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1. INTRODUCCION.



Introduccion

1.1. Objetivos.

Investigar:

1) los efectos protectores de la inhibicion del sistema de intercambio
Na*/H* (NHE) mediante la administracion del inhibidor 5-(N-etil-N-isopropil)
amiloride (EIPA) a concentracién 0.4 uM, sobre la proteccion del miocardio
isquémico a través del estudio de la inducibilidad de la fibrilacidon ventricular y la

refractariedad miocardica ventricular tras la oclusion arterial coronaria,

2) los efectos electrofisioldgicos miocardicos intrinsecos producidos por la
inhibicion del NHE mediante la administracion de EIPA a las concentraciones 0.4
uM y 1 puM y en condiciones de normal oxigenacién, sobre el automatismo
sinusal, la conduccién sinoauricular y auriculoventricular (AV), y sobre la
refractariedad auricular, del sistema de conduccion AV y del miocardio
ventricular, y

3) los efectos electrofisioldgicos miocardicos intrinsecos producidos por la
inhibicion del NHE mediante la administracion de EIPA a las concentraciones 0.4
uMy 1 uMy en condiciones de normal perfusion, sobre la frecuencia dominante
de la fibrilacion ventricular inducida, en condiciones de normoxia, como una

caracteristica electrofisioldgica adicional del miocardio ventricular.
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Introduccion

1.2. Justificacion de los objetivos.

1.2.1. Los inhibidores del sistema de intercambio Na*/H"

(NHE) en el campo de la proteccion miocardica.

1.2.1.1. Generalidades del NHE

La regulacion del pH intracelular en los cardiomiocitos depende
esencialmente de cuatro transportadores de membrana: 1) el sistema de
intercambio Na*/H", 2) el sistema de transporte Na*/HCOs, 3) el sistema de
intercambio CI'/HCOs;" y 4) el sistema de intercambio CI/OH. Los dos
primeros son activados por una disminucién del pH intracelular y regulan la
salida de H* en la célula. Los dos Ultimos, son estimulados por una alcalosis
intracelular y son responsables de la entrada de H* al liquido intracelular

(Karmazyn et al. 1.999).

Un aumento del pH intracelular, activa al sistema de intercambio CI
/HCOs3’, que sustituye HCOs intracelular por CI" extracelular (Orlowski,
1.999). En cambio, una disminuciéon del pH intracelular, activa al

contratransportador Na*/HCOs™ y al NHE, siendo este ultimo, el mecanismo
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predominante de restauracion del pH intracelular a su valor fisioldgico (Frelin

et al., 1.985, Lagadic-Gossmann et al., 1.992).

El NHE, es una proteina que se localiza en el sarcolema (ver figura 1) de

numerosos tipos celulares de mamiferos (Fliegel et al. 1.998).

La principal funcién de dicho sistema es el intercambio de un protdn
por un ion Na®, gracias a un gradiente de Na+, mantenido por la Na*/K*
ATPasa. Este intercambiador, ademas participa en otras muchas funciones
fisioldgicas en varios tipos celulares, incluyendo la regulacién del pH
intracelular (aunque como veremos mas adelante, no lo hace propiamente en
circunstancias fisioldgicas, sino en aquellas circunstancias fisiopatoldgicas en
las que se produce una importante disminucién del pH), y el volumen celular,
por su funcion de transporte de Na* y H*, asi como el control del crecimiento
y proliferacion celular, ya que actia como mediador de la funcion de algunos
factores de crecimiento. Con respecto al sistema cardiovascular, un aumento

de la actividad de este intercambiador, se ha relacionado con la hipertension
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Figura 1.- A: Sistema de intercambio sodio-protén. B: Composicién de las

distintas isoformas. Tomado de Fliegel L. et al., 1.998.
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(Rosskopf et al., 1.993), la activacion plaquetaria (Siffert et al., 1.995) y la
proliferacién de células del musculo liso arterial (Lucchesi et al., 1.995), en

respuesta a una determinada lesion (Avkiran et al., 1.999).

El NHE, estd regulado por diferentes mecanismos, dada la vital
importancia del mantenimiento de la homeostasis idnica, como son la
activacion de diferentes hormonas y factores de crecimiento, aunque el
principal mecanismo que activa a este intercambiador, es una disminucion
del pH intracelular (Fliegel et al., 1.998). Adicionalmente, en situaciones de
isquemia miocardica y posterior reperfusion, en las cuales se produce una
acidosis intracelular, el contratransportador Na*/H" es activado por el efecto,
mediado por receptores, de algunas catecolaminas, la trombina y la

endotelina, entre otros factores (Avkiran et al., 1.999).

El NHE, es el sistema que regula principalmente el pH intracelular en
condiciones de acidosis, como ocurre en una situacidon de isquemia
(Karmazyn et al., 1.999). Las condiciones necesarias para la activacion del
NHE, se presentan en el miocardio isquémico, incluyendo acidosis
intracelular, inhibicion de el sistema de intercambio Na*/K* ATPasa y un
incremento en la produccidon de metabolitos intracelulares, de tipo hormonal

(Karmazyn et al., 1.999). Pero, adicionalmente, este sistema de transporte

-6 -



Introduccion

también contribuye a un dafio cardiaco asociado a la isquemia y reperfusion
miocardicas, ya que existen numerosos estudios que demuestran que la
inhibicion farmacoldgica de estos sistemas de transporte produce una
proteccion cardiaca, independiente del modelo experimental, de la especie
animal y del tipo de inhibidor del sistema (Frohlich y Karmazyn, 1.997, y

Karmazyn, 1.996, citados por Humphreys et al., 1.999).

En mamiferos, se han descrito, hasta el momento, ocho isoformas
diferentes del NHE, del NHE-1 hasta el NHE-8, exhibiendo cada una de ellas
diferencias, en su expresion tisular, localizacion en membrana, y propiedades
fisiologicas. Las isoformas NHE-1 y NHE-6 se localizan en la mayoria de células
de mamifero, siendo la NHE-1 la que predomina en los cardiomiocitos, y la
isoforma NHE-6, en tejidos con alto contenido mitocondrial. Las isoformas, de
NHE-2 a la NHE-5, son mas limitadas en su expresion. La isoforma NHE-2 se
restringe al estdmago, Utero, higado, intestino y glandula adrenal. La NHE-3, se
encuentra exclusivamente, en el higado, intestino y estémago. Por ultimo, las
isoformas NHE-4 y NHE-5 no son bien conocidas (Yun et al., 1.995). En

humanos, la isoforma NHE-1 es la mas importante (Buerke et al., 1.999).

1.2.1.2. Papel del NHE en Ila isquemia vy

reperfusion miocardica.
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El NHE estad inactivo a valores fisioldgicos de pH intracelular, pero se
activa en respuesta a una acidosis intracelular, que se desarrolla rapidamente
durante la isquemia miocardica. El miocardio, en situacién de isquemia obtiene
la energia mediante glucdlisis anaerobia, produciendo acumulaciéon de acido
lactico dentro de la célula, y finalmente, desarrollando una acidosis intracelular,
la cual activa al NHE, para restaurar el pH, expulsando de la célula el exceso de
H* e intercambiandolos por iones Na*, con lo que se produce un aumento de la
concentracion de Na+ intracelular. Se ha sugerido, que en estas condiciones de
isquemia, los protones liberados del interior de la célula se acumulan en el
liguido extracelular, con lo que desaparece el gradiente de protones a ambos
lados de la membrana celular y se inhibe por tanto el NHE, que funciona por
dicho gradiente, y que junto con otros mecanismos como cambios en niveles de

algunos metabolitos, podrian también inhibir al citado sistema.

Durante la reperfusién, los protones son arrastrados del liquido
extracelular, provocandose, de nuevo, la aparicién del gradiente y por tanto, la
activacion del NHE, para una acelerada restauracion del pH. Los protones se
intercambian por Na®, causando un acUmulo intracelular de este ion. Es
precisamente esto Ultimo lo que activa al intercambiador Na*/Ca®* (figura 2),
que operando en forma reversa introduce Ca®* en la célula, a expensas de la

expulsion de Na* al liquido extracelular (Lazdunski et al., 1.985). Este aumento
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en la concentracién de Ca®** en la isquemia y en mayor medida durante la
reperfusion se relaciona con el dafio celular (Kihara et al., 1.989, Lee et al.,

1.992, Steenbergen et al., 1.990, citados por Park et al., 1.999).

Aunque la reperfusion es el tratamiento terapéutico iddneo para prevenir
la muerte celular miocardica debida a una isquemia prolongada, la reperfusion,
por si misma, contribuye a un dafio adicional. Existen numerosos estudios
experimentales, por los que se hace obvia la implicacion directa del NHE, sobre
todo la isoforma NHE-1, en el dafo tisular miocardico durante la reperfusion;
como es la necrosis celular debida a la sobrecarga de Ca** intracelular que
sigue a la reperfusion post-isquémica (para revision ver referencia de Buerke et

al., 1.999).

Los mecanismos que parecen ser responsables del daifo por reperfusion
son, ademas de la sobrecarga de Ca®*, la generacién de radicales libres, la
pérdida de enzimas antioxidantes y la inflamacion con infiltracion de neutrdfilos.
El proceso inflamatorio producido por la activacion de los neutrdfilos, esta
asociado a su vez con necrosis celular y produccion de grandes cantidades de

radicales libres.
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Membrana celular
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Figura 2: Proceso de intercambio sodio-protdn y repercusion sobre el

intercambiador sodio-calcio en el miocardio isquémico y reperfundido.
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La activacién de estos neutrofilos, parece relacionada con el fendmeno del
“no reflujo” (para revision ver referencia de Théroux, 1.999). En clinica
humana, se han observado signos de dafio por reperfusién como son: Arritmias
de reperfusion, miocardio aturdido y el fendmeno de “no reflujo” (Buerke et al.,
1.999). La reperfusion del miocardio sujeto a una isquemia transitoria, induce
rapidamente, arritmias ventriculares severas (para revision ver referencia de
Manning y Hearse, 1.984). Varios factores estan implicados en esta
arritmogénesis, como son, generacion de radicales libres de oxigeno, el
“lavado” rapido de los iones K" del espacio extracelular y sobre todo, la
acumulacién de Ca* intracelular (Avkiran et al., 1.992). Estas arritmias severas,
incluyendo la fibrilacién ventricular, se han producido también en pacientes
sometidos a terapia trombolitica 0 bypass de arteria coronaria (para revision ver

Karmazyn, 1.991).

La sobrecarga de calcio que se produce tras la reperfusion post-isquémica
no solamente afecta al citosol sino también a las mitocondrias. De hecho
algunos trabajos de investigacion recientes apuntan a que la sobrecarga
mitocondrial de calcio ocupa un lugar clave en la recuperacion del
cardiomiocito sometido a isquemia y reperfusion (Miyamae et al., 1.996, Wang
et al., 2.001, citados por Gursahani y Schaefer, 2.004). Gursahani et al. (2.004)

en un trabajo de investigacion sobre el papel de la acidificacién mitocondrial en
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la captacion de calcio por este organulo, encontrd hallazgos consistentes con un
importante papel de la disminucién del pH mitocondrial y la sobrecarga de

calcio en la lesién por isquemia y reperfusion.

1.2.1.3. Inhibicion del NHE como mecanismo de

proteccion del miocardio isquémico

El dafio por reperfusién esta directamente relacionado con la activacion del
NHE. Las nuevas y actuales investigaciones se centran en la inhibicion de este
sistema para evitar la acumulacion de Ca®* intracelular, y sus posteriores
efectos deletéreos en la célula miocardica, protegiendo asi al miocardio durante

la reperfusion post-isquémica.

Una gran variedad de compuestos con suficiente potencia para inhibir el
NHE-1, han sido obtenidos e investigados. Algunos de estos inhibidores poco
especificos, como el amiloride y algunos de sus analogos, mas especificos como
el dimetilamiloride (DMA), y hexametilamiloride (HMA) han exhibido un gran
efecto protector sobre el miocardio isquémico y reperfundido (Meng et al.,

1.993).
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El compuesto 5-(N-etil-N-isopropil) amiloride, se ha descrito como el mas
especifico y selectivo de la isoforma NHE-1, de todos los derivados del
amiloride. El EIPA es 100 veces mas potente que el amiloride, en la inhibicion
del sistema de intercambio NHE-1 miocardico (Vigne et al., 1.983). En un
estudio realizado en ventriculo derecho aislado de rata y perfundido por la
arteria coronaria derecha, sometido a 60 minutos de isquemia y 45 minutos de
reperfusion, se ha demostrado que el EIPA es mas potente que sus analogos en
la proteccion miocardica durante la reperfusion, si analizamos las
concentraciones a las que cada uno de estos compuestos ejercid efecto
protector consistente (100 uM para el amiloride, 10 uM el DMA, 2,5 uM el HMA
y 1 uM el EIPA), obteniéndose el mismo efecto protector en la recuperacién
contractil miocardica, con lo que se demostrd la mayor potencia del EIPA como

inhibidor del NHE-1 (Meng et al., 1.993).

Existen otros inhibidores del NHE, que son altamente selectivos y
especificos de la isoforma NHE-1, como son el HOE 694 y HOE 642 (cariporide).
El HOE 694 exhibe la misma potencia cardioprotectora que el EIPA,
presentando una marcada accién antiarritmica en modelos animales de
isquemia cardiaca. En un alto rango de dosis, el HOE 694, redujo las arritmias y
previno la fibrilacién ventricular durante la isquemia en ratas cuya arteria

coronaria fue ligada (Scholz et al., 1.993).
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En un estudio realizado en corazon aislado de rata, la administracion
selectiva intracoronaria de EIPA o HOE-694 en la zona sometida a isquemia y
posterior reperfusién, proporciond una gran proteccion frente a la fibrilacion
ventricular producida por la reperfusion, suprimiendo significativamente la
induccién de esta fibrilacién y promoviendo la recuperacion espontanea del
ritmo sinusal normal. El EIPA y el HOE-694 exhibieron, ambos, las mismas
propiedades antiarritmicas en cuanto a la fibrilacién ventricular se refiere, con

una potencia y eficacia similares (Yasutake et al., 1.994).

En corazon aislado de rata perfundido y sometido a 30 6 45 minutos de
isquemia regional y 120 minutos de reperfusion, el tratamiento con EIPA, antes
de la isquemia, produjo una reduccion significativa del tamafio del infarto

(Bugge et al., 1.995).

La inhibicion de NHE-1 durante la oclusién coronaria con cariporide
disminuyd las arritmias inducidas por reperfusion, la hipercontractura y el

tamano del infarto (Garcia-Dorado et al., 1.997).

Actualmente, se han investigado nuevos inhibidores del NHE, como es el
SM-20550, que en estudios preliminares ha producido efectos cardioprotectores

en el miocardio reperfundido (Hotta et al., 2.001).
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El EMD-85131, inhibidor selectivo de la isoforma NHE-1, ha demostrado
que su administracion /n vivo 15 minutos antes de una isquemia de 60 minutos
o 15 minutos antes de una reperfusion de 180 minutos, produjo una marcada
cardioproteccién, en cuanto al tamafo del infarto se refiere (Gumina et al.,

1.998)

El MS-31-038, redujo significativamente el tamafio del infarto, incluso
cuando se administr6 un minuto antes de la reperfusién, en un modelo de
infarto de miocardio en ratas, y previno ademas, la aparicion de arritmias, como
la fibrilacidon ventricular, en tratamiento preisquémico a ratas sometidas a una

oclusién coronaria (Banno et al., 1.999).

El zoniporide, inhibidor mas reciente, se ha descrito en estudios

preliminares como un potente cardioprotector, disminuyendo el tamafo del

infarto en un modelo de corazén aislado de rata (Knight et al., 2.001).

1.2.2. Efectos electrofisioldgicos de la inhibicion del NHE

1.2.2.1. Sobre automatismo, conduccion vy

refractariedad
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Los efectos electrofisioldgicos producidos por la inhibicion del NHE, como
es el efecto antiarritmogénico, son objeto de investigacion y de debate en la

actualidad.

De los primeros estudios sobre los efectos electrofisioldgicos de la

inhibicion del intercambiador Nat/H*, se sabe que a nivel electrofisioldgico
celular, el amiloride, produce un aumento en la duracién del potencial de accidn

de las células de Purkinje (Marchese et al., 1.985).

Yamashita et al., (1.981) investigaron el efecto de la administracién de
amiloride a una preparacién de nodo sinusal, consistente en un fragmento de
auricula derecha irrigada a través de la arteria del nodo sinusal, canulada y
perfundida con sangre a una presidn constante. Estos autores encontraron un
efecto cronotropico negativo por parte del amiloride, el cual no fue
antagonizado por la atropina, lo que descartd un efecto mediado por la

activacién de los receptores colinérgicos.

Satoh y Hashimoto (1.986) investigaron el efecto del amiloride sobre una
preparacion de tejido sinoauricular, perfundiendo selectivamente el nodo
sinoauricular de perro, encontrando un efecto cronotrdpico negativo similar al

observado por los anteriores autores. Estos investigadores observaron que el
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amiloride aumentaba la duracion del potencial de accion de las células del nodo

sinusal.

Mochizuki et al. (1.993), observaron una prolongacion progresiva en el
tiempo, del intervalo R-R, en corazones aislados y prefundidos, de rata,

tratados con amiloride (1 mM) durante la reperfusion.

