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BECAS DE 
ESPECIALIZACIÓN 1997 

OBJETIVO . 
. .· 

Estas Becas se convocan con el propósito de facilitar un pe-ríodo 
de formación y especialización sobre temas relacionados con 
las áreas de actividad de la Fundación, brindando la posibilidad 
de intercambiar experiencias entre profesionales iberoamerica­
nos y portugueses. 
La dotación de estas Becas permiten financiar los gastos de des­
plazamiento y estancia, para el desarrollo de un programa de 
actividades formativas por parte de los becarios. 

ÁREAS DE FORMACIÓN Y ESPECIALIZACIÓN 

La Fundación MAPFAE MEDICINA ejerce su actividad en los 
siguientes campos: 

- Formación Profesional de Personas con Discapacidad. 
- Gestión Sanitaria. 
- Medicina Cardiovascular. 
- Medicina del Trabajo. 
- Rehabilitación. 
- Geriatría. 
- Traumatología. 

CONDICIONES PARA OPTAR A LAS BECAS 

1. Ser ciudadano de cualquier país iberoamericano o de Portu­
gal. 

2. Aceptar las fechas de incorporación establecidas por la Fun­
dación MAPFAE MEDICINA, así como los programas de tra­
bajo y formación. 

3. Poseer titulación universitaria. 
4. Presentar un proyecto en el que se definan las materias o 

temas en que se desea recibir formación y especialización, 
que deberán estar relacionadas con las áreas de actividad 
de la Fundación. 

. 
CARACTERÍSTICAS DE LAS BECAS 

1. La duración del período de formación será de cuatro sema­
nas, durante el último trimestre del año. 

2. En b~se a los acuerdos de colaboración firmados por la Fun­
dac1on MAPFRE MEDICINA con otras instituciones del ámbi­
to iberoamericano, la Fundación podrá establecer que las 
Becas se desarrollen en dichas instituciones. 

3. La dotación económica de la Beca dependerá del lugar donde 
se desarrolle: 
- Becas en España: La dotación será de 400.000 ptas., 

netas, distribuidas en dos asignaciones. 

- Becas en lberoamérica: La dotación será de 300.000 ptas. 
netas. 

En cualquiera de los casos, con la dotación económica de las 
Becas, los becarios deberán sufragarse los gastos de des­
plazamientos, estancia y manutención durante el perío-do de 
la Beca. 

4. La Fundación MAPFAE MEDICINA se hará cargo de las cuo­
tas de inscripción en actividades docentes a las que asista el 
becario, siempre que hayan sido autorizadas previamente por 
la propia Fundación. 

5. Cada becario estará cubierto por un seguro de enfermedad 
y accidente durante el período que dure la Beca. 

6. La Beca está sujeta a las obligaciones tributarias que marca 
la Ley Española. 

SOLICITUDES 

La tramitación de solicitudes y la selección de candidatos se rea­
lizará según el siguiente protocolo: 

1. Las solicitudes de Beca deben ser remitidas al domicilio social 
de la Fundación, en fecha anterior al día 1 O de junio de 1997. 

2. Se adjuntarán, en el orden que se indica, los siguientes 
documentos: 

2.1. Solicitud de Beca con todos los datos cumplimentados. 
2.2. Escrito en el que se especifiquen: 

- Nivel de conocimientos actuales. 
- Futura aplicabilidad de la formación que se pretende 

recibir. 
- Propuesta de las áreas y temas en los que se desee 

recibir formación y especialización. 
2.3. Curriculum Vitae, en no más de 10 folios. 
2.4. Certificación de estudios con calificaciones obtenidas. 
2.5. Copia del título universitario. 
2.6. En carpeta aparte se presentarán los demás documen-

tos que se desee, hasta un total de 15. 

La Fundación MAPFAE MEDICINA fallará la convocatoria eva­
luándose to?as las so!icitudes por medio de un Comité de Exper­
tos en las diferentes areas. En los casos necesarios, podrá soli­
citarse ampliación de la información a los candidatos. 
El fallo de la Convocatoria se comunicará a partir del día 7 de 
julio de 1997 . 

INFORMACIÓN 

FUNDACIÓN MAPFAE MEDICINA 
Gira. Pozuelo a Majadahonda, km. 3,5 

28220 MAJADAHONDA (Madrid) - España 
Tels.: (34-1) 626 57 04 - 626 55 00 
Fax: (34-1) 626 58 25 - 639 26 07 

Prólogo 

Este Número Monográfico de «Investigación Cardiovascular» recoge los trabajos rea­
lizados por los autores receptores de Becas y Ayudas de Investigación de la Fundación 
MAPFRE Medicina. 

Es para nosotros orgullo y motivo de satisfacción comprobar el alto nivel cient ífico de 
los trabajos realizados por los investigadores principales y sus grupos de trabajo, de 
reconocido prestigio nacional e internacional. 

La Fundación MAPFRE Medicina y el Inst ituto de Medicina Cardiovascular expresan su 
satisfacción por los resultados obtenidos en esta nueva línea abierta de ayuda, pro­
moción y potenciación de la investigación en España y concretamente en el área Car­
diovascular, sintiéndonos muy motivados a continuar en la m isma y potenciar su fu­
turo bajo el estímulo constante de los p ropios investigadores, en beneficio de la 
comunidad científica y el conjunto de la sociedad. 

Dr. Jesús M. Paylos 
Director, lnstituo MAPFRE 

Medicina Cardiovascular 
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JORNADAS DE BIOÉTICA CLÍNICA 
ELEMENTAL 

Sevilla, abril-mayo 1997 

COLABORAN: Real e Ilustre Colegio de Médicos de Sevilla, Real Academia de Medicina de Sevilla 
y Universidad de Sevilla. Departamento -de Medicina 

MÓDULOI 

Viernes, 4 de abril 

17.00 h.: Presentac ión de las Jornadas 
• Lección teórica: Ética del Su­

frimiento en la enfermedad 
• Lección teórica: Érica de la 

Relación asistencial 
• Debate 
• Seminario sobre Legislación 

y Responsabilidad profesio­
nal 

Sábado, 5 de abril 

9.30 h.: • Lección teórica: Aspectos éti­
cos referidos al diagnóstico 
y tratamiento ( I y 11) 

• Debate 
• Seminario: Aspertos éticos 

del Tratamiento de la Hiper­
tensión Arterial 

17.00 h.: • Lecció n teórica: Análisis y 
Decisión en Ética C/ínicc;: 
F1111da111e11tos y mewdo/ogía 

• Taller de Trabajo: Análisis de 
dilemas éticos 

• Valoración final del primer 
módulo 

PROGRAMA 

MÓDULOII 

Viernes, 9 de mayo 

17.00 h.: • Lección teórica: Aspectos éti­
cos de la asistencia al enfer­
mo en situación te,minal y de 
la muerte en Atención Pri­
maria 

• Debate 
• Mesa redonda sobre la muer­

te y e l enfermo en situación 
tem1inal 

Partic ipan: Médicos de A te n­
ción Primaria, Hospita lización 
Domiciliaria y Medicina Interna, 
Psicóloga y familiar de enfermo 

Sábado, JO de mayo 

09.30 h.: Ética Clínica especial en Aten­
ción Primaria: exposiciones teó­
ricas y debate sobre: 
• Enfermos de SIDA 
• Salud Mental 
• Pediatría: El niño maltratado 
• Enfermos oncológicos 

12,00 h.: Conferencia - Prof. D. Diego 
Gracia G uillén 

17.00 h.: • Lección Teórica 
• Taller de Trab~jo 
• Valoración fi nal 

INFORMACIÓN 

MÓDULOIII 

En colaboración con la Real Academia de 
Medic ina y Cirugía de Sevilla. Días: 13, 
14, 15, 20 y 2 1 de mayo (20:00 horas). 

• Día 13: «Aspectos Éticos de la Ancia­
nidad». Profesor D . Francesc Abel i 
Fabre 

• Día 14: «Aspectos Éticos de la Asis­
tencia Pediátrica». Profesor D. Anto­
nio González Meneses (Académico de 
la RAM de Sevilla) 

• Día 15: «Aspectos Éticos de la Infor­
maci6n y la Comunicación». Profesor 
D. Pedro Sánchez Guijo (Catedrático 
de Medicina y Académico de la RAM 
de Sevilla) 

• Día 20: «Aspectos Éticos de la In ves­
tigaci611 Clínica». Profesor D. Fran­
cisco de Llanos Peña (Profesor de Bio­
ética de la EU de Ciencias de la Salud) 

• Día 21: «Aspectos Éticos de la /-/11ma­
nización de la Asistencia Sanitaria». 
Profesor D . José María Rubio Rubio 
(Profesor de Bioética de la Facultad de 
Medicina de Sevilla) 

FUNDACIÓN DEL REAL E ILUSTRE COLEGIO DE MÉDICOS DE SEVILLA 
Srta. Estrella 

Avda. d e la B orbolla, 47 - l.ª P lanta - 4 101 3 Sevilla 
Tels.: (95) 423 19 90 (de 9:00 a 14:30 horas) 
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Efectos de la denervación regional del 
miocardio sobre el sustrato electrofisiológico 
del precondicionamiento isquémico 

Effects of regional myocardial denervation 
on the electrophysiological substrate 
of ischemic preconditioning 

Laboratorio de Cardiología Experimental 
Servicio de Cardiología 
Hospital General Universitari Val/ d 'Hebrón 
Barcelona 

RESUMEN 

Durante los primeros instantes de la reperfusión coronaria 
existe una fase transitoria de recuperación supernornml (over­
shoot) del segmento TQ producida por una disminución del po­
tasio extracelular que coincide temporalmente con la aparición 
de arritmias letales. La reducción del potasio e:\1racelular pudría 
ser causada por una actividad supranormal de la bomba de 
Na+fk+ secundaria al efecto de las catecolaminas locales. 

Para probar esta hipótesis se estudió el patrón de recupera­
ción del segmento TQ durante la reperfusi.ón coronaria después 
de cuatro oclusiones de S min de la arteria coronaria descenden­
te anterior en 18 cerdos anestesiados con cloralosa y ventilados 
mecánicamente. En la mitad de los casos se practicó una dener­
,,ación de la región anteroseptal mediante interrupción de los 
nervios pericoronarios con fenol dos semanas antes del estudio. 
La otra mitad fueron controles. Durante el estudio se midió el 
Dujo núocárdico, la presión aórtica y las alteraciones del segmento 
TQ y ST mediante mapeo epicárdico de 32 canales en el área 
isquénúca. La denervación se comprobó por métodos histoU,gi­
cos de auorescencia aclrenérgica y reacción a la acetilcolint'l>1er.isa. 

La magnitud del overshoot del segmento TQ fue sinúlar en 
ambos grupos (l,S ± 0,6 mV en el grupo control y 1,5 ± 0,6 en 
el grupo denen•ado). Así pues, la fase de recuperación super­
nonnal del segmento TQ durante fa repcrfusiún, que indica una 
reabsorción celular transitoria de potasio, no parece depender 
de la acción de la~ catccolanúnas. 

Palahras clave: Reperfi1shí11 rnm1111ria, 11c/11.1·i1111es reJletidas. mn­
Jleo eJlicárdirn. 

Cinca J. Ca1i-eño A. Mont L. Soler-Soler J 
Efectos de la denervación regional del miocardio sobre el 
susu·ato clccu-ofisiológico del precondicionamicmo isquémi<.:0 
M11p{t-e Medicina, 1997; 8 (S11pl. 111): 5-12 

Correspondencia: 
Dr. Juan Cinca 
Servicio de Cardiología 
Hospital General Universitari Val/ d'Hebron 
08035 Barcelona 

ABSTRACT 

Juan Cinca 
Ana Carreño 

Lluís Mont 
J. Soler-Soler 

At the ,•ery beginning of coronary reperfusion, there is a 
transient phase of suprnnorn1al recovery (overshoot) of the TQ 
segment ca1L~ed by a reduction in cxtraceUular pota-;siun1 which 
coincides in time with the appearance of lethal arrhythmias. 
Decrea~ed extracellular potassium could be caused by a supra­
normal activity of the Na+tk+ pump secondary to the effect of 
local catccholamines. 

To test this hypothesis, the rccovery pattern of the TQ seg­
ment was studied during coronary reperfusion after four 5-nú­
nute occlussions of the anterior descending coronary artery in 
18 pigs anesthetized with chloralose and ventilated mechani­
call~•. In half of the cases, denen·ation was perforn1ed in thc an­
teroseptal region by hlocking pericoronary nen ·es \\ith phenot 
two weeks prior to the study. The other half were controls. 
During the study, myocardial now, aortic pressure and changes 
in the TQ and ST segments were measured hy a 32-channel epi­
cardial mapping in the ischemic arca. Denen •ation wa-; checked 
by histologic methocls of adrenergic lluorescencc and reaction 
to acctylcholinestent~e. 

The 1mtl-(nitudc of overshoot of the TQ segment wa~ sin1ilar 
in both groups (1.5 ± 0.6 mV in the control group and 1.5 ± 0.6 
in the denervated group). Therefore, the supnmonnal recovery 
(>hase of the TQ Sel-(rnent during rcperfusion, which suggests a 
transient cellular reabsorption of potas.~ium, docs not secm to 
depend 011 the action of catecholamines. 

Key words: Re¡1etiti1•e nmmary occ/11sio11. c"m11l11:r r<'¡w1:fi1ssi1111, 
ECG lll(IJIJIÍllg. 

Cinca J. Cmrciio A. Mont L. Solcr-Solcr J 
Etrects of regional rnycx:ardial dencrvmion on thc 
d cctrophysiolugil:al suh~trntc or ischcmic prcrnmlitioning 
M11J1fre Medicitllt, / 997; 8 (S11pl. 111): 5-12 
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INTRODUCCIÓN 

Estudios recientes han demostrado que el ta­
maño de un infarto es menor si el miocardio ha 
sufrido previamente uno o más episodios de is­
quemia breve (1). Así mismo, se ha descrito que 
los episodios repetidos de isquemia reducen la in­
cidencia de arritmias de reperfusión coronaria 
(2-5). A esta situación de mayor tolerancia del co­
razón a la isquemia se la denomina precondicio­
namiento isquémico (1). 

