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(©)

Figura 2.5: Fotografias del sistema de corazén In Vitro. (a) Vista panordamica del tordx artificial
y de las serpentina de perfusién y bano sobre la mesada de trabajo. (b) Vista panordmica de
la jaula de Faraday. En su interior, el torax artificial, las sepertinas de perfusién y bano, el
controlador de temperaturas (a la izquierda) y la bomba para perfundir en forma retrégrada la
aorta (a la derecha y afuera de la jaula de Faraday). (c) Vista detallada del corazén de conejo
adentro del torax artificial lleno de solucién Tyrode. Obsérvese los electrodos insertados en la
pared del torax artifial y las derivaciones asociadas a cada electrodo de registro.
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Figura 2.6: Esquema representativo de un canal de amplificacién. Los filtros pasaaltos de la en-
trada son para eliminar los potenciales generados por contacto de los electrodos. El amplificador
A1 (amplificador de instrumentacién con resistencia de entrada muy alta y relacién de rechazo
de modo comun alta) cumple la funcién de etapa de preamplificacién. El filtro pasaaltos (fc =
0.05 Hz) y el filtro pasabajos (fc = 300 Hz cubren el ancho de banda de la senal electrocardio-
grafica. El amplificador A2, es para la etapa de amplificacién final de la senal donde se regula
el offset (nivel de CC) y se controla la ganancia. Ve es la conexién al electrodo de registro. W
es la conexion a la central terminal de Wilson y al electrodo de referencia. +Vi es la fuente de
alimentacién de los amplificadores. Vs es la salida de la etapa amplificadora conectada a la placa
conversora A/D.
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Figura 2.7: Esquema del tanque que simula el térax del conejo. Se observa un electrodo de
registro correspondiente a la matriz de electrodos. Cada electrodo de registro se conecta un
canal de amplificacién como el descripto en la Figura 2.6. Ademads, se ilustra la conexién del
electrodo de referencia a la tierra comin y éste a la central terminal de Wilson.

La Figura 2.8 ilustra el circuito de conexiones para adquirir las 12 derivaciones del ECG
estandar en el modelo Mj.
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Figura 2.8: Diagrama en bloques de la adquisicién de las 12 derivaciones del ECG estandar. LA:
brazo izquierdo, RA: brazo derecho, LL: pierna izquierda, RL: pierna derecha y vi hasta vg: las
seis derivaciones precordiales. Todas las derivaciones citadas se extraen del tanque que simula
el térax del animal. Luego de pasar por el tridngulo de Einthoven se obtienen las derivaciones I,
IT y las derivaciones precordiales V1-Vg. Estas ultimas ingresan a la placa de adquisicién de la
computadora y con ellas se calculan las derivaciones restantes DIII, AVR, aVL y aVF..

2.1.2 Protocolos experimentales

Se disenaron e implementaron dos protocolos experimentales con el objetivo de generar incre-
mento de la DRV en el miocardio. El primero suministrando DS [125,126] y el segundo por PVS
[57,8]. Tanto la distribucién heterogénea de los APs (prolongados estos por drogas que bloquean
los canales de potasio, como el DS) [125][127] como el acortamiento heterogéneo de los APs
(causado por la distribucién heterogénea de la restitucién cinética, con la PVS) [8] son factores
que causan IDRV.

El protocolo con DS consiste de dos etapas y utiliza el modelo M; descripto en la Sec-
ci6n 2.1.1.3. Durante la primer etapa, denominada control (Cpg), se perfunde el miocardio con
solucién Tyrode durante 30 minutos. Posteriormente, en la segunda etapa, se genera IDRV su-
ministrando d-sotalol (Dpg) 60 uM a través de la solucién Tyrode de perfusién. Tanto en Cpg
como en Dpg se registran y miden las variables de los ECGs de superficie.

Durante 30 minutos del Cpg, previo registro de los ECGs, se verifica que la actividad eléctrica
cardiaca sea normal , es decir sin arritmias y/o elevaciones del segmento ST. Si el corazén esta
en condiciones normales se inicia el experimento, caso contrario se lo descarta.

Una vez extraido el corazén del animal y colocado en el dispositvo de Langendorff, es marcapa-
seado con un estimulador externo a una frecuencia de 500 ms en auricula derecha (ver Figura
2.3), previa eliminacién del marcapaso natural segin se describié en la Seccién 2.1.1.2. Con este
procedimiento, se evitan cambios en la RV inducidos por diferencias de frecuencia en el marca-
paso natural y por la propia denervacién del musculo cardiaco.

Durante el Cpg se adquieren 20 latidos consecutivos con las 12 derivaciones estandar y 20 latidos
consecutivos con la matriz de 30 electrodos (5 filas x 6 columnas) distribuidos homogéneamente
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Figura 2.9: Matriz del modelo M; desplegada en el plano. (a) Registro del ECG de superficie
durante Cps. (b) Registro del ECG de superficie durante Dpg.
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Figura 2.10: Matriz del modelo My desplegada en el plano. (a) Registro del ECG durante Cpys.
(b) Registro del ECG durante PVS en ventriculo izquierdo, Dpys.
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en el torax artificial. La secuencia de adquisicién con la matriz de 30 electrodos es de 20 latidos
en la primera fila, repitiéndose este proceso para las 4 filas restantes. El orden de adquisicién en-
tre las 12 derivaciones estdndar y la matriz de 30 electrodos es aleatoria para cada experimento.
Finalizada la adquisicién durante el Cpgs se agrega DS [125]. Luego de 30 minutos de perfundir
Tyrode con DS a través de la aorta, comienza el registro de los ECGs bajo el efecto de dicha
droga. La secuencia y la cantidad de latidos adquiridos es igual a la empleada en la situacién
Chps previamente descripta. En la Figura 2.9 (a) y 2.9 (b) respectivamente, pueden observarse
los ECGs durante Cpg v Dps. La Figura 2.9 representa la matriz de electrodos contenida en el
tanque, es decir, es equivalente a realizar un corte longitudinal del tanque (entre las columnas 6
y 1 de la Figura 2.3) y desplegar el cilindro en un plano.

El protocolo de PVS utiliza el modelo M, descripto en la Seccién 2.1.1.3 y consiste de las

siguientes etapas. El control (Cpys) estimulando desde ventriculo a una frecuencia basal de 400
ms con un tren de pulsos ‘Sy’, el cual consiste de 50 latidos.
Posteriormente, para generar IDRV, al tren ‘S;’ se agrega un estimulo prematuro PVS a cuatro
intervalos de acoplamientos distintos, 300 ms, 250 ms, 200 ms y ERP + 5 ms. Siendo la definicién
de intervalo de acoplamiento la distancia temporal entre dos estimulos. La combinacién ‘S;’
seguida de PVS se denomina de la siguiente manera:

o D% , tren ‘Sy’ seguido del pulso de PVS a 300 ms de intervalo de acoplamiento.
o DI, tren ‘S;’ seguido del pulso de PVS a 250 ms de intervalo de acoplamiento.
o DX, tren ‘S;’ seguido del pulso de PVS a 200 ms de intervalo de acoplamiento.

o DESY tren ‘S;’ seguido del pulso de PVS a ERP + 5 ms de intervalo de acoplamiento.

El ERP de cada experimento se calcula decrementando el acoplamiento del pulso PVS al tren

‘S1’ en pasos de 5 ms hasta alcanzar el valor de refractariedad ventricular. El valor promedio del
ERP es de 167 + 7.2 ms para estimulacion desde Rv y 168 4+ 11.5 ms para estimulacién desde
Lv; p = NS entre ventriculos. Para la mitad de los experimentos los acoplamientos ‘S;’ seguido
de PVS son en Rv y para la otra mitad sobre en Lv.
Ambos ventriculos se estimulan con una corriente eléctrica al doble del umbral diastélico (0.4
a 0.7 mA) con pulsos rectangulares de 20 ms de duracién. Los electrodos de estimulacién estan
cuidadosamente colocados en el punto medio de la base del ventriculo correspondiente, es decir
por abajo del colgajo auricular como puede observarse en la Figura 2.4.