En estudios realizados en corazén aislado de rata, la infusién
intracoronaria de una concentracion 10 uM de EIPA disminuyd la frecuencia

cardiaca (Yasutake et al., 1.994).

Contrasta con los anteriores resultados el obtenido por Duff et al. (1.991),
quien administrando amiloride a un grupo de perros anestesiados y
toracotomizados, y EIPA a otro grupo, no hallaron modificaciones en la

frecuencia cardiaca.

Duff et al. (1.991), administrando amiloride a pacientes con taquicardia
ventricular sostenida inducible, con el fin de investigar los efectos
electrofisioldgicos de dicha sustancia, no encontré modificaciones significativas

de ninguno de los parametros de automatismo sinusal estudiados, esto es, la
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longitud del ciclo sinusal, y el tiempo de recuperacién del nodo sinusal

corregido.

El uso de un inhibidor mas reciente y especifico, el cariporide, por
diferentes autores, con el fin de investigar su efecto protector sobre el
miocardio isquémico, no ha modificado significativamente la frecuencia cardiaca
(Wirth et al., 2.001, Jung et al., 2.004), y pese a que Banno et al (1.999)
hallaron para el inhibidor especifico MS-31-050, una disminucién transitoria de
la frecuencia cardiaca, el uso de otros inhibidores, también recientemente
sintetizados, y mas especificos del sistema NHE, tales como el SM-20550 (Ito et
al., 1.999, Yamada et al.,, 2.000), vy el TY-12533 (Aihara et al., 2.000) no
exhibid, un efecto cronotrdpico negativo a las concentraciones que ejercieron

un claro efecto protector sobre el miocardio isquémico.

Respecto a los efectos de los inhibidores del NHE sobre la conduccidn
auriculoventricular, se han realizado trabajos de investigacion en los que se
describe una depresion de la conduccion auriculoventricular, si bien alguno de
los inhibidores usados son poco especificos del NHE. Asi Yamashita et al.
(1.981), citado en lineas anteriores, usando una preparacion de nodo AV
perfundido con sangre, por la arteria septal posterior, encontrd una

prolongacion del tiempo de conduccién auriculoventricular.
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En estudios realizados en corazdn aislado de rata, la infusion
intracoronaria de una concentracién 10 uM de EIPA prolongé el intervalo P-R y

produjo un ensanchamiento del complejo ventricular QRSTy, (Yasutake et al.,

1.994).

Como contraste a las anteriores observaciones, Duff et al. (1.991), en el
trabajo de investigacién previamente citado, en el cual administrd amiloride a
pacientes con taquicardia ventricular sostenida inducible, no encontrd
modificaciones  significativas de los parametros de  conduccion

auriculoventricular estudiados.

Tampoco en ninguno de los trabajos realizados con inhibidores mas
recientemente sintetizados y que han sido citados en lineas anteriores, y cuyo
objetivo fundamental fue investigar los efectos protectores miocardicos, se

relataron modificaciones de los parametros de conduccion auriculoventricular.

Respecto a las investigaciones realizadas sobre los efectos de la inhibicion
del NHE sobre la refractariedad miocardica ventricular, el uso del potente y
especifico inhibidor cariporide, ya citado en el presente capitulo, obtenido con

posterioridad (Scholz et al, 1.995) vy del que se ha publicado su efecto

-19 -



Introduccion

protector miocardico (Humphreys et al., 1.999) cabe decir que el tratamiento
con dicho inhibidor durante la isquemia producida por un bajo flujo de
perfusion, en corazones aislados de rata, acorta la duracién del potencial de

accion (Perchenet et al., 1.997).

El intervalo QT, asi como la longitud del ciclo sinusal, no variaron en
corazones de perro y rata tras la administracién de HOE 642 (1 mg/kg) (Xue et

al., 1.996).

En estudios realizados en cerdos anestesiados sometidos a 10 minutos de
oclusién de la arteria coronaria circunfleja izquierda y posterior reperfusion, la
administracion de cariporide previno el acortamiento del potencial de accion
monofasico inducido por la reperfusion, no produciéndose este efecto durante
la isquemia. Esto podria explicar, al menos en parte, la gran eficacia del
cariporide contra la fibrilacién ventricular inducida por reperfusién en

numerosos modelos animales (Wirth et al., 2.001).

En estudios realizados en pacientes a los que se les analiz6 la actividad
antiarritmica del amiloride, la administracion de éste (10 y 20 mg diarios per
0s), produjo como Unico efecto electrofisioldgico, un cambio significativo en el

periodo refractario funcional ventricular (PRFV). Ademas, el amiloride suprimié
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los frecuentes y espontaneos latidos prematuros ventriculares en ocho de los

quince pacientes (Duff et al., 1.989, 1.995).

El amiloride alarga el periodo refractario funcional del nodo AV aislado y
perfundido con sangre. El amiloride, ademas prolonga el periodo refractario
efectivo en preparaciones de musculo papilar perfundido con sangre,
estimulado a una frecuencia de 120 estimulos / minuto (Yamashita et al.,

1.981).

En el perro anestesiado y sometido a oclusion arterial coronaria, tratado
con amiloride e instrumentado cronicamente para permitir las medidas
electrofisioldgicas de conduccidén y refractariedad en el tejido miocardico
infartado ventricular izquierdo y en las zona “limitrofe”, el Unico efecto
electrofisiolégico del amiloride observado, fue la prolongacién de Ia

refractariedad ventricular en esta Ultima zona (Duff et al., 1.988).

1.2.2.2. Sobre la fibrilacion ventricular y otras

arritmias
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1.2.2.2.1. En la isquemia por disminucion del
flujo regional y/o global y en la

reperfusion

La fibrilacién ventricular, es la mas grave de todas las arritmias
cardiacas, ya que, de no ser detenida de manera rapida con medidas
correctoras, usadas en un tiempo comprendido entre 3 y 5 minutos,
concluyendo de modo fatal. Presenta colapso hemodinamico y un electrograma
con ondas de contorno y amplitud muy variable. Estd cominmente asociada
con la enfermedad arterial coronaria como un suceso terminal (Braunwald,

1.999).

Duan et al. (1.992), observaron en corazon aislado de rata, habiéndolo
sometido a una isquemia de bajo flujo de 30 minutos de duracién, que
administrando amiloride, se redujeron las arritmias en un 20%, en un periodo

que abarcaba los 5 primeros minutos de reperfusion.

Yano et al. (1.993), observaron asimismo en corazon aislado de rata

sometido a ligadura de la arteria coronaria descendente anterior, administrando

distintas dosis de amiloride, una reduccidon significativa de taquicardias
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ventriculares y de fibrilaciones, tanto en incidencia, como en duracién de las

mismas.

Mochizuki et al. (1.993), en corazon aislado de rata, al que se le provocd
20 minutos de isquemia global, encontraron que administrando amiloride
durante la reperfusion, disminuyeron las arritmias y la duracion de sus

episodios, y que durante la isquemia no se produjo ningun tipo de arritmia.

En un estudio comparativo de EIPA frente a HOE-694, realizado por
Yasutake et al. (1.994), en corazon aislado de rata sometido a perfusion dual
(Avkiran y Curtis, 1.991), se demostré que ambos inhibidores del sistema NHE,
cuando se administraron por separado, antes de la isquemia regional (de 10
minutos de duracion) y durante la reperfusion, o solamente durante la
reperfusion, disminuia significativamente la incidencia de fibrilacion ventricular

de manera proporcional a la dosis administrada de cada farmaco.

Scholz et al (1.993), vieron que administrando el inhibidor HOE-694 a
corazones aislados de rata con carga ventricular durante el experimento, a los
que se les habia provocado isquemia regional mediante la ligadura de la
coronaria izquierda durante 15 minutos y posterior reperfusion de 30, se

previno la aparicion de fibrilacion ventricular durante este ultimo periodo.
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Scholz et al. (1.995), tratando a los animales con el HOE-642, observaron
en experimentos /7 vivo y en corazén aislado de rata, que disminuia la
incidencia de fibrilacion en el tiempo que abarcaba la reperfusion (30 minutos),
habiendo sido precedida de una isquemia regional de 15 minutos en el caso de

los experimentos /n vivoy de 30 minutos en el 6rgano aislado.

Avkiran e Ibuki (1.992), en corazdn aislado de rata, sometido a 10 minutos
de isquemia regional y a posterior reperfusidn, vieron que podian conseguir que
las taquicardias ventriculares post reperfusidn no progresaran a fibrilaciones
ventriculares y que incluso recuperaran el ritmo sinusal, perfundiendo

soluciones acidas a distinto pH segin el momento de la reperfusion.

Banno et al. (1.999), observaron que administrando a ratas, 5 minutos
antes de provocar la isquemia de 30 minutos, IMGM y MS-31-050,
conjuntamente o por separado, estos inhibidores del NHE previnieron la
induccién de la fibrilacién ventricular y la mortalidad de los animales. Ademas,
estas ratas, también experimentaron una disminucién de la duracién de la

taquicardia ventricular y de los latidos ventriculares prematuros.
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Yoshizumi et al. (1.998), vieron en corazon aislado de rata sometido a
isquemia y reperfusién, que en un grupo de animales tratados con amiloride
administrado 10 minutos, antes de la isquemia regional de 30 minutos y
después de la misma, protegié frente a la aparicion de fibrilacion ventricular
frente a lo que ocurrié en otro grupo experimental y en el que la administracién
de el amiloride se practicd tras la oclusion arterial coronaria e iniciada la
reperfusion. En este segundo grupo no se manifestd la proteccion frente a la

fibrilacién observada en el anterior grupo.

Humphreys et al. (1.999), administraron via oral cariporide a ratas durante
una semana, y consiguieron, después someterlas a una isquemia regional, que
variaba en tiempo segun el grupo de estos animales (uno en el que duraba 225
minutos y otro, en el que la isquemia duraba 45 minutos e iba seguida de 180
minutos de reperfusion), disminuir la mortalidad, la incidencia de fibrilacion
ventricular, el numero de extrasistoles, y la incidencia de taquicardia

ventricular, asi como la duracion de la misma.

Gumina et al. (2.000) vieron en perros /in vivo, expuestos a 60 minutos de

isquemia regional y a 180 minutos de reperfusion, que la inhibicion del NHE

disminuy6 las arritmias aparecidas entre el minuto 10 y el 30 tras la iniciacién
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de la isquemia miocardica y la aparicion de la fibrilacién ventricular por

reperfusion.

Gazmuri et al. (2.001), investigaron si la inhibicion del NHE (con HOE-694
y/o cariporide), en corazdn aislado de rata, con o sin la inhibicion del
cotransportador de sodio-bicarbonato (con acido N-2-hidroxietilpiperazina-N-2-
etanosulfonico -HEPES-), durante la isquemia y fibrilacion ventricular, podria
corregir las anormalidades miocardicas funcionales que probablemente limitan
la resucitacidon cardiaca. Los corazones de rata comenzaron perfundiéndose in
vivo para reducir el precondicionamiento, aplicandoles precarga y poscarga
mediante la introduccién de un balén para conseguir una presion diastdlica de
10 mmHg y posteriormente fue introducido en un bafo termostatado a 37° C.
La isquemia fue producida reduciendo el flujo de perfusion durante la fibrilacion
ventricular inducida para posteriormente ser restaurada al valor basal. El
resultado de la investigacion fue que la inhibicién simultanea del NHE y del
cotransportador de sodio-bicarbonato ejercié un efecto protector contra la
contractura isquémica que se desarrolla durante la fibrilacion ventricular, asi
como otros signos de proteccion miocardica, como eran una menor desviacién a
la izquierda de las curvas presion telediastdlica-volumen tras la fibrilacion

ventricular.
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Zhu et al. (2.002), probaron un inhibidor del NHE, el FR 168888, en un
modelo de isquemia y reperfusion en corazdn de rata anestesiada. Provocaron
cinco minutos de isquemia miocardica regional, por la ligadura de la arteria
coronaria izquierda, para posteriormente reperfundir durante diez minutos. Con
esta inhibicidn, redujeron la incidencia de fibrilacién ventricular y la mortalidad

inducida por reperfusion, aun infundiendo el farmaco tras la oclusion coronaria.

1.2.2.2.2. En la fibrilacion ventricular
seguida de resucitacion como
modelo de isquemia y

reperfusion

Durante la fibrilacion ventricular y después de salir de la misma
(resucitacion), se produce un fendmeno de isquemia y reperfusién ya que, al
detenerse el flujo sanguineo durante la fibrilacion ventricular y al mantenerse e
incluso aumentar el consumo de oxigeno (Gazmuri et al., 2.002), se produce
isquemia; y en la resucitacion, al recobrarse el flujo de nuevo, ocurre la
reperfusion. Tradicionalmente, los esfuerzos por disminuir el dafio por
resucitacién, se han centrado en asegurar el aporte de oxigeno y de sustratos,

o bien, limitar los dafos de las intervenciones asociadas con la resucitacion.
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Como hemos visto, una forma eficaz de proteger frente a la isquemia y la
reperfusion es la inhibicion del NHE. Es por eso, que como en éste y en el
siguiente apartado detallaremos, se han realizado recientemente trabajos de
investigacion encaminados a dilucidar el efecto de los distintos inhibidores del
NHE en la fibrilacién ventricular y posterior resucitacion, como proceso analogo
al de los modelos previamente comentados de isquemia por oclusion arterial
coronaria seguida de reperfusion. Hay investigadores (Gazmuri et al. 2.002,
Ayoub et al. 2.003) que perpetuando los intentos de disminuir el dano por
resucitacién tras la fibrilacion ventricular, han estudiado algunos mecanismos

patogénicos de la misma, como es la activaciéon del intercambiador Na+/H+.

En 1.999, Gazmuri et al., desarrollaron un modelo experimental
encaminado a reproducir la situacion de fibrilacién ventricular y posterior
resucitacién con el fin de evaluar ciertos efectos hemodinamicos y mecanicos
producidos por la dicha situacién. Este modelo consistio: en preparaciones de
corazdn aislado de rata, el cual empezd a perfundirse dentro del animal para
reducir el precondicionamiento. Se separd éste del animal, y se introdujo en el
ventriculo izquierdo un baldn con el fin de crear una presion telediastdlica de 10
mmHg. La temperatura miocardica se mantuvo a 37° C sumergiendo al corazdn
en un bafio. Se le indujo fibrilacion ventricular, a la vez que se le restringid el

flujo coronario durante 10 minutos, y durante los 10 minutos siguientes se le
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aumentd éste a sélo un 20% del normal. Después se desfibrilaron y se le
repuso el flujo normal. Como resultado de las anteriores investigaciones, se
concluyd que la fibrilacion ventricular y la isquemia que supone, puede afectar
negativamente a ciertas propiedades miocardicas como el desarrollo de
contractura isquémica, el aumento de la resistencia vascular coronaria y el
favorecimiento del fallo de bomba diastdlica, lo que se pondria de manifiesto
tras la resucitacion. Estos autores atribuyeron al aumento de la concentracién
de calcio citosdlico, algunos de los efectos adversos, lo cual puede estar
relacionado con la activacion del NHE (Lazdunski et al., 1.985, tomado de

Scholz et al., 1.993).

Gazmuri et al. (2.001), investigaron en corazon /n situ e in vitro de rata, el
efecto de la inhibicion del NHE con cariporide en la fibrilacién ventricular
seguida de resucitacién, en un modelo que se aproxima a esta situacion en el
caso del ser humano. Para éste propdsito, sometieron a los corazones aislados
de rata a 25 minutos de fibrilacion ventricular, en los cuales los 10 primeros
minutos no tenian riego nutricio y los 15 minutos siguientes, bajo flujo.
Después se restablecié el flujo junto con desfibrilacién. Durante el bajo flujo,
fue cuando a los corazones tratados se les empezd a infundir el cariporide,
hasta 5 minutos después de desfibrilar los corazones. En el periodo de infusion

del cariporide, observaron que los animales tratados tenian menor aumento de
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la resistencia coronaria, lo que se constatdé al observar que disminuyd la
compresidon pectoral necesaria para obtener presiones coronarias normales
durante la fibrilacién ventricular y también disminuy6 los latidos ventriculares
prematuros y las anomalias hemodinamicas tempranas. También hubo menor
incremento de la presion telediastdlica ventricular izquierda. EI modelo usado
por estos autores, en los experimentos /7 vivo, para mantener mejor la
viabilidad del animal tras la resucitacion después de la fibrilacién, lo
describiremos brevemente: la presion de respiracién positiva con 100% de
oxigeno, fue iniciada con una valvula neumatica, que presionaba el térax cien
veces por minuto, con el fin de que circulase la sangre simulando un masaje
cardiaco. Concomitantemente, la compresidon pectoral estaba acompafada de
un compresor neumatico sincronizado que producia dos compresiones por cada
respiracion (doscientas compresiones por minuto). La profundidad de
compresion fue ajustada para producir una presion de perfusion coronaria que
sobrepasara los veinte mmHg (umbral requerido para la resucitacion exitosa).
El periodo post resucitacion fue de tres horas. En muchos animales, los
corazones tratados con cariporide desfibrilaron espontaneamente. Los tratados

con cariporide tuvieron menos latidos ectdpicos y mayor presidon adrtica media.

