs. 95 £ 21 ms, p<0,05), Del
mismo modo, compardndolo con la serie control, el valor VV post-

estiramiento fue mayor en la serie EIPA (81 £ 9 vs. 119 & 16 ms, p<0,05).

La figura 3.25 muestra los valores del intervalo VV en la ZNE, para
las series control y EIPA, en cada una de las fases experimentales. Durante el

estiramiento y tras la supresién del mismo, la ZNE no mostré variaciones
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significativas en el VV con respecto a los valores pre-estiramiento, en ninguna
de las 2 series. Sin embargo, y al igual que en la ZE, los valores del intervalo

VV en la serie EIPA fueron mayores que en la serie control, en las tres fases

experimentales.
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Figura 8.24. Intervalo VV durante la FV en la ZE, obtenido durante las
tres fases experimentales. Se representan valores medios + DE (control:
n=9; EIPA: n=9). Abreviaturas: pre-EST = antes del estiramiento; EST =
durante el estiramiento; post-EST = post-estiramiento. *p<0,05 vs. pre-
EST &p<0,05 vs. control.
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Figura 3.25. Intervalo VV durante la FV en la ZNE, obtenido durante las
tres fases experimentales. Se representan valores medios + DE (control:
n=9; EIPA: n=9). Abreviaturas: pre-EST = antes del estiramiento; EST =
durante el estiramiento; post-EST = post-estiramiento. &p<0,05 Vvs.
control.
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3.4.2 Efectos del estiramiento local sobre la organizaciéon de la

activacion durante la FV

Complejidad de la activacién

La figura 3.26 muestra la complejidad de la activacién miocardica
durante la FV (en la ZE) para las series control y EIPA, evaluada mediante
los porcentajes de los tres tipos de mapas de activacién, en cada una de las
fases experimentales. Durante el estiramiento local, la complejidad de la
activacién no aumenté en la serie EIPA (con respecto a la complejidad basal),
manteniéndose los porcentajes de los tipos de mapas. Antes del estiramiento,
la complejidad en la serie EIPA fue significativamente menor que en la serie
control (p<0,05), con un mayor porcentaje de los mapas més simples (tipo I)
(7% vs. 20%). Durante el estiramiento, la complejidad también fue menor en la
serie EIPA (p<0,05) (figura 8.27), con un mayor porcentaje de los mapas de
complejidad baja (tipo I) (2% vs. 28%) y de complejidad intermedia (tipo II)
(86% vs. 57%), y un menor porcentaje de los mapas mas complejos (tipo III)
(62% vs. 15%, p<0,05). Tras suprimir el estiramiento, la serie EIPA también
mostré menor complejidad que la serie control, con un mayor porcentaje de

los mapas menos complejos (tipo I) (15% vs. 33%).
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Figura 3.26. Porcentajes de los tipos de mapas de activacién de acuerdo a su complejidad
(tipo I, IT o III), observados en la ZE en las situaciones basal, durante el estiramiento y tras
la supresién del mismo en las series control (n=9) y EIPA (n=9). Abreviaturas: pre-EST =
antes del estiramiento; EST = durante el estiramiento; post-EST=post-estiramiento.
*p<0,05 vs. pre-EST; #p<0,05 vs. control.
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Figura 3.27. Mapas de activacién, electrograma y espectro de potencia obtenidos durante
la fase de estiramiento en un experimento de la serie control y en un experimento de la
serie EIPA. Abreviaturas: T.A. = tiempo de activacién; CTRL = control; FD = frecuencia
dominante; CE = concentracién espectral.

148



3. Resultados

Por otro lado, en la serie EIPA, no se observaron diferencias en los
porcentajes de patrones de afloramiento (pre-estiramiento: 15%, estiramiento:
11%, post-estiramiento: 11%, ns) ni en los porcentajes de patrones de
reentrada completa (pre-estiramiento: 1%, estiramiento: 3%, post-
estiramiento: 8%, ns). Ademds, estos porcentajes fueron similares a los de la
serie control antes, durante y tras el estiramiento (figura 3.28). En la ZNE, no
se registraron cambios en los porcentajes de los tres tipos de mapas, ni en los

porcentajes de patrones de afloramiento y patrones de reentrada.

Control EIPA

post- ‘ | post- ‘ I
EST EST

OFrentes simples
EST ‘ I EST ‘ I OAF
1 b B Reentradas

pre- ‘ | pre- ‘ I
EST EST

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Patrones de activacion (%) Patrones de activacion (%)

Figura 3.28. Porcentajes de los patrones de activacién, observados en la ZE en las
situaciones basal, durante el estiramiento y tras la supresién del mismo en las series control
(n=9) y EIPA (n=9). Abreviaturas: pre-EST = antes del estiramiento; EST = durante el
estiramiento; post-EST = post-estiramiento; AF = afloramientos.

Concentracién espectral (CE)

En la ZE, la CE disminuy6 durante el estiramiento en la serie EIPA
(35 £ 14 % vs. 26 = 9 %, p<0,05). Tras suprimirlo, los valores de CE fueron
superiores a los de la situacién pre-estiramiento (35 = 14 % vs. 45 + 17 %)
(tabla 3.4). Antes de estirar, las diferencias entre las series control y EIPA no
fueron significativas (28 = 9 % vs. 35 + 14 %, ns). Durante el estiramiento, los
valores de CE en la serie EIPA fueron mayores que en la serie control (18 + 3
% vs. 26 £ 9 %, p<0,05) (ver espectros en la figura 3.27). Del mismo modo, la

CE post-estiramiento en la serie EIPA fue mayor que en la serie control (29 +
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8 % vs. 45 + 17 %, ns). Durante el estiramiento, no se observaron variaciones
significativas en la ZNE en ninguna de las dos series. Sin embargo, tras la
supresiéon del mismo, se observé un aumento de la CE en la serie EIPA (con
respecto al valor basal). Ademads, este valor fue mayor en la serie EIPA que en

la serie control.

Tabla 8.4. Concentracién espectral y parametros electrofisiolégicos durante
la FV, en las tres fases estudiadas, en la ZE y la ZNE, en las series control y
EIPA.