Para los propédsitos del andlisis se utiliza el promedio de las variables obtenidas de los latidos
49 y 50 como Cpyg del tren S1. En la Figura 2.10 pueden observarse los ECGs durante Cpyg v
Dypyg; respectivamente. La Figura 2.10 es representativa de la matriz de electrodos contenida en
el tanque que simula el térax del animal, es decir, es equivalente a realizar un corte longitudinal
del tanque (entre las columnas 8 y 1 de la Figura 2.4 ) y desplegar el cilindro en un plano. Para
el protocolo descripto recientemente, al referirnos a PVS en términos generales (sin detallar la
frecuencia del latido prematuro) la denominaremos S;-PVS.
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2.2 Modelo de isquemia en humanos

2.2.1 Base de datos

Los datos de ECGs en humanos se obtienen de la base de datos STAFF-III. Esta base de datos
contiene ECGs de 108 pacientes, los cuales por sufrir enfermedad coronaria, fueron sometidos
a un procedimiento de angioplastia coronaria transluminal percutanea (PTCA, percutaneous
transluminal coronary angioplasty) en alguna de las arterias coronarias principales [128].
Todos los registros se hicieron en el Charleston Area Medical Center (West Virginia, USA). Del
total de pacientes de la base de datos, 20 fueron excluidos de nuestro analisis por algun motivos:
11 pérdida de senal durante la adquisicién y 9 por posicién incorrecta de los electrodos.

Los 88 pacientes (58 hombres y 30 mujeres) que forman parte de nuestro estudio, tiene desde
32 a 85 anos de edad (60 + 11). La localizacién de las oclusiones se distribuye de la siguiente
manera: arteria descendente anterior izquierda (LAD, left artery descendent) en 29 pacientes,
arteria coronaria derecha (RCA, right coronary artery) en 41 pacientes y arteria cincunfleja
izquierda (LCX, left circunflex) en 18 pacientes.

Para cada paciente, se analizan dos electrocardiogramas: el ECG de control, registrado pre-
viamente a la oclusién coronaria, y el ECG durante el procedimiento de PTCA, es decir durante
la oclusién. La duracién del registro de control (Cprca) es de 5 minutos, mientras los ECGs del
procedimiento de PTCA (Dpg) tienen una duracién media de 4 min 26 s. La duracién de la
oclusién es mayor que un procedimiento de PTCA comin porque se realizo una tnica oclusién
de mayor duracién en lugar de una serie de oclusiones més cortas.
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2.2.2 Adquisicion de los ECGs

Se registraron las nueve derivaciones estandar (Vi-Vg, I, II y III) utilizando un equipo de
Siemens-Elema AB (Solna, Suecia). Estas derivaciones estan digitalizadas con una frecuencia
de muestreo de 1000 Hz y una resolucién en amplitud de 0.6 pV. Ademds, se calcularon las
derivaciones aumentadas aVR, aVL y aVF a partir de las bipolares (I, II y III), obteniéndose
finalmente las 12 derivaciones del ECG estandar. Posteriormente, se sintetizaron las derivacio-
nes ortogonales X, Y, Z a partir de las derivaciones estandar utilizando la transformada inversa

Dower [17]. En la Figura 2.11 se muestran sefiales electrocardiograficas provenientes de la base
de datos STAFF III.
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Figura 2.11: Senales del ECG en control y durante oclusién de la arteria coronaria LCX en las
derivaciones Vo, V3 y II correspondiente a las 12 derivaciones del ECG estandar. Obsérvese los
cambios que se producen del nivel ST a los 150 segundos de oclusion.



Capitulo 3

Indices clasicos de la repolarizacion y
su dispersion para corazéon In Vitro

En el presente capitulo se realizan dos estudios. El primer estudio, correspondiente a la Seccién
3.1, compara las 12 derivaciones del ECG estdndar y un sistema de registro multiderivacional
cuando se mide a la RV y su dispersién. El segundo estudio, correspondiente a la Seccién 3.2,
analiza la modulacién de la DRV durante la PVS y la dependencia de dicha modulacién con el
sitio de estimulacién. En ambos estudios se utiliza un modelo de corazén In Vitro de conejo.

3.1 Sistema multiderivacional vs. el ECG estandar

3.1.1 Introduccion

El principal objetivo es analizar y comparar a la RV y su dispersién medidas a través de dos
técnicas de registro. Se utilizardn las 12 derivaciones del ECG estdndar y un sistema multi-
derivacional compuesto de 30 electrodos unipolares distribuidos homogéneamente en un toérax
artificial. Los ECGs estdndar y del sistema multiderivacional se miden en corazén In Vitro de
conejo, para condicién normal y para IDRV. El IDRV se realiza suministrando DS al miocardio,
como se describié detalladamente en la Seccién 2.1.2.

Las caracteristicas farmacolégicas del DS, permiten en una dosis adecuada, incrementar a la

DRYV con respecto a los valores normales. Asi mismo, los fArmacos antiarritmicos del grupo II, son
aquellos que bloquean los receptores G-adrenérgicos. Mientras que los farmacos antiarritmicos
del grupo III, son farmacos cuyos mecanismo de accién es producir una prolongacién de la APD
y consecuentemente del periodo refractario.
En nuestro caso utilizamos DS por ser un bloqueante (-adrenérgico no selectivo que bloquea
la corriente de KT, prolongando la APD y el periodo refractario en todo el miocardio. Por lo
anteriormente descripto se considerara al DS como un farmaco con propiedades del grupo II y
III [129].

Zabel et al. [125] mostraron que el DS en corazén In Vitro de conejo prolonga la APD
sin modificar los tiempos de activacion (ATs). Esta relacion, entre la APD y el AT, se detall6
previamente en la Seccién 1.7.1. Estos investigadores mostraron ademads, como el DS prolonga
el APD, generando IDRV en concentraciones >10 uM de DS y en un rango de frecuencias de
estimulacién de 300 hasta 1200 ms.

Por otra parte, se ha descripto la presencia de tres tipos de células ventriculares: las epi-
cérdicas, las endocédrdicas y las M [39,40]. Respecto a estas ultimas, la literatura muestra la
presencia de células M en diferentes especies tales como: cerdos, cobayos, conejos y humanos
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[130, 131, 132, 133, 134, 135]. Las células M, ubicadas entre endocardio y epicardio, tienen la
propiedad de prolongar desproporcionadamente la APD en respuesta a una baja frecuencia de
estimulacién y/o al efecto de agentes farmacoldgicos de clase III. Las propiedades de las células
M se manifiestan en el ECG a través de modificaciones en la morfologia de la onda T. Puede
observarse en el ECG que la repolarizacion total del epicardio define al pico de la onda T, mien-
tras que la repolarizacion total de las células M define el fin de la onda T. Por esto, el intervalo
de tiempo entre el pico y el fin de la onda T puede considerarse como un valioso indice de la
DRV a nivel transmural 6 pared ventricular.

La respuesta de estos tres tipos de células a diferentes agentes farmacolégicos y/o estados
fisiopatoldgicos generan frecuentemente incremento de la DRV. Este incremento suministra un
sustrato para el desarrollo de arritmias de reentrada, incluyendo Torsada de Punta (TdP, Torsade
de pointes) asociada al LQTS, y a la taquicardia ventricular polimdrfica-fibrilacion ventricular
(VT-VF, ventricular tachycardia-ventricular fibrillation) encontrada en el sindrome de Brugada.

Consideramos, entonces, al modelo con suministro de DS una buena aproximacién a una
condicién patolégica, donde el IDRV podria deberse a diversos factores como: LQTS (congénito
o adquirido) [45], efecto proarritmico de agente de clase III [136] u otro factor fisiopatolégico
cardiaco. En este estudio utilizamos al DS para generar IDRV y posteriormente comparar la RV
y su dispersion medida con las 12 derivaciones de ECG estandar y con el sistema de registro
multiderivacional.

3.1.2 Materiales y métodos
3.1.2.1 Protocolo experimental

El protocolo que se utiliza en este estudio fue descripto detalladamente en la Seccién 2.1.2.
Primero se miden los ECGs durante el control, Chg, y posteriormente cuando se genera dispersion
suministrando DS, Dpg, en una proporciéon de 60 uM diluido en la solucién Tyrode que perfunde
al miocardio.