Los mecanismos causales del precondiciona­
miento isquémico no están bien definidos. Se ha 
relacionado el efecto protector del precondicio­
namiento con la posible liberación de sustancias 
cardioprotectoras endógenas como la prostaci­
clina PGl2 ya que la administración de inhibidores 
de la ciclo oxigenasa atenúa el efecto antiarrítmi­
co del precondicionamiento (5). Otros autores han 
observado que los corazones sometidos a pre­
condicionamiento muestran un menor grado de 
acumulación de productos de degradación de nu­
cleótidos de adenina en el interior del área isqué­
m ica (1) que, en condiciones de isquemia mio­
cárdica, pueden ejercer un efecto arritmogénico 
(6). La estimulación de los receptores de adenosina-
1 (A1) o la apertura de los canales de potasio sensi­
bles a la ATP podrían ser las bases celulares de los 
efectos beneficiosos del precondicionamiento (7, 8). 

El análisis de los efectos electrofisiológicos del 
precondicionamiento permitirían comprender me­
jor el mecanismo de la protección frente a las arrit­
mias. En un modelo porcino de precondiciona­
miento hemos observado que éste conlleva una 
menor elevación del segmento ST durante la oclu­
sión coronaria, una recuperación más homogé­
nea del segmento TQ en el interior del área is­
quémica durante la reperfusión coronaria y un 
menor grado de hiperaflujo coronario post reper­
fusión (9). La recuperación homogénea del seg­
mento TO en el miocardio precondicionado favo­
recería una menor incidencia de arritmias de 
reperfusión ya que la existencia de gradientes de 
potencial en el interior del área isquémica puede 
ser arritmogénica (10). Aunque desconocemos el 
mecanismo causal de los efectos anteriormente 
descritos, cabría la posibilidad de que los episo­
dios isquémicos repetidos ocasionasen una de­
pleción de catecolaminas en las terminaciones 
nerviosas intramiocárdicas. En favor de este ar­
gumento estarían nuestras observaciones en un 
modelo porcino de denervación miocárdica re­
gional en el que las arritmias y las alteraciones del 
segmento ST durante la isquemia son menores 
que en los animales no denervados (11 ). Sin em-

6 

bargo, la posibilidad de que parte del efecto antia­
rrítmico del precondicionamiento se deba a deple­
ción local de catecolaminas no ha sido estudiada. 

Así pues, este estudio pretende determinar si 
la depleción miocárdica de catecolaminas es en 
parte responsable de los efectos electrofisiológi­
cos beneficiosos del precondicionamiento isqué­
mico en un modelo porcino de denervación mio­
cárdica regional. El corazón del cerdo se ha elegido 
porque al igual que el corazón humano, tiene una 
escasa circulación colateral (12, 13). 

MÉTODOS 

Preparación experimental 

El estudio se realizó en 18 cerdos de 20-30 kg 
anestesiados con alfa cloralosa (100 mg/kg, e.v.) 
ventilados artificialmente con un respirador de pre­
sión Bird a una concentración de 0 2 del 45%. 

Todos los animales se sometieron a dos inter­
venciones quirúrgicas. La primera intervención 
consistió en una toracotomía lateral izquierda a ni­
vel del 5º espacio intercostal y tuvo como objeti­
vo el producir una denervación simpática de la ca­
ra anterior del ventrículo izquierdo mediante la 
destrucción de las fibras nerviosas pericoronarias 
por aplicación de fenal (14). En 9 de los 18 cerdos 
se disecó la arteria descendente anterior (DA) a su 
origen y se aplicó fenol (ácido carbólico al 88%) 
en esta región. En los restantes 9 cerdos se abrió 
el pericardio pero no se disecó ni se trató la arte­
ria con fenol. El tórax se cerró por planos y se as­
piró el aire de la cavidad pleural. Los animales se 
recuperaron de esta intervención y fueron trata­
dos con antibióticos y analgésicos. 

Al cabo de dos semanas se realizó el estudio 
propiamente dicho. Bajo anestesia general con 
alfa-cloralosa (100 mg/kg) y ventilación mecánica 
se abrió el esternón por la línea media y segui­
damente el pericardio. Se pasó una sutura de Mer­
silene 5/0 alrededor de la DA en su tercio medio 
y los extremos de la sutura se pasaron por el in­
terior de un tubo delgado de goma. Mediante la 
aplicación de un clamp en la parte proximal del 
tubo de goma se podía mantener ocluída la DA y 
posteriormente mediante la liberación del clamp 
se reperfundía aquella arteria (Figura 1 ). 

Los gases arteriales se midieron a intervalos re­
gulares y se corrigieron sus posibles desviaciones. 

La presión arterial se monitorizó de forma con­
tínua mediante una cánu la introducida por disec­
ción en la arteria femoral. Las pérdidas hemáticas 
fueron compensadas con infusión endovenosa de 
solución salina fisiológica. 
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Figura 1. Esquema de la preparación experimental en la 
que se indica la posición de la malla de 32 electrodos así 
como el medidor de flujo coronario y el lugar del clampa­
je de la arteria coronaria descendente anterior. 

Mapeo epicárdico 

En todos los casos se practicó mapeo de los 
electrogramas epicárdicos mediante un sistema 
de amplificación diferencial de 32 canales por co­
rriente directa (DC), que ha sido desarrollado en 
nuestro laboratorio (14). 

Los electrodos son de material no polarizable 
y en concreto, son tubos de polietileno de 0,5 mm 
de diámetro que contienen un hilo de algodón 
embebido en suero fisiológico para permitir la 
transmisión eléctrica. Los electrodos de algodón 
que están en contacto con el corazón se conectan 
a los amplificadores a través de una interfase de 
plata clorada. Los electrodos de polietileno se su­
turan a una membrana de goma a intervalos de 
5 mm formando tres filas paralelas de 10, 11 y 11 
electrodos (Figura 1 ). La membrana se sutura al 
epicardio con Prolene 5/0 siguiendo una alinea­
ción paralela a la del trayecto de la DA. De esta 
forma los electrodos situados distalmente estarán 
en contacto con el área isquémica, mientras que 
los electrodos proximales lo estarán con el mio­
cardio normal circundante. El electrodo de refe­
rencia se coloca en la grasa mediastínica. 

Los electrogramas se obtuvieron de forma si­
multánea y se guardaron en el disco duro de un 
ordenador previa digitalización a una frecuencia 
de 500 Hz por canal. Las muestras tienen una 
duración de 2 segundos y se toman cada minuto 
durante la oclusión coronaria y cada 5 segundos 
durante la reperfusión. 

En cada electrograma se midieron los siguien­
tes parámetros: 1) desplazamiento del segmento 
TO (porción plana del invervalo PR) respecto al 
potencial O mV de referencia, 2) desplazamiento 
del segmento ST a 120-140 mseg del inicio del 
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complejo ORS y 3) tiempo de activación local me­
dido desde el inicio del complejo ventricular has­
ta la parte media de la deflexión intrínseca (14). 

Las alteraciones del ritmo se analizaron en de­
rivaciones del ECG convencional. 

Precondicionamiento isquémico 

Todos los animales fueron sometidos a cuatro 
episodios de isquemia-reperfusión coronaria se­
parados entre sí por un intervalo libre de 20 mi­
nutos. La duración de la isquemia fue de 5 minu­
tos y la de la reperfusión de 20 minutos. Ambas 
se indujeron mediante camplaje y desclampaje de 
la arteria DA por debajo de la primera rama dia­
gonal. 

Flujo arterial coronario 

El flujo coronario fásico y medio se midió de 
forma contínua durante todos los episodios de 
isquemia-reperfusión coronaria mediante un sis­
tema electromagnético Nihon Kodhen modelo 
MFV 3200. El medidor de flujo tiene un calibre en­
tre 2 y 2,5 mm y se coloca por disección alrede­
dor de la DA por debajo del nivel de la ligadura 
(Figura 1 ). Se evitó que durante la implantación 
del medidor de flujo se originasen trastornos de 
la motilidad ventricular causados por obstrucción 
al flujo coronario. 

Estudio neuroanatómico 

La presencia de denervación en el grupo de 
cerdos tratados con fenol se comprobó mediante 
reacción de histofluorescencia adrenérgica in­
ducida por el ácido glioxílico en biopsias de mio­
cardio obtenidas al final del experimento. Las 
muestras de tejido miocárdico se tomaron en la 
región denervada anteroseptal y en el miocardio 
sano de la cara lateral del ventrículo izquierdo. 
El tejido denervado da una reacción de fluores­
cencia negativa. 

Las biopsias se congelaron inmediatamente en 
nitrógeno líquido. Del tejido se obtuvieron sec­
ciones de 20-30 nm en un criotomo a temperatu­
ra de -20 ºC que se introdujeron en una solu­
ción de ácido glioxílico durante 15 seg. La solución 
contenía: 2 gr de ácido glioxílico Sigma, 5,4 gr de 
glucosa, 5,5 gr de fosfato sódico, 100 mi de agua 
destilada, e hidróxido sódico suficiente para llevar 
el pH a 7,4. Las preparaciones se incubaron a 80 ºC 
durante 190 segundos y se analizaron en un mi­
croscopio de fluorescencia Leitz con un filtro K 490. 
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Protocolo del estudio 

Después de obtener registros basales de los elec­
trogramas epicárdicos, flujo coronario, ECG con­
vencional y presión aórtica, se practicaron las cua­
tro secuencias de isquemia-reperfusión coronaria. 
El ECG convencional, presión aórtica y flujo coro­
nario se registraron de forma contínua durante to­
do el experimento. El mapeo epicárdico se obtuvo 
cada minuto durante la oclusión coronaria y cada 5 
segundos durante la reperfusión. En caso de pre­
sentarse arritmias ventriculares éstas no se trataron. 

Análisis de los resultados 

El desplazamiento del segmento TQ y ST se 
midió en todos los registros y se expresó como la 
media ± 1 desviación estándar (DE). Como índice 
del grado de heterogeneidad del segmento TQ en 
el interior del área isquémica se tomó la desvia­
ción estándar del segmento TQ en los electrodos 
situados en contacto con el área isquémica. Se 
considera que un electrodo está en contacto con 
el área isquémica cuando el electrograma obteni­
do a este nivel muestra depresión del segmento 
TQ superior a 2 mV. 

La activación local se midió en electrodos que 
muestren cambios isquémicos y se expresó co­
mo la media ± 1 DE. 

El f lujo coronario y el desplazamiento del seg­
mento TQ y ST se midieron en el mismo latido 
cardíaco. Durante la fase hiperémica de la reper­
fusión coronaria se determinó el valor máximo del 
flujo coronario y se calculó el área de hiperemia 
por planimetría de la cuNa de flujo. 

Las diferencias en los valores máximos del seg­
mento TQ y ST, activación local, y flujo coronario 
entre la 1.ª y 4.ª oclusión-reperfusión se valorarán 
aplicando el test de student para muestras apa­
readas. En nuestro estudio no se podrá aplicar el 
test de ANOVA para muestras repetidas porque 
la 1.ª secuencia de isquemia-reperfusión influye 
en la 4.!!, y por tanto no son bloques indepen­
dientes. Se considerará nivel de significación es­
tadística una p < de 0,05. 

RESULTADOS 

Alteraciones del segmento TO 

La isquemia miocárdica induce típicamente un 
desplazamiento negativo del segmento TQ y una 
elevación del segmento ST en los electrogramas 
loca les de corriente directa (DC) (Figura 2). La 
depresión del segmento TO aumenta en las su-
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Figura 2. Representación por ordenador de los 32 elec­
trogramas epicárdicos obtenidos en estado basal, a los cin­
co minutos de oclusión coronaria y a los 30 segundos de 
reperfusión. 
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cesivas oclusiones coronarias breves y repetidas 
(Figura 3), siendo este aumento estadísticamente 
significativo en e l grupo control. El grupo tra-
tado con fenal muestra una tendencia simi lar, 
aunque no alcanza la significación estadística. 

Durante la reperfusión coronaria la depresión 
del segmento TQ se recupera rápidam ente, pa-
sando por una fase de ascenso transitorio por en-
cima del potencial cero de referencia (overshoot) 
(Figura 3). La magnitud del «overshoot» es m áxi-
ma durante la primera reperfusión y es de grado 
similar en los dos grupos de cerdos (Figura 4). En 
el grupo control la m agnitud del overshoot de l 
segmento TQ en la cuarta reperfusión fue menor 
que en la primera, sin embargo esta amortigua-
ción no se observó en el grupo tratado con fenal 
(Figura 5). Durante la fase de overshoot la varia-

CONTROL 
Primera Oclusión Reperfusión 

~--v· M :J/ ...---1 O mV 
y 

Basal 5 min lsq. Overshoot 

Cuarta Oclusión - Reperfusión 

v =r M -1 .e·~ v 

Basal 5 min lsq. Overshoot 

DENERVADO 
Primera Oclusión Reperfusión 

Basal 5 min lsq. Overshoot 

Cuarta Oclusión- Reperfusión 

r v ft 
Basal 5 min lsq. Overshoot 

Figura 3. Ilustración de los cambios en un electrodo epi­
cárdico situado en el interior del área isquémica-reperfun­
dida en un caso del grupo control y en otro del grupo de­
nervado. Obsérvese el ascenso por encima del potencial 
cero relativo (linea continua) del segmento TO durante la 
reperfusión (overshoot). 
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Figura 4. Representación gráfica de los valores medios y 
desviación estándar del desplazamiento del segmento TQ 
durante la isquemia (5 minutos) y durante la fase precoz 
de la reperfusión (overshoot). 

bilidad regional del TQ (desviación estándar de la 
media del conjunto de los electrodos de cada ani­
mal) aumenta m ás allá de la que se observa du­
rante la isquem ia (2,2 ± 0,5 mV versus 3,6 ± 0,7 
mV, p < 0,05). La recuperación de las alteraciones 
del segmento TQ es más rápida en la cuarta que 
en la primera oclusión (57 ± 28 seg versus 41 ± 13 
seg, p < 0,05). 

Alteraciones del segmento ST 

La elevación del segmento ST durante los epi­
sodios de oclusión coronaria fue similar en los dos 
g rupos de estudio (2,0 ± 0,9 mV en el control y 
1,8 ± 2,0 en e l grupo fenal). Se observó una ten­
dencia no significativa hacia una menor elevación 
del segmento ST tras las oclusiones coronarias re­
petidas. 

Alteraciones del flujo coronario 

Debido a la presencia de pericarditis residual a 
la primera intervención , existió d ificu ltad técn ica 
en disecar la arteria coronaria descendente ante­
rior. En consecuencia, e l flujo coro nario sólo pu­
do ser m edido en 10 de los 18 casos. 