ZE ZNE

Pre-EST EST Post-EST  Pre-EST EST Post-EST
Control (n=9)
CE (%) 28+ 9 18£8* 29+38 33+9 29+ 9 29+ 6
PRFFV (ms) 54+12 388*5*% 56+7 53+ 9 48 £ 6 53 + 4
VC (cm/s) 47+4  49% 3 47 £ 4 45 % 8 45 £ 2 44 % 8
EIPA (n=9)
CE (%) 35t 14 26+9%*e 45Lf17%e 3413 32+ 11 41 % 12%e

PRFFV (ms) 68+21 63+ 176 80+t24e 67116 71xl19e 76L17e

VC (cm/s) 89t4e 42t2e 39t6e 37136 39t3e 38t4e

CE: concentracién espectral; PRFFV: periodo refractario funcional durante la FV; VC:
velocidad de conduccién; ZE: zona modificada por el estiramiento. Pre-EST: antes del
estiramiento; EST: durante el estiramiento; Post-EST: tras suprimir el estiramiento. Las
variables se expresan como media + desviacién estandar. ¥*p<0,05 vs. pre-EST; #p<0,05
vs. control.
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3.4.3 Efectos del estiramiento local sobre los parametros

electrofisiolégicos

La tabla 3.4 muestra el periodo refractario funcional determinado
durante la FV (PRFFV), estimado a partir del percentil 5 de los intervalos
VV, y la velocidad de conduccién (VC) en la ZE para las series control y
EIPA, en cada una de las tres fases experimentales. En la serie EIPA, el
PRFFV no varié durante el estiramiento (68 &£ 21 vs. 63 £ 17 ms, ns). Antes
de estirar, el PRFFV fue ligeramente pero no significativamente mayor
(p=0,062) en la serie EIPA, y durante el estiramiento, fue mayor en la serie
EIPA que en la serie control (38 £ 5 vs. 63 £ 17 ms, p<0,05). Del mismo
modo, el valor del PRFFV post-estiramiento fue mayor en la serie EIPA que
en la serie control (56 = 7 vs. 80 + 24 ms, p<0,05). Durante el estiramiento y
tras la supresién del mismo, la ZNE no mostré variaciones significativas en el
PRFFV con respecto a los valores pre-estiramiento, en ninguna de las 2
series. Sin embargo, y al igual que en la ZE, los valores del PRFFV en la
serie EIPA fueron mayores que en la serie control, en las fases de estiramiento

y post-estiramiento.

La velocidad de conduccién durante la FV ZE no vari6
significativamente durante el estiramiento bajo la accién del EIPA (89 £ 4 vs.
42 + 2 cm/s, ns). Ademas, los valores de VC fueron menores que los de la
serie control antes, durante y tras el estiramiento. Durante el estiramiento y
tras la supresiéon del mismo, la ZNE no mostré variaciones significativas en la
VC con respecto a los valores pre-estiramiento, ni en la serie control ni bajo la
accién del EIPA. Sin embargo, y al igual que en la ZE, los valores del VC en
la serie EIPA fueron menores que en la serie control, antes, durante y tras el

estiramiento.

151



3. Resultados

3.5 Modificaciones de los efectos del estiramiento local

miocardico producidas por la ranolazina
En esta serie de experimentos se estudiaron las modificaciones

producidas por la ranolazina (inhibidor de la corriente tardfa de Nat) sobre los

efectos electrofisiolégicos del estiramiento local miocardico.

3.5.1 Efectos del estiramiento local sobre la frecuencia de activacion

durante la FV

Frecuencia dominante (FD)

La figura 8.29 muestra la evolucién en el tiempo de la FD (en Hz) en
la ZE para la serie control y la serie bajo la accién de la ranolazina. En la serie
ranolazina, se observé un aumento de la FD tras el estiramiento, pero este
incremento fue significativamente menor que el producido en la serie control
(41% vs. 23%, p<0,05). Las diferencias con respecto a los valores basales —pre-
estiramiento— (11,4 * 1,8 Hz) fueron significativas (p<0,05) desde el minuto 1
de la aplicacién del mismo y hasta el minuto 38, donde se alcanzé el efecto
méximo (14,0 £ 2,4 Hz, incremento del 23%). Después de suprimir el

estiramiento, la FD volvié a sus valores basales.
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Figura 3.29. Frecuencia dominante (FD) durante la FV en la ZE, obtenida
inmediatamente antes del estiramiento, durante cada minuto del periodo de estiramiento
(10 minutos) y tras suprimir el estiramiento (5 minutos). Se representan valores medios +
DE (control: n=9; ranolazina: n=9). Abreviaturas: Pre-est = antes del estiramiento; Est =

periodo de estiramiento en los minutos 1-10; Post = periodo de post-estiramiento en los
minutos 1-5. ¥p<0,05 vs. Pre-est.

La figura 3.30 muestra los valores de la FD en la ZE, para las series
control y ranolazina, en las tres fases experimentales (pre-estiramiento,
estiramiento y post-estiramiento). En situacién pre-estiramiento, la D en la
serie ranolazina tendié a ser menor que en la serie control (13,6 + 2,3 vs. 11,4
*+ 1,8 Hz, p=0,053). La FD aumenté durante el estiramiento en ambas series
y, en cuanto al maximo alcanzado durante el mismo, la FD fue menor en la
serie ranolazina que en la serie control (19,1 + 8,1 vs. 14,0 = 2,4 Hz, p<0,05).
El porcentaje de incremento de la FD respecto al valor pre-estiramiento fue
de un 23% en la serie ranolazina (p<0,05 vs. control). Del mismo modo, las
diferencias post-estiramiento con respecto al control también fueron

significativas (13,1 + 2,4 vs. 10,8 £ 1,3 Hz, p<0,05).
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Figura 8.30. Irecuencia dominante (FD) durante la F'V en la ZE, obtenida durante las tres
fases experimentales. Se representan valores medios = DE (control: n=9; ranolazina: n=9)
y el incremento (%) de la FD respecto al valor pre-estiramiento. Abreviaturas: pre-EST =
antes del estiramiento; EST = durante el estiramiento; post-EST = post-estiramiento.
*p<0,05 vs. pre-EST; ¢p<0,05 vs. control.

La figura 3.31 muestra los valores de la FD en la ZNE, para las series
control y ranolazina, en cada una de las fases experimentales. Durante el
estiramiento y tras la supresién del mismo, la ZNE no mostré variaciones
significativas en la FD con respecto a los valores pre-estiramiento, ni en la
serie control ni bajo la accién de la ranolazina. Por otro lado, y del mismo
modo que en la ZE, la FD en la serie ranolazina fue menor que en la serie

control durante y tras el estiramiento.
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Figura 38.31. Frecuencia dominante (FD) durante la FV en la ZNE,
obtenida durante las tres fases experimentales. Se representan valores
medios = DE (control: n=9; ranolazina: n=9). Abreviaturas: pre-EST =
antes del estiramiento; EST = durante el estiramiento; post-EST = post-
estiramiento. #p<0,05 vs. control.

Intervalos VV

La figura 8.82 muestra los valores del intervalo VV medio en la ZE
para las series control y ranolazina, en las tres fases experimentales. En la
serie ranolazina, se observé una disminucién significativa del intervalo VV
durante el estiramiento (91 * 8 vs. 80 * 7 ms, p<0,05), siendo esta
disminucién menor que en la serie control (22% vs. 18%, p<0,05). Antes de
estirar, el VV fue mayor en la serie ranolazina que en la serie control (78 + 12
vs. 91 = 8 ms, p<0,05), y durante el estiramiento, present6 valores superiores
en la serie ranolazina (62 + 9 vs. 80 = 7 ms, p<0,05). Del mismo modo,
comparandolo con la serie control, el valor VV post-estiramiento fue mayor

en la serie ranolazina (81 + 9 vs. 95 = 9 ms, p<0,05).