Gazmuri et al. (2.002) investigaron en corazon /in situ e in vivo de rata, la

proteccion miocardica durante la fibrilacién ventricular, inhibiendo el NHE con
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cariporide, en un modelo que imitaba la isquemia y reperfusion, con un
compresor pectoral. In vitro, la inhibicion del NHE, disminuyd la magnitud de la
contractura isquémica durante la fibrilacion ventricular, los incrementos en la
resistencia coronaria, y disminuyd también la caida de la presion diastolica asi
como el restablecimiento rapido de la funcidon contractii después de la
resucitacion. Zn vivo, la inhibicion del NHE, disminuyd la profundidad de la
compresion pectoral necesaria para conseguir presiones de perfusion normales
durante la fibrilacién, y también las anomalias hemodinamicas tempranas y la

actividad ectopica.

Ayoub et al. (2.003), desarrollaron en otro modelo animal, el cerdo, un
método de fibrilacidon ventricular y resucitacion que evidenciaron las
caracteristicas de una situacion de isquemia y reperfusion. Para lo cual, a
semejanza del método usado por Gazmuri et al. (2.001), estudiaron la
inhibicion del NHE en la fibrilacidén ventricular, en corazén de cerdo /n situ. Con
esta finalidad, los animales fueron intubados para recibir ventilacion asistida, y
también preparados para que un compresor/ventilador neumatico, les
imprimiera en el pecho, un ritmo de 80 compresiones por minuto, y asi
mantener circulando a la sangre durante la fibrilacién ventricular, y una
respiracion cada 6 compresiones. A los animales se les sometid a fibrilacion

ventricular inducida, mediante corriente en el ventriculo derecho. En estos
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experimentos se observd: que los animales tratados con el inhibidor del NHE
exhibieron un grosor de la pared ventricular izquierda menor que el de los no
tratados, la presion de perfusion coronaria permanecié estable en los animales
tratados, que desfibrilaron con éxito y con minima actividad ectdpica post
resucitacidn, sin episodios de fibrilacién ventricular recurrente. Los animales no
tratados, fallaron al primer intento de resucitacion y desarrollaron intensa
actividad ectdpica con frecuentes episodios de fibrilacion ventricular recurrente.
También los animales no tratados, tuvieron peor disfuncion miocardica a
diferencia de los tratados, disminuyd en ellos la fraccion de eyeccién ventricular
izquierda, el indice cardiaco y la presidn adrtica media que revirtid parcialmente
durante el consiguiente intervalo post resucitacion. Y finalmente estos animales
mostraron intensa actividad ectdpica post resucitacion, con frecuentes episodios
de fibrilacion ventricular recurrente, con notable acortamiento de los
potenciales de accidbn monofasicos y cambios en su morfologia. Como
contraste, los corazones tratados, también mantuvieron la duracidon del
potencial de accién, mostrando una morfologia similar a la basal y exhibieron
menos actividad ectopica ventricular post resucitacion y menos disfuncion

miocardica post resucitacion.

Rabkin et al. (2.003), en corazones /n vivo de cerdo sometidos a fibrilacion

ventricular durante 75 segundos y posterior reperfusion de 40 minutos,
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observaron que administrando, 10 minutos antes de provocar la fibrilacion
ventricular, un inhibidor del NHE, el BIIB 513, el trabajo de precarga no
disminuyd, como ocurrié en el grupo salino. La distensibilidad del ventriculo
izquierdo /in vivo y post mortem, permanecid invariable, en los tratados a
diferencia del grupo control. El tiempo transcurrido para recuperar la presion
sanguinea, después de la fibrilacidn ventricular, fue significativamente mayor en

los animales no tratados con el inhibidor del NHE.

Kolarova et al. (2.003), usaron en ratas un método similar al previamente
descrito por Ayoub et al. (2.003) de fibrilacidn ventricular con mantenimiento
de la presién de perfusién coronaria y posterior desfibrilacién, con el fin de
investigar la mejor estrategia para la desfibibrilacion exitosa tras fibrilacion
ventricular no tratada y prolongada. Estos autores encontraron en dos de los
grupos experimentales planteados para tal investigacion, y en los que se
investigd si la inhibicién del NHE-1 podria facilitar el retorno de una circulacion
espontanea durante los intentos repetitivos de desfibrilacion, que el tratamiento
con el inhibidor del NHE restaur6 mas prematuramente la circulacion
espontanea, si bien no se llegd a alcanzar una significacién estadistica
adecuada. Por otra parte el tratamiento con cariporide reprodujo los beneficios
obtenidos en la resucitacién y postresucitaciéon previamente publicados. La

energia administrada para la desfibrilacion fue significativamente menor en las
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ratas tratadas y tuvieron menos bigeminismo y menos salvas extrasistdlicas.
Durante los 15 primeros minutos de post resucitacion, las ratas con cariporide

tuvieron mayor presion de perfusion coronaria y adrtica.

1.2.2.2.3. Sobre las caracteristicas de Ia
fibrilacion ventricular en condiciones

de isquemia y de normal oxigenacion

La fibrilacién ventricular (FV) es una arritmia letal cuya aparicién implica
la pérdida de la contraccién efectiva del corazén, la anulacion del gasto
cardiaco y la muerte subita del paciente (Rodriguez Font et al., 1.999; Sanjuan
et al., 1.994; Aguinaga et al., 1.998; Madrid et al., 1.996). Los avances en el
conocimiento de los mecanismos basicos que determinan su inicio, su
perpetuacion o su cese son necesarios para intentar progresar en la prevencion

de la FV o en los procedimientos encaminados a interrumpirla eficazmente.

Como se desprende de lo expuesto de las investigaciones anteriormente
mostradas, en ninguna de ellas, se ha visto analizado el efecto de la inhibicidn
del NHE sobre las caracteristicas de la fibrilacion ventricular, ya que, incluso en
los trabajos en los que el modelo experimental fue la fibrilacion seguida de

resucitacion, los parametros analizados estuvieron relacionados con la funcion
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mecanica del corazén como bomba, y con la capacidad de los inhibidores del
sistema de intercambio citado para disminuir la incidencia de arritmias tras la
reperfusion, tanto por eliminacion de la oclusidén coronaria (en el caso de la
isquemia regional) como la resucitacion tras la fibrilacion ventricular que es, con
los modelos experimentales anteriormente usados, una forma de reperfusion
postisquémica. No obstante, en ningun caso de los anteriormente citados se
analizaron las propias caracteristicas de la fibrilacion ventricular, que podrian
relacionarse con la mejor o peor situacién en la que quedaria el corazdn tras la
desaparicion de la misma, asi como con la mayor o menor facilidad para la

cardioversion exitosa.

Expondremos brevemente a continuacién, las observaciones realizadas por
diferentes autores que correlacionan algunas caracteristicas de la fibrilacion

ventricular, con la mayor o menor malignidad de la misma.

Strohmenher et al. (1.997) realizaron una investigacion con el propésito de
analizar si en pacientes con fibrilacidon ventricular extrahospitalaria, la frecuencia
de esta arritmia y la amplitud de la misma eran predictivas de cardioversion
exitosa, y hallaron que el mayor voltaje de la fibrilacion ventricular, se
correlaciond con unas mejores posibilidades de cardioversidon; mientras que la

fibrilacion “fina” fue mas rebelde al tratamiento. Asimismo, se correlaciond bien
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con el éxito de la cardioversion, la frecuencia dominante de la fibrilacion,
hallada mediante la aplicacién de la transformada rapida de Fourier. Es decir,
las posibilidades de éxito se vieron con valores de frecuencia dominante mas

altos que aquellos obtenidos en la fibrilacién cuyo tratamiento no fue exitoso.

Otro parametro también analizado fue la frecuencia mediana con la cual se
obtuvo una buena correlacion entre este parametro y el buen resultado de la
desfibrilacion. Para estos autores, la isquemia progresiva debida a parada
cardiaca resulta en una deplecion de fosfagenos (Neumar et al., 1.990) y un
deterioro de la excitabilidad celular (Zipes et al., 1.975), asi como una
sobrecarga celular de calcio (Clusin et al., 1.984), lo cual, declina la frecuencia
de la fibrilacion ventricular e incrementa la probabilidad de disociacion
electromecanica que sigue a la desfibrilacion (Martin et al., 1.986, Hillsley et al.,

1.994).

Marn-Pernat et al. (2.001), trataron también de encontrar un indice
pronostico para predecir el éxito en la aplicacion de choques eléctricos y asi
restaurar el ritmo del corazén al que tiene con la normal perfusién; estos
autores, validaron un algoritmo para predecir la probabilidad de que un choque
eléctrico pudiera restaurar un ritmo de perfusion en el modelo experimental

usado por los mismos, y midieron el area bajo la curva correspondiente al
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trazado fibrilatorio a partir de la amplitud y de la frecuencia obtenidos mediante
el anadlisis espectral de la sefial, obteniendo asi el indice AMSA (amplitude
spectrum area) = A x F; , donde A es la amplitud de la frecuencia (F) i-ésima.
No solamente hubo una buena correlacion entre este indice y el buen resultado
de la desfibrilacion en el sentido de que AMSA permitio orientar hacia el tiempo
optimo de la desfibrilacién, sino que también encontraron una buena
correlacion con otros parametros predictivos como fueron la frecuencia mediana
y la amplitud media de la fibrilacion, siendo estos dos ultimos, menos

discriminativos para la prediccion de choques con éxito y sin éxito.

1.2.2.2.4. Analisis de la fibrilacion ventricular.
Estudios en el dominio de Ila

frecuencia

El andlisis de la activacién ventricular durante la FV es complejo debido a
las caracteristicas de la arritmia y a las limitaciones de las técnicas utilizadas
para su estudio, que ha sido abordado utilizando métodos y técnicas diversas
(Moe, 1.962, Abildskov , 1.994, Allessie et al., 1.996, Carlisle et al., 1.990,
Stewart et al., 1.996, Chorro et al., 1.996, Chorro et al., 1.998, Lee et al.,
1.996, Cha et al., 1.994, Rogers et al., 1.999, Gray et al., 1.995, Kwan et al.,

1.998, Gray et al., 1.998, Chorro et al., 2.000), entre los que se encuentran el
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analisis de las caracteristicas del ECG, registros endocardicos, intracelulares o
de los potenciales de acciébn monofasicos, el andlisis de las caracteristicas
espectrales de las senales fibrilatorias, los estudios basados en técnicas

cartograficas y la utilizacion de simulaciones mediante ordenador.

La cartografia epicardica de la activacion ventricular, empleando
electrodos multiples con los que se registran potenciales extracelulares (Lee et
al., 1.996, Cha et al., 1.994, Rogers et al., 1.999, Dillon et al., 1.988, Brugada
et al., 1.990) o sistemas Opticos basados en la utilizacion de marcadores
sensibles a los cambios de voltaje y en los que las variaciones en la
fluorescencia de la sefal indican los cambios del potencial transmembrana de
grupos de células proximas entre si (Davidenko et al., 1.992; Pertsov et al.,
1.993, Cabo et al., 1.994, Witkowski et al., 1.998, Gray 1.999, Efimov. et al.,
1.999, Zhou et al., 1.995), ha aportado informacién sobre las caracteristicas de
la activacion miocardica durante las arritmias ventriculares y han supuesto el
soporte metodoldgico de diversos trabajos sobre la FV en los que se han
objetivado los patrones de activaciéon y la existencia de activacidon reentrante
tanto en el inicio de la arritmia como durante la evolucién de la misma (Lee et
al., 1.996, Cha et al., 1.994, Rogers et al., 1.999; Kwan et al., 1.998, Chorro et

al., 2.000, Witkowski et al., 1.998, Weiss et al., 1.999), siendo mas limitada la
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informacion disponible sobre su cese mediante procedimientos distintos a la

desfibrilacion eléctrica (Cha et al., 1.994).

Los métodos basados en el analisis del dominio de la frecuencia tales
como los analisis del poder espectral y del espectro de coherencia examinan la
distribuciéon de la energia de los electrogramas como una funcidon de la
frecuencia (Ropella 2.001). Para el andlisis espectral puede ser usado un
método matematico como es el de la transformacidon rapida de Fourier; el
analisis de Fourier es un método no paramétrico que descompone las sefales

en una suma de componentes sinusoidales.

La utilizacion de técnicas situadas en el dominio de la frecuencia ha
ampliado la capacidad de analisis de las ondas fibrilatorias obtenidas con el ECG
de superficie o mediante electrodos epi- o endocardicos. En el espectro de
frecuencias los componentes principales de las senales fibrilatorias se agrupan
en bandas alrededor de valores definidos que se pueden identificar con facilidad
y permiten caracterizar mejor las fases evolutivas de la arritmia. La informacion
proporcionada por las técnicas espectrales y la obtenida mediante Ila
determinacidon de parametros en el dominio del tiempo como la mediana de los
intervalos VV durante la FV, proporciona informacién superponible (Chorro et

al., 2.000) y son instrumentos Utiles para caracterizar las acciones de farmacos
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u otros procedimientos terapéuticos. Varias son las caracteristicas del poder
espectral que han sido analizadas en la fibrilacion ventricular con el fin de
establecer su caracter predictivo en relacion con las consecuencias de la misma

tras la desfibrilacion.

Asi, como relatan Gazmuri et al. (2.001) en una revision al respecto, han
sido analizadas: 1) la frecuencia mediana que es la frecuencia que bisecciona el
espectro de potencia (Strohmenger et al., 1.997) (Brown et al., 1.991, 1.993,
citados por Gazmuri et al., 2.001); 2) la frecuencia limite, que es la frecuencia
por debajo de la cual reside el 95% del area del espectro de potencia
(Strohmenger et al., 1.997, citado por Gazmuri et al., 2.001); 3) el llamado
indice AMSA (amplitud del area del espectro) previamente comentado, que se
obtiene integrando el area bajo la amplitud del espectro de frecuencia dentro
de un ancho de banda que elimina ciertos artefactos como es el caso del ruido
ambiental (Marn-Pernat et al., 2.001); 4) la frecuencia dominante, que
corresponde al maximo espectro de potencia (Strohmenger et al., 1.997, citado
por Gazmuri et al., 2.001). En el presente trabajo, se pretende usar este Ultimo

parametro para el analisis de la fibrilacidén ventricular.

Otras técnicas de estudio de la fibrilacion ventricular han sido las basadas

en el andlisis de las caracteristicas del electrocardiograma. Asi Moe et al.
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(1.941), analizaron la variacion en la amplitud de las ondas del ECG
caracterizando asi la evolucion del patron fibrilatorio desde su inicio. Sobre
estos criterios se ha distinguido la fibrilacion “fina”, de la “grosera” con el fin de
establecer situaciones diferentes en la evolucién de la fibrilacidn ventricular,
conceptos estos (los de “fina” y “grosera”) cuya utilidad ha sido objeto de

polémica.

También han sido utilizados métodos de estudio que se han basado en el
analisis de los potenciales de accion monofasicos y/o incluso en el del registro
intracelular de potenciales de accién mediante el uso de microelectrodos. Estos
ultimos métodos, han sido de gran utilidad para aportar informacion adicional
sobre la fibrilacién ventricular, la cual, origina modificaciones en el potencial de

accién como la disminucién del tiempo de repolarizacion (Swartz et al., 1.993).

Otros estudios se han basado en técnicas cartograficas que permiten la
obtencién de informacion tanto espacial como temporal, sobre la activacion
miocardica durante las arritmias ventriculares. Mediante este método, se
identifican los momentos de activacion en diferentes lugares explorados
pudiéndose construir lineas isdcronas: También se pueden construir mapas
isopotenciales, esto es, que muestran las zonas con idéntica amplitud de los

voltajes en un momento determinado y por tanto, las variaciones de los mismos
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a lo largo del tiempo. Estos procedimientos, suponen el registro de
electrogramas obtenidos con electrodos multiples epicardicos, endocardicos y/o
intramiocardicos, habiendo sido usados por multiples autores como son Ideker
et al. (1.977), Rogers et al. (1.999), Dillon et al. (1.988), Brugada et al.

(1.990), Rankovic et al. (1.999), autores estos citados por Canoves (2.001).

En la presente tesis doctoral, se plantea como uno de los objetivos
analizar la frecuencia dominante de la fibrilacion ventricular inducida, tras
inhibir el NHE, en situacién de perfusion coronaria con una normal oxigenacion,
ya que en este caso la frecuencia dominante es una propiedad que se
correlaciona bien con otra propiedad relacionada con la aparicidon de arritmias
por re-entrada y con la perpetuacion de las mismas, como es la refractariedad

miocardica.

1.2.3. Resumen de la justificacion de los objetivos:

Hipotesis de trabajo

1) Dado que la inhibicion del intercambiador Na*/H™ en la isquemia y
reperfusion miocardicas impide una secuencia de mecanismos que producen
efectos deletéreos para el cardiomiocito, y dadas las investigaciones en las que

se demuestra una accién beneficiosa sobre el miocardio isquémico vy
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reperfundido, por parte de los inhibidores de dicho sistema, nos planteamos
investigar en corazon aislado de conejo sometido a oclusidn arterial coronaria,
los efectos que ejerce la administracién de un inhibidor del NHE, sobre la
inducibilidad de la fibrilacion ventricular mediante la aplicacion de
extraestimulos, y sobre la refractariedad miocardica ventricular, en dicha

situacion de isquemia regional.