El flujo coronario basal en la DA m edia fue de 
15 ± 3,5 m l/m in en e l grupo contro l y 13,3 ± 3,9 
m l/m in en el grupo tratado con fenal. Durante la 
reperfusión coro naria se observa una resp ues­
ta hiperém ica (Figura 6) que fue estadísticam en-
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Figura 5. Comparación de la evolución de los valores del 
TO durante la isquemia y reperfusión en los animales del 
grupo control frente a los del grupo denervado. 

te similar en ambos grupos (203 ± 78% incremento 
respecto al flujo basal vs 240 ± 108%). 

Estudio neuro-anatómico 

En todos los casos en que se aplicó fenal en la 
DA proximal se observó desaparición (denerva­
ción de las fibras simpáticas y parasimpáticas tan­
to en el miocardio de la región anteroseptal como 
alrededor de la arteria coronaria DA. Por el con­
trario los cerdos del grupo control mostraron una 
~bundante red de fibras simpáticas y parasimpá­
ticas en aquellas regiones. 
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Figura 6. Registro de tres electrogramas epicárdicos (dos 
en el área isquémica y uno en la normal, flujo arterial co-
ronario (FAC) fásico y medio y presión arterial aórtica du-
rante la isquemia y reperfusión coronaria. Obsérvese la re-
acción hiperémica del flujo coronario (los números indican 
el valor medio del FAC). 

DISCUSIÓN 

Los hallazgos más importantes de este estudio 
son por un lado, la observación de que la repeti­
ción de cuadros de isquemia breve acelera la re­
cuperación de las alteraciones del segmento TO 
y ST y por otro, que la fase de recuperación rápi­
da (overshoot) del segmento TQ durante la re­
perfusión coronaria no se modifica tras denerva­
ción simpática del área isquémica. 

Las diferencias regionales en la magnitud de 
cambio del segmento TQ y ST, en este estudio 
representadas como la desviación estándar de los 
valores del conjunto de electrodos isquémicos, re­
flejan diferencias regionales en las propiedades 
electrofisiológicas del miocardio isquémico. Así, 
dado que la depresión del segmento TO refleja 
la pérdida de potencial de reposo transmembra­
na (despolarización) ( 15, 16) y la elevación del 
segmento ST alteraciones en la amplitud y dura­
ción de dicho potencial concluímos que en el in­
terior del área isquémica existen marcadas dife­
rencias regionales en el potencial de reposo y en 
la duración y amplitud del potencial transmem­
brana. La variabilidad regional de dichos paráme­
tros es debida a que las alteraciones electrolíti­
cas y metabólicas que originan las alteraciones 
del segmento TO y St (acumulación extracelu­
lar de potasio y acidosis) tampoco se distribuyen 
uniformemente en el interior del área isquémi­
ca (9). 

J. Cinca, A. Carreña, L. M ont, J. Soler-Soler 

El impacto clínico de la heterogenidad electro­
fisiológica del miocardio isquémico se basa en el 
hecho de que esta situación favorece la génesis 
de arritmias por mecanismo reentrante (10). Dado 
que nuestro estudio muestra que los episodios 
breves y repetidos de isquemia aceleran la recu­
peración de las alteraciones eléctricas y disminu­
yen su grado de heterogeneidad, se podría inferir 
que la isquemia repetida reduciría la incidencia de 
arritmias ventriculares. 

En este modelo porcino hemos observado que 
durante la reperfusión coronaria la recuperación de 
la depresión del segmento TO y la de la elevación 
del segmento ST en el área isquémica sigue un pa­
t rón bifásico. Así, inmediamente al restablecimien­
to de la perfusión coronaria existe una elevación 
transitoria del segmento TO por encima del va lor 
de potencial cero de referencia (overshoot) y tam­
bién una reelevación del segmento ST. Al cabo de 
2-5 minutos sigue una segunda fase durante la que 
ambos parámetros se recuperan íntegramente. La 
elevación u overshoot del segmento TO refleja un 
estado de hiperpolarización de la membrana. 

Durante los primeros instantes de la reperfu­
sión coronaria el aumento del grado de disper­
sión en los va lores del segmento TQ (fase de 
overshoot del segmento TO) indica que existen 
zonas del miocardio en fase de recuperación mien­
tras que otras regiones todavía no se ha recu­
perado. Dicho de otro modo, existen zonas con 
elevación u overshoot del TO que indican hiper­
polarización, y zonas de depresión del TO que re­
flejan despolarización. En esta situación se crean 
grandes gradientes de potencial eléctrico entre el 
área isquémica reperfundida y el miocardio sano 
circundante que originan las arritmias letales de 
la primera fase de la reperfusión (10). En nuestro 
modelo no hemos podido estudiar las arritmias 
de reperfusión porque éstas son prácticamente 
nulas cuando el período de isquemia que prece­
de a la reperfusión es tan corto como el utilizado 
en este estudio (5 minutos). Debemos señalar que 
elegimos este tiempo de isquemia ya que la pre­
sencia de arritmias de reperfusión hubiera impe­
dido una medición válida de las alteraciones pre­
coces del segmento TO. 

Mediante registro simultáneo del potencial 
transmembrana y de la concentración extracelu­
lar de potasio con electros sensibles a este ión 
(17 18) se ha demostrado que la acumulación 
ext~acelular de potasio en el miocardio isquémico 
es el que determina en mayor grado la magnitud 
del desplazamiento del segmento TO. En efecto, 
en el corazón perfundido del cerdo hemos demos­
trado que la fase de overshoot del TO correspon­
de a una disminución transitoria de la concentra-
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ción de potasio extracelular a niveles incluso por 
debajo de los basales (19). El mecanismo por el 
que disminuye la concentración extracelular de 
potasio en el área reperfundida no se conoce. Se 
podría especular que durante los primeros instan­
tes de la reperfusión coronaria existe un aumen­
to de la actividad de la bomba Na + / K + gracias 
al cual se incrementaría el bombeo de potasio al 
interior de la célula con la consiguiente reducción 
de este ión en el espacio extracelular. El aumento 
de la actividad de la bomba Na + / K + podría ser 
el resultado de un efecto de las catecolaminas lo­
cales (20), las cuales son liberadas durante la is­
quemia miocárdica (17). Sin embargo nuestro es­
tudio indica que la depleción de catecolaminas en 
el miocardio isquémico-reperfundido no modifica 
la magnitud del overshoot del segmento TO, que 
en definitiva refleja el grado de disminución de po­
tasio extracelular. 

Es interesante señalar que durante el período 
de tiempo en que aparece la fase de overshoot o 
recuperación supranormal del segmento TO al­
gunos autores han descrito, mediante espectros­
copia infrarroja, la existencia de un estado de oxi­
genación miocárdica así mismo supranormal en 
el corazón canino (21 ) . 

En estudios previos (9) realizados en un mo­
delo porcino de isquemia breve y repetida como 
el presente observamos que la reperfusión coro­
naria después de un período de isquemia de 5 mi­
nutos provoca una reacción hiperémica en el f lu­
jo coronario que excede el doble del f lujo basal. 
Esta reacción hiperémica del flujo coronario dis­
minuía en duración y en intensidad después de 
realizar oclusiones coronarias breves y repetidas. 
La amortiguación de la respuesta hiperémica tras 
isquemias repetidas podría ser debida a una pér­
dida de la capacidad vasodilatadora de las arterias 
coronarias producida por la isquemia precedente. 
De hecho, el deterioro de la capacidad vasodila­
tadora de la arteria coronaria después de isque­
mia se ha comprobado en el modelo canino (22, 
23) y porcino (24, 25) mediante el uso de vasodi­
latadores dependientes del endotelio (ADP y bra­
diquinina). La baja acumulación de nucleótidos de 
la adenina en el miocardio isquémico precondi­
cionado (1) contribuiría a disminuir la capacidad 
vasodilatadora de la reperfusión. Sin embargo de­
bemos señalar que en el miocardio isquém ico se 
acumulan sustancias que pueden favorecer la va­
sodilatación (H +, lactatos, C0 2 y potasio). 
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La propafenona bloquea la corriente 
rectificadora tardía en miocitos 
ventriculares aislados de cobaya 

Propafenone blocks the late rectifying current in 
ventricular myocytes isolated from guinea pigs 
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RESUMEN 

Hemos analizado los efectos de la propafenona sobre la co­
rriente rectificadora tardía (IK) registrada en miocitos ventri­
culares aislados de cobaya utiliwndo la configurdción del parche 
pcñorado con nistatina de la técnica del parche de membrana. 
En el cobaya la IK presenta al menos dos componentes: uno que 
se activa rápid,unente (IK.r) y es sensible al La3+ y otro de acti­
, ,ación lenta (IK.sl y es insensible al La3+. En ausencia de La3+ la 
propafenona inhibía la IK de forma dosis-dependiente, siendo 
sus efectos más marcados tras pulsos despolari1,antes débiles. 
La propafenona además desl'iaba en dirección despolari1,ante 
el punto medio de la curva de activación de la IK. El bloqueo pro­
ducido sobre la corriente de cierre (IK tail) registrada tras vol­
ver a -30 mV era más marcado (P < o;os¡ tras pulsos dcspola­
rizantes cortos. Más aún, en presencia de 5 µmoUL de 
propafenona se satisfacía el test de la envoltura de las colas, per­
maneciendo el cociente IK,1n/IK.max constante, independiente­
mente de la duración del pulso despolari:r.;mte. En presencia de 
La3+ (cuando sólo existe la IK,sl, la propafenona no modificaba 
la curva de activación y la inhibición de la IK.wil era voltaje-in­
dependiente. La propafcnona tampoco modificaba la fase final 
de la cinética de activación de la IK.s• pero retrasaba el comien­
zo de la activación de la corriente. Estos resultados demuestran 
por vez primera que la propafenona inhibe los dos componen­
tes de la IK, pero es más potente para bloquear los canales k,r 
de la corriente rectificadora y que se une preferentemente al es­
tado cerrado de los canales IK.s· 

Palabras clave: Pmpqfe/l(l/la, a111iarrí1111icos, miocirm ve111r irn/a· 
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ABSTRACT 

Propafenone effects on the late rectifying current (IK) re­
corded in ventricular myocytes isolated from guinea pigs using 
the configuration of the peñorated patch with nystatin of the 
mcmbrane patch technic¡ue. In guinea pigs, IK has at leas! two 
componenl~: one which is rapidly acfüated (IK,r) and sensitive 
to La3+, and a slow activating component OK.s unsensitive to 
La3+. In the absence of La3+, propafenone inhihited IK in a do­
sc-dependent manner, its effect~ heing more marked after weak 
depolarizing pulses. Propafenone also shifted in a depolarizing 
direction the middle point to the acti\•Jtion curve of IK. The blo­
ckage caused on the closing current (IK,wil) recorded after re­
turning to-30 mV was more marked (P < O.OS) after short de­
polarizing pulses. Moreover, in the prescnce of 5 µmol/L of 
propafenone, the tail envelope test was met, the IK.1ni¡IIK,mu, ra­
tio remaining constant regardless of the duration of the depo­
larizing pulse. In the presence of La3+ (when only IK,s is pre­
sent), propafenone did not change the activation curve and the 
inhibition of IK,tail was not voltage-dependent. Propafenone did 
not change either the final stage of the activation kinetics of IK.s• 
but delayed the start of current activation. These results de­
monstrate for the first time that propafenonc inhihit~ hoth com­
ponenl~ of IK, hut it is more potent to block K,r channels of the 
rectifying current, and is preferentially bound to the closed sta­
te of IK.s channels. 
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Dclpón E. Valcnzuela C. Pércz O. Tamargo J 
Propafcnone hlocks thc lalc rcc1if'ying \:II ITClll in 
vcmri..:ulnr 111yncy1es isolnlcd from guinea pigs 
M" J?f i·<' Mcdid 1u1. /CJ97: 8 (S11¡1/. ///): 13-23 

Este trabajo ha sido receptor de una beca de 
investigación del Instituto de Medicina 
Cardiovascular de la Fundación 
MAPFRE Medicina. 

13 



MAPFRE MEDICINA, 1997; Vol. 8, Supl. 111 

INTRODUCCIÓN 

La propafenona es un fármaco antiarrítmico 
del grupo 1 (1) ampliamente utilizado en la profi­
laxis y tratamiento de arritmias cardíacas (2, 3). 
los estudios electrofisiológicos han demostrado 
que la propafenona inhibe de forma voltaje- y fre­
cuencia-dependencia la velocidad máxima de des­
polarización de los potenciales de acción auricu­
lares y ventriculares (4, 5) y desplaza la curva que 
relaciona este parámetro con el potencial de mem­
brana hacia valores menos negativos (6, 7). la pro­
pafenona se une al estado activo del canal de Na + 
(8) y se asocia-disocia muy lentamente de su re­
ceptor, por lo que se ha incluido en el subgrupo 
le de los fármacos antiarrítmicos (1 ). El potente 
bloqueo del canal de Na+ que produce explica la 
marcada depresión de la velocidad de conducción 
intracardíaca y la prolongación del complejo QRS 
(2, 3). Además, la propafenona bloquea los re­
ceptores ~-adrenérgicos e inhibe la corriente de 
entrada de Ca2+ a través de los canales tipo l de 
la membrana cardíaca (9). 

la duración del potencial de acción cardíaco 
(OPA) es la resultante de un complejo balance de 
diversas corrientes iónicas, unas de entrada (de 
Na+ y de Ca2+) y otras de salida de K+. Seria de es­
perar que la inhibición de la INa e lea acortase la 
OPA, algo que sucede en fibras de Purkinje de ove­
ja (6, 7). Sin embargo, la propafenona prolonga la 
OPA en las células sinoauriculares (10, 11 ), fibras 
musculares auriculares (5) y ventriculares (7) y en 
fibras de Purkinje de otras especies (11 ). Estudios 
clínicos han demostrado que la propafenona pue­
de prolongar la refractoriedad ventricular, ha­
biéndose descrito casos de síndrome de QT largo 
con torsades de pointes (2, 3). Aún cuando la pro­
longación de la refractoriedad más allá de la OPA 
puede explicarse por la prolongación de la reacti­
vación del canal de Na+ (1 ), la capacidad de la pro­
pafenona para prolongar la OPA puede también 
explicarse por sus efectos sobre las diversas co­
rrientes de K+. Muy recientemente se ha demos­
trado que la propafenona bloquea tres corrientes 
de sa lida de K+ (IK, IK, e 110) en miocitos auricula­
res de conejo (12). Sin embargo, la presencia y la 
participación en la repolarización de los distintos 
cana les de K+ varían según el tejido cardíaco, la 
especie animal y la frecuencia de estimulación o 
la isquemia (13). la corriente de salida que pre­
senta rectificación tardía (IK) determina la OPA en 
diversas especies. Así, en miocitos de conejo, la 
IK consta de un componente que se activa con des­
P?l~rizaciones moderadas con un curso temporal 
rap1do (14), mientras que en miocitos ventricula-
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res de cobayo la IK presenta un componente que 
se activa rápidamente (IK) y otro que se activa len­
tamente (IK,s) (15). En miocitos auriculares huma­
nos se había descrito una corriente transitoria de 
salida (110 ) (16, 17), mientras que la IK se suponía 
mínima o inexistente. Recientemente se ha de­
mostrado que los miocitos auriculares humanos 
presentan tres corrientes distintas con rectificación 
retardada (18). Una de ellas es la corriente rectifi­
cadora de activación ultrarrápida (19). Además, las 
células auriculares humanas presentan una co­
rriente de salida que se activa lentamente (20) y 
que según su amplitud y cinética es posible que 
participe en la fase 3 de repolarización más que la 
lto (20) y parece estar compuesta de una corrien­
te sensible al E-4031 0K,r) y un componente de ac­
tivación lenta e insensible a E-4031 (IK,s) (18). 
Ambos componentes muestran propiedades si­
milares a las corrientes descritas por Sanguinetti 
y Jurkiewicz en miocitos ventriculares de cobayo 
(15). 