La figura 3.38 muestra los valores del intervalo VV en la ZNE, para
las series control y ranolazina, en cada una de las fases experimentales.
Durante el estiramiento y tras la supresién del mismo, la ZNE no mostré

variaciones significativas en el VV con respecto a los valores pre-estiramiento,
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en ninguna de las 2 series. Sin embargo, y al igual que en la ZE, los valores
del intervalo VV en la serie ranolazina fueron mayores que en la serie control,

en las tres fases experimentales.
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Figura 8.32. Intervalo VV durante la FV en la ZE, obtenido durante las
tres fases experimentales. Se representan valores medios + DE (control:
n=9; ranolazina: n=9). Abreviaturas: pre-EST = antes del estiramiento;
EST = durante el estiramiento; post-EST = post-estiramiento. ¥*p<0,05 vs.
pre-EST #p<0,05 vs. control.
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Figura 3.33. Intervalo VV durante la FV en la ZNE, obtenido durante las
tres fases experimentales. Se representan valores medios + DE (control:
n=9; ranolazina: n=9). Abreviaturas: pre-EST = antes del estiramiento;
EST = durante el estiramiento; post-EST = post-estiramiento. p<0,05 vs.
control.
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3.5.2 Efectos del estiramiento local sobre la organizaciéon de la

activacion durante la FV

Complejidad de la activacién

La figura 3.34 muestra la complejidad de la activacién miocardica
durante la FV (en la ZE) para las series control y ranolazina, evaluada
mediante los porcentajes de los tres tipos de mapas de activacién, en cada una
de las fases experimentales. Durante el estiramiento local, en la serie
ranolazina, se produjo un aumento significativo de la complejidad (p<0,05),
con un incremento de los mapas mas complejos (tipo I1I) (28% vs. 50%) y una
reducciéon de los mapas con complejidad intermedia (tipo II) (65% vs. 36%),
sin variacién de los mapas de menor complejidad (tipo I) (12% vs. 14%). Antes
del estiramiento, las diferencias en los porcentajes de los tipos de mapas entre
ambas series no fueron significativas. Durante el estiramiento, la activacién
fue menos compleja en la serie ranolazina (p<0,05) (figura 3.35), con un mayor
porcentaje de los mapas de complejidad baja (2% vs. 14%). Tras suprimir el
estiramiento, no se observaron diferencias en la complejidad entre ambas

series.

Control Ranolazina
ol -1 -
EST EST
OTipo I
sr| [ -] | oo

1 1 B Tipo I1I
S m— .
EST EST

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

Mapas de activacion (%) Mapas de activacion (%)

Figura 3.34. Porcentajes de los tipos de mapas de activacién de acuerdo a su complejidad
(tipo I, IT o III), observados en la ZE en las situaciones basal, durante el estiramiento y tras
la supresién del mismo en las series control (n=9) y ranolazina (n=9). Abreviaturas: pre-
EST = antes del estiramiento; EST = durante el estiramiento; post-EST=post-
estiramiento. ¥*p<0,05 vs. pre-EST; #p<0,05 vs. control.
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Figura 3.35. Mapas de activacién, electrograma y espectro de potencia obtenidos durante
la fase de estiramiento en un experimento de la serie control y en un experimento de la
serie ranolazina. Abreviaturas: T.A. = tiempo de activaciéno; CTRL = control; RAN =
ranolazina; FD = frecuencia dominante; CE = concentracién espectral.

Por otro lado, en la serie ranolazina, no se observaron diferencias en
los porcentajes de mapas con patrones de afloramiento (pre-estiramiento: 42%,
estiramiento: 46%, post-estiramiento: 42%, ns). Estos porcentajes fueron
mayores que los de la serie control antes (42% vs. 28%, p<0,05), durante (46%
vs. 32%, p<0,05) y tras el estiramiento (42% vs. 26%, p<0,05). En cuanto a los
mapas con patrones de reentrada completa, tampoco se observaron diferencias
en el estiramiento con respecto a la situacién basal (pre-estiramiento: 3%,
estiramiento: 6%, post-estiramiento: 3%, ns). Ademas, estos porcentajes fueron
similares a los de la serie control antes, durante y tras el estiramiento (figura

3.36). En la ZNE, no se registraron cambios en los porcentajes de los tres
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tipos de mapas, ni en los porcentajes de mapas con patrones de afloramiento y

patrones de reentradas.
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Figura 3.86. Porcentajes de los patrones de activacién, observados en la ZE en las
situaciones basal, durante el estiramiento y tras la supresién del mismo en las series control
(n=9) y ranolazina (n=9). Abreviaturas: pre-EST = antes del estiramiento; EST = durante
el estiramiento; post-EST = post-estiramiento; AF = afloramientos. p<0,05 vs. control.

Concentracién espectral (CE)

En la ZE, la CE no mostré variaciones durante el estiramiento en la
serie ranolazina (25 = 4 % vs. 23 = 4 %, ns) (tabla 8.5). Antes de estirar, las
diferencias entre las series control y ranolazina no fueron significativas (28 *
9 % vs. 25 £ 4 %, ns). Durante el estiramiento, los valores de CE en la serie
ranolazina fueron mayores que en la serie control (18 £ 3 % vs. 23 £ 4 %,
p<0,05) (ver espectros en la figura 3.35). Por el contrario, la CE post-
estiramiento fue semejante en ambas series (29 * 8 % vs. 28 + 4 %, ns).

Durante y tras el estiramiento, no se observaron variaciones significativas en

la ZNE.
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Tabla 38.5. Concentracién espectral y parametros electrofisiolégicos durante
la IV, en las tres fases estudiadas, en la ZE y la ZNE, en las series control y
ranolazina.

ZE ZNE
Pre- Post-
Pre-EST  EST Post-EST EST
EST EST
Control (n=9)
CE (%) 28+ 9 18£3* 29+8 83+9 29+9 29%5
PRFFV (ms) 54+ 12 88t 5% 56+ 7 53+9 486 53*L4
VC (cm/s) 47 £ 4 49 £ 8 47 £ 4 45+8 452 44%3
Ranolazina (n=9)
CE (%) 25 £ 4 283t4e 28%4 20+8 27+6 81%5
PRFFV (ms) 62 + 12 50+ 8*%e 6510 60+ 7 58+t7e6 61f6e
VC (cm/s) 44 % 8 50 £ 8 44 % 8 42+6 465 43L6

CE: concentracién espectral; PRFFV: periodo refractario funcional durante la FV; VC:
velocidad de conduccién; ZE: zona modificada por el estiramiento. Pre-EST: antes del
estiramiento; EST: durante el estiramiento; Post-EST: tras suprimir el estiramiento. Las
variables se expresan como media + desviacién estandar. ¥*p<0,05 vs. pre-EST; #p<0,05
vs. control.