Durante el Cpg se adquieren 20 latidos consecutivos con las 12 derivaciones del ECG estandar y
20 latidos consecutivos con la matriz de 30 electrodos distribuidos en el térax. Posteriormente,
durante Dpg se adquieren los ECGs en idéntica secuencia y cantidad de latidos que en control. E1
orden de adquisicién, con las 12 derivaciones del ECG estandar y con la matriz de 30 electrodos,
es aleatorio para cada experimento. Respecto al suministro de DS al miocardio, se superé el
limite inferior de dosificacién como lo hicieron Zabel et al. en [125].

3.1.2.2 Variables e indices de repolarizacion ventricular

Con las 12 derivaciones estandar y con el sistema multiderivacional de 30 electrodos, se miden
las siguientes variables del ECG de superficie que cuantifican a la RV en cada derivacién como:

e (QT,: intervalo de tiempo medido en milisegundos, desde el inicio del complejo QRS hasta
el fin de la onda T (QTend).

e (QT,: intervalo de tiempo medido en milisegundos, desde el inicio del complejo QRS hasta
el pico méximo de la onda T (QTpeak).

e T..: intervalo de tiempo medido en milisegundos, desde el pico maximo de la onda T hasta
el fin de la onda T (Tpeak-end).

e QT,/QT,: relacién proporcional y adimensional entre los intervalos QT, y QT..
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Ademss se calculan, para las 12 derivaciones del ECG estdandar y para el sistema multideri-
vacional, los indices del ECG de superficie que cuantifican a la DRV entre derivaciones como:

o Agqr,: dispersién del intervalo QT., expresada en milisegundos y calculada como la dife-
rencia entre el maximo y minimo intervalo QT de las derivaciones bajo analisis.

° AQTP: dispersién del intervalo QT},, expresada en milisegundos y calculada como la dife-
rencia entre el maximo y minimo intervalo Q7 de las derivaciones bajo andlisis.

e Ar, : dispersién del intervalo T, expresada en milisegundos y calculada como la diferencia
entre el maximo y minimo intervalo T, de las derivaciones bajo andlisis.

® 0qr,: desvio estdndar del intervalo ()7, expresado en milisegundos y calculado con las
derivaciones bajo anélisis.

® oqr,: desvio estdndar del intervalo QT expresado en milisegundos y calculado con las
derivaciones bajo andlisis.

® or,.: desvio estandar del intervalo T},. expresado en milisegundos y calculado con las deri-
vaciones bajo andlisis.

3.1.2.3 Medicion del ECG

El software de monitoreo, adquisicién y procesamiento de los ECGs esta desarrollado en lenguaje
C++ y diseiado especialmente para el protocolo con DS (modelo M; de la Seccién 2.1.1.3). Las
variables de duracién se miden manualmente con un cursor comandado a través del ‘mouse’ de
la computadora. Este cursor esta calibrado en la pantalla de la computadora con resoluciones
de 1 ms y 2.5 ¢V en tiempo y amplitud; respectivamente.

La medicién manual del ECG, visualizado en la pantalla de la computadora, se hace mar-
cando con el cursor calibrado los puntos fiduciales de interés, obteniéndose automaticamente el
valor numérico del intervalo expresado en milisegundos. Ademés pueden visualizarse las senales
electrocardiogréficas magnificadas (por ejemplo, un latido abarcando la totalidad de la pantalla)
acentudndose de esta manera la exactitud en la deteccion de los puntos fiduciales de interés.

Las variables del ECG de superficie fueron medidas por un observador experimentado. Para
cada bloque de 20 latidos (Seccién 3.1.2.1) se seleccionan de una derivacién 3 latidos consecuti-
vos, produciendose de manera automatica la seleccién de los mismos latidos en las derivaciones
restantes. La derivacién, desde la cual se seleccionan los 3 latidos, es la II 6 la Vo, para las
12 derivaciones del ECG estandar. Mientras que para los 30 electrodos, las derivaciones desde
donde se seleccionan los latidos se ubican en la interseccién de la fila 3 con la columna 2 6 6 de
la matriz. Estas derivaciones son las mas adecuadas para seleccionar los latidos.

Los intervalos QT, y QT, se obtienen de calcular la media (de estos intervalos) para los 3 lati-
dos consecutivos. Este procedimiento se aplica para cada electrodo de registro; tanto en las 12
derivaciones del ECG estandar como en la matriz de 30 electrodos.

El intervalo Q7, se mide desde la primer deflexion del complejo QRS hasta el fin de la onda
T, definido por el retorno del fin de la onda T a la linea isoeléctrica TP (definida entre el fin
de la onda T y el inicio de la onda P). En determinados casos donde se detecta presencia de
onda U se analiza la mediciéon mas detalladamente. Si la onda U esta separada de la onda T,
se pueden distinguir claramente los dos intervalos isoeléctricos y ambas ondas son facilmente
detectables. En los casos donde la onda U se encuentra interrumpiendo a la onda T, la porcién
visible de onda T se extrapola con la linea de base TP utilizando los criterios descriptos en [102].
Si el fin de la onda T no puede determinarse de manera confiable, esa derivacién se descarta. Se
consideran las ondas T monofésicas (positivas o negativas) y las ondas T bifésicas.
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Por otra parte, el intervalo ()7, se mide desde el inicio del complejo QRS hasta la posicién
temporal del pico méximo de la onda T. El intervalo desde el pico hasta el fin de la onda T (7,.),
se calcula como la diferencia entre QT y QT,. Cuando las ondas T son bifésicas se descarta la
medida del pico maximo de la onda T.

Para las 12 derivaciones del ECG estandar, se incluyen en el andlisis aquellos experimentos
donde se pueden medir > 11 derivaciones distintas. Mientras que, para la matriz de 30 electro-
dos se incluyen en el andlisis aquellos experimentos donde se pueden medir > 27 derivaciones
distintas. Los experimentos que no cumplen con estos requisitos se descartan del analisis.

En 4 experimentos seleccionados aleatoriamente se verificé una variabilidad intraobserva-
dor < 5%. Por ultimo, para verificar la reproducibilidad, de las mediciones, se seleccionaron
aleatoriamente 360 registros que midié otro observador experimentado. Con las mediciones del
segundo observador se obtuvo una variabilidad interobservador < 5% Estos resultados fueron
concordantes con otros de la literatura mostrados en [137,138].

3.1.2.4 Analisis estadistico

Los datos de los experimentos (n = 8) se expresan como media + SEM. La comparacién entre
variables se realiza por medio del test ¢-Student apareado. Se consideran diferencias estadis-
ticamente significativas a aquellas con valores de p < 0.05. Por otra parte, para calcular la
variabilidad intraobservador e interobservador, se comparan las medidas hechas sobre los ECGs
por medio del analisis de correlacion de Pearson.

3.1.3 Resultados

Para un total de 8 experimentos se miden las variables QT,, QT, y T,. en las condiciones
de Cps y Dpg, utilizando las 12 derivaciones del ECG estandar y la matriz de 30 electrodos
unipolares. Cada sistema de registro se agrupara de acuerdo a diferentes planos de derivacién
electrocardiogréfica.

Las 12 derivaciones del ECG estandar se subdividen en:
e F.,: 12 derivaciones del ECG estandar.
e F,: 6 derivaciones precordiales (correspondientes a las E,).

e Fg: 6 derivaciones frontales (correspondientes a las E},).

La matriz de 30 electrodos distribuidos en el térax como un sistema de BSPM se subdivide
en:

e M;y: matriz de 30 electrodos unipolares distribuidos homogéneamente en el torax artificial
(ver Seccién 2.1.1.3, modelo de tanque Mj).

e M, ;;: matriz de 15 electrodos unipolares que mapea la cara izquierda del torax artificial
(ver Figura 2.3, se corresponden a las columnas 2, 3 y 4).

e M ;4: matriz de 15 electrodos unipolares que mapea la cara derecha del torax artificial (ver
Figura 2.3, se corresponden a las columnas 5, 6 y 1).