En la actualidad desconocemos los efectos de 
la propafenona sobre el componente lento de la 
IK- Por ello, y a fin de obtener mayor información 
acerca de los mecanismos por los que la propa­
fenona bloquea estas corrientes de K+ tiempo-de­
pendientes, en este trabajo hemos analizado sus 
efectos sobre los componentes K,r y K,s de la IK 
en miocitos ventriculares aislados de cobayo. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Aislamiento de miocitos cardíacos 

Los miocitos ventriculares fueron aislados de 
ventrículos de cobayos (250-300 g) utilizando téc­
nicas de disociación enzimática (21, 24). Los cora­
zones se colocaron en un aparato de langendorff 
y se perfuncieron retrógradamente a través de la 
aorta a la velocidad de 10-15 ml/min con las si­
guientes soluciones: a) 1-2 minutos con solución 
de Tyrode modificada que contenía 1,8 mmol/L 
CaCl2 oxigenada (95% Or5% CO2) y mantenida a 
37 ºC. b) Con solución de Tyrode sin Ca2+ duran­
te 5 minutos; c) durante 4 minutos con la misma 
solución suplementada con colagenasa (O, 12 
mg/ml collagenasa, Sigma la) y proteasa (0,03 
mg/ml. Sigma tipo XIV, Sigma Chemical Co.). d) 
Con solución KB (alto K+, bajo en durante 4 mi­
nutos. A continuación los corazones fueron troce­
ados en pequeños pedazos y colocados en solu­
ción KB, agitándose para facilitar la disociación de 
las células. La composición del Tyrode fue (mmol/l): 
NaCI 114, KCI 5,4 CaCl2 1,8, MgCl2 1,0, taurina 20, 
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glucosa 10, NaHCO3 24 Y NaH2PO4 0,42 (pH = 7,4 
tras adicionar NaOH). La solución KB (alto K+, ba­
jo e¡-¡ contenía (mmol/l): ácido glutámico 70, tau­
rina 10, KCI 20, KH2PO4 10, MgCl2 1,0, ácido suc­
cínico 5,0, creatinina 5,7, dextrosa 10, EGTA-K 0,2 
y HEPES-K 10 (pH = 7,4 con KOH). 

Una pequeña suspensión de células se trans­
firió a una cámara (0,5 mi) colocada sobre la pla­
tina de un microscopio invertido (Nikon TMS) y 
perfundida a una velocidad de 1 ml/min. Para de­
terminar la corriente de K+ total, la solución exter­
na contenía (mmol/l): NaCI 136, KCI 5,4, CaCl2 1,0, 
MgCl

2 
1,0, CoCl2 2,0, tetrodotoxina 0,03, glucosa 

10 y HEPES 10 (pH = 7,4 con NaOH). En estas con­
diciones la INa y la lca,L fueron bloqueadas, res­
pectivamente, por tetrodotoxina y CoCl2• Cuando 
se analizaron los efectos de la propafenona sobre 
la lk s las células se perfundieron con una solu­
ción' ~ue además contenía 30 µmol/L de la Cl3 p~­
ra bloquear los canales K,r (~5, 26). La composi­
ción de la solución de la pipeta era (mmol/L): 
aspartato-K 80, KCI 42, KH2PO4 10, ATP-Mg 5, fos­
focreatinina 3, EGTA-K 5 Y HEPES-K 5 (pH = 7,2 
con KOH). Los potenciales de unión entre la pipe­
ta y la solución ext~rna eran de -:-9. n:iv y este p~­
tencial era suprimido antes de 1rnc1ar el experi­
mento. Los experimentos se realizaron a temperatura 
ambiente (22-23 ºC) en miocitos ventriculares (80-
110 µm de longitud) id_entificados por s~ aparien­
cia estriada y sin burbuJas en su superficie externa. 

Registro de corrientes iónicas cardíacas 

Las corrientes de membrana se determinaron 
utilizando la configuración de parche perforado 
con nistatina de la técnica del parche de mem­
brana (27) utilizando un amplificador Axopatch-1 
D (Axon lnstruments, Foster City, CA, USA). El mé­
todo de la nistatina permitía permeabilizar los mio­
citos cardíacos y registrar la IK sin modificar el me­
dio intracelular (13, 21-23). En estas condiciones 
se evitaban el fenómeno de «rundown» caracte­
rístico de la IK y, en particular, de la IK,s cuando se 
utiliza la configuración de célula entera, mante­
niéndose estable durante más de 60 minutos (23). 
Las micropipetas se construyeron utilizando tubos 
capilares de borosilicato (Narishige GD-1) mediante 
un estirador programable (Model P-87 Brown­
Flaming, Sutter lnstruments Co.). Cuando se lle­
naban de solución interna, la resistencia de las mi­
cropipetas era de 2-4 MQ. Las resistencias en serie 
se compensaron en ~ 80% de forma manual utili­
zando la unidad de compensación correspondiente 
del amplificador Axopatch. La resistencia efectiva 
de acceso se calculó a partir del cociente tJCm co-

mo ha sido previamente descrito por Sala y cols. 
(28), siendo los valores promedio obtenidos de 
12,1 ± 0,6 MQ (n = 12). Dado que se compensaba 
el 80% de las resistencias en serie y que las co­
rrientes registradas eran inferiores a 1 nA (642 ± 
42 pA), el promedio del error cometido tendría un 
valor inferior a 2,4 mV. Durante el experimento, el 
potencial de membrana y las corrientes iónicas se 
observaban en un osciloscopio (Kikusui modelo 
5020A). Los pulsos se generaron por un conver­
sor digital-analógico de 12-bit. Las corrientes se fil­
traron a 1 kHz (-3dB) por un filtro Bassel de 4 po­
los antes de realizar un muestreo a 2 kHz utilizando 
un convertidor analógico-digital de 12-bit. Los pro­
tocolos de estimulación, la adquisición y análisis 
de los datos experimentales se realizó en un com­
putador Tandon 386/25 utilizando los programas 
pClamp 5.5.1 (Axon lnstruments, Foster City) y los 
diseñados por el Dr. D. Snyders de la Universidad 
de Vanderbilt (Nashville, USA). 

Análisis de los datos experimentales 

los datos se presentan como media ± e.s.m. 
Para comparar el bloqueo producido por distintos 
voltajes o concentraciones de propafenona, se uti­
lizó el análisis de varianza de dos colas (29). 

la curva de activación de la IK,s fue ajustada a 
una distribución de Boltzmann utilizando una ru­
tina de mínimos cuadrados: IK/IK,max = 1/{1 + exp[(Vh 
- Vm)/k)}, donde Vh es el punto medio de activa­
ción (en mV), Vm es el potencial de prueba y k (en 
mV), Vm es el potencial de prueba y k (en mV) re­
presenta la pendiente de la curva de activación. 

La cinética de activación de la IK,s se ha descri­
to como un proceso sigmoidal, asumiendo que el 
canal presenta múltiples estados cerrados (25). En 
nuestro estudio, para describir la constante de tiem­
po predominante y su modificación por la propa­
fenona, se realizó un análisis exponencial ajus­
tando la cinética de activación e inactivación a una 
ecuación del tipo: 

y = A1exp(-t/t1x) + A2exp(-t/t 2x) + 
+ A3exp(-t/t3x) + e 

donde -c1, t 2 y t 3 son las constantes de tiempo del 
sistema. A1, A2 y A3 son las amplitudes de cada 
componente de la exponencial y Ces el valor ba­
sal. Para el ajuste de la curva utilizamos un algo­
ritmo de mínimos cuadrados no linea l (Gauss­
Newton). 

El clorhidrato de propafenona (Knoll AG, 
Ludwigshafen, Alemania) se disolvió en agua des­
tilada obteniendo una solución madre de 1 mmol/l; 
posteriores diluciones se realizaron en solución de 
Tyrode. 
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RESULTADOS 

Efectos de la propafenona sobre la 
corriente total de K+ 

La Figura 1 muestra trazos de corrientes regis­
trados durante un pulso despolarizante, tanto en 
situación control como en presencia de proprafe­
nona, 5 µmol/L. Los pulsos despolarizantes de 5 
seg de duración fueron aplicados desde un po- • 
tencial de fijación de -40 mV (para inactivar la INal 
hasta +30 mV, seguido de una repolarización has­
ta -30 mV. En situación control, los pulsos des­
polarizantes producen una corriente de salida que 
aumenta lentamente, mientras que durante la re­
polarización a -30 mV se registra una corriente de 
cierre que representa la deactivación de la IK (IK.taiil 
(30). La corriente máxima activada durante la des­
polarización 0K,maxl se midió como la diferencia 
entre el nivel de corriente tras la caída del artefacto 
capacitivo y el nivel de corriente al final del pulso 
despolarizante. En ausencia de fármaco los valo­
res de IK,max e IK,tail eran 312 ± 16 pA y 189 ± 10 pA, 
respectivamente (n = 20). La propafenona inhibía 
tanto la IK,max como la IK,tail ele forma dosis-de­
pendiente. Así, en presencia de propafenona (0,5, 
1 Y 5 µmol/L) la IK,max a +30 mV disminuye en un 
15,9 ± 5,3% (n = 6), 29,6 ± 12,2% (n = 8) y 43, 1 ± 
4,4% (n = 8) Y la IK,tail en un 20,3 ± 2,4% (n = 6), 31,3 
± 2,4% (n = 8) y 54, 1 ± 5,5% (n = 8), respectiva­
mente (P < 0,05 vs control a todas las dosis ). El 
bloqueo de la IK era revertido muy lentamente tras 
eliminar el fármaco de la perfusión. 

•30mVJ 

-40 mV 

5 s 

1-30 mV (5s) 

Control 

------1· 
1
K, loil 

- - J. 

Figura 1. Efectos de la propafenona, 5 µmol/L, sobre las 
'K· Las corrientes fueron obtenidas tras aplicar pulsos des­
~olarizantes desde -40 mV hasta +30 mV durante 5 seg. La 
l inea punteada representa el nivel cero de corriente. 
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Efectos de la propafenona sobre la 
dependencia de voltaje de la IK 

La Figura 2 muestra los efectos de 5 µmol/L de 
propafenona sobre la IK,max obtenida tras aplicar 
pulsos despolarizantes de 5 seg de duración des­
de un potencial de fijación de -40 mV. Los pulsos 
se aplicaban cada 30 seg y en pasos de 10 mV, 
desde-20 a +70 mV. En presencia de propafeno­
na se observaba que tras la aplicación de pulsos 
a potenciales > -20 mV se reducía de forma sig­
nificativa la IK,max· El bloqueo era voltaje-depen­
diente, siendo menos marcado tras aplicar pulsos 
muy despolarizantes. En 6 células, el porcentaje 
de bloqueo de la IK,max tras aplicar pulsos a O mV 
y +70 mV era 52,4 ± 4,6% (P < 0,05) y 31,9 ± 0,05, 
respectivamente. 

La dependencia de voltaje del bloqueo de la IK 
fue analizado también midiendo la IK.tail obtenida 
al fijar el potencial de membrana a -30 mV tras 
aplicar pulsos despolarizantes entre -40 y +70 mV. 
La curva de activación se obtuvo normalizando la 
amplitud de la IK,tail a cada nivel de potencial de 
membrana frente al valor máximo. En ausencia 
de fármaco, la curva de activación en estado de 
equilibrio de la IK tenía un voltaje medio (Vh) de 
17,8 ± 1,9 mVy una pendiente (k) de 15,5 ± 1,1 mV 
(n = 6). En presencia de propafenona, 5 µmol/L, la 
amplitud de la IK,tail disminuía a todos los poten­
ciales ensayados, pero su efecto era voltaje-de­
pendiente, siendo menos pronunciado cuanto ma­
yor era la despolarización. Así, en 6 células, la 

600 
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~ 
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..9: (1) 

K cr 
o o E .o 2f- 200 45 e 
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-20 o 20 40 60 

Potencial de membrana (mV) 

Figura 2. Corriente máxima de K+ lkmaxl medida tras apli­
car pulsos despolarizantes de 5 seg de duración, en au­
sencia (e) Y en presencia de propafenona, 5 µmol/L (O). El 
potencial de membrana se mantenía a - 40 mV, aplicándo­
se a intervalos de 30 seg pulsos despolarizantes entre - 20 
y +70 mV. Los cuadrados representan el porcentaje de blo­
queo de la IK,max a cada nivel de potencial de membrana. 
Los valores representan la media ± e.s.m . de 6 células. 
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propafenona reducía la IK,tail en un 64, 1 ± 5,7% 
(P < 0,05) cuando el pulso despolarizante alcanza­
ba O mV y en un 48, 1 ± 4,6% (P < 0,05) tras aplicar 
pulsos hasta +70 mV. Además, desviaba en di­
rección despolarizante el V,, de la curva de activa­
ción (Vh = 21,8 ± 1,0 mV, n = 6, P < 0,05), pero no 
modificaba la pendiente (k = 15,1 ± 0,3 mV, n = 6, 
P > 0,05). 