3.5.3 Efectos del estiramiento local sobre los parametros

electrofisiolégicos

La tabla 3.5 muestra el periodo refractario funcional determinado
durante la FV (PRFFV), estimado a partir del percentil 5 de los intervalos
VV, y la velocidad de conduccién (VC) en la ZE para las series control y
ranolazina, en cada una de las tres fases experimentales. En la serie
ranolazina, el PRFFV disminuyé durante el estiramiento (62 + 12 vs. 50 * 8
ms, p<0,05) y tras suprimirlo adquirié valores similares a los obtenidos antes
de estirar (65 £ 10 ms). Esta disminucién fue del 19%, significativamente
menor que en la serie control (27%) (p<0,05). Antes de estirar, el PRFFV fue

ligeramente pero no significativamente mayor (p=0,095) en la serie
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ranolazina, y, durante el estiramiento, fue mayor en la serie ranolazina que en
la serie control (88 £ 5 vs. 50 £ 8 ms, p<0,05). Del mismo modo, el valor del
PRFFV post-estiramiento fue mayor en la serie ranolazina que en la serie
control (56 £ 7 vs. 65 £ 10 ms, p<0,05). Durante el estiramiento y tras la
supresion del mismo, la ZNE no mostré variaciones significativas en el
PRFFV con respecto a los valores pre-estiramiento, en ninguna de las 2
series. Sin embargo, y al igual que en la ZE, los valores del PRFFV en la
serie ranolazina fueron mayores que en la serie control, en las fases de

estiramiento y post-estiramiento.

La velocidad de conduccién durante la FV en la ZE no varié
significativamente durante el estiramiento bajo la accién de la ranolazina (al
igual que en la serie control). Ademds, los valores de VC fueron similares a los
de la serie control antes, durante y tras el estiramiento. Durante el
estiramiento y tras la supresién del mismo, la ZNE tampoco mostré
variaciones significativas en la VC con respecto a los valores pre-estiramiento,

ni en la serie control ni bajo la accién de la ranolazina.
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Capitulo 4

4. Discusion

En el presente trabajo, hemos investigado los mecanismos implicados
en las modificaciones que produce el estiramiento sobre las propiedades
electrofisiolégicas miocardicas. A continuacién, se realizan las consideraciones

oportunas sobre los métodos empleados y sobre los resultados obtenidos.

4.1 Consideraciones sobre los métodos empleados

4.1.1 Respecto al modelo animal utilizado

La eleccion del modelo animal adecuado es particularmente
importante para el estudio de la respuesta del corazén al estiramiento
miocardico. La especie animal utilizada ha sido el conejo, por diversos motivos

expuestos a continuacion.

Uno de los motivos de escoger el conejo como animal para el modelo
de corazén aislado, es porque es posible perfundir su corazén con liquidos de
tacil disponibilidad y preparacién como la solucién de Tyrode, lo que
representa una ventaja si lo comparamos con el corazén de animales como el

perro, que requiere sangre completa para su perfusion.
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Sobre estas preparaciones, se han reproducido estados como la
fibrilacién ventricular. Respecto a ésta, es importante dispone de un corazén
al que se pueda inducir ficilmente 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
investigacién de los mecanismos que intervienen en la FV [1097. Ademis, en
los pequefios roedores, la induccién y el mantenimiento de la FV son
complejos de obtener ya que no es frecuente la formacién de circuitos

reentrantes, necesarios para la perpetuacién de la arritmia [827.

Los modelos de corazén aislado de conejo han sido empleados
ampliamente en el estudio de la electrofisiologia cardfaca y concretamente en
el de las arritmias ventriculares, como el caso que nos ocupa [[7, 8, 94, 1047].
Ademas, las caracterfsticas electrofisioldgicas del corazén de conejo son muy
similares a las del corazén humano [1097. No obstante, la extrapolacién de
los hallazgos al ser humano siempre debe tener en cuenta las diferencias

interespecie [107, 1087].

4.1.2 Respecto a la preparacién experimental de corazén aislado

Se ha utilizado una preparacién de corazén aislado tipo Langendortt.
Es una técnica muy clésica, descrita por Oscar Langendorft en 1895 (para més
detalles ver [1287). Esta preparacién es empleada cominmente para el
estudio de los efectos electrofisiolégicos directos o intrinsecos de formacos o
de diversas manipulaciones como pueden ser el estiramiento miocardico [7, 8,
85, 1297, las lesiones por radiofrecuencia [1807], las variaciones térmicas

[1817, la hipoxia/isquemia global o regional y el ejercicio fisico [33, 34, 1327].

Entre sus ventajas mdas destacables, estdn su reproducibilidad, la
posibilidad de medir variables en ausencia de factores reguladores extrinsecos

y su bajo costo [1287. Ademads, el hecho de que en este tipo de preparacién no
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haya precarga ni postcarga nos permite asegurar que las diferencias
observadas entre los grupos no pueden atribuirse a diferencias en el trabajo
cardiaco, sino al efecto de la intervencidn, en nuestro caso, de los distintos

farmacos.

No obstante, estd técnica requiere de un estricto control de la
temperatura y la presién de perfusién para ser viable, y queda alejada de la
fisiologfa normal al no poseer inervacién neurovegetativa ni tampoco funcién

de bomba (no hay precarga ni postcarga reales).

Por otra parte, el desencadenamiento de la FV i vivo implica la
abolicién de la perfusién coronaria, la aparicién de isquemia y el deterioro
metabdlico del miocardio, que por si mismos modifican las caracteristicas del
proceso fibrilatorio [677]. La utilizacién de modelos experimentales en los que
se mantiene la perfusién coronaria durante la fibrilacién ventricular permite
mantener un estado metabdlico adecuado durante el proceso fibrilatorio,
excluyendo esta variable a la hora de analizar sus caracteristicas, as{ como los

efectos de diversos farmacos o maniobras sobre el mismo [2, 967].

4.1.3 Respecto a la metodologia utilizada para la determinacién de los

parametros

En relacion con los métodos utilizados para el andlisis de los
pardmetros, consideramos pertinente realizar diversos comentarios sobre

estos.

En primer lugar, haremos algunas consideraciones respecto al método
de determinacién de la refractariedad ventricular como es el de determinarla
durante el proceso fibrilatorio; es lo que llamamos periodo refractario
funcional ventricular durante la FV (PRFFV). A diferencia del test del
extraestimulo ventricular (TEEV), nos permite una estimacién bastante real

de la refractariedad en una situacién que excluye una estimulacién externa al
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propio corazén, como ocurre en el TEEV. Este pardmetro, tal y como hemos
indicado en el capitulo de material y métodos, fue determinado mediante el

percentil 5 del histograma de los intervalos VV [1227].