2) Dada la relativamente incompleta informacion y conclusiones respecto a
los efectos electrofisioldgicos intrinsecos (automatismo sinusal, conduccidn
auriculoventricular y refractariedad miocardica ventricular) producidos por la
inhibicion del NHE en situacién de normoxia, nos planteamos investigar en
corazdn aislado de conejo no sometido a ninguna manipulacion, las
consecuencias que tiene en esta situacion, la inhibicion del NHE sobre los
parametros electrofisioldgicos citados. Asentamos fundamentalmente, y como
acabamos de ver extensamente en lineas anteriores, la idea de que disponemos
de informacién incompleta a este respecto, por las siguientes razones: a) la
heterogeneidad de los modelos experimentales utilizados para estudiar en cada
caso, alguno de los efectos electrofisiolégicos de la inhibicién del NHE; b) la
falta de especificidad de alguno de los inhibidores usados para la realizacion de
estudios electrofisioldgicos amplios; c) las concentraciones usadas de tales

inhibidores, que en el caso de gran parte de los estudios realizados /n vitro,
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fueron suprafarmacoldgicas, d) los estudios realizados con los mas recientes y
mas especificos inhibidores no han tenido como objetivo fundamental realizar
estudios electrofisioldgicos, sino mas bien, otros relacionados con la proteccion
del miocardio isquémico, y e) que nosotros buscamos evidenciar los posibles
efectos electrofisioldgicos de caracter intrinseco producidos por la inhibicion del

NHE, en condiciones de normal oxigenacion.

3) Finalmente, dada la inexistencia de estudios en los que se ha analizado
las caracteristicas intrinsecas de la fibrilacién ventricular (inducida), en
condiciones de normoxia, y tras inhibicion del NHE, nos hemos propuesto
investigar también las posibles modificaciones de la frecuencia dominante de la
FV en tales condiciones, como una caracteristica electrofisioldgica adicional del
miocardio ventricular, y relacionada, al igual que la refractariedad, con la

aparicion y perpetuacion de las arritmias re-entrantes.

1.3. Plan de trabajo

En corazon aislado y perfundido de conejo, procederemos a la oclusion
de la arteria coronaria circunfleja izquierda, y trataremos de inducir la fibrilacion
ventricular mediante la introduccion de uno, dos y tres extraestimulos

acoplados, asi como al estudio de la refractariedad miocardica ventricular en

-44 -



Introduccion

tales condiciones. Dicho estudio lo realizaremos en corazones control y en

aquellos sometidos a tratamiento con EIPA 0.4 uM.

En otras series de experimentos con la misma preparacion de corazdn
aislado, pero no sometido a oclusion arterial coronaria, analizaremos los
parametros de:

1) Refractariedad efectiva y funcional auricular, ventricular y del sistema

de conduccion auriculoventricular.

2) Frecuencia dominante de la fibrilacion ventricular inducida por

estimulacion a frecuencias crecientes.

3) Automatismo sinusal (longitud del ciclo sinusal y tiempo de

recuperacion del nodo sinusal).

4) Tiempo de conduccidn sinoauricular.

5) Conduccién auriculoventricular, mediante el analisis del intervalo AV, y

la longitud del ciclo de Wenckebach.
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6) Conduccidn ventriculoauricular retrégrada mediante el analisis de la

longitud del ciclo de Wenckebach retrogrado.

Estos parametros seran estudiados en situacion control, e inhibiendo el
NHE, mediante el inhibidor citado anteriormente, EIPA. Investigaremos dos
concentraciones de dicho inhibidor, 0.4 uM, y 1 uM. La primera concentracion
se halla en el rango de la ICsy para el sistema de intercambio de Na*/H". En
cuanto a la segunda, es la concentracibn mas comuUnmente usada para
investigar los efectos protectores del miocardio isquémico, producidos por la

inhibicion del NHE.

Posteriormente, con los resultados obtenidos, aplicaremos los tests

estadisticos adecuados, comparando los resultados control, con los tratados,

para extraer las correspondientes conclusiones.
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2. MATERIAL Y METODOS
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2.1. Animales de experimentacion.

Se efectud el estudio en corazones aislados de conejos machos de 2.5+0.4

kg de la raza Nueva Zelanda (Orgytolagus cunniculus), alimentados ad /ibitum.

2.2. Reactivos.

CaCl,, MgCl,, CIK, NaH,PO4, glucosa, NaHCO;, NaCl (Panreac Quimica
S.A.), Ketamina (Ketolar® Parke-Davis®), heparina sédica al 5% (Rovi®) y 5-(N-
etil-N-isopropil) amiloride (Sigma®) que ha sido el inhibidor del sistema de
intercambio Na*/H™ usado en el presente estudio y cuya estructura quimica es

(Kleyman et Cragoe, 1.998; Van Emous et al., 1.998):

-48 -



Material y Métodos

o]
N I
cl —Nec—
f’ C—M=C—NHZ
FH2
CH3
\CHQ\\ E
b MHZ
CH3\\CH g N
/_/’
CHz

Los mas potentes inhibidores del NHE son los analogos del amiloride con
grupos hidrofébicos en posicion 5-amino (Simchowitz y Cragoe Jr., 1.986
citados por Kleyman y Cragoe Jr., 1.988) que comparten uno o dos
sustituyentes. Dos sustituyentes son generalmente superiores a uno y los

sustituyentes son generalmente hidrofdbicos en la naturaleza.

2.3. Aparatos.

a) Sistema de estimulacion:

Electrodos bipolares de estimulacion de acero inoxidable con un diametro

de 0.125 mm, y distancia interelectrodo de 1 mm.

Estimulador Grass S88 (Grass Instruments®, Inc., Quincy, MA, U.S.A.)
provisto de una unidad de aislamiento de estimulo (SIU5). El estimulador

permite emitir pulsos de corriente rectangulares, con una duracion de 2 msegs
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y en el que podemos controlar parametros tales como, frecuencia de

estimulacidn, intensidad de estimulo y tiempo de duracién del estimulo.

Sistema computarizado conectado al estimulador para estimulacién

programada.

b) Sistemas de registro:

Electrodo bipolar con didmetro de 0.5 mm y una separacion inter.-

electrodo de 1mm, para el registro del auriculograma.

Electrodo multilple para registro de los electrogramas ventriculares,

compuesto de 256 electrodos unipolares de acero inoxidable, de un diametro

0.125 mm, y una distancia interelectrodo de 1 mm.

Computador PC (Pentium® 1500 MHz) con software Pacemap®.

Sistema de cartografia de actividad eléctrica cardiaca (MAPTECH®, Waalre,

Holanda), que permite la amplificacién con una ganancia de 50 a 300, el filtrado

que puede eliminar frecuencias situadas fuera de la banda comprendida entre
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uno y 400 Hz y multiplexar los electrogramas. La frecuencia de cada canal, ha

sido de 1 KHz.

Sistema de soporte magnético Panasonic”, para grabacion de las sefiales

eléctricas que permite el analisis posterior de las mismas.

c) Sistema de perfusion del corazén (figura 3):

Sistema de soporte metabdlico tipo Langendorff.

Bomba peristaltica Masterflex®, Inc., Barrington, IL, U.S.A.

Bafios para termostatacion Radnoti®.

d) Otros:

Desfibrilador desarrollado por el grupo de Bioingenieria BET del

Departamento de Ingenieria Electronica de la Universidad Politécnica de

Valencia, de descarga basada en exponencial truncada de energia

seleccionable.

Bomba de infusidon Masterflex® y monitores Lucius & Baer®.
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Computador PC con software Pacemap® para adquisicidon y mediciones

electrofisioldgicas de automatismo, conduccion y refractariedad.

Computador PC con software Matlab® versidn 6.5 para medicion de frecuencias
dominantes maximas, minimas y medias y desviaciones estandar de las

mismas.

\ J

Figura 3: Esquema de una preparacion de corazdn aislado de conejo, en la que se indica la
ubicacion del liquido nutricio (Tyrode) en un recipiente (1) conectado a un depdsito de
carbdgeno (2), con bano para termostatizar el liquido nutricio (3), y bombas de perfusion (4 y
5), sistema de registro de la presion de perfusion (6), filtros (7), conduccion de Tyrode (en
rojo), y del liquido termostatizante (en lineas negras gruesas).
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2.4. Definiciones.

- Parametros electrofisioldgicos para la valoracion del automatismo sinusal:

A-A o V-V: longitud del ciclo sinusal cardiaco. Es la longitud, medida en
milisegundos, que existe entre una despolarizacion auricular o ventricular,

respectivamente y la siguiente.

Tiempo de recuperaciéon del nodo sinusal corregido (TRNSc): El tiempo de
recuperacion del nodo sinusal (TRNS) es la diferencia entre longitud del ciclo
A;-A; después de la estimulacion auricular (A; representa el Gltimo latido de un
tren de estimulacion auricular, y A, el primer latido espontaneo después de la
estimulacién). Pues bien, el TRNSc corresponde a la diferencia entre el TRNS y

la longitud del ciclo sinusal base.

- Parametros electrofisioldgicos para la valoraciéon de la conduccion:

a) Sinoauricular:
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Tiempo de conduccién sinoauricular (TCSA): 0.5 x (longitud del ciclo de

retorno - la longitud del ciclo sinusal)

b) Auriculoventricular:

Tiempo de conduccidon auriculoventricular (intervalo A-V): Es el tiempo,

expresado en milisegundos, que existe entre una despolarizacion auricular y la

despolarizacion ventricular que le sigue.

Longitud del ciclo de Wenckebach (LCW): Longitud del ciclo maximo de

estimulaciéon auricular que produce bloqueo auriculoventricular tipo

Wenckebach.

¢) Ventriculoauricular:

Longitud del ciclo de Wenckebach retrogrado (LCWr): Longitud del ciclo

maximo de estimulacion ventricular que dificulta una conduccion 1:1

ventriculoauricular.
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- Parametros electrofisioldgicos usados para la valoracién de la refractariedad

miocardica:

a) Auricular.

Periodo refractario efectivo auricular (PREA): Es el intervalo mas largo S;-
S, en el que el extraestimulo S; no consigue despolarizar la auricula (S; es
el artefacto del Ultimo estimulo del tren y S, es el artefacto del

extraestimulo).

Periodo refractario funcional auricular (PRFA): Es el intervalo A;-A; mas

corto propagado de dos estimulos sobre auricula con el test del extraestimulo

auricular (A; es el Ultimo electrograma del tren fijo de estimulacién y A, el

electrograma auricular correspondiente al extraestimulo).

b) Del sistema de conduccion.

Periodo refractario efectivo del sistema de conduccidon auriculoventricular

(PRESCAV): Es el intervalo A;-A; mas largo, sin el V, correspondiente.
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Periodo refractario funcional del sistema de conduccién auriculoventricular
(PRFSCAV): Es el minimo intervalo de acoplamiento entre el electrograma
ventricular, producido por el ultimo estimulo del tren base auricular y el que

esta producido por el extraestimulo (el minimo V;-V5).

Periodo refractario efectivo ventricular (PREV): Es el maximo intervalo de
acoplamiento del extraestimulo ventricular (S;-S;) sin captura ventricular (S; sin
Va).

Periodo refractario funcional ventricular (PRFV): Es el minimo intervalo
entre el electrograma ventricular producido por el ultimo estimulo del tren base

ventricular, y el desencadenado por el extraestimulo (minimo V;-V,).

- Parametros electrofisioldgicos para el andlisis de la fibrilacion ventricular

(FV):

Frecuencia dominante maxima (FrDMax): Es la frecuencia maxima del

espectro registrado por el multielectrodo en un tiempo determinado de la

fibrilacion ventricular.
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Frecuencia dominante minima (FrDMin): Es la frecuencia minima del
espectro registrado por el multielectrodo en un tiempo determinado de la

fibrilacion ventricular.

Frecuencia dominante media (FrDM): Es la media de las frecuencias
dominantes registradas por el multielectrodo en un tiempo determinado de la
fibrilacion ventricular.

2.5. Metodologia.

a) Preparacion y perfusion.

Tras la heparinizacién (0.5 ml) y anestesia intravenosa (1 ml Ketolar® a
través de la vena marginal de la oreja, los conejos se sacrificaron mediante
dislocacion cervical. Después de una toracotomia mediosternal y una
pericardiotomia, se extrajo el corazon rapidamente y se sumergid en una
solucion de Tyrode frio (8° C), para posterior preparacion. Después de
seccionar la arteria pulmonar y posteriormente disecar la arteria aorta
ascendente, ésta se secciond también y se conectd a un sistema de
Langendorff, perfundiendo por la aorta al corazon con la solucion de Tyrode a
37° C, y pH 7.4, oxigenada, y que contenia en concentraciones mM: NaCl 130,

KCl 4.7, CaCl, 2.2, MgCl, 0.6, NaH,PO4 1.2, NaHCOs; 24.2 y glucosa 12.
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Asimismo, el Tyrode fue gaseado con carbégeno (O, al 95% y CO; al 5%). La

presion de perfusion inicial se fijo en 60 mmHg.

Una vez ubicado el corazdn en el sistema, se eliminaron los restos de otros
tejidos (pulmodn, traquea, etc.) y mediante una pequeiia seccidn en la auricula
izquierda, se procedid al corte de las cuerdas tendinosas de la valvula mitral
con el fin de hacerla insuficiente y permitir el escape del liquido por la auricula
izquierda, evitando asi posibles acumulaciones de Tyrode en el ventriculo

izquierdo, en el caso de no ser suficientemente competente la valvula adrtica.

b) Posicion de los electrodos.

Se situaron dos electrodos bipolares sobre la auricula derecha, uno para
estimulacién y otro para registro. De igual modo, otros dos electrodos bipolares
se ubicaron en el ventriculo izquierdo, para estimulacion y registro. Los
electrodos de estimulacion estaban conectados a un estimulador Grass S88,
quien a su vez estaba conectado, a un sistema computarizado para
estimulacién programada. Ademas un multielectrodo de registro 256 electrodos
monopolares, fue situado en la zona supuestamente irrigada por la arteria

circunfleja izquierda, para registrar los electrogramas correspondientes a una
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amplia zona ventricular. Los electrodos de registro se conectaron a los

amplificadores incorporados al MAPTECH®.

c) Medida del flujo coronario.

El flujo coronario se midid, directamente por coleccién durante un minuto

en cada toma, y se cuantificd gravimétricamente.

d) Determinacion de umbrales de estimulacion.

Antes de comenzar el protocolo electrofisiolégico, que mas tarde
describiremos, medimos el umbral de estimulacion del corazdon, con el
estimulador Grass. Con una frecuencia de estimulacién constante a 4-5 pulsos
por segundo y una duracién del estimulo, también constante de 2 milisegundos,
disminuimos progresivamente la intensidad de estimulacién, hasta alcanzar el
umbral diastdlico, que es la minima intensidad de estimulacion que aplicamos
capaz de excitar al corazon. Para realizar el protocolo, estimulamos el corazon

con una intensidad doble del umbral diastdlico.

e) Determinacion de los parametros de automatismo:
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R-R: Medimos el intervalo entre dos despolarizaciones espontaneas

auriculares o ventriculares. Es la inversa de la frecuencia cardiaca.

Tiempo de recuperacion del nodo sinusal corregido: Se sustrae al valor del
TRNS el valor de la longitud del ciclo sinusal basico. En cuanto a la
determinacion del TRNS, se procede como sigue: Se estimula la auricula
derecha durante 30 segundos, a una frecuencia 10% sobre la espontanea y
cesamos la estimulacién durante los 30 segundos siguientes. Volvemos a
estimular a una frecuencia incrementada en 40 pulsos por minuto (p.p.m.),
durante 30 segundos y dejamos de estimular a los otros 30 segundos siguientes
y asi sucesivamente hasta que la maxima frecuencia con captura auricular fue
alcanzada. Se mide el tiempo, en milisegundos, que existe entre el Uultimo
auriculograma provocado por el tren de estimulos y el primer auriculograma
espontaneo del corazdn, que aparece cuando dejamos de estimular cada vez.
Este tiempo se mide para cada frecuencia, siendo el TRNS la medida de mayor

tiempo de duracion.

f) Determinacion de los parametros electrofisiologicos para la

valoracion de la conduccion.

Sinoauricular:
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TCSA: Se realizo aplicando el test de Narula (1.978) que consiste en la
estimulacién auricular con un tren corto de ocho estimulos a una frecuencia
ligeramente superior a la espontanea, y se determind, como hemos sefialado en
lineas anteriores, multiplicando la diferencia entre la longitud del ciclo de

retorno y la del ciclo sinusal base, por 0.5.

Auriculoventricular:

Intervalo A-V: Medimos la distancia entre un auriculograma y el

ventriculograma que le sigue.

LCW: Se estimula la auricula derecha a frecuencias crecientes, con
incrementos de 6 p.p.m. cada 3 segundos. Se mide el tiempo, en milisegundos,
del menor ciclo de estimulaciéon, que produce un bloqueo auriculoventricular de
tipo Wenckebach. Se observa que hay un incremento progresivo del intervalo
A-V, hasta que se produce un bloqueo auriculoventricular completo

momentaneo, para posteriormente repetirse el fendmeno.

g) Determinacion de los parametros electrofisiolégicos para la

valoracion de la refractariedad miocardica.
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Refractariedad auricular: Se realiza mediante el test del extraestimulo
auricular: estimulamos a la auricula mediante trenes de 10 estimulos, seguidos
de un extraestimulo. La frecuencia del tren fue un 10% superior a la
espontanea. Este extraestimulo, como se ha descrito anteriormente, se va
acercando en intervalos de 5 milisegundos, al Ultimo estimulo del tren, hasta
que no aparece el auriculograma correspondiente al extraestimulo auricular (S;

sin Ay).