Efectos de la propafenona sobre 
la cinética de activación de la IK 

Para analizar la relación entre el bloqueo indu­
cido por la propafenona y la duración del pulso 
despolarizante, analizamos los efectos del fárma­
co utilizando el test de la envoltura de las corrien­
tes de cierre. El potencial de membrana se fijó a 
-40 mV y se generaron a intervalos de 30 seg pul­
sos despolarizantes de duración progresivamen­
te creciente desde O, 1 hasta 1 O seg hasta +30 mV. 
La Figura 3 muestra corrientes obtenidas tras apli­
car pulsos de O, 1, 0,4, 0,7, 1,2 y 4 seg en ausencia 
y en presencia de 5 µmol/L de propafenona. La 
propafenona bloqueaba la IK,tail• pero su efecto era 
más marcado con pulsos cortos que con pulsos 
largos. Así, la amplitud de la IK,tail se reducía en un 
52% tras un pulso despolarizante de 0,4 seg y só­
lo en un 31% tras un pulso de 4 seg. Resultados 
similares fueron obtenidos en 6 células (Tabla 1). 

La cinética de activación se puede analizar con­
siderando la amplitud de las corrientes de cierre 
con respecto a la duración del pulso despolarizante 
(Figura 4A). En situación control la cinética de ac­
tivacfón se ajustó mejor a una función biexpo­
nencial y las constantes de tiempo (t) de los com­
ponentes rápido y lento resultó ser de 0,5 ± O, 1 s 
(trápidal y 5,2 ± 1,0 s (tienta), respectivamente. Sin 
embargo, en presencia de 5 µmol/L, los datos ex­
perimentales se ajustaban mejor a una función 
monoexponencial cuya constante de tiempo era 
de 2,1 ± 0,3 s. 

Prueba de la envoltura de las corrientes 
de cierre 

El test de la envoltura de las corrientes de cie­
rre predice que si la IK representa la activación de 
un solo canal, la magnitud de la IK.1ai1 tras aplicar 
un pulso despolarizante de duración variable, de­
bería aumentar de forma paralela a la corriente de 
salida durante dicho pulso (15). Si existe sólo un 
canal, el cociente entre la corriente de cierre y la 
corriente tiempo-dependiente (6 IK.tai1/6IK,maxl de­
bería ser constante, independientemente de la du-

+30 mV J/IJ J 
-40 mV ~~~-~- ------ - 30 mV 

~, o Control 
~ ................................................................................ .. 

2 s 

Propofenona 5 µmol/L 

Figura 3. Test de la envoltura de la corriente de cierre pa­
ra la corriente rectificadora tardía (IK) en presencia y en au­
sencia de propafenona, 5 µmol/L. El potencial de mem­
brana se fijó a -40 mV y a intervalos de 30 seg se aplicaron 
pulsos a +30 mV de duración variable (O, 1, 0,4, 0,7, 1, 2 y 4 
seg). La línea rayada representa el nivel cero de corriente. 

Tabla l. Porcentaje de bloqueo de la IK 
e IK,s producida por la propafenona 

(5 µmol/L) sobre las corrientes de cierre, 
registradas tras regresar el potencial 
de membrana a -30 mV, t ras aplicar 
pulsos de 0,4 y 10 seg de duración 

desde-40 mV a +30 mV 

0,4 seg 4,0 seg 10 seg 

NoLa3+ ............. 63,4 ± 5,8 41,5 ± 7,1 38,6 ± 6,9* 

30 µmol/L 
La3+ ...... ............... 43,3 ± 5,2 35, 1 ± 3,3 38,3 ± 2,8 

Los valores representan la media ± e.s.m. * P < 0,05 comparado 
con el porcentaje de bloqueo tras un pulso de 0,4 seg. 

ración del pulso. Los resu ltados se muestran en 
la Figura 4B. Se aplicaron pulsos entre -40 mV has­
ta +30 mV con duraciones variables, desde o, 1 seg 
hasta 10 seg. En células perfundidas en una solu­
ción que contenía CO2+, el cociente 6 1 -/61 
d d. d I . , K.ta,I K,max 
epen 1a e.ª durac1on del pulso. Tras aplicar pul-

sos despolanzantes cortos (< 1 s), la activación de 
la IK se caracterizaba porque la amplitud de las co-
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Figura 4. Panel A: la amplitud de IK,tail se graficó frente a 
la duración del pulso en ausencia (el y en presencia (O) de 
propafenona. Los valores representan la media ± e.s.m. de 
6 células. Panel B: Test de la envoltura de la corriente de 
cierre expresado como el cociente entre las corrientes de 
cierre y las corrientes tiempo-dependientes (l\lK,taiVLIIK.ma,) 
en función de la duración del pulso en ausencia (e) y en 
presencia propafenona (O) 5 µmol/L. Los valores repre­
sentan la media± e.s.m. de 12 células. 

rrientes de cierre era similar a la de las corrientes 
t iempo-dependientes, pero según aumentaba la 
duración del pulso, la magnitud de la 6 IK,tail era 
menor que la de la 6 IK,max, por lo que para pulsos 
> 1 seg, el cociente 6 IK.taiV6IK.max era de 0,52 ± 0,05 
(n = 6). Estos resultados confirman hallazgos pre­
vios que demuestran la existencia de dos com­
ponentes distintos en la IK en miocitos ventricula­
res de cobaya ( 15, 23, 25), uno que se activa 
rápidamente (K,r) y otro que se activa de forma 
lenta (K,s) . Los datos obtenidos en 12 células se 
m uestran en la Figura 48, donde el cociente 
t.lK,taiVt.lK,max se gratificó en función de la duración 
del puso de prueba. En presencia de 5 µmol/L, la 
propafenona bloqueaba la IK,r y la corriente que 
persistía sólo estaba compuesta de un tipo único 
de cana l, el IK.s• de tal forma que el cociente 
t.lK,tait.lK,ma• permanecía constante (0,44 ± 0,003) 
independientemente de cuál fuera la duración del 
pulso despolarizante. Este valor es muy cercano 
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al predico (0,48) del cociente d ela fuerza conduc­
tora a +30 mV y a -30 mV para una corriente de 
salida no rectificadora selectiva para el K+ (30). Este 
ha llazgo sugiere que la propafenona bloquea de 
forma dosis-dependiente el componente rápido 
de la IK. 

Efectos de la propafenona sobre la IK,s 

Para determinar si la propafenona inhibe la IK.s• 
determinamos sus efectos en células perfundidas 
con una solución externa que contenía 30 µmol/L 
de La3+, un bloqueante de la IK,r (26). Las corrien­
tes de salida se generaron tras aplicar pulsos des­
polarizantes (de 5 seg de duración cada 60 seg) 
desde un potencial de fijación de -40 mV, segui­
do por una repolarización durante 5 seg hasta -30 
mV. La Figura 5 muestra las corrientes en ausen­
cia y en presencia de propafenona, 5 µmol/L. La 
propafenona disminuía la IKs,max desde 285 hasta 
203 pA y en 6 células expuestas a 5 µmol/L, la in­
hibición de la IK,s,max alcanzó un 28,5 ± 2,2% (P < 
0,05). A 10 µmol/L, la propafenona disminuía la 
IKs.max en un 37,5 ± 6,1% P < 0,05, n = 6). 

Efectos sobre la dependencia de voltaje 
de la IK,s 

Para analizar la dependencia de voltaje del blo­
queo de la IK,s las células se perfundieron con 30 
µmol/L de La3+ y se aplicó el protocolo experi­
mental utilizado para analizar la corriente de K+ to­
tal en ausencia de La3+. La Figura 6A muestra re-

5 s 

-30 mV J 
-40 mV 

5 s .__ ___ __ -30 mV 

Control (30 µmol/L Lo3•1 

Figura 5. Corriente registrada en ausencia y presencia de 
propafenona, 5 µmol/L. El potencial de membrana se fijó 
a -40 mV y se aplicaron pulsos despolanzantes de 5 seg 
hasta +30 mV. La lína punteada representa un nivel cero 
de corriente. 

E. Delpón, C. Valenzuela, et al. La propafenona bloquea la corriente rectificadora en miocitos 

gistros obtenidos al repolarizar a -30 mV tras apli­
car pulsos despolarizantes de 5 seg desde -40 has­
ta+ 10, +30, +50 y +70 mV, en ausencia y en pre­
sencia de 5 µmol/L de propafenona. Puede 
observarse que el fármaco reduce la IK,tail a todos 
los pulsos analizados. Así, la amplitud de la IK,1ai1 
tras aplicar un pulso desde -40 mV hasta +30 mV 
era de 148,8 ± 22,3 pA en situación control (n = 
15), reduciéndose en un 33,9 ± 1,3% Y 47,0 ± 3,2%, 
respectivamente, en presencia de 5 y 10 µmol/L 
de propafenona. La Figura 68 muestra la curva de 
activación de la IK.s· En situación control el punto 
medio de activación (Vh) era de 29, 1 ± 2,3 mV y 
el valor de k de 16,0 ± 2, 1 mV (n = 7). En 6 células, 
la propafenona (5 µmol/U no modificó el Vh (30,0 
± 2,2 mV, P > 0,05) o el valor de k (16,0 ± 0,4 mV, 
p > 0,05). En otras 6 células, la propafenona (1 O 
µmol/L) no modificó el Vh (36,8 ± 0,8 vs. 36,4 ± 1,0 
mV) o el va lor de k (16,7 ± 1,0 vs. 16,7 ± 0,3 mV) 
de la curva de activación. Los cuadrados repre­
sentan el porcentaje de IK,tail b loqueado por 5 
µmol/L de propafenona a cada nivel de potencial 
de membrana. Puede verse que no hay diferen­
cias en el g rado de bloqueo a los dist intos poten­
ciales analizados, así que aparetemente, el blo­
queo de la IK,tail era independiente del voltaje del 
pulso despolarizante. 

Efectos de la propafenona sobre la 
cinética de activación de la IK,s 

Los efectos de la propafenona, 5 µmol/L, sobre 
la cinética de activación de la IK,s fue estudiada en 
8 células perfundidas con una solución que con­
tenía 30 µmol/L de La3+. La Figura 7 A muestra la 
amplitud de las colas a -30 mV tras aplicar pulsos 
despolarizantes desde - 40 mV hasta +30 mV de 
duración creciente (O, 1-10 s) cada 30 seg en pre­
sencia y en ausencia de propafenona. En estas 
condiciones, la cinética de activación se ajustaba 
a una función monoexponencial. La constante de 
tiempo de activación fue de 3,3 ± 0,2 seg e~ au­
sencia de fármaco y de 3,2 ± 0,3 s en presencia de 
éste, lo que indicaba qu~ la l?;opafenona n_o mo­
dificaba la cinética de actIvacIon de la IK.s· Sin em­
bargo, la propafenona retrasaba el con:, ienzo de 
la activación en 100,2 ± 19,6 m s~g, m edid~ por la 
intersección del ajuste con el eJe de abscisas, lo 
que sugería que ya existía un cierto grado .de blo­
queo de la I antes de que el canal se abriera. La 
Figura 78 ~~estra las amplitudes de las ~olas en 
escala amplificada en uno de los 8 experimentos 
realizados en presencia de 5 µmol/L de propafe­
nona. A 10 µmol/L, la propafenona retrasaba el co­
m ienzo de la activación en 110,9 ± 28,9 ms, pero 
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Figura 6. Efectos voltaje-dependientes de la propafenona 
sobre la IK,s· Panel A: Trazos de la corriente de cierre so­
brepuestos obtenidos tras fijar el potencial de membrana 
a - 30 mV después de aplicar pulsos despolarizantes de 5 
seg desde -40 mV hasta + 10, +30, +50 y +70 mV. La línea 
punteada indica el nivel O de corriente. Panel B: Dependencia 
de voltaje de la activación de la IK,s en ausencia (e) y en 
presencia (O) de propafenona, 5 µmol/L. La línea contínua 
representa el ajuste de los datos experimentales utilizando 
la ecuación de Boltzmann: IK/IK.nm = 1/(1 + exp[(Vh - Vml/kl}. 
Los cuadrados representan el porcentaje de bloqueo de la 
IK,tail a cada potencial de membrana. 
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Figura 7. Efecto de la propafenona sobre la cinética de ac­
tivación de la IK,s· Pan~I A: muestra la amplitud de la IK,tail 
registrada tras aplicar pulsos de duración variable (O, 1-10 
seg) a +30 mV y después volver a -30 mV en ausencia ( e) 
y en presencia de propafenona (O), 5 µmol/L. La lina con­
tinua representa la función monoexponencial que ajusta 
los datos experimentales. Los cuadrados representan el 
porcentaje de bloqueo de la IK,tail para cada tiempo. Panel 
B: hemos expandido la escala de tiempo del primer se­
gundo. Obsérvese el retraso en la activación medido por 
la intersección del ajuste con el eje de abscisas. 

no modificaba la constante de tiempo de activa­
ción (3,4 ± 0,08 vs. 3,3 ± 0,09 s, P > 0,05). 

La Figura 7 A muestra en cuadrados el porcen­
taje del bloqueo producido por 5 µmol/L de pro­
pafenona sobre la del IK,tail en función de la dura­
ción del pulso despolarizante. El bloqueo producido 
por el fármaco disminuye en el primer segundo 
del pulso hasta +30 mV. La Tabla I muestra el por­
centaje de inhibición de la IK,s medido sobre las 
corrientes de cierre generadas tras aplicar pulsos 
despolarizantes de 0,4, 4 y 10 seg. Ello indica que 
el bloqueo producido por la propafenona no au­
menta con la duración del pulso despolarizante. 
Para caracterizar mejor las interacciones tiempo­
dependientes de la propafenona sobre la IK 5, ana­
lizamos el curso temporal de su deactivación. En 
situación control la cinética de deactivación de la 
IK,toil tras aplicar un pulso desde -40 hasta 30 mV 
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se ajustaba a una función biexponencial. En 8 cé­
lulas, la propafenona no modificaba las constan­
tes de tiempo rápida (tr) (325,4 ± 20,2 ms vs. 340, 1 
± 30,1 ms), ni la lenta (tI) (1.591,2 ± 349,2 vs. 1.994,2 
± 359 ms, P > 0,05) de deactivación. La propafe­
nona, 10 µmol/L, tampoco modificaba la cinética 
de deactivación (tr = 213,8 ± 56,4 vs. 282,5 ± 78,3 
mseg y ti = 1.655,5 ± 220, 1 vs. 2.027, 7 ± 386,8 
mseg, P > 0,05, n = 6). Estos resultados indicaban 
que el bloqueo de la ks no era voltaje-dependiente, 
no aumentaba al incrementar la duración del pul­
so despolarizante y que retrasaba el comienzo de 
la activación de esta corriente. Por ello podemos 
concluir que la propafenona bloquearía los ca­
nales K,s cuando se encuentran en el estado ce­
rrado. 