Por otro lado, las técnicas espectrales y en el dominio del tiempo
proporcionan informacién analoga en el andlisis de la frecuencia de activacién
de la IV, tal y como se ha visto en estudios previos [7, 115, 1187, aunque la
presencia de potenciales dobles y multiples puede condicionar los valores de la
frecuencia dominante [7, 1187]. En esta Tesis Doctoral, ambas técnicas
proporcionaron resultados similares en todas las series, excepto en la serie
EIPA, en la cual las variaciones en la media de los intervalos VV (durante el
estiramiento) no alcanzaron significacién estadistica, mientras que las
variaciones en la FD si que lo hicieron. Por tanto, se consideré esencial
realizar el andlisis de la sefial fibrilatoria en ambos dominios (temporal y
espectral), ya que el analisis en el dominio de la frecuencia no siempre
proporciona una estimacién mejor o mas fiable de la frecuencia de activacién
ventricular que el andlisis en el dominio del tiempo [1187, concretamente
cuando el electrograma presenta fraccionamiento o potenciales dobles, ruido,

o potenciales de campo lejano.

Por ltimo, en el andlisis de las sefiales de FV en el dominio del
tiempo, la deteccién de las activaciones ventriculares en los registros de FV
requiere una amplia carga de trabajo. Por tanto, la automatizacién de algunas
rutinas, como el marcado semi-automatico de las activaciones miocérdicas
mediante un algoritmo desarrollado al efecto, ha aliviado en parte el trabajo a

realizar.
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4.2 Consideraciones relativas a los resultados obtenidos

4.2.1 Efectos del estiramiento

Los resultados de este estudio muestran que el estiramiento provoca
una aceleracién de la FV, observando un aumento de la frecuencia dominante
y una disminucién del intervalo VV, tal y como se ha observado en estudios
previos [7, 8, 35]. El efecto maximo se produce tres minutos después del
comienzo del estiramiento, y dicho efecto disminuye pero se mantiene
significativo tras 10 minutos. Por otro lado, y coincidiendo con dichos
estudios, se ha observado un aumento de la complejidad de los mapas de
activaciéon durante la F'V. Hemos observado igualmente que el estiramiento
disminuye la concentracién espectral de los registros de IV, lo que indica una
actividad més desorganizada e irregular durante la arritmia. Por tltimo, se ha
observado un acortamiento de la refractariedad en la zona modificada por el
estiramiento, obtenida a partir del Pct5 de la distribucién de los intervalos
VV. En efecto, este acortamiento de la refractariedad miocardica es
consistente con el aumento de la frecuencia dominante de la F'V, ya que se ha
descrito que esta ultima estd relacionada con la excitabilidad miocardica,

concretamente con los periodos refractarios [1157].

La aceleracion de la FV esta relacionada con las modificaciones de las
corrientes iénicas transmembrana y con el acortamiento de la refractariedad
miocardica bajo los efectos del estiramiento [183, 1347. En este estudio, el
efecto acelerador de la FV se ha limitado a la zona sometida al estiramiento
local en la que los cambios en las propiedades electrofisiolégicas del
miocardio, especialmente el acortamiento de la refractariedad, hacen posible
una activacién mas rapida. Del mismo modo, la aceleracién de la FV ocurre en
una regién en la que hemos observado un incremento de la complejidad de los
mapas de activacién. El incremento de la complejidad de la activacién estd

relacionada con un aumento del nimero de frentes, y éste a su vez con un
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acortamiento de la refractariedad [1157]. A su vez, el incremento de la
frecuencia de activacién se asocia con una mayor dispersién de los parametros
electrofisiolégicos, es decir con un aumento de la heterogeneidad del tejido
[135].

En cuanto a la velocidad de conduccién, no se han observado
variaciones durante el estiramiento. En estudios previos [2, 1867, se describi6
cémo el estiramiento aplicado en la pared auricular de corazones de conejo
reducia la velocidad de conduccién, mientras que en otros estudios en los que
el estiramiento se aplicé globalmente al ventriculo [647] o en los que se utiliz6
la misma metodologia que en la presente Tesis Doctoral [7, 87, no se
observaron cambios significativos de dicho parametro. Ademds, en uno de los
trabajos citados [27] en los que se observé una reduccién de la velocidad de
conduccién, el grado de estiramiento aplicado fue mayor que el de este
estudio. Las diferencias podrian deberse por tanto a la diferencia del grado de
estiramiento o a las diferencias en el comportamiento del miocardio auricular

o ventricular.

En la zona del miocardio no sometida a estiramiento, no se han
observado las modificaciones anteriormente mencionadas. Este hecho se
corresponde con los hallazgos experimentales que indican que las propiedades
electrofisiolégicas del tejido miocardico constituyen uno de los principales
factores determinantes de las caracteristicas locales de la activacién

miocdrdica durante la F'V [90, 1857].

En resumen, en el modelo experimental utilizado, el estiramiento
local da lugar a modificaciones de las propiedades electrofisiolégicas, como el
acortamiento de la refractariedad, que causan una activacién mds rdpida y un
incremento de la complejidad y de la irregularidad de los patrones de

activacion durante la FV.

168



4. Discusién

4.2.2 Efectos del estiramiento bajo la accion de la ranolazina

El estiramiento mecénico provoca un aumento de la entrada de Na+
en las células cardiacas que puede ocurrir de diferentes modos [18, 24-26, 29,
58, 60 —incluyendo la activacién de los canales activados por estiramiento
[18, 24, 29, 617, la activacién de mecanismos autocrino y paracrino que
conllevan la estimulacién de los receptores de angiotensina II y endotelina y
la activacién del intercambiador Na+/H* [11, 25, 267, o el aumento mediado

mecdnicamente de la actividad del intercambiador Na+/H* [587.

En el presente estudio, todos los cambios descritos durante el
estiramiento se atenuaron bajo la accién de la ranolazina. De hecho, durante el
estiramiento, el PREFFV disminuyé un 27% en la serie control, mientras que
en la serie ranolazina la reduccién fue de un 19%. Ademads, comparando ambas
series durante el estiramiento, el PRFFV fue mayor en la serie ranolazina. La
menor reduccién de la refractariedad estd relacionada con la menor
complejidad de la arritmia observada durante el estiramiento en la serie

ranolazina.

Uno de los posibles factores relacionados con los efectos de la
ranolazina durante el estiramiento es la accién del firmaco sobre la
modulacién inducida por el estiramiento de los canales de sodio dependientes
de voltaje Na, 1.5. (canales mecanosensibles). La respuesta al estimulo
mecanico (mecanosensibilidad) de estos canales consiste en la aceleracién de la
cinética del canal, un incremento del pico de corriente y la estabilizacién de la
inactivacién del canal [187]. Sin embargo, la modulacién de la
mecanosensibilidad de los canales Na, 1.5 por la ranolazina s6lo se ha
demostrado para altas concentraciones (50 uM/1), mientras que se ha
observado que los efectos del fiarmaco dependen de la magnitud del

estiramiento y de la concentracién de ranolazina en la membrana [1877].
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Por otro lado, los efectos de la ranolazina sobre la corriente de Na+*
podrian contrarrestar el aumento intracelular de Nat* originado por el
estiramiento y revertir la activacién del modo inverso del intercambiador
Na*/Ca2* que conduce a la sobrecarga de Ca2*. Por lo tanto, es méds probable
que la reduccién de los efectos electrofisiolégicos producidos por el
estiramiento del miocardio en nuestro estudio esté relacionada con su efecto
inhibidor directo de la corriente tardia de Nat. La disminucién de la
concentracién intracelular de Na* conlleva una reduccién de la entrada de
calcio a través del modo inverso del intercambiador Na+/Ca2*, como se ha
descrito previamente [727]. La inhibicién de este intercambiador reduce los
efectos electrofisiolégicos del estiramiento mecénico, como hemos observado
en un estudio previo [87. La reduccién de la actividad del modo inverso del
intercambiador Na+/Ca2+ reducirfa la entrada de Ca2+ durante el estiramiento
y, por tanto, las modificaciones de las propiedades electrofisiolégicas de los

miocitos [16, 18, 22, 537].