A cada variable de duracién (QT., QT, y T,.) le corresponderan medidas en cada uno de los
sistemas de registro enunciados, es decir en: My, M5, Misq, Era, Eop ¥ Egs.
Posteriormente para cada sistema de registro se calculan los correspondientes indices de disper-
sion: Aqr,, Aqr,; Ar,es Tqr,s Tqr, Y 01y, -
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3.1.3.1 Variables de duracion de la repolarizacién ventricular

La Tabla 3.1 muestra las variables de duracién de la repolarizacién ventricular expresadas como
media + SEM (n = 8). Luego de exponer al corazén In Vitro al DS, se observé que todas las
variables asociadas a la RV incrementaron su valor de duracién (Tabla 3.1). Por otra parte la
variable QT, exhibe la mayor diferencia estadistica entre Cpg y Dpg, indistintamente del sistema
de registro empleado. Ademads, todas las variables de duracién medidas con la matriz de 30
electrodos o con la matriz de 15 electrodos que ‘mapea’ la cara izquierda del térax artificial,
presentaron mejor poder de discriminacion que los restantes sistemas de registro.

Tabla 3.1: Media &= SEM de las variables de duraciéon medidas con: la matriz de 30 electrodos
(Msy), la matriz de 15 electrodos que mapea la cara izquierda del térax (M,s;), la matriz de 15
electrodos que mapea la cara derecha del térax (Ms,), las 12 derivaciones del ECG estandar
(E5), las 6 derivaciones precordiales (E,,) y las 6 derivaciones frontales (Eg). Significancia
estadistica: *p < 0.05, xxp < 0.005, fp < 0.001.

variable de tipo de Cpbs Dps valor p
RV registro
QT. (ms) M3 208.6 + 4.7 2492 £ 7.2 t
M;s; 210.3 + 4.8 253.5 £ 6.9 }
Misq 206.7 + 4.5 2449+ 7.5 t
B2 199.5 £ 7.1  250.7 + 10.8 ok
Eep 200.1 £ 7.0 250.7 + 11.1 *k
Ee¢ 198.7 £ 7.4  250.6 + 11.0 *k
QT, (ms) M3 170.7 £ 4.1 183.5 + 6.6 *
Mis; 171.1 £+ 3.9 184.8 £ 6.9 *
Misa 169.7 + 4.6 182.6 £+ 6.0 *
Eis 162.9 £ 6.1 182.8 + 7.9 *
FEep 164.9 £ 7.0 186.2 + 7.4 *
Ee¢ 163.1 £ 5.9 180.0 £ 8.7 *
Tpe (ms) M3 384+ 1.1 65.4 + 5.7 t
Mis; 39.2 + 1.6 68.6 + 5.4 T
Misa 37.0 £ 1.2 62.4 + 5.4 *ok
E12 36.9 + 2.2 67.0 + 9.8 *
Eep 374+ 25 70.3 £ 9.8 *
FEs¢ 344+ 24 63.5 + 9.9 *
QT /QT. Msp 0.81 £ 0.004 0.73 + 0.02 *ok
(adimensional) M54 0.82 £ 0.007  0.02 £ 0.02 ok
Mis4 0.81 £ 0.007 0.73 + 0.02 *
FEis 0.81 £ 0.007 0.73 + 0.03 *
Eep 0.81 + 0.010 0.72 £+ 0.03 *
Ees 0.82 £ 0.007  0.75 + 0.03 *




Capitulo 3. Indices clasicos de la repolarizacion y su dispersion para corazon In
54 Vitro

Tabla 3.2: Media + SEM de los indices de dispersién calculadas con: la matriz de 30 electrodos
(Msyy), la matriz de 15 electrodos que mapea la cara izquierda del térax (Ms;), la matriz de 15
electrodos que mapea la cara derecha del térax (Msq), las 12 derivaciones del ECG estdndar
(Ey,), las 6 derivaciones precordiales (Fg,) v las 6 derivaciones frontales (FEj). Significancia
estadistica: *p < 0.05, *xxp < 0.005, {p < 0.001, NS (sin significancia estadistica).

indice de tipo de Cps Dps valor p
DRV (ms) | registro

oQrT, M3 6.2+ 0.5 11.6 +0.6 T
Mis; 49+ 0.6 109 0.9 1
M54 7.3 £0.7 10.1 + 0.6 %k
Fis 7.1+ 0.9 10.8 + 1.6 *
Eep 6.8 £ 1.1 8.8 £ 0.8 NS
FEgt 55+ 14 9.2 + 2.3 NS

AQTE M3 249+ 20 49.1 £1.3 1
Mis; 17.0 £ 2.2 392+ 1.8 T
M54 241+ 3.1 359 +23 *k
Eio 229+ 3.3 35.6 £6.3 NS
Eep 171 £ 29 2294+ 1.8 NS
FEg¢ 13.9 £ 35 239 +6.8 NS

oQT, Mso 6.6 = 0.9 11.9 £ 0.7 T
Misi 51+ 1.0 134+ 1.1 T
Misq 6.7 + 0.7 8.9 + 0.8 *
FEio 4.0 £ 0.6 10.5 £ 1.7 *
Eep 4.8 £ 0.9 10.0 = 2.0 *
Fer 21 +04 85+ 1.9 *

AQTP Mso 29.5 £ 3.8 455+ 3.1 T
Mis; 19.1 4.3 42.1 £34 T
Misq 23.6 +2.3 324 +3.1 *
FEio 12.8 2.5 35.8 £ 6.5 *
Eep 11.8 2.0 24.6 £5.5 *
FEss 54 + 2.9 1.0 £ 5.2 *

OTpe Mso 7.3 £0.7 13.9 + 2.0 *
Mis; 75+ 1.5 17.2 £ 1.8 *%
Mi5q 9.8 £ 1.1 12.0 £ 1.2 NS
FEio 5.2 £ 0.9 10.8 + 1.8 %k
Es,, 51+ 0.9 11.3 + 2.3 *
FEst 3.6 £0.9 79 £ 1.3 NS

AT;)B M3 289 + 4.1 55.3 £8.2 *%
Mis; 282 £ 6.4 586 £ 7.2 *k
Misa 339 +41 41.7+44 NS
FE1a 13.8 £ 2.4 36.9 + 6.2 Kk
Eep 121 £1.8 289 +£5.9 *
FEgt 94 4+ 25 19.6 + 3.3 NS




3.1 Sistema multiderivacional vs. el ECG estandar 55

3.1.3.2 Indices de la dispersion de la repolarizacién ventricular

La Tabla 3.2 muestra los indices de dispersién expresados en media £ SEM (n = 8), obsérvese
que la totalidad de los valores se incrementan en la etapa de Dpg respecto al Cpg. Ademds, la
mayoria de los indices presentan diferencias estadisticamente significativas entre Cpg y Dpg.

La Figura 3.1, la Figura 3.2 y la Figura 3.3, muestran que en Cpg y Dpg, la tendencia de
los indices de dispersién es de decrecer a medida que se utiliza mayor cantidad de electrodos de
registro. La matriz de 30 electrodos y la matriz de 15 electrodos que mapea el lado izquierdo del
térax artificial exhiben un alto poder de discriminacién (valores de significancia estadistica muy
pequenios); para todas las variables de dispersién. La variable més utilizada en estudios clinicos,
Aqr,, no alcanza un valor de significancia estadistica cuando se estima a través de los sistemas
de registro E,,, Fg, y Eg. Asi mismo, la variable de dispersién oqr, apenas alcanza el valor de
significancia estadistica (p = 0.0499) cuando se estima a través de las 12 derivaciones estédndar,
mientras que con Fg, v Eg no se detecta significancia estadistica.
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Figura 3.1: (a) Valores medios de Aqr, en Cps (M) y en Dps (A) asociados al valor de p entre
ellos (o), para los 6 sistemas de registro electrocardiografico utilizados (abscisas). (b) idem que
en (a) para el indice de dispersién oqr, . Para (a) y (b) n = 8.
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Figura 3.2: (a) Valores medios de AQTF durante Crs () y Dps (A) asociados al valor de p entre
ellos (o), para los 6 sistemas de registro electrocardiografico utilizados (abscisas). (b) 7dem que
en (a) para el indice de dispersién oqr,. Para (a) y (b) n = 8.