DISCUSIÓN 

En este trabajo hemos analizado en miocitos 
ventriculares aislados de cobaya los efectos de la 
propafenona, un potente bloqueante del estado 
activo del canal de Na+ con cinética lenta (1, 8), so­
bre los dos componentes de la corriente de K+ rec­
tificadora tardía, IK,r e IK,s· Ambos componentes 
pueden distinguirse por su cinética de activación, 
rectificación y sensibilidad a fármacos (15, 26, 31, 
32). La IK,r se activa rápidamente con despolariza­
ciones moderadas (entre -40 y O mV), su relación 
corriente-voltaje muestra rectificación interna a po­
tenciales> 10 mV y se bloquea con E-4031 (15) y 
dofetilida (31, 32). La IK,s se activa más lentamen­
te a potenciales positivos a O mV, pero es mucho 
mayor que la IK,r cuando se ha activado totalmente, 
su rectificación es mínima o ausente y es insensi­
ble a dos fármacos antes mencionados (15). 

Efectos de la propafenona sobre la IK 

La propafenona bloquea la IK de forma con­
centración y voltaje-dependiente, siendo el blo­
queo de la IK,max y de la IK,tail más marcado tras 
pulsos despolarizantes débiles. Por tanto, despla­
za 5 mV en sentido despolarizante la curva de ac­
tivación de la IK. Además, los efectos de la propa­
fenona sobre la IK eran tiempo-dependientes, 
siendo el bloqueo significativamente mayor tras 
pulsos cortos (O, 1-1 seg) que tras pulsos largos. 
Puesto que IK r se activa a niveles más negativos 
y presenta una cinética más rápida de la IK,s (15), 
los efectos de la propafenona sugieren que el fár­
maco bloquea preferentemente el componente de 
activación rápida, la IK,r· 
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Ello fue confirmado con el test de la envoltura 
de las corrientes de cierre. Como ha sido descrito 
previamente (15, 25), en miocitos ventriculares de 
cobayo la lk parece deberse a la activación de dos 
tipos distintos de canales. La propafenona inhibía 
de forma dosis-dependiente el cociente D-IK,taiD-IK.max 
para pulsos despolarizantes comprendidos entre 
O, 1 y 1 seg, de tal forma que a 5 µmol/L inhibía 
completamente la IK,r· Estos resultados indicaban 
que la propafenona era un potente bloqueante de 
los canales K,r y confirmaba resultados previos 
obtenidos en miocitos auriculares de conejo (12), 
donde la IK presenta sólo un componente OK,rl (14). 
Duan y cols. (12) demostraban que la propafeno­
na bloqueaba la IK,r por unirse preferentemente al 
estado abierto del canal. En estos experimentos 
no hemos analizado la dependencia de tiempo y 
voltaje del bloqueo de la IK,r, por lo que no pode­
mos conocer qué estado del canal K,r bloquea la 
propafenona en miocitos ventriculares de cobayo. 

Efectos de la propafenona sobre la IK,s 

Con el fin de analizar los efectos de la propa­
fenona sobre la IK,s• los miocitos se perfundieron 
con 30 µmol/L de La3+. A esta concentración, el 
La3+ bloqueaba completamente la IK,r (26). Nuestros 
resultados indican que la propafenona producía 
un bloqueo concentración-dependiente de la IK,s, 
siendo menos potente para inhibir esta corriente 
que para bloquear los canales K,r. Además el blo­
queo de la IK,s no dependía del voltaje del pulso 
aplicado. Así, el bloqueo de la IK,tail no difería sig­
nificativamente para desplarizaciones pequeñas 
(-20 mV) o marcadas (+70 mV). Por ello, a las dos 
concentraciones ensayadas (5 y 10 µmol/L), la pro­
pafenona no modificaba los valores de Vh y k de 
la curva de activación de la IK,s· Este hallazgo es si­
milar al obtenido en miocitos auriculares de co­
nejo para la IK,r (12). La ausencia de efectos volta­
je-dependientes sobre la IK,r e IK,s diferencia a la 
propafenona de otros fármacos antiarrítmicos del 
grupo le, por ejemplo, flecainida y encainida, que 
producen un bloqueo voltaje-dependiente de la IK.r 
en miocitos ventriculares aislados de gato (13). 

La propafenona, 5 y 1 O µmol/L, no modificaba 
la cinética de activación. Idénticos resultados se 
obtuvieron cuando se calculaba la cinética de ac­
tivación graficando la amplitud de la IK,max fr~nt~ 
a la duración del pulso despolarizante. Ello indi­
caría que la propafenona no modifica la cinética 
de deactivación de las corrientes de cierre, lo que 
fue confirmado cuando se analizaron sus efectos 
sobre el proceso de deactivación. La propafenona 
no modificaba la constante de t iempo de deacti-

vación de las corrientes de cierre obtenidas tras 
aplicar un pulso despolarizante a +30 mV y pos­
teriormente fijar el potencial de membrana a -30 
mV. Un hallazgo similar ha sido descrito en mio­
citos auriculares de conejo (12). Sería de esperar 
que los fármacos que bloquean el estado abierto 
de los canales K,s y exhiben una cinética rápida 
de recuperación del bloqueo indujeran un enlen­
tecimiento en la cinética de deactivación de las co­
rrientes de cierre, ya que los canales que se des­
bloquearan durante el cierre generan una corriente 
de salida retrasando su curso temporal (32). La au­
sencia de efectos sobre el curso temporal de la co­
rriente de cierre se podría explicar si la propafe­
nona: a) no se uniese a canales en estado abierto 
y b) se uniese al estado abierto, pero el fármaco 
exhibe una cinética lenta de desbloqueo del canal 
o si los canales unidos al fármaco pudieran ce­
rrarse durante el pulso repolarizante. Sin embar­
go, dado que no hemos caracterizado la cinética 
de deactivación a distintos niveles de potencial de 
membrana y tras pulsos a distintos potenciales 
con distintas duraciones, no podemos descartar 
ninguna de estas posibilidades teóricas. 

La propafenona también producía un retraso 
en el comienzo de activación de la corriente de 
unos 100 mseg. Resultados similares han sido ob­
tenidos con imipramina (23), indicando que la pro­
pafenona bloquea preferentemente un estado ce­
rrado del canal K,s. La propafenona no producía 
más bloqueo a niveles despolarizados (cuando 
más canales se encuentran abiertos) y no modifi­
caba las constantes de tiempo de activación y 
deactivación. Más aún, el bloqueo no aumentaba 
durante la aplicación de un pu lso despolarizante. 
Todo ello sugeriría que la propafenona bloquea la 
IK,s por unirse, preferentemente, a un estado ce­
rrado del canal. Sin embargo, debido a la lenta ci­
nética de activación de la IK,s, es difícil evaluar la 
interacción entre un bloqueante del estado abier­
to y los canales K,s, particularmente si el fármaco 
exhibe una cinética rápida de asociación a los mis­
mos (33). 

Desafortunadamente, en un estrecho rango de 
concentraciones la propafenona bloquea nume­
rosos canales iónicos cardíacos que pueden jugar 
un importante papel en la repolarización del po­
tencial de acción cardíaco, por ei·emplo IN le 1 a, a, to, 
IK.rr lk,s e lk1 (8, 9 12). Por tanto, sus efectos sobre 
diversos tejidos cardíacos (fibras musculares au­
riculares y ventriculares, fibras de Purkinje) y a dis­
tintas frecuencias cardíacas (en ritmo sinusal o du­
rante la taquicardia) sería el resu ltado de sus 
efectos voltaje- y tiempo-dependientes contradic­
torios sobre cada corriente indiv idual. Además, 
debería indicarse que los resultados en miocitos 
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ventriculares de cobayo (en los que existen IK,r e 
IK,sl son bien distintos de los encontrados en otras 
especies (gato, conejo) (13, 32), donde sólo existe 
la IK.r- Recientemente, se ha demostrado que la IK,s 

está presente en las células musculares auricula­
res humanas, y su amplitud y cinética sugiere que 
su papel en la fase 3 de repolarización de este te­
jido cardíaco podría ser más importante que la de 
la 110 (20). Sin embargo, aún desconocemos el po­
sible papel de los canales K,s en la repolarización 
de los miocitos ventriculares humanos. 
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El intervalo S-A topoestimulado: una nueva guía 
cartográfica en la ablación con catéter de vías 
accesorias auriculoventriculares ocultas 

Pace mapping 5-A interval: a new guide for catheter 
ablation of concealed accesory pathways 
Hospital General Gregario Marañón 
Madrid 

RESUMEN 

Con el objetivo de evaluar un método para localizar la imerdón ,,en­
lricular de las vías accesorias (VAc) ocultas, se e,1imuló eléctricamente 
el ventrículo izquierdo con el catéter de ablación desde diferentes pun­
tos, tratando de encontrar el menor inlen•:tlo estúnulo-auriculogrmna, 
medido en un registro endocavitario de rcícrencia. 

l\Jétodos: Se incluyeron en el estudio 11 pacientes con una V Ac iz­
quierda oculta y taquicardia auriculo,•enlricular ortodrómica refracta­
ria al tratamiento íarmacológico. El intervalo SA se midió en los traza­

,-.,¡., obtenidos del seno coronario medio. Se excluyó de forma rutinaria 
Ya t·aplura auricular directa con la disminución progresiva de la inten­
sidad del estímulo. hasta obscn·arsc un incremento brusco en el inter-
valo de conducción V A. 

Resultados: El menor intervalo SA se encontrú en lodos los pacien­
tes menos en uno en el anillo mitral en la posición en la que la aplica­
ción de radiofrecuencia eliminó la conducción por la V Ac de fonna de­
finitiva (63,7 ± 18.2 vs 80.7 ± 23,3 ms, p < 0,001). Exi.stió una tendencia 
de un menor intervalo SA en las posiciones en las que la aplicación de 
radiofrecuencia íue exitllSa con respecto a en las que ímmso, aunque sin 
akanzarse diferencias csladíslicamenle significativas ((13,7 ± 18.2 vs 75.6 
± 28.5 ms, p = 0,09). La ahlaci!Ín se completó con éxito con una media 
de 1.7 ± 1,1 aplicaciones de energía en 3 pacientes en los que el procedi­
miento se guió de forma cxclush•a mediante el intervalo S-A lopoc.sli­
mulado, frente a 4,9 ± 5 en los que se realizó mediante el método con­
' 'encional con análisis po.~teriur de dicho intervalo. 

Conclusiones: 1) La inserción ventricular de VAc ocultas iz11uierdas 
puede .ser identificada mediante la medición del intervalo SA lopoc.,t i­
mulado. 2) Este método puede .ser utili1.ado en la llhlación de estas VAc 
de forma cxclusi,·a o en combinación con el método cst:índar. 

Palahras cla,•t.i: 7iu¡uicardia ,\11¡,rt11 •e111ric11/ar. \'Ía mn1xoria oculta, abla­

ci1í11 n m ca1t11e1: ,·w1o~rc{/ia, to¡,oc•.wimuladún. 
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ABSTRACT 

In order to evaluate a method to Iocalizc thc acce.~ory pathway (AP) 
ventricular insertiun, lcft ,•cntricular pacing wa~ pcñonned at thc abla­
tion calhetcr from sc,,eral sites, scarching for thc shorlcst stimulus to 
atrial electrogram interval (SA) me,L~ured on a refcrence channcl. 

Mcthods: 11 palients \lilh a lcft concealed acce.•;sor}' pathway and 
drug refraclory tachycardia werc included in the study. The SA inter­
''ª' was measured 011 the tracings recorded from he middlc coronary si­
nus. Atrial dircct capture was routinely cxcluded wilh the gradual de­
crease of lhe pacing inlensily unlil a sudden incrc:L'iC of the V A inten-al 
wa...; obsen1cd. 

Hesulls: In len patients the shortcst SA was found al the ablation 
successf'ul sile (63,7 ± 18,2 ,•s 80.7 ± 23,3 ms, p < 0,001). There was a 
trend uf a les.ser SA interval in ellcdive siles compared lo inellccti\,e si­
les, althou~h lhe dilference was not slatislic.11ly significant ((13,7 ± 18,2 
vs 75,6 ± 28,5 ms, p = 0,09). The SA mclhod was u.sed in thrcc patients 
a~ the only guidc for ahlation, succcssfully accomplished in all threc \\ith 
an average o!' 1,7 ± 1,1 cncrgy application~ in t·onlrn~t to 4.9 ± 5 appli­
calion~ in palient~ \lith lhe standard approach and laler mca.surcmcnl 
of lhe SA inlenal. 

Conclusion~: 1) The ventricular insertion of lefl conccaled Al' can 
he accuralely localized wilh the pacemapping SA intcrrnl melhod. 2) lt 
may be uscd combined \lith or :L~ an altcrnalh'c to the convenlional ap­
proach 011 lefl conccaled AP ablation. 

Kcy word'i: Su¡,rm·e11tric·ular hu·lty1·c1rd ia. 1·,11u·,•1t!ed cu·, ·e.,·s,wy ¡,a1/n 1·ay, 
1·,11/wucr c1hlc11hm. ¡wc·e•111c1¡1pit1g. 
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INTRODUCCIÓN 

En 1984 Morady et al. (1) describieron la eli­
minación de vías accesorias auriculoventriculares 
(VAc) con la aplicación de choques de corriente 
continua intracardíacos mediante un cateter in­
troducido transvenosamente. A partir de ese mo­
mento esta técnica ha experimentado un impor­
tante desarrollo y así, en los últimos años, se ha 
sustituido la fuente de energía terapéutica, uti li­
zándose actualmente la energía térmica generada 
por radiofrecuencia. Se han descrito resultados ex­
celentes en las principales series (2-4), con por­
centajes de éxito de alrededor del 95%, una baja 
incidencia de recurrencias y complicaciones y una 
mortalidad del procedimiento prácticamente nula. 