Por daltimo, otro posible mecanismo implicado en los efectos de la
ranolazina podria estar relacionado con su afinidad por los receptores beta-
adrenérgicos y su actividad antagonista beta-adrenérgica [317]. Estudios
previos han demostrado que el bloqueo beta-adrenérgico reduce o suprime los
cambios producidos por el estiramiento en las propiedades electrofisiolégicas
[8, 13887]. De hecho, en un estudio previo realizado con un modelo
experimental similar al de este trabajo, el bloqueo beta-adrenérgico con
propanolol provoc6é una disminucién del efecto acelerador de la FV del
estiramiento, efecto relacionado con un incremento de la refractariedad que
redujo el ntimero de frentes de activacién durante la arritmia y por tanto el

incremento de la complejidad de la activacién producido por el estiramiento
agudo [87.
En estudios previos, se ha observado que la ranolazina, a la

concentracion utilizada en este estudio, tiene efectos minimos sobre el pico de
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la corriente de entrada de Nat. En el ventriculo, los valores de ICj
(concentracién del inhibidor que produce la inhibicién de la actividad del 50%)
para el pico de Ixa se encuentran entre 1385-428 uM/l. A la concentracién
utilizada en el estudio, la ranolazina también tiene efectos minimos en el pico
de las corrientes de entrada de Ca®*, y no tiene efectos directos sobre la
concentracién intracelular de Ca?* [817]. Sin embargo, aunque los principales
efectos de la ranolazina a las concentraciones utilizadas en nuestro estudio se
circunscriben a la corriente tardia de Nat, este farmaco también inhibe la Ik,
[80, 32, 72, 797 y, a altas concentraciones, inhibe la corriente de calcio tipo L
[80, 797. La inhibicién de la Ik, alarga la refractariedad; diversos estudios han
observado que la ranolazina incrementa el periodo refractario ventricular en
animales de la misma especie que la utilizada en nuestro modelo (conejo). En
el presente estudio, en la fase basal (sin estiramiento) hemos observado que el
periodo refractario funcional tiende a valores mayores (p=0,1) en la serie
ranolazina (con respecto a la serie control). La velocidad de conduccién, sin
embargo, es similar en ambas series. Este resultado concuerda con el valor
ICs0 del efecto de la ranolazina sobre el pico de Ina (valor mayor a la
concentracién utilizada en el estudio), lo que explicarfa la ausencia de efectos

significativos sobre este parametro.

En la fase basal (antes del estiramiento) y en la fase posterior al
estiramiento, hemos observado que la ranolazina enlentece la activacién
miocdrdica durante la F'V. La media de los intervalos VV durante la IV fue
mayor en la serie ranolazina, y este resultado coincidié con las observaciones
realizadas mediante el uso de técnicas espectrales, que mostraron también una
frecuencia (frecuencia dominante) més lenta en la serie ranolazina. El
enlentecimiento de la arritmia bajo el efecto de la ranolazina se explicaria por
la tendencia del firmaco a aumentar la refractariedad. Sin embargo, no se
observé una reduccién de la complejidad de los patrones de activacién durante

la FV. Los porcentajes basales de los tipos de mapas de activacién no fueron
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diferentes entre ambas series, y la concentracién espectral (indicador de

regularidad de la activacién durante la F'V) fue similar.

Por ultimo, en las tres fases analizadas (antes, durante y tras el
estiramiento), se observé un incremento del porcentaje de mapas de activacién
con patrones de afloramiento. Este incremento indica la llegada de un mayor
nimero de frentes de onda desde las zonas medias o subendocérdicas de la
pared del ventriculo; y una posible explicacién para este hecho podria ser la
existencia de patrones de activaciéon reentrantes intramurales rdpidos o una

mayor predominancia del subendocardio en la activacién durante la arritmia.

4.2.3 Efectos del estiramiento bajo la accién del EIPA

Como se ha mencionado anteriormente, el estiramiento mecdnico
origina un incremento en la entrada de Na* en los miocitos, y son varios los
mecanismos que pueden intervenir en este efecto y en la activacién de los

intercambiadores Na*/H* y Nat/Ca2+ [11, 18, 24-26, 28, 29, 57, 607].

En el presente estudio, todos los cambios descritos durante el
estiramiento se atenuaron bajo la accién del inhibidor del intercambiador
Na*/H* EIPA. De hecho, durante el estiramiento, el PRFFV disminuyé un
27% en la serie control, mientras que en la serie EIPA dicha variacién no fue
significativa. Ademds, comparando ambas series durante el estiramiento, el
PRFFV fue mayor en la serie EIPA. El hecho de que la refractariedad no
disminuya estd relacionado con la menor complejidad (evaluada por los
porcentajes de los tipos de mapas de activaciéon) y la mayor regularidad
(evaluada por la concentracién espectral) de la arritmia observada durante el

estiramiento en la serie EIPA.

La intervencién a nivel del intercambiador Na*/H* redujo
significativamente los efectos electrofisiolégicos producidos por el

estiramiento miocdrdico agudo, del mismo modo que la inhibicién del
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intercambiador atenta la respuesta inotrépica lenta al estiramiento (SFR) [11,
24, 58, 597. La accién del EIPA sobre el intercambiador Na*/H* y sobre el
aumento de la concentracién de Na* intracelular reducirfa la activaciéon del
modo inverso del intercambiador Nat/Ca2+ y sus efectos sobre el “feedback”
mecanoeléctrico. Estudios previos han publicado la atenuacién de dichos
efectos bajo la accién del inhibidor del intercambiador Na*/Ca2+ KB-R7943
[87]. La disminucién de la actividad del modo inverso del intercambiador
Na*/Ca2* reducirfa la entrada de Ca2+ durante el estiramiento y, con ello, las
modificaciones de las propiedades electrofisiolégicas de los miocitos [16, 18,
227] y de las caracteristicas de la curva de restitucién eléctrica [53, 1397. La
curva de restitucion eléctrica relaciona la duracién del potencial de accién
(ordenada) con el intervalo diastélico precedente (abscisa) y, cuando su
pendiente es acentuada (mayor o igual a la unidad), aparece el fenémeno de
alternancia en la duracién de los potenciales de accién y por lo tanto se facilita
la desestabilizacién de los frentes de activacién reentrantes y la aparicién de la
FV. Se ha descrito que el estiramiento aumenta la pendiente de la fase inicial
de la curva de restitucién eléctrica [1407, que corresponde a los intervalos
diastélicos cortos, es decir, a las frecuencias de activacién mdés rdpidas; y este
aumento esta influenciado por la sobrecarga de Ca?* intracelular [1397. Las
modificaciones de la curva de restitucién eléctrica se han relacionado con
variaciones en la regularidad y estabilidad de los patrones de activacién
durante la FV [1397, de modo que el aumento de la pendiente conlleva a
patrones de activacion mdas complejos y desorganizados [67]. Por tanto,
podemos decir que el EIPA reducirfa la entrada de Ca?* y atenuarfa las
modificaciones de la curva de restituciéon y de las propiedades
electrofisiolégicas miocardicas producidas por el estiramiento, evitando el

aumento de la complejidad de la activacién producido en el estiramiento.