Los cambios inducidos con DS en las variables de dispersion, se reflejan con altos niveles
de significancia estadistica para cualquiera de los sistemas de registro utilizados, observandose
buena discriminacién tanto para el IDRV temprano (O'QTP y AQTP) como para el tardio (or,,
y ATW). La excepcion son las variables or,, y ATW, cuando se miden con la M54 v la Eg
respectivamente; debido a que no presentan diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 3.3: (a) Valores medios de Ar,, durante Cps (M) y Dps (A) asociados al valor de p entre
ellos (o), para los 6 sistemas de registro electrocardiografico utilizados (abscisas). (b) idem que
en (a) para el indice de dispersién or,,. Para (a) y (b) n = 8.

3.1.4 Discusién y conclusiones

Los resultados obtenidos muestran como, a través de los ECGs de superficie, se puede discriminar
entre valores normales de dispersién e incrementados. El IDRV generado artificialmente tiene
caracteristicas globales porque el DS es una droga antiarritmica que produce incrementos en la
APD para toda la masa del misculo cardiaco.

El ECG estandar result6 ser menos sensible que el sistema multiderivacional (M;sq, M5 y

M,,) para detectar incrementos de la dispersién en aquellas variables que engloban la totalidad
de la RV (Aqr, ¥y 0qr,)-

Por otra parte, indistintamente de la técnica de registro empleada, los indices Aqr, y oqr,
resultaron tener mejor valor predictivo que los indices Aqr, ¥ 0qr,. Estos resultados son con-
cordantes con la baja reproducibilidad, intraobservador e interobservador, reportada al medir
QT, respecto a QT, en corazones normales e infartados en [137]. Es claro que resulta mas facil
detectar el pico de la onda T que el fin de dicha onda.

Zabel et al. [90] mostraron que la ultima porcién de la onda T correlaciona muy bien con la
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duracién de los APs. En nuestro estudio las variables que reflejan a la dispersion de la dltima
porcién de la onda T, es decir A, y or,., fueron sensibles para detectar incrementos de la
dispersi6n utilizando medidas electrocardiogréficas registradas con Msy, M5, E5 y Eg, (ver
Figura 3.3). Estos resultados sugieren que la porcién que se inicia en el pico y termina en el
fin de la onda T, provee informacién importante respecto al proceso de heterogeneidad de la
RV. Simultdneamente los indices Ay, y or,, no fueron estadisticamente significativos, respecto
del control, cuando los ECGs se registraron con la M5, v FEg. Posiblemente, estos resultados
sean consecuencia directa de la delgadez de la pared del ventriculo derecho y su pequena masa
muscular involucrada en el proceso de repolarizacion a nivel transmural.

En nuestro estudio, las derivaciones frontales presentaron un bajo poder discriminativo res-
pecto a cualquier otro sistema de registro utilizado. Una posible explicacién seria que estas
derivaciones reflejan voltajes registrados en puntos que son relativamente remotos a la fuente
eléctrica cardiaca, mientras que otro tipo de registros reflejarian eventos regionales con mayor
exactitud.

La literatura muestra que, tanto para la duracién como para la dispersién de la RV, el
nimero y seleccion de las derivaciones utilizadas juegan un papel importante en la exactitud
y reproducibilidad las mediciones [85,139]. En nuestro trabajo denotamos que, una apropiada
seleccién del nimero de derivaciones combinada con la ubicacién de las mismas fue crucial para
identificar cambios en la DRV.

Este estudio mostré que la matriz de 30 electrodos y la matriz de 15 electrodos que ‘mapea’
la cara izquierda del térax, tienen mayor poder de discriminacion que otros sistemas de registro.
Especificamente las técnicas de registro M;, y M,;, discriminaron mejor las variables de duracién
de la repolarizacion y los indices de DRV que M54, E1s, Egs, v Ee. Cuando se utilizaron las 12
derivaciones del ECG estandar, las frontales y las precordiales, los indices de dispersién que mejor
discriminan pacientes de riesgo parecen ser aquellos asociados al pico y a la ultima porcién de
la onda T.

Estas conclusiones son parciales ya que estan asociadas al modelo experimental de corazén
In Vitro de conejo , pero si podrian ser tutiles para entender la gran cantidad de discrepancias
encontradas al determinar la DRV a través del ECG de superficie.

3.2 Modulaciéon de la DRV y dependencia con el sitio de esti-
mulacion

3.2.1 Introduccion

En este trabajo se analiza la relacion entre la DRV y el sitio de estimulacion en el miocardio. El
andlisis de esta relacion tiene dos objetivos principales. El primer objetivo consiste en demostrar
que la modulacién de la DRV a nivel AP, descripta en otros trabajos de investigacién [57,8], puede
reproducirse a través del ECG de superficie. El segundo objetivo es estudiar si la modulacién de
las variables del ECG tienen dependencia con el sitio de estimulacién del miocardio.

La diferencia que existe entre el AT y la APD se consideran determinantes en el proceso de la
DRV [140,48]. Franz et al. [13] describieron la relacién inversa entre el AT y la APD. Mostrando
que a ATs menores le corresponden APs mds largos y viceversa.

Por otro lado, otras investigaciones [141,84,142] validaron que el incremento de la DRV juegan
un importante papel en la génesis de las arritmias ventriculares .

La literatura describe, que tanto a nivel experimental como clinico, la estimulacién ventricular
prematura incrementa significativamente a la DRV induciendo a la generaciéon de arritmias
cardiacas [143, 144, 145, 146, 147, 148]. Por otra parte, se ha mostrado la correlacién entre la
dispersién de los intervalos JT y QT con la dispersién de la APD [89].
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Laurita et al. [8], describen en su trabajo como la dispersién de la APD disminuye constan-
temente cuando se aplica PVS con intervalos de acoplamiento (duracién en tiempo entre dos
estimulos) que se acortan progresivamente. Una vez alcanzado el minimo valor de dispersién,
esta comienza a crecer simultaneamente al decremento del intervalo de acoplamiento. En la Fi-
gura 3.4 (A) puede observarse la dependencia de la repolarizacién y su dispersién, a medida
que se acorta el intervalo de acoplamiento, mientras que en la Figura 3.4 (B) se muestra la
dependencia de la vulnerabilidad a la arritmia respecto al intervalo de acoplamiento. Se ilustra
claramente como la dispersién y la vulnerabilidad a la arritmia se modulan en forma bifésica,
para valores minimos de dispersién y vulnerabilidad (umbral fibrilatorio); correspondientes al

mismo intervalo de acoplamiento.
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Figura 3.4: (A) La repolarizacién (S2-RT, o) y la DRV (S2-DISP, e) en funcién del intervalo
de acoplamiento. (B) La vulnerabilidad a la arritmia (S2-VFT) en funcién del intervalo de
acoplamiento. La DRV (A, e) y la vulnerabilidad a la fibrilacién (B, ) moduladas de manera
bifasica, en 255 ms (minima dispersién y maximo umbral fibrilatorio) (reproducida de [8]).

Para entender el fenémeno de modulacién, debe analizarse la relacién existente entre la
cinética de restitucion (Rk, restitution kinetics) y la APD; siendo la Rk de la APD el proceso
por el cual el AP celular responde a una PVS. La heterogeneidad de la Rk celular y su papel en
la arritmogénesis fue descripta para epicardio utilizando un sistema de registro éptico de alta
resolucién (128 registros en 1 cm?) [57]. En la Figura 3.5 superior, se muestra un APD, (APD
basal) seguido de una PVS (APD,)) y su precedente intervalo diastolico (DI, diastolic interval).
El grafico inferior de la Figura 3.5 muestra las curvas de Rk medidas en dos sitios ventriculares,
donde la APD varia lentamente (o) y donde varia rédpidamente (e), respecto al DI. La secuencia
de la RV esta influenciada luego de una PVS, debiéndose este fenémeno, a la heterogeneidad de
la Rk en las células del epicardio.

Por otra parte, la Figura 3.6, ilustra los patrones de despolarizacion y repolarizaciéon durante
la frecuencia basal (A), durante PVS a un intervalo de acoplamiento intermedio (B) y durante
un intervalo de acoplamiento previo al ERP (C).
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Figura 3.5: El esquema superior representa el ultimo AP durante un tren S1 de 50 latidos seguido
de un latido prematuro S2. El esquema inferior ilustra dos curvas de la cinética de restitucién
(Rk), calculadas de los APs registrados en ventriculo de cobayo. Los registros se corresponden
con APD basal largo (o) y APD basal corto (e) (reproducida de [9] ).