A pesar de estos excelentes resultados, ac­
tualmente persisten algunos problemas por re­
solver. El principal de ellos lo constituye la dificul­
tad de localizar con el cateter de ablación el punto 
preciso a nivel del anillo auriculoventricular (AV) 
en el que la aplicación de radiofrecuencia elimine 
de forma definitiva la conducción eléctrica a tra­
vés de la VAc. Esta dificultad origina que los tiem­
pos medios del procedimiento y de radioscopia 
se prolonguen en ocasiones excesivamente. La si­
tuación se agrava si la VAc es oculta, es decir con­
duce exclusivamente de forma retrógrada. Esto 
origina que actualmente su localización sólo pue­
da hacerse durante taquicardia reentrante AV or­
todrómica (TO) o estimulación eléctrica ventricu­
lar continua, cartografiando su inserción auricular 
ret rógrada más precoz (1-5) o cartografiando su 
cuerpo principal, mediante la detección de poten­
ciales de VAc. A pesar de este enfoque cartográ­
fico dirigido fundamentalmente a la localización 
de la inserción auricular de la VAc, la mayoría de 
los autores libera la energía en el lado ventricular 
del anillo auriculoventricular, lo que podría ser ina­
decuado si la VAc sigue un curso oblicuo y podría 
explicar el porcentaje menor de éxito (64%) en­
contrados por algunos autores en la ablación de 
estas VAc (6). Actualmente, no se dispone de nin­
gún método aceptado que permita localizar la in­
serción ventricu lar de las VAc ocultas, aunque 
algunos autores han propuesto la aboli~ión tran­
sitoria de la conducción por la VAc mediante blo­
queo inducido mediante estimulación eléctrica su-
bumbral (7). 

Este estudio se planteó para desarrollar un mé­
todo nuevo que permitiera cartografiar Y locali_z_ar 
la inserción ventricular de las VAc de conducc1on 
exclusivamente retrógrada. La hipótesis básica del 
trabajo consistió en que la est imu~~ción eléctri~a 
ventricular con el cateter de ablac1on conllevana 

SA topoestimulado y ablación de vías accesorias 

teóricamente intervalos de conducción ret rógra­
da ventriculoatrial (VA) más cortos cuanto más 
cerca estuviera el punto de estimulación de la in­
serción ventricular de la VAc. De esta forma, se es­
timularía el miocardio ventricular de diferentes 
puntos del anillo AV y, en las inmediaciones de 
donde se observará un menor tiempo de con­
ducción auricular, se encontraría la inserción ven­
tricular de la VAc y, por consiguiente, la liberación 
de energía mediante radiofrecuencia produciría la 
abolición definitiva de su conducción eléctrica. 

MATERIAL V MÉTODOS 

Pacientes 

Se incluyeron en el estudio a pacientes porta­
dores de una VAc izquierda referidos a nuestro 
centro para la realización de un procedimiento de 
ablación con cateter mediante radiofrecuencia y 
sin conducción anterógrada por la VAc en el mo­
mento del procedimiento. Con estos criterios se 
estudiaron finalmente 11 pacientes, 4 varones y 7 
mujeres, con una edad media de 34 ± 13 años y 
sin cardiopatía estructural (Tabla 1). Todos ellos 
presentaban una VAc lateral izquierda, que en 10 
era oculta y en uno manifesta sin conducción an­
terógrada al inicio y durante el procedim iento. 
Todos ellos presentaron crisis de TO recurrente, a 
pesar del t ratamiento farmacológico antiarrítmico 
(1,9 ± 1,4 fármacos utilizados). Todos los pacien­
tes recibieron información verbal y escrita sobre 
el procedimiento, y dieron su consentimiento pa­
ra el mismo de forma escrita. 

Estudio electrofisiológico 

El estudio electrofisiológico se real izó inme­
diatamente antes y en conjunción con la ablación 
durante el mismo procedimiento, en ayunas y con 
suspensión de toda medicación antiarrítmica más 
de cinco vidas medias antes. Los pacientes reci­
bieron premedicación antes de comenzar el es­
tudio con 10 mg de clururo mórfico y 0,5 mg de 
escopolamina int ramuscular. Se introdujo t rans­
venosamente bajo control f luoroscópico 3 catete­
res multipolares con una distancia interelect rodo 
entre 1 y 5 mm, que se situaron en la aurícula de­
recha alta (ADA), región del haz de His (HIS) y apex 
de ventrículo derecho (AVD). Así mismo, se intro­
dujo en el seno coronario un cateter 6F decapolar 
(USCI®) con distancia entre pares de electrodos 
de 10 mm. La estimulación eléctrica se realizó me-
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Tabla l. Características clínicas y parámetros de la vía accesoria 
de los pacientes estudiados (AL: anterolateral, FA: fibrilación 

auricular, L: lateral, Localiz.: localización, LC: longitud de ciclo, 
M: mujer, P: posterior, PL: posterolateral, Taq.: taquicardia, 

TO: taquicardia, AV: reentrante ortodrómica, V: varón 

N.º paciente Edad (años) Sexo 

1 43 M 

2 19 M 

3 13 V 

4 27 M 

5 27 M 

6 63 V 
7 40 M 

8 37 M 

9 37 M 

10 42 V 

11 31 V 

Media 34 ± 13 

diante un estimulador programable (UHS 20, 
Biotronik®) con intensidad de estímulo hasta 20 
mAmp y duración de estímulo hasta 2,9 ms. Se 
registraron de 2 a 4 derivaciones de ECG conven­
cional de superficie, así como de 3 a 8 derivacio­
nes bipolares intracardíacas y de 1 a 4 derivacio­
nes unipolares intracardíacas. Las derivaciones 
bipolares se filtraron entre 30 y 500 Hz y con un 
filtro de 50 Hz. Las derivaciones unipolares se ob­
tuvieron mediante el enfrentamiento del electro­
do explorador y un electrodo de referencia situa­
do en la cava inferior, filtrándose entre 0,05 y 2.500 
Hz. Los registros se inscribieron mediante un re­
gistrador fotográfico (Honeywell® VR12) a una ve­
locidad de papel de 100 mm/s. 

Los parámetros funcionales y de localización 
de la VAc y de inducción de taquicardia fueron 
analizados mediante los métodos y criterios pre­
viamente descritos por Wellens et al. (8). 

Cartografía activación convencional 

Después de la localización preliminar de la VAc, 
se realizó cartografía más precisa con un cateter 
explorador introducido de forma retrógrada por 
la arteria femoral derecha en el ventrículo izquier­
do a t ravés de la válvula aórtica. Este cateter fue 
un tetrapolar 7F con electrodo distal de 4 mm, elec­
trodos proximales de 1 mm, distancia interelec­
trodo de 1 mm y distancia entre pares de electro­
dos de 5 mm (Polaris Mansfield/Webster® o RF 
Ablatr CardioRhytm Medtronic®). 

En la elección del punto de liberación de ener­
gía de radiofrecuencias se uti lizaron en todos los 
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Tipo Taq. LCTaq. (ms) Localiz. VAc 

TO 280 L 
TO 260 L 

TO 280 PL 
TO 360 AL 

TO 290 L 
TO 330 L 
TO 310 AL 
TO 430 L 
TO 430 L 
FA 260 L 

TO,FA 300 p 

321 ± 61 

pacientes, salvo en tres, los criterios actualmente 
aceptados de presencia de potenciales auriculares 
y ventriculares estables en ritmo sinusal y detec­
ción de la actividad auricular retrógrada más pre­
coz o de un potencial de VAc durante taquicardia 
AV ortodrómica o bajo estimulación contínua ven­
t ricular (1-5). 

Cartografía estimulación bajo valoración 

Con el método cartográfico (intervalo SA to­
poestimulado) bajo valoración, la estimulación se 
realizó bipolarmente, empleando el par de elec­
trodos distal del cateter de ablación y una de lon­
gitud de ciclo constante (400-500 ms) para todas 
las posiciones exploradas. La estimulación se ini­
ció con 1 ms de duración y 20 mAmp de intensi­
dad de estímulo y, sin interrumpirla, se disminu­
yó progresivamente la intensidad del estímulo 
hasta observarse pérdida de la captura ventricu­
lar. Se descartó en cada posición la presencia de 
captura eléctrica directa auricular mediante la ob­
tención de conducción VA 2:1 con disminución de 
la longitud de ciclo de estimulación o por obser­
varse, con la disminución progresiva de la inten­
sidad del estímulo, un incremento brusco del in­
tervalo VA y un cambio de morfología de los 
electrogramas auriculares, sugestivos de cambio 
de la activación auricular de captura eléctrica di­
recta a conducción ventriculoatrial. 

Para el análisis de las posiciones se uti lizó el 
intervalo SA topoestimulado, considerando como 
el intervalo de tiempo transcurrido entre el arte­
facto del estímulo y el auricu lograma local retró-

J. L. Merino, J. Almendral, R. Peinado, A. Arenal, et al. 

grado y m edido en un reg istro estable de refe­
rencia, generalmente el del seno coronario medio. 

El protocolo de estimulación se realizó en to­
das aquellas posiciones exploradas mediante el 
método cartográfico clásico, siempre que el ope­
rador del cateter de ablación considerara que és­
te se encontraba lo suficientemente estable como 
para poder estimular desde él con poco riesgo de 
desplazamiento del mismo. 

El análisis del intervalo SA generalmente se rea­
lizó posteriormente una vez terminado el proce­
dimiento, no guiando la ablación en ningún pa­
ciente, salvo en tres. En estos tres pacientes no se 
realizó el método cartográfico convencional, por lo 
que el método del intervalo SA topoestimulado fue 
la única guía para la ablación. En ellos, el protoco­
lo se realizó estimulando desde distintos puntos del 
anillo mitral, inicialmente separados entre sí, pero 
sucesivamente más próximos al punto de menor 
intervalo SA obtenido. Se seleccionó para la apli­
cación de energía de radiofrecuencia el punto del 
anillo mitral donde se obtuvo un menor intervalo 
SA, después de explorar al menos 5 posiciones. 

Ablación 

Para la ablación se utilizó energía de radiofre­
cuencia (Radionics, Burlington® o Atakr, Cardio­
Rhytm Medtronic®), liberada entre el electrodo 
distal del cateter explorador y un parche electro­
do cutáneo situado en la espalda del paciente. Se 
liberó durante 30-60 segundos una corriente de 
radiofrecuencia de 20-35 vatios o con límite de tem­
peratura en 70 ºC, cuando se utilizó un cateter con 
posibilidad de monitor'.zación ~e. ~sta. En _t?dos los 
pacientes se comprobo la abohc1on definitiva de la 
conducción eléctrica a través de la VAc mediante es­
timulación eléctrica ventricular a los 30 minutos de 
terminada la última aplicación de radiofrecuencia. 

Estadística 

Para el análisis de resultados se ha utilizado la 
comparación de medias de la prueba de t de 
Student para datos pareados y no pareados. 

RESULTADOS 

El método cartográfico de topoestimulación se 
pudo realizar en todos los pacientes. No se pre­
sentaron dificultades técnicas importantes durante 
el mismo, aunque ocasionali:n_~nte el cate!er de 
ablación se desplazó de la posIcIon de estudio con 
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la estimulación. Se descartó fácilmente la presen­
cia de captura auricular eléctrica directa con la dis­
minución progresiva de la intensidad de estimu­
lación, hasta observarse un «salto» o incremento 
brusco del intervalo SA con cambio de la morfo­
logía de los electrogramas auriculares (Figura 1 ). 
Adicionalmente, la presencia de captura auricular 
eléctrica directa sirvió para confirmar la adecuada 
posición ventricular izquierda del cateter de abla­
ción a nivel del anillo mitral. Ocasionalmente, y a 
pesar de registrarse electrogramas ventriculares 
de suficiente amplitud, no fue posible la captura 
ventricular en determinadas posiciones del anillo 
mitral, incluso con el empleo de energías máxi­
mas de estimulación (amplitud de 20 mAmp, du­
ración de estímulo de 2,9 ms). 

Se evaluaron un total de 97 posiciones (8,8 ± 
5,2 posiciones/paciente). El menor intervalo SA se 
encontró en todos los pacientes, menos en uno, 
en la posición de éxito. En este paciente, la apli­
cación de radiofrecuencia en la posición en que 
se obtuvo el intervalo SA más corto abolió transi­
toriamente la conducción eléctrica por la VAc. 

a\lf' 

,\bl 1-2 

Ana +-1-----l--,•f-"~"'----+--~ . 

Figura 1. «Salto» del interva lo SA topoestimulado. Se 
muestra el registro electrofisiológico obtenido durante es­
timulación ventricular contínua desde el cateter de abla­
ción con disminución progresiva de la intensidad del estí­
mulo a nivel del anillo mitral. Los dos primeros complejos 
estimulados presentan captura auricular eléctrica directa, 
mostrando, tanto en el registro del seno coronario medio 
(30 ms) como en el de aurícula derecha alta (65 ms), un in­
tervalo estímulo-auriculograma (SA) corto. En los dos últi­
mos complejos, se pierde la captura auricular directa con 
la disminución de la intensidad de estimulación, obser­
vándose una prolongación llamat iva del intervalo SA (55 
y 135 ms} y un cambio de la morfología de los auriculo­
gramas (Abl: cateter de ablación, ADa: aurícula derecha al­
ta, aVD: apex de ventrículo derecho, SC: seno coronario, 
felcha: componente del auriculograma tomado para la de­
terminación del t iempo de activación local). 
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El intervalo SA medio medido en el registro in­
tracavitario con auriculograma más precoz, gene­
ralmente el SC medio, fue significativamente me­
nor en la posición de éxito que en el resto de 
posiciones evaluadas (63,7 ± 18,2 vs 80,7 ± 23,3 
ms, p < 0,001) situadas a una distancia media de 
0,7 ± 0,3 cm (Figura 2) de la posición de éxito 
(Tabla 11). Cuando sólo se estudiaron las posicio­
nes en las que se aplicó radiofrecuencia, también 
se observó un intervalo SA menor en las posicio­
nes de éxito con respecto a las de fracaso, aun­
que estas diferencias no llegaron a alcanzar dife­
rencias estadísticamente significativas (63,7 ± 18,2 
vs 75,6 ± 28,5 ms, p = 0,09) (Figura 3). Una vez ter­
minada con éxito la ablación, se observó un in­
cremento muy importante en el intervalo SA to­
poestimulado con respecto al valor previo en la 
posición de éxito (Figura 3). 