Sin embargo, el EIPA no es un inhibidor puro del intercambiador
Na*/H* [1417, y sus acciones sobre otras corrientes iénicas también podrian

estar implicadas en los efectos observados. En estudios anteriores, se ha
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descrito un bloqueo frecuencia-dependiente de la corriente répida de sodio
bajo la accién de EIPA; es decir, que cuanto mayor sea la frecuencia cardfaca,
mayor sera el bloqueo de los canales implicados, mientras que a frecuencias
més lentas, el bloqueo serd menor [1417. Dichos autores observaron que este
efecto aumentaba en el intervalo de concentraciones de 1 a 30 pM, y aunque la
reduccién del pico de corriente de sodio observada con 1 puM EIPA
(concentracién utilizada en este trabajo) era ligera, la alta frecuencia de la
activaciéon miocdrdica durante la FV podria aumentar este efecto. Por tanto, el
EIPA podria producir modificaciones de los patrones de activacién miocardica

durante la FV en las fases sin estiramiento.

Por otra parte, el EIPA, de la misma manera que el amiloride, podria
reducir la corriente persistente de sodio actuando de este modo sobre el
aumento de la entrada de Na* inducida por el estiramiento. En este estudio, la
serie EIPA mostré un enlentecimiento de la arritmia (disminucién de la FD e
incremento del intervalo VV) y una menor VC, en la fase basal (antes
estiramiento) y en la fase post-estiramiento. También observamos una
disminucién de la complejidad de la activacién durante la FV antes de aplicar
el estiramiento miocédrdico. Los porcentajes basales de los tipos de mapas de
activacién mas simples fueron mayores en la serie EIPA. Este efecto fue mas
pronunciado en la fase posterior al estiramiento, probablemente debido al
incremento de la refractariedad (el PRFFV fue mayor en la serie EIPA) y de
la concentracién espectral (relacionada con la regularidad de la activacién
durante la arritmia), a medida que la infusién del firmaco progresa en el

tiempo.

4.2.4 Efectos del estiramiento bajo la accion del losartin y del BQ-123

En estudios previos, se ha relacionado la respuesta inotrépica lenta
(SFR) al estiramiento con el inicio de los fenémenos autocrinos y paracrinos

tras observar que dicha respuesta es abolida por el bloqueo de los receptores
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tipo 1 de angiotensina II y de los receptores tipo A de entodelina [11, 25, 277.
Se ha sugerido que la liberacién de angiotensina II inducida por el
estiramiento miocédrdico estimula la liberaciéon de endotelina que, a través de
mecanismos interpuestos, conduce a la activacién del intercambiador Na+/H+,
dando lugar a un aumento de la entrada de Na* y, posteriormente, a la
activacién del modo inverso del intercambiador Na*/Ca2* [11, 25, 267]. El
incremento de los transitorios de Ca?* serfa responsable de la respuesta

inotrépica al estiramiento mecanico.

Sin embargo, algunos autores han observado que el bloqueo de los
receptores de angiotensina II no anula la SFR [10, 58, 1427, y que el bloqueo
de los receptores de endotelina tampoco la modifica [587. Una posible
explicacién de estas discrepancias es la existencia de diferencias entre especies
o entre disefios experimentales [11, 587, aunque también es posible que
mecanismos adicionales, como la accién paracrina de endotelina liberada de

células endoteliales, resulten en efectos similares [11, 277].

En este estudio, en el que hemos investigado si existe un paralelismo
entre los mecanismos implicados en las respuestas mecdnicas y
electrofisiolégicas al estiramiento mecanico agudo, hemos observado que el
bloqueo de los receptores tipo 1 de angiotensina II o de los receptores tipo A
de endotelina con losartin o BQ-123 (respectivamente) no modific6 la
aceleracién de la FV ni el aumento de la complejidad de la arritmia ni el
acortamiento de la refractariedad producidos por el estiramiento miocardico.
Por lo tanto, los efectos de la angiotensina II y de la endotelina no parecen
estar implicados en la cadena de eventos que conducen a las manifestaciones
electrofisiolégicas del “feedback” mecanoeléctrico observadas en el modelo

experimental utilizado.
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4.3 Consideraciones finales respecto a los resultados

En resumen, los principales hallazgos de este trabajo son:

El estiramiento local agudo incrementa la frecuencia de activacién,
disminuye la regularidad y aumenta la complejidad de la activacién miocardica
durante la FV. Estos efectos se asocian con modificaciones en las propiedades
electrofisiolégicas, tales como el acortamiento de la refractariedad miocérdica,

observada en la regién estudiada.

La inhibicién de la corriente tardia de Na* mediante ranolazina
atentia el incremento de la frecuencia de activacién y de la complejidad
durante la F'V inducidos por el estiramiento miocardico agudo. Este efecto se
asocia con la atenuacién del acortamiento de la refractariedad durante el

estiramiento.

La inhibicién del intercambiador Na*/H* mediante EIPA atenta el
incremento de la frecuencia de activacién y de la complejidad durante la FV
inducidos por el estiramiento miocdrdico agudo. Este efecto se asocia con la

atenuacién del acortamiento de la refractariedad durante el estiramiento.

El bloqueo de los receptores de angiotensina II mediante losartan y el
bloqueo de los receptores de endotelina mediante BQ-123 no atentian el
incremento de la frecuencia de activacién y de la complejidad durante la FV
inducidos por el estiramiento miocérdico agudo. Dicho bloqueo tampoco tiene

efecto sobre el acortamiento de la refractariedad durante el estiramiento.
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4.4 Implicaciones clinicas

El estiramiento miocdrdico se produce en diferentes situaciones
clinicas que implican sobrecarga de volumen o de presién y anormalidades en
la contraccién regional [37]. Los cambios electrofisiolégicos producidos por el
estiramiento miocédrdico (“feedback” mecanoeléctrico), como el acortamiento
de la refractariedad, estdn implicados en una mayor vulnerabilidad a diferentes
tipos de arritmias, incluyendo la FA y la FV [1-3, 5 15, 21, 63, 66 . En este
sentido, las maniobras terapéuticas que tienden a reducir los efectos del
estiramiento local caracterfsticos de ciertas situaciones clinicas (por ejemplo,
durante la isquemia miocédrdica aguda) pueden mejorar las caracteristicas del

sustrato miocardico y reducir la aparicién de arritmias.