Durante frecuencia basal, Figura 3.6 (A), el impulso se propaga uniformemente desde el sitio
de estimulacién y se presenta un gradiente de repolarizacién; tardio en la base y temprano en
el apex. El gradiente de repolarizacion durante la frecuencia basal se oriento de apex a base, es
decir paralelo a las direccién de las fibras musculares cardiacas.

Por otro lado, cuando se introduce un estimulo con un intervalo de acoplamiento intermedio,
Figura 3.6 (B), no se produce un cambio en el patrén de despolarizacién; sin embargo el gradiente
de la RV practicamente desaparece.

Posteriormente cuando se introduce un estimulo muy cercano al ERP, Figura 3.6 (C), la
despolarizacion presenta un leve enlentecimiento en la velocidad de conduccién, aunque en su
morfologia permanece inalterada. En cambio, el patrén de repolarizaciéon modifica su gradiente
invirtiendo completamente la orientacion respecto a la estimulacién basal.

La Figura 3.6 muestra, durante el acortamiento del intervalo de acoplamiento, la desapari-
cién (B) y la posterior reversién (C) del gradiente de repolarizacién en correspondencia con el
aplanamiento y la posterior inversién de la onda T en el ECG de superficie. Este comportamineto
sugiere, a través del ECG de superficie, que los gradientes de dispersién se modulan a lo largo
de todo el miocardio y no solamente en una regiéon como la estudiada en la Figura 3.6; es decir
en 1 cm? de epicardio.

Por lo recientemente descripto, la modulaciéon de la DRV podria explicarse por la hetero-
geneidad de la Rk a través del epicardio. Se describid, en general, que donde la APDy es mas
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Figura 3.6: Mapas de contorno de la despolarizacién y repolarizacién en una grilla de 1 cm? de
epicardio de cobayo. Para estimulacién basal (A), estimulacién intermedia (B) y estimulacién
cercana al periodo refractario (C). La estimulacion se realiza desde el apex (regién inferior de la
grilla), mientras que la regién superior se corresponde a la base. S2-DISP expresa la cuantificacién
de la DRV espacial causada por los gradientes de repolarizacién. (reproducida de [8]).

larga, la Rk es mas rapida y viceversa. Por lo tanto, si la Rk es més rapida en sitios donde la
APDy, son més largos, la APD,, se acortard mas rdpidamente en estos sitios comparado con sitios
donde la APDj;, son més cortos (menor Rk); elimindndose practicamente la heterogeneidad de la
repolarizacion en la superficie del epicardio para prematuros intermedios.

Pero con un acortamiento mayor del intervalo de acoplamiento, las células que inicialmente te-
nian APD mds largo presentardn ahora un APD mas corto, debido a su Rk relativa mas rapida,
produciendose directamente una inversion en la direccién del gradiente ventricular (Figura 3.5).

Por otra parte, se sabe que los ventriculos tiene diferente vulnerabilidad a la fibrilacién.
Horowitz. et al. [149] mostraron que en ventriculo izquierdo el epicardio tiene un mayor umbral
fibrilatorio que el endocardio. Ademaés, mostraron que el epicardio de ventriculo izquierdo tiene
también mayor umbral fibrilatorio que epicardio y endocardio de ventriculo derecho. Teniendo en
cuenta la diferencia de umbral fibrilatorio entre ventriculos, podemos hipotetizar que existird un
comportamiento diferente de la modulacién de la DRV dependiente del sitio donde se aplicé la
PVS. Ademas, variables cuantificadoras de la RV y su dispersion obtenidos del ECG de superficie
como los intervalos QT o JT | deberian estar de algiin modo modulados por el origen desde donde
se estimula al miocardio.

3.2.2 Materiales y métodos
3.2.2.1 Protocolo experimental

El protocolo que se utiliza en este estudio se describié detalladamente en la Seccién 2.1.2. Re-
cordemos que en él, se realizan las mediciones de las variables ECG una vez que el corazén esta
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libre de arritmias o cualquier tipo de anormalidad en su funcionalidad eléctrica.

El protocolo de PVS consiste de las siguientes etapas. El control (Cpys) estimulando desde
ventriculo a una frecuencia basal de 400 ms durante un tren de pulsos S; de 50 latidos. Pos-
teriormente, para generar IDRV, al tren S; se agrega un estimulo prematuro PVS a cuatro
intervalos de acoplamientos distintos, 300 ms (D2%), 250 ms (D2Y), 200 ms (D3%) v ERP +
5 ms (DEys). Recordemos que el intervalo de acoplamiento es la distancia temporal entre dos
pulsos de estimulo. Para el protocolo se adquirieren las 40 senales del ECG en grupos de ocho
canales cada vez, hasta completar los 40 canales.

3.2.2.2 Variables e indices de la repolarizaciéon ventricular

Se miden las siguientes variables del ECG de superficie que cuantifican a la duracién de la
depolarizacién y repolarizacién para cada derivacién.

e QRS: intervalo de tiempo, medido en milisegundos, desde el inicio de la onda Q hasta el
fin de la onda S (QRS duration).

e JT,: intervalo de tiempo, medido en milisegundos, desde el punto J hasta el fin de la onda
T (JTend).

e JT,: intervalo de tiempo, medido en milisegundos, desde el punto J hasta el pico maximo
de la onda T (JTpeak).

e (QT.: intervalo de tiempo, medido en milisegundos, desde el inicio del complejo QRS hasta
el fin de la onda T (QTend).

e QT,: intervalo de tiempo, medido en milisegundos, desde el inicio del complejo QRS hasta
el pico méximo de la onda T (QTpeak).

e T).: intervalo de tiempo, medido en milisegundos, desde el pico maximo de la onda T hasta

el fin de la onda T (T peak - T end).

Se calculan los siguientes indices del ECG de superficie que cuantifican a la DRV entre
derivaciones.

o Ajp,:dispersién del intervalo JT., expresada en milisegundos y calculada como la diferencia
entre el maximo y minimo intervalo JT. en las derivaciones bajo analisis.

e Ayr,: dispersién del intervalo JT,, expresada en milisegundos y calculada como la diferen-
cia entre el maximo y minimo intervalo JT), en las derivaciones bajo andlisis.

o Aqr,: dispersién del intervalo QT,, expresada en milisegundos y calculada como la dife-
rencia entre el maximo y minimo intervalo QT, en las derivaciones bajo analisis.

e Agr,: dispersion del intervalo QT,,, expresada en milisegundos y calculada como la dife-
rencia entre el maximo y minimo intervalo QT en las derivaciones bajo andlisis.

e Ar :dispersién del intervalo T, expresada en milisegundos y calculada como la diferencia
entre el maximo y minimo intervalo T, en las derivaciones bajo analisis.

e o;r,: desvio estandar del intervalo JT,. expresado en milisegundos y calculado en las deri-
vaciones bajo analisis.

e 0,r,: desvio estdndar del intervalo JT), expresado en milisegundos y calculado en las deri-
vaciones bajo analisis.
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® 0qr,: desvio estdndar del intervalo Q7. expresado en milisegundos y calculado en las de-
rivaciones bajo analisis.

® 0qgr,: desvio estandar del intervalo QT,, expresado en milisegundos y calculado en las
derivaciones bajo analisis.

e or,.: desvio estandar del intervalo Tj. expresado en milisegundos y calculado en las deri-
vaciones bajo andlisis.

3.2.2.3 Medicion del ECG

El software de monitoreo, adquisicion y procesamiento de los ECGs se basa en modificaciones
del utilizado para el modelo M7, habiéndose adaptado éste, al modelo experimental M. Las
variables de duracién se miden manualmente con un cursor comandado a través del ‘mouse’ de
la computadora. Este cursor esta calibrado en la pantalla de la computadora con resoluciones
de 1 ms y 2.5 ¢V en tiempo y amplitud; respectivamente.

Las medicién manual del ECG, visualizado en la pantalla de la computadora, se hace mar-
cando con el cursor calibrado los puntos fiduciales de interés, obteniéndose automaticamente el
valor numérico del intervalo en milisegundos. Ademads, se puede visualizar el ECG magnificado,
teniendo mayor exactitud para marcar los puntos fiduciales de interés.