Refractariedad del sistema de conduccién auriculoventricular: Se realiza
mediante el test del extraestimulo auricular: estimulamos a la auricula mediante
trenes de 10 estimulos, seguidos de un extraestimulo. La frecuencia del tren
fue un 10% superior a la espontanea. Este extraestimulo, como se ha descrito
anteriormente, se va acercando en intervalos de 5 milisegundos, al ultimo
estimulo del tren, hasta que no aparece el ventriculograma correspondiente al

extraestimulo auricular (A; sin V,).

Refractariedad ventricular: Se realiza, de igual modo, mediante el test del
extraestimulo ventricular; es decir, estimulamos al ventriculo mediante trenes
de 10 estimulos, seguidos de un extraestimulo. Este extraestimulo, se va

acercando en intervalos de 5 milisegundos, al Ultimo estimulo del tren, hasta
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que, el ventriculograma correspondiente al ultimo estimulo del tren, no va

seguido del ventriculograma correspondiente al extraestimulo (V; sin Va).

h) Determinacion de los parametros representativos de las

caracteristicas de la fibrilacion ventricular (analisis espectral).

Se estimuld el ventriculo izquierdo a frecuencias crecientes usando una
intensidad de estimulacion ligeramente superior al doble del umbral, que es la
intensidad que excepto para la induccién de la fibrilacion ventricular, ha sido
usada para el estudio de la reractariedad. La estimulacion fue cesada en el

momente en que visualizamos la instauracion de la fibrilacion venricular.

Para obtener el poder espectral de las sefiales fibrilatorias registradas con
todos los electrodos unipolares localizados en el ventriculo, se usé el método de
Welch. En la figura 3 podemos ver representados un fragmento de la fibrilacion

ventricular junto con el espectro de frecuencias que la componen.
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Figura 4: Densidad espectral de potencia (derecha) y registros de fibrilacion
ventricular obtenidos (izquierda) durante un segundo, tras cinco minutos después
de iniciado el proceso fibrilatorio y con el electrodo multiple epicardico ubicado en
el miocardio ventricular, en una situacién control y en un corazén tratado con
EIPA 0.4 uM.

i) Administracion del farmaco.

En el caso de los estudios de los efectos de la administracion de EIPA a
una concentracion 0.4 uM, dicha sustancia se infundid en la raiz adrtica del
corazon una disolucion de EIPA. La concentracion de EIPA que debia recibir el
corazén fue de 0.4 uM. Para alcanzarla, se infundid con una jeringa una
disolucién, de EIPA en Tyrode (16 uM) en la raiz adrtica media mediante una

bomba, a distinta velocidad, segun el flujo coronario del corazon (Tabla 1).
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Respecto al estudio de los efectos electrofisioldgicos producidos por la
administracion del EIPA 0.4 uM sobre las caracteristicas de la fibrilacion
ventricular, y para el caso de los efectos del EIPA a una concentracion 1 uM,
tanto sobre automatismo, conduccion y refractariedad como sobre las
caracteristicas de la fibrilacion ventricular, el EIPA se disolvié en el Tyrode.
Asimismo, el EIPA también se disolvi6 en Tyrode para el estudio de la
inducibilidad de la fibrilacién ventricular tras la oclusion arterial coronaria. Como
se vera mas adelante, los experimentos en los que se administré EIPA 1 uM,
obligaron a hacer 2 grupos independientes de experimentos: uno control, con
corazones prefundidos solamente con Tyrode y, uno tratado al que como

acabamos de comentar, la perfusion fue de Tyrode con EIPA.

FLUJO FLUJO | INFUSION | V.BOMBA FLUJO FLUJO INFUSION | V.BOMBA

TOTAL | TYRODE || (ml/min) (ml/h) TOTAL | TYRODE (ml/min) (ml/h)
20 19,5 0,5 30 40 39 1 60
21 20,475 0,525 31,5 a1 39,975 1,025 61,5
22 21,45 0,55 33 42 40,95 1,05 63
23 22,425 0,575 34,5 43 41,925 1,075 64,5
24 23,4 0,6 36 a4 42,9 1,1 66
25 24,375 0,625 37,5 a5 43,875 1,125 67,5
26 25,35 0,65 39 46 44,85 1,15 69
27 26,325 0,675 40,5 47 45,825 1,175 70,5
28 27,3 0,7 42 48 46,8 1,2 72
29 28,275 0,725 43,5 49 47,775 1,225 73,5
3!\ 2Q 28 075 45 5n 48 785 128 75
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31 30,225 0,775 46,5 51 49,725 1,275 76,5
32 31,2 0,8 48 52 50,7 1,3 78
33 32,175 0,825 49,5 53 51,675 1,325 79,5
34 33,15 0,85 51 54 52,65 1,35 81
35 34,125 0,875 52,5 55 53,625 1,375 82,5
36 35,1 0,9 54 56 54,6 1,4 84
37 36,075 0,925 55,5 57 55,575 1,425 85,5
38 37,05 0,95 57 58 56,55 1,45 87
39 38,025 0,975 58,5 59 57,525 1,475 88,5

Tabla 1.- Velocidad programada de la infusién de EIPA 0.4 uM, en funcion del flujo

coronario.

j) Induccion de la FV.

La fibrilacién se desencadend, excepto en el estudio de la inducibilidad de
la fibrilacion ventricular en la oclusion coronaria, mediante estimulacion
ventricular izquierda a frecuencias progresivamente crecientes.

Para el caso del estudio de la inducibilidad de la fibrilacion ventricular en
los corazones sometidos a oclusidon arterial coronaria, se recurrid a la
introduccion de extraestimulos en la forma que mas adelante describimos con

detalle.

k) Desfibrilacion.
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La desfibrilacidon se llevéd a cabo mediante palas metalicas eléctricas, que

descargaban después de ser aplicadas a ambos lados del corazon.

|) Protocolo experimental.

1) En el caso del estudio de los parametros electrofisioldgicos de
automatismo, conduccion y refractariedad y del flujo coronario tras inhibir el
NHE con EIPA 0.4 uM, procedimos del siguiente modo: después de analizar
dichos parametros una vez ubicado el corazon en el sistema de Langendorff, y
tal como se ha descrito previamente, se procedid posteriormente a la infusién
de EIPA y diez minutos después de iniciada la infusion se repitid el estudio

electrofisioldgico y la medicidn del flujo coronario.

2) En el caso del analisis de la fibrilacion ventricular tras inhibir el NHE con
EIPA 0.4 uM, la forma de proceder fue la siguiente: en el grupo control, tras
inducir la fibrilacién, esta se mantuvo durante cinco minutos, a lo largo de los
cuales se realizd el correspondiente registro. Asimismo, en el grupo tratado se

registrd la fibrilacidon durante cinco minutos después de iniciada la arritmia..

3) En el caso del estudio de los parametros electrofisioldgicos de

automatismo, conduccion y refractariedad y del flujo coronario tras inhibir el
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NHE con EIPA 1 uM, procedimos del siguiente modo: en un grupo (control),
tras ubicar el corazén en el sistema de Langendorff, se realizd el estudio
electrofisiolégico de automatismo, conduccion y refractariedad, y del flujo
coronario. En otro grupo (tratado), tras la infusién del EIPA se procedio a

realizar el mismo estudio.

4) En el caso del analisis de la fibrilacidén ventricular tras inhibir el NHE con
EIPA 1 uM, la forma de proceder fue la siguiente: tanto en el grupo control
como en el tratado, tras inducir la fibrilacidon, esta se mantuvo durante cinco

minutos, a lo largo de los cuales se realizo el correspondiente registro.

5) Estudios con oclusidn arterial coronaria (isquemia):

La preparacion en el sistema de Langendorff se realizé siguiendo la misma
metodologia que acabamos de describir para el caso del corazén normalmente
oxigenado. Asimismo, la determinacion de los distintos parametros
electrofisioldgicos se realizaron siguiendo también las mismas técnicas; y lo

mismo cabe decir para la determinacién del flujo sanguineo coronario.
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En los corazones en los que se ocluyd la arteria coronaria y fueron
tratados con EIPA, éste se disolvid en el Tyrode ubicado en el recipiente que

contenia dicho liquido nutricio.

La oclusidn arterial coronaria se realizd pasando una aguja de sutura (1/2
X 17mm) con hilo de poliéster (2-0) a través del miocardio adyacente a la
arteria a ocluir. Al hilo de sutura se le incorpord un oclusor, el cual se utilizd
para interrumpir el flujo coronario. La efectividad de la oclusion se comprobé a
través de la observacion del incremento de la presidon registrada en la raiz
aodrtica mediante el mandémetro de agua conectado lateralmente al sistema de
Langendorff, asi como por el desnivel del segmento ST observado en los

diferentes electrogramas ventriculares epicardicos.

La sistematica para el analisis de la inducibilidad de la fibrilacion

ventricular mediante la aplicacién de extraestimulos fue la siguiente:

1. En primer lugar se practicd el test del extraestimulo ventricular para la

determinacion del periodo refractario efectivo ventricular.
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2. Posteriormente se aplico un segundo test del extraestimulo ventricular
con introduccién de dos extraestimulos (uno de acoplamiento fijo, con intervalo
de acoplamiento ligeramente mayor que el periodo refractario determinado con
el test sefialado en el apartado anterior), y otro posterior, de acoplamiento
variable, que sirve ademas para determinar el periodo refractario que
tendremos como referencia para la aplicacion un tercer extraestimulo, segun

mencionamos en el siguiente apartado.

3. Finalmente, un tercer test del extraestimulo ventricular con introduccién
de tres extraestimulos (dos de acoplamiento fijo y un tercero de acoplamiento

variable).

La metodologia para investigar la inducibilidad de la fibrilacién ventricular
se aplicd tanto al principio del experimento, como asimismo, cinco minutos

después de la oclusion coronaria.

2.6. Analisis estadistico.

Para el andlisis estadistico de los resultados, se ha utilizado el test de la

“t” de Student para muestras apareadas, comparando los resultados antes,
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versus después de la administracion de EIPA 0.4 uM, para el caso de los

parametros de automatismo, conduccion y refractariedad.

Para la comparacion de los parametros antes citados cuando la
concentracion de EIPA estudiada era 1 pM, y para la comparacién de la
frecuencia dominante de la fibrilacién ventricular tanto cuando la concentracion
de EIPA fue de 0.4 uM, como cuando fue de 1 uM, el test utilizado fue el test

“t” de Student para muestras no apareadas.

Finalmente, para el analisis del porcentaje de fibrilacién ventricular

obtenida mediante la aplicacién de extraestimulos el test empleado fue el de la

y-cuadrado. El nivel de significacion establecido ha sido para una p< 0.05.

2.7. Legislacion.

Todos los estudios fueron realizados de acuerdo con lo establecido en la

Convencién Europea de Estrasburgo, el 18 de marzo de 1.986 (B. O. E. 10 de

febrero de 1.990).
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3. RESULTADOS
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3.1. Efectos de la inhibicion del NHE mediante la administracion de
EIPA, 0.4 uM, sobre la inducibilidad de la fibrilacion ventricular (FV) y

sobre la refractariedad ventricular tras la oclusion arterial coronaria.

En los experimentos en que se pudo inducir FV, ésta se desencadend al
aplicar los tests del extraestimulo durante el periodo de isquemia. La inhibicion
del NHE redujo la incidencia de FV del grupo tratado con EIPA 0.4 uM, respecto
al control (30% vs. 81%, p<0.05; figura 5). El nimero de experimentos del

grupo tratado fue de 10, mientras que el del grupo control fue de 16.

Respecto a los periodos refractarios ventriculares efectivo y funcional
determinados en el grupo control, éstos disminuyeron significativamente un
16% (125 + 12 vs. 105 + 14; p<0.05, figura 6), y un 13% (138 + 9 vs. 120 +
16; p<0.05, figura 6) respectivamente tras la oclusiéon arterial coronaria. A
diferencia de lo que ocurrid en el grupo control, en los tratados, si bien
disminuyeron ligeramente, esta diferencia no alcanzd una significacion
estadistica, tanto en el caso del PREV (130 + 13 vs. 116 + 14, figura 7), como

en el del PRFV (148 + 14 vs. 132 + 15, figura 7).
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% 90 -

75 -

60 -

O Control
k B Tratado

45 -

30 -

15

Figura 5: Porcentaje de incidencia de fibrilacion ventricular
inducida mediante la aplicacion de extraestimulos, 5 minutos
después de la oclusion coronaria, en el grupo control y en el grupo

tratado con EIPA 0.4 uM. *p<0.05.

ms 160 - O Preoclusion
B 5 min postoclusion
120 -
80 -
40 +
0

PREV PRFV
Figura 6: Efectos de la isquemia regional sobre los periodos refractarios
ventriculares efectivo y funcional (PREV y PRFV respectivamente) en el

grupo control. *p<0.05.
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ms 160
—|_ OPreoclusién
120 - B 5 min postoclusién
80 -
40 |
0

PREV PRFV
Figura 7: Efectos de la isquemia regional sobre los periodos refractarios
ventriculares efectivo y funcional (PREV y PRFV respectivamente) en el

grupo tratado con EIPA 0.4 uM.

3.2. Efectos electrofisiolégicos en el corazon aislado y normalmente

perfundido (normoxico) tras la inhibicion del NHE mediante la

administracion de EIPA, 0.4 uM.

3.2.1. Cronotropismo sinusal y conduccion sinoauricular.

El intervalo R-R aumentd un 15% tras la administracion de EIPA (tabla 2 y

figuras 8, 9 y 10). Respecto a los demas parametros de cronotropismo vy

conduccion sinoauricular no se observaron diferencias significativas.
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AUTOMATISMO CONDUCCION SA
R-R TRNSc TCSA
327+61 145+54 62+23
CONTROL
(10) (10) (10)
EIPA 377%*62* 185+74 70%28
(0.4 uM) (10) (10) (10)

Tabla 2: Medias y desviaciones estandar de los valores correspondientes
a los parametros de automatismo y conduccidén sinoauricular. Valores
expresados en ms. R-R: Intervalo R-R, TRNSc: tiempo de recuperacion del
nodo sinusal corregido, TCSA: tiempo de conduccién sinoauricular.

Numero de experimentos entre paréntesis. *p<0.05.

ms 500 -

400 +

300 +

OPrefarmaco
B Postfarmaco

200 ~

100 +

Figura 8: Efecto de la administracion de EIPA 0.4 pM sobre la

longitud del ciclo sinusal basico (intervalo R-R). *p<0.05.
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MS.200 -
180 +
160 ~

140 ~
120 ~
100 +
80 +
60 -
40 ~
20 +

OPrefarmaco
B Postfarmaco

Figura 9: Efecto de la administracion de EIPA (0.4 uM) sobre

el tiempo de recuperacidn del nodo sinusal corregido.

ms. 100 -

80 ~

60 -

OPrefarmaco
B Postfarmaco

40

20 ~

Figura 10: Efectos de la administracién de EIPA 0.4 uM sobre el

tiempo de conduccién sinoauricular.
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3.2.2. Conduccion auriculoventricular.

Tanto la longitud del ciclo de Wenckebach como la longitud del ciclo de
Wenckebach retrégrado, aumentaron respectivamente un 7 y un 16% tras la
infusidén de EIPA 0.4 uM. Asimismo, el intervalo A-V aumentd significativamente

un 17% (tabla 3 y figura 11, 12 y 13).

CONDUCCION AV
LCW LCWr INTERVALO A-V
CONTROL | 124%16 148130 51%19
(10) (10) (10)
EIPA 133212* || 172%25* 60+18*
(0.4 uM) (10) (10) (10)

Tabla 3: Medias y desviaciones estandar de los valores
correspondientes a los parametros de conduccidon auriculoventricular.
Valores expresados en ms. LCW: Longitud del ciclo de Wenckebach.
LCWr: Longitud del ciclo de Wenckebach retrogrado. A-V:Intervalo A-V.

NUmero de experimentos entre paréntesis. *p<0.05.

-78 -



Resultados

ms.

140
120 -
100 -
80
60 -
40 -
20

O Prefarmaco
B Postfarmaco

Figura 11: Efecto de la administracion de EIPA 0.4 uM sobre la

longitud del ciclo de Wenckebach. *p<0.05.

200
180 -
160 -
140 -
120
100 -
80 -
60 -
40 -
20 A

O Prefarmaco
W Postfarmaco

Figura 12: Efecto de la administracion de EIPA 0.4 uM sobre la

longitud del ciclo Wenckebach retrogrado. *p<0.05.
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X
ms. 80 -
60 - T
40 O Prefarmaco
B Postfarmaco
20 -
0

Figura 13: Efecto de la administracion de EIPA 0.4 uM sobre la

longitud del intervalo A-V. *p<0.05.

3.2.3. Refractariedad auricular, ventricular y del sistema de

conduccion auriculoventricular.