En el presente estudio, hemos observado que tanto el inhibidor del
intercambiador Na+/H+* EIPA como el inhibidor de la corriente tardia de Na+*

ranolazina modifican los efectos electrofisiolégicos del estiramiento.

Aunque los ensayos clinicos sobre los efectos antiarritmicos de la
ranolazina son limitados, estudios previos han demostrado que el firmaco
reduce las taquicardias ventriculares no sostenidas en el contexto del
sindrome coronario agudo sin elevacién del segmento ST [777], reduce la
carga de la taquicardia ventricular y los choques eléctricos en los portadores
de DAI (desfibrilador automdtico implantable) (1437, y parece ser efectivo en
la reducciéon de arritmias ventriculares sintomaticas. Este estudio aporta
informacién sobre el posible papel de la ranolazina en la reduccién de los
efectos arritmogénicos del estiramiento miocardico. Su efecto inhibidor sobre
el “feedback” mecanoeléctrico, activado en condiciones de sobrecarga o de
contraccién ventricular asincrona, podrian estar relacionados con el efecto

protector del farmaco.

En cuanto a la accién del EIPA, estudios experimentales previos han

demostrado que la inhibicién del intercambiador Na*t/H+* mediante EIPA
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ejerce un efecto protector sobre el miocardio isquémico, manifestado por la
menor facilidad para el desencadenamiento de la IV, y relacionado con el
mantenimiento de la refractariedad ventricular en el miocardio isquémico
[1447. No obstante, no existe suficiente informacién sobre la posible utilidad
clinica de inhibidores del intercambiador Na*/H+* para contrarrestar los
efectos electrofisiolégicos del estiramiento, aunque los resultados observados
apoyan el desarrollo de futuros estudios para analizar los posibles efectos

protectores de estos farmacos.
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4.5 Limitaciones del estudio

No debemos finalizar esta discusién sin plantear algunas de las
limitaciones metodolégicas que nos hemos encontrado durante la realizacién

del presente estudio.

La FV tiene lugar en un volumen y es, por tanto, un proceso
tridimensional. La metodologia propuesta para cuantificar la complejidad de la
activacién miocardica durante la FV se basa en registros de la actividad
eléctrica del miocardio subepicédrdico, es decir de una superficie bidimensional.
La utilizacién de registros epicardicos limita la interpretacién de los patrones
de activacién, particularmente en los patrones de activacién centrifuga
(afloramientos) que aparecen desde regiones intramiocardicas o
subendocdrdicas. Sistemas de registro mas precisos emplean hasta 80 agujas
dotadas de varios puntos de registro que se introducen en el miocardio para
registrar la actividad eléctrica en 8 dimensiones [1457], pero este
procedimiento tiene el riesgo de danar en exceso el tejido miocdrdico,
modificando las propiedades electrofisiolégicas del miocardio. No obstante, la
determinacién de la frecuencia de activacién del miocardico ventricular
durante la FV asi como la refractariedad del mismo, no requiere de dicha

tridimensionalidad en el registro de la actividad eléctrica [1467].

Por otro lado, respecto al sistema de perfusion utilizado, aunque es un
buen modelo para reproducir con suficientes garantfas las condiciones del
corazén in vivo (como asf lo evidencia la bibliografia existente que hace uso de
este modelo experimental), se podrfan conseguir unas condiciones méds
parecidas a las fisiolégicas que reconstruyesen con mayor exactitud las
condiciones reales de trabajo miocardico. Esto se podria conseguir con un
sistema de perfusién tipo Langendortt forzando al miocardio a realizar trabajo

(working heart).
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Otra limitacién es la existencia de diferencias entre especies, que debe
tenerse en cuenta a la hora de interpretar los resultados obtenidos en el

modelo experimental utilizado [1057].

Por otra parte, los resultados obtenidos dependen de las
caracteristicas y condiciones de la preparacién experimental empleada para la
aplicacién del estiramiento local agudo. El estiramiento miocardico puede dar
lugar a diferentes manifestaciones en preparaciones de modelo crénico y de
corazén in situ debido, entre otros factores, a la existencia de reflejos
neurohumorales asociados. Ademas, el estiramiento local agudo aplicado en la
pared ventricular izquierda podrfa haber interferido en la perfusion,
produciendo isquemia. No obstante, las determinaciones del flujo coronario
realizadas en estudios previos no mostraron modificaciones significativas del
flujo coronario global durante la aplicacién del grado de estiramiento
empleado en el presente trabajo [7, 87. El grado de estiramiento empleado fue
un grado medio, considerado éptimo para los objetivos del estudio, ya que
grados mayores de estiramiento no producen mayores efectos en la zona
sometida al mismo y sin embargo provocan incrementos longitudinales no

deseados en la regién no sometida al estiramiento 7.

Finalmente, las concentraciones de losartdn, BQ-123, EIPA y
ranolazina utilizadas en el presente trabajo se encuentran en el rango de las
referenciadas en trabajos experimentales previos, por lo que se consideran
vélidas para la consecucién de los objetivos planteados. No obstante, serfa
interesante plantear en futuros estudios el uso de diferentes concentraciones
de los firmacos que han mostrado un mayor efecto en la modificacién de la

respuesta electrofisiolégica al estiramiento.
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5. Conclusiones

En el modelo experimental utilizado:

1. El estiramiento local agudo incrementa la frecuencia de activacién,
disminuye la regularidad y aumenta la complejidad de la activacién
miocérdica durante la FV, efectos asociados con el acortamiento de la

refractariedad miocdrdica en la regiéon sometida al estiramiento.

2. La inhibicién de la corriente tardia de Nat mediante ranolazina reduce los
efectos electrofisiolégicos responsables de la aceleracién de la activacién y
del incremento de la complejidad de la activacién miocardica durante la

FV producidos por el estiramiento local agudo.

8. La inhibicién del intercambiador Na*/H+* mediante EIPA reduce los
efectos electrofisiolégicos responsables de la aceleracién de la activacién y
del incremento de la complejidad de la activacién miocardica durante la

F'V producidos por el estiramiento miocardico local agudo.

4. El bloqueo de los receptores de angiotensina II mediante losartdn y el

bloqueo de los receptores de endotelina mediante BQ-123 no modifican
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los efectos electrofisiolégicos producidos por el estiramiento miocardico

local agudo.

5. Los mecanismos implicados en las respuestas electrofisiolégicas al
estiramiento local agudo ventricular son contrarrestados por la
inactivacién de la corriente tardia de Na* y del intercambiador Na*+/H*,
mientras que la liberacién de angiotensina II y de endotelina parece no
estar implicada en la cadena de eventos relacionada con los efectos

electrofisiolégicos producidos por el estiramiento.
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