La medicién de las variables del ECG de superficie fueron realizadas por dos observadores
experimentados. Para Cpyg, se seleccionan los latidos niimero 49 y 50 de cada tren de pulsos Sy,
produciéndose de manera automatica la seleccién de dichos latidos en las derivaciones restantes.
La duracién de los intervalos QT,, QT,, JT, y JT,, para Cpys, se obtienen de calcular la media
de los latidos nimero 49 y 50. Este procedimiento se aplica para cada electrodo de registro de
la matriz de 40 electrodos. Se realiza también, la medicién en los latidos prematuros para las

4 L 300 250 200 ERP. 3 1A
diferentes condiciones D0, D:s, Divs ¥ Divs; descriptas en la Seccién 2.1.2.

El intervalo Q7, se mide desde la primer deflexion del complejo QRS hasta el fin de la onda
T, definido por la interseccién de la recta tangente a la rama descendente de la onda T con la
linea de base. En los casos donde se detecta presencia de onda U se analiza la medicién mas
detalladamente. Si la onda U estd separada de la onda T, se pueden distinguir claramente los dos
intervalos isoeléctricos y ambas ondas son facilmente detectables. En los casos donde la onda U
se encuentra interrumpiendo a la onda T, la porcién visible de onda T se extrapola con la linea
de base TP utilizando criterios descriptos en [102]. Si el fin de la onda T no puede determinarse
de manera confiable, esa derivacién se descarta. Se consideran las ondas T monofésicas (positivas
o negativas) y las ondas T bifésicas.

Por otro lado, los intervalo QT, y JT, se mide desde el inicio del complejo QRS y desde el
punto J hasta el pico méaximo de la onda T; respectivamente.

El T,., se mide como la diferencia entre Q7. y QT,. Cuando las ondas T son bifésicas se
descarta la medida al pico maximo de la onda T. Se incluyen al andlisis aquellos experimentos

donde se pueden medir > 36 derivaciones distintas.

La variabilidad intraobservador fue < 5% para 2 mediciones consecutivas realizada en 4
experimentos seleccionados aleatoriamente. Por otra parte, para verificar la reproducibilidad
de la metodologia experimental, se seleccionaron aleatoriamente 500 registros que midié otro
observador. Con las mediciones del tercer observador, se calculé una variabilidad interobservador
< 5%, del orden de magnitud como la descripta en [137,138].



Capitulo 3. Indices clasicos de la repolarizacion y su dispersion para corazon In
64 Vitro

3.2.2.4 Andlisis estadistico

Los datos de los experimentos (n=12) se expresan como media + SEM. La comparacién entre
variables se realizé por medio del test de t-Student. Se consideraron diferencias estadisticamente
significativas a aquellas con valores p < 0.05. Por otra parte, para calcular la variabilidad intra-
observador e interobservador, se compararon las medidas de los ECG por medio del andlisis de
correlacién de Pearson.

3.2.3 Resultados

Para determinar la influencia que ejerce el sitio de estimulacién en la DRV, se estimula al
miocardio artificialmente desde Rv o Lv en orden aleatorio. A su vez, la PVS se introduce a
diferentes intervalos de acoplamiento. A frecuencia basal la estimulacion es de mayor duracién
(400 ms) y se la denomina Cpyg; mientras que a periodo refractario méas 5 ms, Dpvy, es la més
corta. A periodo refractario mas 5 ms se obtuvo: 167 £ 7.2 ms para estimulacion desde Rv, 168

4 11.5 ms para estimulacion desde Lv estimulacién y p = NS entre ventriculos.

En la Figura 3.7 (a) y (b) se muestra un experimento donde los indices de la DRV, o, ¥
0s1,, se grafican en funcién al intervalo de acoplamiento. Para este experimento se aplica la com-
binacién S1-PVS (ver Seccién 2.1.2 ) desde D3%, hasta DZY%; con un intervalo de acoplamiento
que se va acortando en pasos de 10 ms.

Cuando se aplica PVS en el ventriculo izquierdo (Figura 3.7 (a) y (b), ®) se produce un com-
portamiento bifasico de los indices de la DRV. Ambos indices, o;p, y Oy1,, Se decrementan
progresivamente para el intervalo de acoplamiento que va desde los 300 hasta los 250 milisegun-
dos. Sin embargo, cuando la PVS se decrementa desde 250 hasta ERP + 5 ms se observa un
incremento de 0,1, y 051, alcanzando valores que superan el control, Cpys.

En contraste a estos resultados, cuando el estimulo se aplica al ventriculo derecho (Figura 3.7
(a) y (b), o) los indices o;1, y 031, crecen monoténicamente.

En las Figura 3.8 (a) y en la Figura 3.8 (b), se muestran las variables de duracién JT, y JT,
para diferentes intervalos de acoplamiento. Dichas variables decrecen monétonicamente a medida
que se acorta el intervalo de acoplamiento; para ventriculo derecho e izquierdo respectivamente.

Ademds, en la Figura 3.8 (a) y en la Figura 3.8 (b), se representan los indices de disper-
sién, o1, y 01, Podemos observar que la DRV se decrementa significativamente solo para el
intervalo de acoplamiento de 250 ms estimulando desde ventriculo izquierdo. En decrementos
posteriores a los 250 ms., los valores de DRV se incrementan hasta alcanzar un nivel superior al
control. En contraste, cuando el corazén esta estimulado desde ventriculo derecho, para interva-
los de acoplamiento S1-PVS cada vez mas cortos, la DRV crece constantemente exhibiendo una
tendencia de mayor dispersién para intervalos de acoplamiento cada vez més cortos.

En la Figura 3.8 (c¢) se muestra la duracién y dispersién del complejo QRS. Durante la des-
polarizacién ventricular no se observan diferencias cuando se estimula desde ventriculo derecho
o izquierdo. Ademads, en ambos ventriculos, la duracién y dispersién de las variables de la des-
polarizacién tienen la misma tendencia de crecimiento para intervalos de acoplamiento, S1-PVS;
cada vez menores.

La Figura 3.9 ilustra la distribucién espacial de la variable JT, en un experimento. Se aplican
tres intervalos de acoplamiento diferentes, S;-PVS iguales a 400, 250 y 170 milisegundos, desde
ventriculo izquierdo (Figura 3.9 (b)) y derecho (Figura 3.9 (c)) respectivamente. Puede obser-
varse una distribucién espacial mas homogénea en el intervalo de acoplamiento DY, cuando la
PVS se aplica en ventriculo izquierdo. Este resultado sugiere una disminucién de la DRV para
el intervalo de acoplamiento de 250 ms. desde ventriculo izquierdo, registrado a nivel ECG de
superficie; resultado similar al mostrado en la Figura 3.6 (B).



3.2 Modulacién de la DRV y dependencia con el sitio de estimulacién 65

154 O

104

O jTe (ms)

T
400 300 250 200 ERP+5

intervalo de acoplamiento S{-PVS (ms)

(a)

15+

104

O JTp (ms)

T
400 300 250 200 ERP+5

intervalo de acoplamiento S;-PVS (ms)

(b)

Figura 3.7: Detalle de los valores medios de la modulacion de la dispersién para un experimento.
En (a) oyr, y en (b) oy1,, cuando se estimula desde ventriculo derecho (o) y desde ventriculo
izquierdo (e). El intervalo de acoplamiento se reduce en pasos de 10 ms para el rango de valores
desde 300 hasta 200 ms de intervalo de acoplamiento.

Ademss, los indices de la DRV calculados estan resumidos en la Tabla 3.3 para estimulacion
desde ventriculo derecho y en la Tabla 3.4 para estimulacion desde ventriculo izquierdo.