En las tablas 4 y 5, se presentan los valores de los parametros
electrofisiolégicos de refractariedad en condiciones basales, y diez minutos
después de la infusion de EIPA. La inhibicion del contratransportador Na*™/H™
tras la infusion de EIPA no varid significativamente ninguno de los periodos
refractarios analizados, esto es PREA, PRFA, PREV, PRFV, PRESCAV y PRFSCAV

(ver figuras 14 y 15).
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REFRACTARIEDAD
PREA PRFA PREV PRFV
86126 107x30 | 127+23 | 138%21
NTROL
CONTRO (10) (10) (10) (10)
EIPA 87+22 111227 | 135%20 | 146%19
(0.4 uM) (10) (10) (10) (10)

Tabla 4: Medias y desviaciones estandar de los valores correspondientes

a los periodos refractarios. Valores expresados en ms. PREA: Periodo

refractario efectivo auricular. PRFA: Periodo refractario funcional auricular.

PREV: Periodo refractario efectivo ventricular. PRFV: Periodo refractario

funcional ventricular. NUmero de experimentos entre paréntesis. *p<0.05.

mSs. 180 -
150 -
120 -
90 -
60 -
30 -

OPrefarmaco
B Postfarmaco

PREA PRFA PREV PRFV

Figura 14: Efectos de la administracion de EIPA 0.4 uM sobre el periodo

refractario efectivo auricular (PREA), periodo refractario funcional
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auricular (PRFA), periodo refractario efectivo ventricular (PREV) y

periodo refractario funcional ventricular (PRFV).

REFRACTARIEDAD
PRESCAV PRFSCAV
112%17 141£18
CONTROL
3 3
EIPA 97+25 14517
(0.4 uM) 4 4

Tabla 5: Medias y desviaciones estandar de los valores (en ms.)
correspondientes a la refractariedad del sistema de conduccion AV.
Periodos refractarios efectivo y funcional del sistema de conduccidn
auriculoventricular (PRESCAV y PRFSCAV respectivamente). Nimero de

experimentos entre paréntesis.

MmS. 160 -
140 - T —|—
120 -
100 -
80 -
60 -
40 A
20 A

0

O Prefarmaco

W Postfarmaco

PRESCAV PRFSCAV

Figura 15: Efectos de la administracion de EIPA 0.4 uM sobre los
periodos refractarios efectivo y funcional del sistema de conduccion

auriculoventricular (PRESCAV y PRFSCAV respectivamente).
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El hecho de que no pudiésemos determinar los periodos refractarios del
sitema de conduccidon auriculoventricular en la mayor parte de casos, fue
debido a que durante la ejecucién del test del extraestimulo auricular, se
alcanzd el periodo refractario auricular antes que el del sistema de conduccion

auriculoventricular.

3.2.4. Patron fibrilatorio ventricular.

En los experimentos en los que se pudo inducir por estimulacién a
frecuencias crecientes una fibrilacion ventricular sostenida, se determind la
frecuencia dominante media, maxima y minima, a los 5 minutos después de

desencadenado el proceso fibrilatorio.

En la tabla 6 se muestran los resultados referentes a las frecuencias
dominantes media, maxima y minima de la fibrilacion ventricular determinados
5 minutos después de inducir la arritmia. En las figuras 16 y 17 se representan
graficamente las frecuencias dominantes. No se encontraron diferencias

significativas.
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FRECUENCIAS DOMINANTES
FrD Media FrD Maxima FrD Minima
18%3 22*6 13%2
CONTROL
(10) (7) (7)
EIPA 165 195 12%3
(0.4 uM) (10) (10) (10)

Tabla 6: Medias y desviaciones estandar de los valores correspondientes

a las frecuencias dominantes.

Valores expresados en Hertz. FrD:

Frecuencia dominante. NUmero de experimentos entre paréntesis.

Hertz20 -
15 -

10 A

OCONTROL
BEIPA

Figura 16: Frecuencia dominante media de la fibrilaciéon ventricular

en corazones control y en corazones perfundidos con EIPA 0.4 uM.
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Hertz o5 _ T _‘,

20 A

15 -

O Control
B Tratado

10

FrD Max FrD Min

Figura 17: Frecuencias dominantes maxima y minima, de la
fibrilacion ventricular en corazones control y en corazones

perfundidos con EIPA 0.4 uM.

3.3. Efectos del EIPA (0.4 uM) sobre el flujo coronario en
corazones aislados y normalmente perfundidos, divididos en grupo

control y grupo tratado.

Respecto a los resultados correspondientes al flujo coronario, tras la
infusion de EIPA se observd una tendencia a la disminucion del flujo,
independientemente de que se expresase en ml/min/g de tejido (4.8 £ 2 vs.
3.2 £ 1 ml/min/g respectivamente) o en ml/min/g/latido (0.023 £+ 0.010 vs.
0.018 + 0.05 respectivamente). En ambos casos, esta disminucion no fue

estadisticamente significativa.
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3.4. Efectos electrofisiologicos en el corazdon aislado vy
normalmente perfundido (normoxia) tras la inhibicion del NHE

mediante la administracion de EIPA, 1 uM.

Recordemos que, como ya fue descrito en el capitulo de Material y
Métodos, que a diferencia de los experimentos realizados con EIPA a
concentracion 0.4 uM, la solucién de Tyrode ya contenia disuelto el EIPA, desde
el comienzo del experimento, para el caso de los animales tratados.
Obviamente en el grupo control, los corazones se perfundieron solamente con
Tyrode. A continuacidon mostramos los resultados obtenidos al comparar las
medidas de los parametros del grupo control frente a los del grupo tratado con

EIPA.

3.4.1. Cronotropismo sinusal y conduccidn sinoauricular.

El TRNSc fue un 63% mas largo en el grupo tratado que en el control

(tabla 7 y figura 18). Ninguno de los demas parametros, tanto de

cronotropismo, como de conduccidon sinoauricular, fueron diferentes entre

grupos.
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ms.400 -
350 -

300 +
250 -
200 -
150 ~
100 ~

50 A

AUTOMATISMO CONDUCCION
R-R TRNSc TCSA
327+61 145%+57 58+23
CONTROL
(10) (10) (12)
EIPA 356+68 236%24* 59+21
(1 uM) (10) (9) (9)

Tabla 7: Medias y desviaciones estandar de los valores correspondientes a
los parametros de automatismo y conduccidon sinoauricular. Valores
expresados en ms. R-R: Intervalo R-R, TRNSc: tiempo de recuperacién del
nodo sinusal corregido, TCSA: tiempo de conduccion sinoauricular. NUmero

de experimentos entre paréntesis. *p<0.05.

OCONTROL
BEIPA

R-R TRNSc

Figura 18: Intervalo R-R y TRNSc en corazones control y en

corazones tratados con EIPA 1 uM. *p<0.05.

-87 -



Resultados

ms. 80 T
60 -

40 -

OCONTROL
B EIPA

20 -

Figura 19: TCSA en corazones control y en corazones perfundidos

con EIPA 1 uM.

3.4.2. Conduccion auriculoventricular

Los tres parametros de conduccidén auriculoventricular, aumentaron
significativamente en los corazones tratados con EIPA 1 uM. respecto a los
corazones del grupo control. La longitud del ciclo de Wenckebach, la longitud
del ciclo de Wenckebach retrogrado fueron un 22% y un 21% respectivamente,
mas largos en los corazones tratados. Respecto al intervalo de conduccion
auriculoventricular, éste fue un 29% mas largo en los corazones tratados (tabla

8 y figuras 20 y 21).
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CONDUCCION A-V
LCW LCWr A-V
124115 145127 5119
CONTROL
(12) (12) (10)
EIPA 152125* 176x18* 66x7*
(1 pM) 9 (10) (10)

Tabla 8: Medias y desviaciones estandar de los valores

correspondientes

a los

parametros

conduccion

auriculoventricular. Valores expresados en ms. LCW: Longitud

del ciclo de Wenckebach.

Wenckebach

LCWr:
retrégrado. A-V:

experimentos entre paréntesis. *p<0.05.

ms. 200 -

150 -

100 -

50 -

Figura 20: Longitud del ciclo de Wenckebach (LCW) y longitud

del ciclo de Wenckebach retrégrado (LCWr) en corazones control y

LCW

LCWr

Longitud del ciclo de

Intervalo A-V. Numero de

OCONTROL
BEIPA

en corazones perfundidos con EIPA 1 uM. *p<0.05.
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ms.70
60 - T

50 -
40 + OCONTROL
30 - B EIPA
20 +
10
0

Figura 21: Intervalo A-V en corazones control y en corazones

perfundidos con EIPA 1 uM. *p<0.05.

3.4.3. Refractariedad auricular, ventricular y del sistema de

conduccion auriculoventricular.

Los valores de refractariedad auricular, ventricular y del sistema de
conduccién auriculoventricular no variaron durante la infusién de EIPA 1 uM,
excepto en el caso del periodo refractario efectivo del sistema de conduccion
AV, que fue 16 % mayor en los corazones perfundidos con EIPA que en los
controles. La razdn de que no se determinaran la refractariedad del sistema de
conduccion AV en muchos casos, fue la misma que para los corazones tratados

con EIPA 0.4 uM. (tabla 9y figura 22, y tabla 10 y figura 23).

-90 -



Resultados

REFRACTARIEDAD
PREA PRFA PREV PRFV
77123 9631 12521 | 138119
NTROL
CONTRO (12) (12) (12) (12)
EIPA 76%8 95+12 126213 | 149%11
(1 pM) (10) (10) (10) (10)

Tabla 9: Medias y desviaciones estandar de los valores correspondientes
a los parametros de refractariedad. Valores expresados en milisegundos.
PREA: Periodo refractario efectivo auricular. PRFA: Periodo refractario
funcional auricular. PREV: Periodo refractario efectivo ventricular. PRFV:
Periodo refractario funcional ventricular. NUmero de experimentos entre

paréntesis.

ms. 160 -
140 - ‘|‘ T .

120 ~

100 +
T OCONTROL

80 ~
B EIPA
60 -

40 -
20 -

PREA PRFA PREV PRFV

Figura 22: PREA, PRFA, PREV y PRFV, en corazones control y en

corazones perfundidos con EIPA 1 uM.
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REFRACTARIEDAD
PRESCAV PRFSCAV
11217 141£18
CONTROL
3 3
EIPA 130:10* 16111
(1 pM) 3 3

Tabla 10: Medias y desviaciones estandar de los valores
correspondientes a los parametros de refractariedad del sistema
de conduccién AV. Valores expresados en ms. PRESCAV: Periodo
refractario efectivo del sistema de conduccién auriculoventricular.
PRFSCAV: Periodo refractario funcional del sistema de
conduccion auriculoventricular. Nimero de experimentos entre

paréntesis. *p<0.05.

ms. 180 -

150 -

120 -

OCONTROL
BEIPA

90 -

60 -

30 -

PRESCAV PRFSCAV

Figura 23: PRESCAV y PRFSCAV en corazones control y en corazones

perfundidos con EIPA 1 uM. *p<0.05.
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3.4.4. Patron fibrilatorio ventricular.

En los experimentos en los que se pudo inducir por estimulacién a
frecuencias crecientes una fibrilacion ventricular sostenida, se determind la
frecuencia dominante media, maxima y minima, no observandose cambios
significativos al comparar los resultados obtenidos a los 5 minutos de fibrilacién,
entre el grupo control y el grupo tratado con EIPA 1 uM. Tampoco se
observaron cambios entre los diferentes momentos analizados a lo largo del
tiempo, dentro de cada grupo (resultados no mostrados). Tabla 11, figuras 24 y

25.

FRECUENCIAS DOMINANTES
FrD Media ’FI'-D FrD Minima
Maxima
156 172 103
CONTROL (11) (11) (11)
EIPA 162 20*6 10%3
(1 uM) (6) (6) (6)

Tabla 11: Medias y desviaciones estandar de los valores
correspondientes a los parametros de frecuencias dominantes.
Valores expresados en Hertz. FrD: Frecuencia dominante.

Numero de experimentos entre paréntesis.
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Hertz 20 T
15 -

10 -

OCONTROL
B EIPA

Figura 24: Efectos del EIPA 1 uM sobre la Frecuencia dominante

media en corazones control y en corazones perfundidos con EIPA 1

uM.
Hertz 25
20 ~
151 “' O Control
10 - B Tratado
5 -
0
FrD Max FrD Min

Figura 25: Efectos del EIPA 1 uM sobre las frecuencias dominantes
maxima y minima en corazones control y en corazones perfundidos

con EIPA 1 uM.
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3.5. Efectos del EIPA (1 uM) sobre el flujo coronario en

corazones aislados y normalmente perfundidos.

Cuando se expresd en ml/min/g de tejido se observaron diferencias
significativas en corazones del grupo control frente a los corazones del grupo
tratado (4.72+1.46 vs. 2.77+1.63 respectivamente), esto es, una disminucion
del 41 %; sin embargo, no hubo diferencias significativas cuando el flujo se

normalizé a ml/min/g/latido (0.024 + 0.009 vs. 0.017 + 0.006).
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4.1. Algunas consideraciones generales.

En el presente estudio se ha investigado un aspecto mas de la proteccion
miocardica producida por la inhibicion del NHE, mediante el andlisis de la
inducibilidad de la fibrilacion ventricular a través de la aplicacién de extra-
estimulos, y el andlisis de la refractariedad ventricular, en el miocardio sometido
a oclusion arterial coronaria. Asimismo ha sido objeto de esta tesis investigar si
la inhibicion del NHE produce modificaciones de caracter intrinseco sobre
automatismo, conduccién auriculoventricular y muy prioritariamente sobre la
refractariedad miocardica (auricular, ventricular y del sistema de conduccidn
auriculoventricular), y las caracteristicas de la fibrilacion ventricular, en el

miocardio perfundido con una normal oxigenacion.

Como se ha venido exponiendo a lo largo del capitulo de Introduccion, ha
sido demostrado ampliamente y desde hace algunos afos, que la inhibicion del
NHE en el miocardio isquémico y reperfundido, evita una serie de
acontecimientos celulares que ejercen un efecto deletéreo. La gran cantidad de
publicaciones en las que se demuestran efectos beneficiosos a diferentes

niveles, tras la inhibicion del sistema de intercambio mencionado, y que
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asimismo han sido comentadas, ha avalado la hipotesis segun la cual inhibiendo
el NHE en la isquemia, se protege al cardiomiocito durante la reperfusion post-

isquémica.

Nosotros hemos pretendido aportar mas datos en el sentido que acabamos
de exponer, pero investigando un aspecto algo diferente, y que ha sido, el de la
proteccion durante la isquemia (no seguida de reperfusion), frente a algun
mecanismo inductor de arritmias re-entrantes, y también investigar uno de los
mecanismos implicados, que es la refractariedad del ventriculo afectado por la

oclusion coronaria.

Haber estudiado la refractariedad intrinseca de los diferentes territorios
miocardicos, y especialmente la ventricular, en situacion normoxica y tras la
inhibicién del NHE, nos permite investigar la posibilidad de que se produzcan
modificaciones directas del citado parametro electrofisioldgico, por la
mencionada inhibicion. Como ya hemos apuntado previamente, se piensa que
el NHE no juega ningin papel en condiciones normales, y solamente en
situaciones en las que se deprime intensamente el pH, como ocurre en la
isquemia, se pone en accion tal contratransportador. Es por ello que hemos
querido investigar si efectivamente en condiciones normoxicas se mantiene la

refractariedad tras la inhibicion del NHE. Fundamentalmente nos ha interesado
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la refractariedad ventricular por su relacién con las arritmias por re-entrada
como taquicardias ventriculares vy fibrilacion ventricular, que son arritmias muy

frecuentes en la isquemia y reperfusion cardiaca.

También hemos querido investigar otros efectos que podria exhibir la
inhibicion del NHE, sobre otras propiedades electrofisioldgicas miocardicas,
como son el automatismo sinusal y la conduccidon sinoauricular vy
auriculoventricular. El estudio de estas propiedades electrofisiologicas, lo
consideramos de menor interés desde el punto de vista de la explicacion de los
efectos beneficiosos que exhibe la inhibicion del NHE sobre la proteccion
miocardica; ademas el EIPA quiza no sea el mejor inhibidor para el analisis de
estos parametros, si bien es el mas especifico al que hemos tenido acceso. No
obstante, hemos considerado también objetivo de esta tesis el estudio de la
modificacion de estos parametros tras la inhibicién del NHE, por las razones que
hemos apuntado en la hipdtesis de trabajo y en la justificacion de los objetivos
precedentes, y que se resumen en la ausencia de resultados publicados,
suficientemente concluyentes, a nuestro entender, sobre los efectos intrinsecos

de la inhibicion del NHE sobre los mismos.

4.2. Sobre la metodologia y el inhibidor del NHE usado.
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Para la realizacion de la presente investigacion ha sido usada una
preparacion de corazén aislado con el fin de excluir influencias nerviosas y/o
humorales sobre los resultados. Este es un modelo usado comtnmente para el
estudio de efectos electrofisioldgicos directos o intrinsecos de farmacos o de
diversas manipulaciones como son estiramientos, lesiones por radiofrecuencia,
variaciones térmicas, hipoxia global, etc. (Chorro et al., 1.997, 1.999, 2.000,

Such et al., 2.002).