3.2.4 Discusion y conclusiones

El hallazgo més importante de este estudio es el comportamiento diferencial de la DRV, observan-
dose un efecto de modulacion de la DRV que depende exclusivemente del ventriculo estimulado.
Cuando se estimulé desde ventriculo derecho, la DRV se incrementé monténicamente a medida
que los intervalos de acoplamiento S;-PVS se acortaban. En contraste a estos resultados, cuan-
do se estimulé desde ventriculo izquierdo se observé un comportamiento bifdsico de la DRV.
Esta modulacién se puso de manifiesto con una deflexion abrupta que sucedié a un intervalo de
acoplamiento critico S1-PVS igual a 250 milisegundos. Los resultados son concordantes en gran
parte con los obtenidos por Laurita et al., quienes mostraron que la estimulacién prematura
causa una modulacién bifasica de los APDs registrados en forma éptica en ventriculo de cobayo
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Tabla 3.3: Media + SEM de los indices de dispersién para distintos intervalos de acoplamiento
estimulando al miocardio desde ventriculo derecho. Significancia estadistica: xp < 0.05, x*xp <
0.01, fp < 0.005, ip < 0.001, §p < 0.0001). La significancia estadistica esta estimada como

S1-PVS wvs. 400 ms (control).

indice de S1-PVS (ms)

DRV (ms) 400 300 250 200 ERP+5
oJT, 9.6 +£0.88 11.4 +1.88 10.2 + 0.84 13.0 £+ 1.96 149 £ 0.73 ¢
oJT, 7.6 £ 0.55 8.2 £+ 0.86 8.1 £ 0.70 9.0 £ 0.63 11.0 £ 0.83
oQrT, 9.6 £1.01 11.9 £ 1.80 10.1 £ 0.90 136 £ 193« 169 +1.13§
oqr, 8.0 & 0.66 8.8 £ 1.0 8.4 £ 0.70 10.5 +£ 0.93 « 134+ 1.43 %
OTpe 9.0+ 0.95 10.8 + 1.56 10.6 + 0.75 129 £ 1.53 « 14.8 £0.80 §
AjT, 39.9 £3.81 441+ 7.20 43.6 £ 3.47 54.1 + 8.77 56.4 £ 4.10 t
Ajr, 35.8 £248 383 £ 5.13 36.9 £ 3.44 38.2 £ 2.77 52.2 £ 4.50 t
AQTp 40.3 £4.10 50.2 + 7.63 44.3 £ 3.58 60.6 £ 10.90 x 68.2 £ 4.50 &
Aqr, 36.3 £282 41.2 +5.10 39.4 £ 3.66 48.2 £ 5.96 «  63.7 £ 7.93
Ar,, 38.6 £4.24 43.9 £ 6.90 41.8 £ 3.38 53.2 £ 740« 581+ 3.90 t

Tabla 3.4: Media + SEM de los indices de dispersién para distintos intervalos de acoplamiento
estimulando al miocardio desde ventriculo izquierdo. Significancia estadistica: *p < 0.05, *xp
< 0.01, tp < 0.005, Ip < 0.001, §p < 0.0001. La significancia estadistica esta estimada como

S1-PVS wvs. 400 ms (control).

indice de S1-PVS (ms)

DRV (ms) | 400 (control) 300 250 200 ERP + 5
oJT, 7.7 £ 0.55 8.7+ 1.13 6.2 £ 0.55 1 10.1 £1.20 * 11.0 £ 1.16 *x*
OJT, 7.1 £ 0.52 7.0 £ 0.73 4.6 £0.72 1 8.0 £+ 0.90 11.0 £ 0.86 §
oQT, 7.8 £ 0.60 8.8 £ 1.03 7.2 £0.63 104 + 1.00 x  12.8 £ 1.23 }
oqQr, 7.9 £ 0.50 7.7 £0.73 5.4 + 0.66 T 9.8 £1.10 12.8 £ 1.33 ¢
OTpe 8.3 £ 0.78 8.7+1.2 6.3 £ 0.69 10.1 £ 1.03 13.6 £ 1.10 ¢
Ajr, 324 £ 248 433 £ 7.3 28.3 + 3.00 42.0 £4.50 *  44.0 £ 5.20 %
Agr, 31.8 +£225 29.8+366 205+3.11% 35.6 £ 3.43 43.6 £ 3.26%x
AQTP 33.9 £282 46.1 £ 7.56 33.6 £ 3.78 43.4 £ 3.60 x 479 £ 5.43 *
Aqr, 345 £ 214 356 £3.73 249 £ 3.35 % 41.3 £ 4.13 56.5 + 6.30 1
Ar,, 35.6 + 3.26 41.3+6.33 27.2+£2947% 47.0 £ 5.96 48.3 £ 3.73 *
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Figura 3.8: Media &+ SEM de la duracién (o) y desvio estdndar (e) en las variables J7, (a),
JT, (b) y QRS (c); en 12 experimentos. Resultados para diferentes intervalos de acoplamiento,

estimulando desde Rv y Lv. Diferencias estadisticamente significativas: *p < 0.05, *xp < 0.01,
Tp < 0.005, Ip < 0.001, §p < 0.0001; para control (400 ms.) vs. S1-PVS.
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Si-PVS =400 mseg. S1-PVS =250 mseg. S1-PVS =170 mseg.

(d)

Figura 3.9: Matriz del modelo M> desplegada en el plano. (a) Sistema de registro utilizado para
obtener mapas en 3D de la duracién de la repolarizacién. Las columnas 1, 6, 7 y 8 y las columnas
2, 3, 4 y 5 conjuntamente con las cinco filas, ‘mapean’ los ventriculos derecho e izquierdo; como
se ilustré en la Figura 2.4. (b) JT, cuando se estimula desde ventriculo izquierdo. (¢) JT}, cuando
se estimula desde ventriculo derecho. (d) ECGs para cada S1-PVS, cuando se estimula desde el
ventriculo izquierdo (obtenidos de la derivacién unipolar ubicada en la interseccién de la columna
2 con la fila 2 de la matriz).

[8] a una estimulacién de 225 ms. Por otro lado, los resultados de duracién y dispersién del
complejo QRS mostraron que aunque el miocardio haya estado estimulado de ventriculo derecho
o izquierdo el patréon de comportamiento fue similar. Es decir, que no hubo evidencias de cambio
en los tiempos de activacién o durante la conduccién de la despolarizacién en el corazon.

En la Tabla 3.4 se observa una disminucién de los indices de la DRV; exhibendo todos ellos
un valor minimo para D;})s. En relacién a esta disminucion, se observaron diferencias estadis-
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ticamente significativas Unicamente para estimulacién desde ventriculo izquierdo. Los indices
oqr,, A, ¥ Aqr, no fueron estadisticamente significativos respecto del control para DiYy. Con
estos resultados podemos especular que la DRV mds temprana (desde el inicio hasta el pico de la
onda T') estuvo menos afectada por la PVS. Por otro lado, los resultados obtenidos muestran la
existencia de una clara diferencia para la dispersién de T, dependiente del sitio de estimulacién,
considerando que la porcién final de la onda T medida como el intervalo T, ha sido propuesto

como un reflejo de la DRV a nivel transmural [150].

El mecanismo responsable de la modulacion diferencial de la DRV, dependiente del sitio
de estimulacién durante la PVS, no puede explicarse totalmente con nuestros resultados. La
restitucion cinética del APD en la superficie epicardica y su nexo con la modulacién bifasica fue
explicado por Laurita et al. como describimos detalladamente en la Seccién 3.2.1. Los resultados
de estos autores podrian justificar la presencia de la deflexién en la DRV cuando aplicamos PVS
en el ventriculo izquierdo.

Sin embargo, pareceria dificultoso explicar porque no se produjo una modulacién bifdsica
cuando el estimulo se aplicé desde el ventriculo derecho. Para ello, hipotetizamos que las dife-
rencias anatémicas existentes entre ventriculos (especificamente en la estructura de 3D) podrian
explicar esta diferencia. Los ventriculos poseen diferentes propiedades anisotrépicas asociadas a
los diferentes grosores de las paredes ventriculares y a la orientacién de las fibras. La secuencia
de propagacion podria estar alterada por diferencias en las propiedades anisotrépicas, y por ello,
cambiar la influencia electroténica. Mendez [151] demostré una importante influencia del elec-
trotono en la APD, mientras que Lesh et al. [152] mostraron que la APD puede estar afectado
la secuencia de activacién modificada por cambios en el electrotono. Estos autores mostraron un
mayor grado de heterogeneidad en la APD, esto es, un IDRV cuando la propagacién atraviesa
las fibras en vez de ir en el sentido de las mismas.

Por ltimo, debemos considerar las restricciones del ECG de superficie para inferir medidas
de la DRV y considerar este andlisis limitado al modelo experimental.
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