El modelo de corazdn aislado de conejo, presenta la ventaja respecto al
corazdn aislado de perro, que no requiere sangre para su perfusion, sino
liquidos de facil disponibilidad y preparacion como es el Tyrode; ademas es de
facil manipulacién, lo que le da también ventajas respecto al corazdon de

animales mas pequenos como es el de rata o cobaya.

Respecto al inhibidor del NHE, y las concentraciones del mismo usadas hay
que decir que: el EIPA es un inhibidor del NHE mucho mas especifico que el
amiloride, siendo uno de los cientos de derivados del mismo, y se halla entre
una serie de analogos con grupos hidrofébicos sobre el dtomo de nitrégeno del
-NH, situado en posicién 5, que exhiben una potencia de 10 a 500 veces
superior a la del amiloride en la inhibicién del NHE (Kleyman y Cragoe 1.988) y

en cuanto a la concentracion de EIPA usada, ha sido doble: 0.4 uM, que es una
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concentracion muy similar a la ICsp para el NHE , y 1 uM, que ha sido una
concentracion muy usada para investigar los efectos protectores de la inhibicion

del NHE sobre el miocardio isquémico y reperfundido.

EIPA 0.4 uM, es una concentracion ligeramente superior a aquéllas para
las que se ha demostrado una reduccidn en la produccidn de arritmias durante
la isquemia y reperfusidn miocardica, y ademas es una concentracién similar a
las usadas por otros autores que investigaron el papel de la inhibicién del NHE,
no solo en la proteccidn miocardica, sino también sobre fendmenos como el

precondicionamiento.

Efectivamente Scholz et al. (1.992), usando una concentraciéon 0.3 uM de
EIPA en un modelo de isquemia y reperfusion en corazon aislado de rata
encontraron una reduccion muy marcada de la incidencia y de la duracién de la
fibrilacion ventricular. Este efecto claramente protector se manifestd a nivel
metabdlico ya que los contenidos miocardicos de glucdgeno, ATP y fosfato de

creatina se mantuvieron en valores mas altos que en los corazones control.

Yasutake et al. (1.994), incluso con una concentracién de EIPA cuatro

veces inferior a la usada por nosotros, hallaron una reduccion significativa en la
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aparicion de fibrilacidn ventricular, en corazones aislados de ratas sometidos a

isquemia y reperfusion.

Por otra parte, esta concentracion de EIPA esta muy lejos de aquéllas que
han mostrado efectos adversos (Kleyman y Cragoe 1.988). Amiloride y mucho
menos sus derivados son sustancias bradicardizantes. La concentracion de 0.4
uM, es, segun se desprende de un estudio previo realizado por nosotros, la que
menor efecto depresor manifiesta sobre el automatismo y la conduccidn
auriculoventricular, y que sigue teniendo, segun se desprende de los trabajos
de investigacidn revisados por nosotros, un efecto protector sobre el miocardio

isquémico y reperfundido.

En el citado estudio realizado por nuestro grupo de trabajo (Blanco et al.,
2.000) investigamos en corazon aislado de conejo el efecto de la administracion
de diferentes concentraciones de EIPA (4x10-7, 8x10-7, y 8x10-6 M), sobre el
automatismo sinusal, mediante el andlisis de la longitud del ciclo sinusal
(intervalo R-R) y la conduccion auriculoventricular, mediante el analisis del
intervalo A-V y de la longitud del ciclo de Wenckebach. De las concentraciones
investigadas, la que menos modificd los parametros mencionados fue la menor

concentracion usada en la presente tesis, y hemos querido que una de las dos
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concentraciones investigadas fuera la que menos efectos secundarios de

caracter electrofisioldgico exhibiera.

Respecto a la concentracion mas alta usada por nosotros, para algunos
autores, 1 uM es una concentracién que abolid la aparicidn de fibrilacién
ventricular durante la reperfusién post-isquémica, aunque 0.4 pM, como
acabamos de comentar, también reduce marcadamente la incidencia de
fibrilacion ventricular (Scholz et al., 1.992). Ademas, 1 uM inhibié totalmente el
influjo de Na+ (dependiente del intercambiador de Na+/H+) en cardiomiocitos
aislados y acidificados por la adicién de propionato al medio de cultivo, lo cual
indica una inhibicion total del intercambiador mediante la adicién de la
mencionada concentracion. El nimero de investigadores que han usado 1 uM
de EIPA con el fin de analizar la capacidad protectora de dicho inhibidor sobre
el miocardio isquémico es elevado (Imashashi et al., 1.998, Sholz et al., 1.992,
Toda et al., 1.999, Schafer et al., 1.999, Mosca and Cingolani, 2.000), y es por

ello que la mayor concentracidon usada por nosotros haya sido ésta.

Por las razones anteriormente comentadas, hemos creido que usar dos
concentraciones, responderia mejor a los objetivos propuestos. Mas adelante
comentaremos algunos aspectos relacionados con las implicaciones que tiene a

nivel electrofisioldgico, el uso de diferentes concentraciones de EIPA.
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4.3. Respecto a los resultados obtenidos.

4.3.1. Inducibilidad de la fibrilacion ventricular vy
refractariedad ventricular tras la oclusion

coronaria.

Como hemos comentado en el capitulo de Material y Métodos, la
proteccion miocardica mediante la inhibicion del sistema de intercambio objeto
de este trabajo, ha sido investigada a nivel de la produccion de arritmias, el
tamano del infarto, la aparicion de “aturdimiento” miocardico, la hemodinamica,
parametros metabdlicos y otras variables (Hendrikx et al., 1.994, Scholz et al.,
1.995, Garcia-Dorado et al., 1.997, Knight et al., 2.001, Gazmuri et al., 2.001,
Scholz et al., 1.993, Yasutake et al., 1.994, Bugge et al., 1.995), asi como
también sobre la resucitacion tras un episodio de fibrilacién ventricular, en
tanto que dicha situacion entrafia también un proceso de isquemia seguido de

reperfusion, y que también ha sido comentado en el capitulo de Introduccion.

En el presente estudio hemos investigado la proteccidon ejercida por la
inhibicién del NHE con EIPA sobre la inducibilidad de la fibrilacion ventricular.
Como hemos visto en el capitulo de Resultados, en lo que respecta a este

aspecto de la investigacién, la administracién de EIPA protegid de una forma
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importante frente a la produccion de dicha arritmia tras la aplicacion de
extraestimulos. Pensamos que es ésta una aportacion adicional a las multiples
en las que se demuestra un efecto protector de la inhibicion del NHE en el
miocardio isquémico. El estudio sobre la inducibilidad de la fibrilacion
ventricular, asi como sobre la refractariedad ventricular tras la oclusién arterial
coronaria ha sido realizado Unicamente con la concentracion de EIPA menor de

las dos usadas por nosotros, esto es, 0.4 uM.

La menor incidencia de fibrilacion ventricular inducida por la aplicacion de
extraestimulos en los animales tratados con EIPA probablemente se halla en
relacion con el hecho de que en tales animales se ha mantenido mejor la
refractariedad tras la oclusion coronaria, que en los animales control, ya que
como hemos podido comprobar en el capitulo de Resultados, el valor de dicho
parametro no se modificd significativamente respecto al que tenia previamente
a la oclusién coronaria; lo que no ocurrid en los controles, en los cuales tras la

oclusion coronaria se evidencid una disminucion de la refractariedad.

La razdn por la cual se ha mantenido el valor de la refractariedad en los
corazones sometidos a oclusién arterial coronaria y tratados con EIPA,
probablemente se podria relacionar, al menos en parte, con el hecho de que los

mecanismos que producen las alteraciones subsiguientes a la activacion del
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NHE durante la isquemia y no solamente durante la reperfusién, puedan haber
operado sobre el sustrato morfofuncional sobre el que se asienta la

refractariedad.

Otros autores han investigado el efecto de la inhibicién del NHE sobre
determinados parametros electrofisioldgicos, entre los que estda la
refractariedad. Asi Duff et al. (1.991) relataron un aumento de la refractariedad
en la zona fronteriza ubicada entre el miocardio infartado y el sano, en perros
sometidos a oclusion arterial coronaria y tratados con amiloride. Dichos autores
atribuyeron el incremento de la refractariedad al hecho de que al inhibir el
sistema de intercambio sodio-proton, se produciria una disminuciéon del pH
intracelular que afectaria a las corrientes repolarizantes del cardiomiocito
ventricular, I, lo que alargaria tanto la repolarizacion, como el periodo
refractario. No obstante estos mismos autores no encontraron ninguna
modificacion en animales tratados con EIPA y sometidos a las mismas

manipulaciones.

Wirth et al. (2.001), investigaron el efecto de la oclusién arterial seguida
de reperfusidn en cerdos, sobre las modificaciones del potencial de accion
monofasico durante la reperfusion post-isquémica, y hallaron un resultado

similar al que nosotros hemos encontrado para la refractariedad, ya que tales
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autores observaron que la inhibicion del NHE previno el acortamiento del

potencial de accion monofasico inducido por la reperfusion.

Es interesante resaltar el hecho de que la proteccidn exhibida mediante la
administracion de EIPA se ha manifestado durante la fase de oclusion
coronaria. La mayor parte de estudios analiza la proteccién miocardica en
modelos en los que tras la oclusidn arterial se produce la reperfusion, y durante
la misma se analiza una serie de parametros como son los diversos tipos de
arritmias, la hemodinamica, la aparicién de aturdimiento miocardico, etc.; pero
en nuestro modelo de isquemia sin reperfusién, también ha exhibido un efecto

protector.

Otros autores también observaron efectos protectores del EIPA, a nivel de
la produccién de arritmias, durante el periodo de oclusion coronaria, en corazon
de conejo in situ (Scholz et al., 1.992). Maron (1.989), citado por Scholz et al.
(1.992) observd que la caida de las concentraciones de ATP en corazones
aislados y sometidos a isquemia, se atenuaba por la administracién de otro

derivado del amiloride, el metil-isobutil-amiloride (MIA).

En trabajos de investigacidn mas recientes se implica a procesos que

tienen lugar durante la isquemia, y que son modificados por el uso de
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inhibidores del NHE, con el efecto protector de tales inhibidores. Nos referimos
al mantenimiento del gradiente de protones mitocondrial, de los niveles de ATP
mitocondrial, y al retraso de la acidificacion de la matriz mitocondrial (Ruiz-

Meana et al., 2.003).

La interpretacion dada a los efectos protectores de la inhibicién del NHE,
ha sido la de que durante la isquemia se produce una sobrecarga celular de
sodio, como consecuencia de la activacion del NHE, y que debido a los
deplecionados niveles celulares de ATP, la extrusion de Na+ a través de la
bomba de sodio-potasio, no puede producirse, con lo que el aumento
intracelular de Na+ empeora la expulsién de calcio, a través de la bomba de
Na+/Ca2+, quien, mas aun, como consecuencia de esta situacion comienza a
funcionar en forma reversa, expulsando sodio e intercambiandolo con calcio, lo
que aumentara mas la concentracién de calcio intracelular y las consecuencias
deletéreas que ello conlleva (Lazdunski et al., 1.985, Frelin et al., 1.985 y Pierce
et al.,, 1.990). Ahora bien, el aumento extracelular de la concentracion de
protones que se produce, va a inhibir al NHE. Solamente con la reperfusion y la
disminucion de la concentracion extracelular de protones (efecto de lavado), se
volvera a activar el NHE y con ello la sobrecarga de calcio. Por tanto parece ser

que en la fase de isquemia no operan significativamente estos mecanismos.
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No obstante se ha hipotetizado que durante la isquemia la inhibicion del
NHE operaria facilitando el efecto protector de la acidosis sobre el
mantenimiento de los niveles de ATP, y disminuyendo la actividad de la bomba

de sodio-potasio, ahorrandose este sustrato de alto nivel energético.

4.3.2. Efectos electrofisiologicos producidos por Ia
inhibicion del NHE en condiciones normoxicas:

Efectos sobre la refractariedad.

En el presente estudio también hemos investigado los efectos intrinsecos
de la inhibicion del NHE por el EIPA sobre la refractariedad miocardica, las
caracteristicas de la fibrilacion ventricular producida por estimulacion a
frecuencias crecientes, y el automatismo, conduccién sinoauricular,

auriculoventricular y ventriculoauricular, bajo condiciones normdxicas.

A la vista de los resultados obtenidos, la inhibicion del NHE no parece
influir sobre la refractariedad ventricular. Respecto a este parametro y en
nuestras condiciones experimentales (corazén aislado y normoxia) pocos son

los estudios que han sido realizados.
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De entre las primeras observaciones cabe destacar el incremento de la
duracidon del potencial de accidén de las células de Purkinje producido por el
amiloride, pero usando dicha sustancia a concentraciones suprafarmacoldgicas

(Marchese et al., 1.985).

En investigaciones clinicas se ha observado que la administracion de
amiloride a pacientes con taquicardia ventricular sostenida produce un ligero
incremento en el periodo refractario funcional ventricular (Duff et al., 1.989).
Otros autores en investigaciones de caracter experimental han relatado
modificaciones en la refractariedad o en el potencial de accién, solamente en el
miocardio dafado. De hecho, y como ya hemos apuntado en lineas anteriores,
Duff et al. (1.991) describieron una prolongacion de la refractariedad en la zona
border en miocardio isquémico de perro tras la oclusion-reperfusion de la

arteria coronaria.

También ha sido sefalado previamente que el inhibidor del NHE-1,
cariporide, previene el acortamiento del potencial de accion monofasico
producido por la reperfusidn que sigue a la isquemia coronaria en cerdos.
Cuando dicha sustancia se administr6 a concentraciones que podriamos

considerar suprafarmacoldgicas, algunos autores observaron alargamiento de la
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duracién del potencial de accion en las células del nodo sinoauricular (Satoh y

Hashimoto, 1.986).

Para algunos autores la disminucién en la duracién de las arritmias
derivadas de la reperfusion, observadas en corazones tratados con amiloride
durante la reperfusidn, podria ser atribuida a los efectos electrofisioldgicos
directos de dicha sustancia (Mochizuki et al.,, 1.993), lo que implica una
ausencia de efecto sobre las propiedades ligadas a la aparicidon de arritmias,

tales como la refractariedad, a través de la inhibicién del NHE.

El mantenimiento de la refractariedad ventricular en condiciones de
normoxia contrasta con el mantenimiento de dicho parametro en el miocardio
sometido a oclusion coronaria, ya que en este segundo caso, tal y conforme ha
ocurrido en los controles, los periodos refractarios han disminuido con la
isquemia, situacion en la cual, el mantenimiento de la refractariedad miocardica
reviste unas caracteristicas muy diferentes. Sin embargo, e insistiendo una vez
mas, en los animales tratados con EIPA y a los que se les ocluyd la arteria
coronaria, no ha habido una modificacién significativa de dicho parametro; es
decir, la inhibicion del NHE mediante EIPA operd de algun modo, directo o
indirecto, sobre los mecanismos sobre los que se asienta tal parametro. Sin

embargo, en el caso del miocardio aislado y normalmente perfundido
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(normoxia) ningun mecanismo implicado en la propiedad de la refractariedad

parece modificarse tras la administracion de EIPA.

Nuestros resultados respecto a la refractariedad ventricular en situacion de
normal perfusion miocardica, junto con los obtenidos en situacion de isquemia
revisten un especial interés, ya que se adaptan a la idea asentada por
diferentes autores que indican la ausencia de efectos electrofisioldgicos tras la
administracion de EIPA en los tejidos no sometidos a isquemia. Ello a su vez se
asienta sobre la idea de que el intercambiador sodio-proton no tiene un papel
electrofisioldgico significativo en situacién normal, y solamente se manifiesta su
efecto cuando se produce una disminucidon muy acusada del pH intracelular, lo
cual sucede en circunstancias fisiopatoldgicas como es el caso de la isquemia
miocardica, lo que, como recordaremos, ha sido apuntado en el inicio de
nuestro trabajo, y donde se responsabilizaba a otros sistemas de transporte
como mas implicados en el mantenimiento de la concentracion de

hidrogeniones en los tejidos que se hallan en circunstancias fisioldgicas.

Respecto a la refractariedad auricular, cabe decir que EIPA no ha
modificado los periodos refractarios, efectivo y funcional, con ninguna de las
concentraciones administradas. Lo mismo podemos afirmar respecto a la

refractariedad del sistema de conduccién AV, con la sola excepcion del periodo
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refractario efectivo de este sistema cuando se ha tratado al corazdn con EIPA 1
uM. La refractariedad del sistema de conduccién AV no ha podido medirse en
muchos casos por la siguiente razéon: como es sabido para determinar el
periodo refractario efectivo del sistema de conduccion AV, se requiere realizar
el test del extraestimulo auricular, y asi hemos procedido nosotros. No
obstante, en casi todos los casos hemos alcanzado con el test mencionado, el
periodo refractario auricular antes que el del sistema de conduccion, con lo cual
no cabe, obviamente, continuar el test citado para la determinacion de la

refractariedad AV.

4.3.3. Efectos electrofisiologicos producidos por Ia
inhibicion del NHE en condiciones normoxicas

sobre el patron fibrilatorio ventricular.

En el presente estudio también se han investigado los efectos directos del
EIPA en la fibrilacion ventricular, basandose en el andlisis espectral, para
evaluar los cambios de dicho parametro electrofisioldgico bajo condiciones
normoxicas. La transformacion desde el dominio del tiempo a la frecuencia
dominante es llevada a cabo mediante la transformada de Fourier, que nos

permite examinar la sefial energética como una funcién de la frecuencia.
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Distintos autores han aplicado el analisis de la frecuencia dominante como
un parametro mas de los estudios cardiacos electrofisioldgicos (Chorro et al.,
2.000, Ropella, 2.001). Por otra parte, hemos mencionado previamente que la
frecuencia dominante y las frecuencias medianas son predictivas del éxito de
los choques eléctricos en humanos. Como ya relatamos en la Introduccion,
Strohmenger et al. (1.997), encontraron una correlacion entre el valor de la
frecuencia dominante de la fibrilacion ventricular y el éxito de la desfibrilacion y
del posterior curso del paciente. Como comentan estos autores, el hecho de
que en recientes anos, varios estudios han encontrado que el andlisis de la
fibrilacion ventricular mediante la transformada rapida de Fourier, en general y
la frecuencia mediana, en particular, sean un reflejo del flujo sanguineo
miocardico durante la resucitacién cardiopulmonar y del éxito de la
cardioversion, ha sido decisivo para la realizacion de ensayos de sustancias

presumiblemente protectoras.

La densidad del espectro de potencia de la fibrilacion ventricular,
permanece constante durante bastantes minutos siempre que la perfusion
coronaria se mantenga; ahora bien, la parada cardiaca crea una situacion de
isquemia progresiva y por lo tanto una disminucién de ATP y de fosfagenos,

una alteracion de la excitabilidad de la membrana, trastornos ionicos, como la
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sobrecarga intracelular de calcio y a nivel electrocardiografico ocurre una
disminucién de la frecuencia fibrilatoria, todo lo cual se acompafia, asimismo,
de una probabilidad aumentada de que tras la cardioversion se produzca una
disociacidn electromecanica. Contrariamente, mantener la perfusién miocardica
evita la caida de la frecuencia fibrilatoria y simultdneamente aumenta la
probabilidad de una desfibrilacidn eficaz. Strohmenger et al. (1.997), en
concordancia con otros autores, hallaron en pacientes una gran probabilidad de
evolucidn favorable después de la desfibrilacion cuando los valores de la

frecuencia dominante y de la mediana se mantenian.

La frecuencia dominante de la fibrilacidon ventricular esta relacionada con
las propiedades electrofisioldgicas miocardicas y de ahi que, la ausencia de
cambios en este parametro es un buen marcador de la falta de modificaciones
electrofisioldgicas, y en nuestro modelo experimental, analizar la frecuencia
dominante de la fibrilacién ventricular en circunstancias de normal perfusion
miocardica y su posible modificacién por farmacos, es analizar una propiedad
electrofisioldgica mas del miocardio ventricular como lo es la refractariedad

(Chorro et al., 2.000).

- 115 -



Discusion

De la misma manera que en el caso de la refractariedad, la inhibicion del
NHE con EIPA no modifico la frecuencia dominante de la fibrilacion ventricular

bajo condiciones normdxicas.

4.3.4. Efectos electrofisiologicos producidos por Ila
inhibicion del NHE en condiciones normoxicas
sobre el automatismo sinusal y la conduccion

auriculoventricular.

Como hemos visto en el capitulo de Resultados, la administracién de EIPA
ejercio un ligero pero significativo efecto cronotrdpico negativo. Dicho efecto
solamente se ha manifestado por un aumento de la longitud del ciclo sinusal; es
decir, ha habido una ligera disminucion de la frecuencia cardiaca y solamente
en los corazones tratados con EIPA 0.4 uM. Por otra parte, el TRNS corregido,
que es el otro parametro de automatismo investigado por nosotros, no ha
sufrido modificacidn significativa alguna en los animales tratados con EIPA 0.4
uM, pese a que el TRNS no corregido se modificd significativamente en ambos
grupos, aunque si aumentd en los corazones tratados con la concentracion

mayor de EIPA.
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Previas investigaciones, han descrito también un efecto cronotrdpico
negativo, para el caso del amiloride, sustancia de la que el EIPA es un derivado.
Gran parte de las investigaciones a este respecto han sido ya comentadas en el
capitulo de Introduccién. Asi Yamashita et al. (1.981), en experimentos
realizados en preparaciones del nodo sinoauricular de perro, encontrd que la
administracion de amiloride a través de la arteria que irriga el nodo sinusal,
produjo un efecto depresor del automatismo, no antagonizado por la atropina,
y administrando el amiloride a una concentracion de 0.2 pmoles/ml; estos
autores atribuyeron el efecto cronotropico negativo del amiloride, administrado
a dosis suprafarmacoldgicas, a la prolongacién de la duracién del potencial de
accion, como asi ocurre con la bradicardia que producen sustancias como la

amiodarona (Goupil et al., 1.976).

Asimismo, como ya se apuntd previamente, Satoh et al. (1.986), en una
preparacion de nodo sinoauricular de perro, hallé un efecto cronotropico

negativo tras la administracién de amiloride (4.4 x 107" - 1.3 x 10”2 mol/l).

Otros autores también han relatado un efecto cronotrépico negativo para
el amiloride, administrado a una concentraciéon 100 uM a corazones aislados de

rata. Al contrario de los anteriores estudios, existen otras investigaciones en las
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que la administracion de amiloride a humanos, y a perros a los que se les
provocd oclusidn coronaria aguda, a concentraciones menores que en las
anteriores investigaciones consideradas suprafarmacoldgicas, y a las cuales el
amiloride exhibe un efecto antiarritmico, no se menciond ninguna modificacién

de la frecuencia cardiaca (Duff et al., 1.988 y 1.989).

Diversos estudios experimentales en preparaciones /7 vivo han sido
publicados, en los que la administracion de EIPA no exhibid modificaciones en
el automatismo sinusal. Asi Duff et al. (1.991) administrando EIPA a perros,
mediante infusiones que llegaron a alcanzar una concentracién cercana a 0.3
uM, no describid ninguna modificacion de frecuencia cardiaca. Yasutake et al.
(1.994) utilizando una amplia gama de concentraciones de EIPA (0.01, 0.1, 1y
10 uM), relataron una ligera disminucion de la frecuencia cardiaca a las

concentraciones 1y 10 uM.

La administracién de EIPA 1 uM en algunos estudios /n vitro no modifico la
frecuencia cardiaca (Bugge et al., 1.995). No obstante lo anterior, Scholz et al.
(1.992) encontraron que tras la administracion de EIPA 10 uM, a corazones
aislados de rata sometidos a isquemia y posterior reperfusion, si que hubo una

disminucidn significativa de la frecuencia cardiaca durante la isquemia.
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La mayor parte de trabajos realizados usando los inhibidores mas
especificos recientemente sintetizados, no relatan ninguna modificacion sobre el
cronotropismo sinusal. Asi, destacan los trabajos realizados con el HOE-642 o
cariporide, administrado a cerdos a los que se les provocd oclusion coronaria
seguida de reperfusion, en los cuales dicho inhibidor no modifico la frecuencia
cardiaca a lo largo del experimento, ni respecto a la de los animales control

(Wirth et al., 2.001).

La administracion de HOE-694 en corazones de rata aislados, no modifico
la frecuencia cardiaca (Yasutake et al., 1.994), y la administracion de HOE-694
y de HOE-642, en un modelo de corazén aislado de rata, no modifico la

frecuencia cardiaca respecto al control (Gazmuri et al., 2.001).

Con la administracion de zoniporide, inhibidor altamente especifico del
NHE y previamente mencionado, a corazones de conejo tanto /7 vivo como
aislados, no se observd cambios en la frecuencia cardiaca respecto al grupo
control, administrando una concentracién de 0.05 nM de zoniporide. Dosis
mayores, si bien disminuyeron ligeramente la frecuencia cardiaca respecto a

control, tal disminucién no alcanzé significacién estadistica (Knight et al. 2.001).
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No obstante lo anterior, en un trabajo llevado a cabo por Banno et al.
(1.999) en los que se administraron los inhibidores MS-31-038, MS-31-050 e
IMGM a ratas anestesiadas y sometidas a isquemia y reperfusion, solamente
hallaron una disminucién significativa de la frecuencia cardiaca en los animales
tratados con MS-31-050, y ademas ésta fue una disminucidon transitoria. La
ligera disminucion de la frecuencia cardiaca hallada para los otros dos

inhibidores, no alcanzd significacion estadistica.

Pese a las anteriores observaciones, la mayor parte de estudios efectuados
con mas especificos y mas recientemente sintetizados inhibidores del NHE no
encontraron efectos cronotrépicos o dromotrdpicos negativos (Gazmuri et al.,

2.001, Knight et al., 2.001, Wirth et al., 2.001, Yasutake et al., 1.994).

Desconocemos las razones por las cuales la administracion de EIPA ha
ejercido un ligero efecto cronotrdpico negativo, a la concentracion 0.4 uM, que
esta en el rango de las concentraciones que se postulan como ICsy para el NHE.
Cabe pensar que puede estar relacionado con la posibilidad de que conserve
parte del efecto del amiloride, del cual como hemos indicado repetidas veces, el
EIPA es un derivado. Nos referimos al efecto sobre la supresion de las
corrientes lentas de entrada I de calcio y de sodio en el nodo sinoauricular

como demostraron Satoh et al. (1.986), usando técnicas de fijacion de voltaje.

- 120 -



Discusion

Si bien la concentracion de EIPA usada por nosotros queda muy por
debajo de las concentraciones que interfieren con otros mecanismos como son
el intercambio de Na+/Ca2+ (ICsp 129 uM; Kleyman y Cragoe, 1.988) o los
canales de sodio voltaje dependientes (ICsp 10 uM; Gold y Strichartz, 1.991),
pensamos la posibilidad como antes hemos apuntado de que, aunque en mucha

menor medida, pueda afectarse el cronotropismo sinusal ligeramente.

No obstante, el hecho de que algunos investigadores no hallaran ninguna
modificacion sobre el cronotropismo administrando EIPA en experimentos
realizados /in vivo, y nosotros si la hallaramos en experimentos /in vitro tal y
como hemos comentado en lineas anteriores, nos plantea la posibilidad de que
tal vez la inhibicion del NHE pueda, de alguna manera, afectar directa o
indirectamente al cronotropismo sinusal, maxime cuando como acabamos de
ver en determinados casos, si que ha sido observada alguna modificacion de la
frecuencia cardiaca, tras la administracion de ciertos inhibidores recientemente

usados y de gran especificidad.

En este sentido, cabe comentar que nosotros hemos observado que la
administracion de un inhibidor llamado halocina H7, considerado como un

inhibidor especifico irreversible del NHE, también exhibe efectos cronotrdpicos
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negativos (Such et al., 1.998). La halocina H7 es una bacteriocina producida
por una halobacteria haldfila extrema, capaz de inhibir especificamente el NHE
localizado en la membrana celular de las halobacterias (Meseguer et al., 1.995).
Recientemente se ha observado por otros investigadores (O'Connor et al.,
observaciones aun no publicadas) que la halocina H7 inhibe el intercambiador

Na+/H+ en células de mamifero.

Respecto a los efectos producidos por el EIPA, sobre la conduccion
auriculoventricular, como hemos podido ver en el capitulo de Resultados, dicha
sustancia ha modificado significativamente los parametros de conduccion, esto
es: intervalo A-V, LCW y LCWr. Estos parametros aumentaron ligeramente pero
de una manera significativa tras la administraciéon de EIPA. Diversos autores
han investigado los efectos del amiloride, administrado a concentraciones
consideradas suprafarmacoldgicas, sobre la conduccidon en preparaciones de
nodo auriculoventricular aislado, habiendo observado un efecto depresor sobre
dicho sistema (Yamashita et al., 1.981). Duff et al. (1.991), administrando EIPA
a concentraciones cercanas a 0.3 upuM a perros, no relataron ninguna
modificacion en la conduccidon AV. Bugge e Ytrehus (1.995), tampoco relataron
ninguna modificacion en la conduccién AV al administrar EIPA a corazones
aislados de rata en los que se pretendia ver el efecto protector de dicho

farmaco sobre la isquemia regional y reperfusion. Otros autores, usando
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inhibidores mas especificos del NHE, tales como HOE 694, HOE 642 (Scholz et
al., 1.993), SM-20550 (Hotta et al., 2.001), EMD-85131 (Gumina et al., 1.998),
MS-31-038 (Banno et al., 1.999) y zoniporide (Knight et al., 2.001), con el fin
de evidenciar sus efectos protectores sobre el miocardio isquémico vy
reperfundido, no han relatado efecto ninguno sobre el sistema de conduccién

auriculoventricular.

Como contraste a las observaciones realizadas anteriormente, hay que
decir que Yasutake et al. (1.994), si que hallaron una modificacion del intervalo
P-R, y por tanto de la conduccién auriculoventricular en corazones aislados de
rata, a los que se les administrd EIPA a una concentraciéon de 10 uM, que es

una concentracién muy superior a la usada por nosotros en el presente estudio.

Los mecanismos por los cuales la administracion de EIPA 0.4 uM ha
deprimido la conduccién auriculoventricular, en el presente estudio, podrian

ser:

1) Por una parte, que el EIPA actuara sobre algin mecanismo en el
sistema de conduccidon AV como los que ejerce el amiloride, sustancia de la cual
como hemos dicho repetidas veces, el EIPA es un derivado. Como hemos

descrito anteriormente, Satoh et al. (1.986) apuntaron que el amiloride
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suprimio la corriente de entrada lenta I y la corriente de salida I, sin alterar el
Steady-state de inactivacidn de I y la activacion de Ii; también la corriente de
entrada activada por la hiperpolarizacion (In) fue reducida. El hecho de que
tales corrientes también se hallen presentes en el nodo AV (Irishawa et al.,
1.990), nos permite sospechar que el mecanismo dromotropico negativo del
amiloride, observado por Yamashita et al. (1.981) puede estar relacionado
también con los mecanismos citados. El EIPA es un inhibidor mas especifico del
NHE que el amiloride, y por otra parte, las concentraciones usadas por nosotros
son menores que las usadas por los autores anteriormente citados pero
también, y del mismo modo que comentdbamos para explicar el efecto
cronotrdpico negativo, si el EIPA conservara la posibilidad de operar sobre los
mecanismos en los que opera el amiloride, aunque sea en menor medida,
podria deprimir también la conducciéon AV tanto en sentido ortodrémico como

retrégrado.

2) Por otra parte, y también como dijimos para explicar los efectos
cronotropicos negativos del EIPA cabe pensar en la posibilidad, altamente
improbable desde nuestro punto de vista, de que la inhibicién del NHE, pueda
estar relacionada directa o indirectamente, con la ligera depresién de la

conduccion AV observada por nosotros.
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4.3.5. Efectos electrofisiologicos producidos por Ila
inhibicion del NHE en condiciones normoxicas

sobre el flujo coronario.

En cuanto a las modificaciones hemodinamicas a nivel del flujo sanguineo
coronario producidas por el EIPA, éstas no alcanzaron nivel de significacion
estadistica, y la tendencia que se observa cuando el flujo coronario se expresa
en ml/minuto, nosotros la atribuimos no a un efecto directo del EIPA, sino mas
bien al hecho de que al disminuir la frecuencia cardiaca, disminuyen también
las demandas de oxigeno por el miocardio, y por tanto el flujo coronario, ya

que como sabemos, estos parametros se hallan estrechamente relacionados.
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5. CONCLUSIONES
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1) La inhibicion del sistema de intercambio Na*/H* con EIPA 0,4 uM, en
corazdn aislado de conejo y sometido a isquemia regional ha ejercido un efecto
protector sobre el miocardio isquémico, manifestado por la menor facilidad

para el desencadenamiento de la fibrilacion ventricular.

2) Este efecto protector, probablemente esta relacionado, al menos en

parte, con el mantenimiento de la refractariedad ventricular en el miocardio

isquémico producido por la administracion de EIPA.

La inhibicién del sistema de intercambio Na+/H+ con EIPA 0,4 uMy 1 uM

en el miocardio perfundido y en condiciones de normal oxigenacion:

3) No modifica la refractariedad auricular ni la ventricular intrinsecas.
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4) No modifica tampoco las caracteristicas de la fibrilacién ventricular

inducida, en el dominio de la frecuencia.

5) Deprime ligeramente el cronotropismo sinusal y la conduccion
auriculoventricular intrinsecos, si bien pensamos que estos podrian ser efectos
secundarios, relacionados con la capacidad depresora del automatismo sinusal y
la conduccion auriculoventricular que ejerce el amiloride, del cual deriva el

EIPA.

Como conclusidn final, podemos decir que el hecho de que la inhibicién del
sistema de intercambio Na+/H+ con EIPA, manifieste efectos electrofisiologicos
antiarritmicos intrinsecos sobre el miocardio isquémico como ha sido impedir la
caida de la refractariedad que ocurrié en los controles, y no ejerza ninguna
modificacion electrofisioldgica sobre las propiedades ligadas a la aparicion de
arritmias por re-entrada, en condiciones de normal oxigenacion, como la
refractariedad y la frecuencia dominante de la fibrilacién ventricular, coincide
con lo relatado por diversos investigadores acerca del escaso, sino nulo, papel
del sistema de intercambio objeto de estudio en situacion fisioldgica, y su gran

importancia en circunstancias fisiopatoldgicas, como la isquemia.
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