El procedimiento de ablación se realizó con éxi­
to en todos los pacientes, incluyendo a los tres en 
los que el único método de cartografía empleado 
fue la medición del intervalo SA estimulado. 

JI 

VI 

Jli.J 

se :14 

se 1-2 

1' 
•VP l.~ 
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Figura 2. Medición del intervalo SA topestimulado en la 
ablación de un paciente con una vía accesoria (VAc) ocul­
ta posterior izquierda. Se m uestran los registros electrofi­
siológicos obtenidos durante estimulación ventricular con­
tín ua desde el cateter de aVD (E. aVD) y el cateter de 
ablación situado en dist intas posiciones del anillo mitral 
posterior y separadas 5 mm entre sí (E. Abl 1, 2 y 3). El me­
nor intervalo SA, tanto en el registro del seno coronario 
medio (52 ms) como en el de la aurícula derecha alta (120 
ms), se obtuvo en la posición en la que la liberación de ra­
diofrecuencia (E. Abl 3) abolió la conducción por la VAc. La 
estimulación desde el aVD mostró un intervalo SA mucho 
mayor que la estimulación a nivel del anillo mitral (Abl: ca­
teter de ablación, ADa: aurícula derecha alta, aVD: apex de 
ventrículo derecho, SC: seno coronario, flecha: componente 
del auriculograma tomado para la determinación del tiem­
po de activación local). 
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Figura 3. Medición del intervalo SA topestimulado en la 
ablación de un paciente con una vía accesoria (VAc) ocul­
ta anterolateral izquierda. Se muestran los registros elec­
trofisiológicos obtenidos durante estimulación ventricular 
continua desde el cateter de ablación situado en las posi­
ciones del anillo mitral en las que se aplicó radiofrecuen­
cia (RF 1, 2 y 3). El último registro (postRF 3) se obtuvo sin 
desplazar el cateter de ablación de la posición RF3, una vez 
aplicada con éxito la radiofrecuencia. El menor intervalo 
SA, tanto en el registro del seno coronario medio (55 ms) 
como en el de la aurícula derecha alta (122 ms), se obtuvo 
en la posición de éxito antes de la liberación de radiofre­
cuencia (RF 3). La estimulación posterior en ese mism o 
punto, una vez ablacionada la VAc, muestra un incremen­
to llamativo del intervalo SA topoestimulado (Abl: cateter 
de ablación, ADa: aurícula derecha alta, aVD: apex de ven­
trículo derecho, SC: seno coronario, flecha: componente 
del auriculograma tomado para la determinación del tiem­
po de activación local). 

El número medio de aplicaciones de radiofre­
cuencia fue de 4 ± 4,5 por paciente. En los pa­
cientes en los que la cartografía se basó en el mé­
todo convencional se realiza ron de media 4,9 ± 5 
aplicaciones, mientras que en los tres pacientes 
en los que el método del SA fue la única guía pa­
ra la ablación, ésta se rea lizó con éxito con una 
media de 1,7 ± 1, 1 aplicaciones de radiofrecuencia. 

DISCUSIÓN 

La localización precisa del punto de aplicación 
de energía es un determinante esencial en la abla­
ción con cateter mediante radiofrecuencia. El ele­
vado tiempo medio de radiscopia no conlleva un 
riesgo apreciable a largo plazo para el paciente (3), 
pero si es causa de dosis acumulativas significa­
t ivas de radiación para el personal que trabaja en 
este tipo de procedimientos, habiéndose sugeri­
do un número máximo de 15 procedim ientos 

J. L. M erino, J. Almendral, R. Peinado, A. Arenal, et al. SA topoestimulado y ablación de vías accesorias 

Tabla 11. Características del procedimiento de ablación de los pacientes estudiados 
(Activ. auric.: tiempo de activación auricular retrógrada en ms en el cateter de ablación 

con respecto al auriculograma más precoz, C: convencional, Línea Crtg: longitud 
cartografiada en cm del anillo mitral mediante el intervalo SA topoestimulado, 

ND: no disponible, N. º RF: número de aplicaciones de radiofrecuencia realizadas, 
Pos Ev: número de posiciones evaluadas mediante el intervalo SA topoestimulado, 

SA éxito y previos: intervalo SA topoestimulado en ms respectivamente 
en la posición de éxito y como media de las posiciones previamente evaluadas) 

N.º paciente Tipo mapeo Activ. auric N.º pos. ev. 

e -5 16 

2 e - 5 4 

3 e 5 8 

4 e - 45 10 

5 e 15 4 

6 e -5 5 

7 e - 5 6 

8 SA ND 9 

9 e o 4 

10 SA ND 20 

11 SA ND 

M edia 5,6 ± 17 8,8 ± 5,2 

mensuales como primer operador (10). Por otro 
lado, se ha referido un aumento de la incidencia 
de ciertas arritmias, como la fibrilación auricular, 
tras aplicaciones de radiofrecuencia a nivel auri­
cular (11 ), por lo que es importante conveniente 
limitar su número al mínimo. Por todo esto, ac­
tualmente la investigación en el campo de la abla­
ción con cateter no va encaminada tanto al incre­
mento del porcentaje de éxito de la técnica, hoy 
en día ya muy alto, como a la mejora del proce­
dimiento en sí. 

La localización de VAc ocultas se realiza hasta 
la fecha mediante marcadores electrofisiológicos 
obtenidos por cartografía de activación. Estos mar­
cadores, aunque eficaces, son relativamente im­
precisos. Así, Calkins et al. (9) encuentran en la 
ablación de VAc ocultas, que la fibrilación de ra­
diofrecuencia en puntos en los que todos los mar­
cadores eran adecuados, presentaba una proba­
bilidad de éxito del 82%, pero cuando aisladamente 
se consideraban los marcadores, la probabilidad 
máxima de éxito era de tan solo un 30%. Por tan­
to, es importante encontrar nuevos marcadores 
más precisos o que puedan complementar a los 
actualmente disponibles. 

El estudio que aquí se presenta sobre la valo­
ración del método cartográfico del intervalo SA to­
poestim ulado demuestra la utilidad ~e éste en la 
ablación de VAc ocultas izquierdas. El intervalo SA 
fue menor en las posiciones de éxito que en_la_s 
de fracaso, aunque la diferencia no fue estad1st1-
camente significtiva. Esto últ imo estuvo proba-

SA éxito SA previos Línea Crtg (cml N.º RF 

35 51 ± 12 0,4 ± 0,4 5 

64 81 ± 10 0,7 ± 0,6 4 

75 90 ± 11 1,4 ± 0,9 1 

80 99 ± 90 1,1 ± 0,6 17 

45 63 ± 13 0,5 ± 0,5 3 

70 87 ± 40 0,5 ± 0,5 3 

52 7 1 ± 11 0,9 ± 0,5 3 

100 137 ± 14 0,4 ± 0,4 1 

50 60 ± 20 0,7 ± 0,6 3 

72 74 ± 90 0,3 ± 0,2 3 

55 75 ± 12 0,7 ± 0,4 1 

64 ± 18 8 1 ± 23 0,7 ± 0,3 4 ± 4,5 

blemente en relación con, por un lado, el número 
limitado de pacientes del estudio y, por otro lado, 
con el que las aplicaciones de energía se realiza­
ron en puntos muy cercanos entre sí. De todas for­
mas, el mínimo intervalo SA topoestimulado se 
encontró, en prácticamente todos los pacientes, 
en el punto en el que la aplicación de radiofre­
cuencia fue exitosa y las diferencias, con respec­
to a la media de intervalos SA encontrados en las 
posiciones exploradas previamente, si alcanzó di­
ferencias estadísticamente significativas. Por lo 
tanto, creemos que este estudio demuestra que 
es posible realizar cartografía por estimulación pa­
ra la localización del área de inserción de VAc ocul­
tas izquierdas, aunque no demuestra por completo 
su capacidad de discriminar entre puntos en los 
que la aplicación de radiofrecuencia puede ser exi­
tosa. De cualquier manera, hay que considerar 
también que la cartografía clásica mediante la me­
dición del t iempo de activación auricular retró­
grada en el cateter de ablación tampoco discrimi­
na en las principales series entre posiciones de 
éxito y de fracaso (9). 

La cartografía mediante la medición del inter­
valo SA topoestimulado ofrece dos ventajas prin­
cipales sobre la ca rtografía activación conven­
cional. En primer lugar, se di rige a localizar la 
inserción ventricular de la VAc frecuente a la lo­
calización de la inserción auricular de la cartogra­
fía convencional, con las implicaciones, especial­
mente en VAc de curso oblicuo, que ello conlleva 
como se comentó previamente. En segundo lu-
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gar, la medición del intervalo SA es sencill_a y se 
realiza fácilmente entre el artefacto de est1mula­
ción y un componente fijo del auriculograma de 
referencia que no suele encontrarse oculto y fu­
sionado con el ventriculograma local. En la carto­
grafía activación convencional muchas veces es 
difícil decidir cuá es el tiempo de activación del au­
riculograma retrógrado bipolar en el cateter ex­
plorador, dado que éste cambia en cada nueva. 
posición, puede estar fusionado con el ventricu­
lograma local o poseer múltiples componentes de 
semejante importancia. 

Es importante recalcar que la realización de es­
te método cartográfico fue sencilla y no implicó 
un incremento significativo del tiempo de carto­
grafía, ni presentó consecuencias no deseadas ni 
complicaciones, excepción hecha del desplaza­
miento esporádico del cateter explorador, que tam­
bién ocurre con el método cartográfico clásico du­
rante TO o durante estimulación contínua desde 
el apex de ventrículo derecho. 

Ocasionalmente no fue posible obtener captu­
ra eléctrica ventricular en determinadas posicio­
nes del anillo mitral, aun con intensidades máxi­
mas de estimulación. No podemos explicar este 
fenómeno, aunque probablemente esté en rela­
ción con la presencia a nivel del anillo mitral de 
zonas de esqueleto fibroso pobres en tejido mio­
cárdico excitable. 

No fue necesaria la estimulación a una longi­
tud de ciclo mínima, en la que no se presentará 
conducción VA fusionada por la VAc y por el sis­
tema específico de conducción, dado que el in­
terva lo SA se midió en el registro del seno coro­
nario medio, donde la activ idad auricular local 
dependió siempre de la conducción retrógrada por 
la VAc. No obstante, creemos que es convenien­
te descartar la fusión en la conducción VA, para 
así disponer de una medición adicional del inter­
valo SA en el registro de la aurícula derecha alta. 

El método del intervalo SA topoestimulado pre­
senta como limitación fundamental, el que a prio­
ri no se conoce el interva lo SA mínimo requerido 
para que la aplicación de radiofrec~~ncia sea e~­
caz. De todas formas, hay que admitir que esta li­
mitación la comparte el método cartográfico con­
vencional, dado que en éste tampoco se sabe el 
tiempo de activación auricular retrógrada crít ico 
en el cateter de ablación. Esta limitación obliga en 
los dos métodos ha explorar previamente una zo­
na relativamente amplia del anillo AV. 

Como conclusión y por lo comentado ante­
riormente, creemos que la utilidad de la medición 
del intervalo SA topoestimulado debe tenerse en 
cuenta en la ablación de pacientes con VAc ocul­
tas y que este método no debe ser considerado 
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como excluyente del procedimiento convencional, 
sino como un complemento de éste. 
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Análisis del coste-beneficio de la ablación 
por radiofrecuencia de las taquicardias 
paraoxísticas supraventriculares en un 
hospital universitario de Barcelona 
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ablation of paroxismal supraventricular 
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INTRODUCCIÓN 

Las causas más comunes de taquicardia paro­
xística supraventricular son las taquicardias por 
reentrada nodal seguidas de las taquicardias su­
praventriculares mediadas por una vía accesoria 
aurícula-ventricular (1 ). 

La ablación mediante radiofrecuencia se ha 
convertido en el tratamiento habitual de los pa­
cientes con taquicardias parox ísticas supraven­
triculares (TPSV), pero, en la actualidad, no dis­
ponemos todavía de información adecuada acerca 
del impacto sanitario y socio-económico del tra­
tamiento mediante ablación por radiofrecuencia 
en nuestro país. Sin esta información es difícil lle­
ga~ a conclusiones para justificar que se fomente 
activamente, desde los estamentos sanitarios, la 
ablación como tratamiento de elección en todos 
estos pacientes. 

Correspondencia: 
o~ JosepBrugada 
Unidad de Arritmias 
Servicio de Cardiología 
Hospital Clínic 
Villarroel 170, 08036 Barcelona 

Josep Brugada, MD 
Xavier Navarro, MD 
Mariona Matas, RN 

Francisco Navarro-López, MD 

OBJETIVO 

El trabajo tiene como objetivo: a) estudiar el 
coste-beneficio de la ablación mediante radiofre­
cuencia de las TPSV y b) valorar el impacto sani­
tario y socio-económico de la ablación percutá­
nea de las TPSV y determinar la eficacia, los 
beneficios y la rentabilidad de ésta desde el pun­
to de vista médico, social y económico. 

MÉTODOS 

Diseño del estudio 

Éste es un estudio prospectivo iniciado el 1 de 
enero de 1993, que incluye a todos aquellos pa­
cientes ingresados en la Unidad de Arritmias del 
Servicio de Cardiología del Hospital Clínic de Bar-
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celona, para estudio, valoración y tratamiento de 
la TPSV producidas por la presencia de una vía 
accesoria aurícula-ventricular (AV) o de taquicar­
dias mediadas por una reentrada nodal. Hasta hoy 
se han estudiado y completado el seguimiento de 
100 pacientes consecutivos. En el momento del 
ingreso al hospital se les practicó un electrocar­
diograma (ECG), una radiografía de tórax y una 
analítica de urgencias (hemograma, glicemia, 
ionograma y r.reatinina) y se les realizó un cues­
tionario encaminado a recoger todos los datos re­
lacionados con el impacto sanitario, social y eco­
nómico de su enfermedad. 

Hemos evaluado retrospectivamente el coste 
sanitario, económico y social de la enfermedad 
hasta el momento en el que el paciente se inclu­
ye al estudio. El cálculo del coste incluye el nú­
mero de hospitalizaciones previas, la duración de 
éstas y los exámenes complementarios realizados 
hasta entonces. Finalmente, se estudia el coste 
económico de los tratamientos preventivos reci­
bidos y su efectividad clínica. 

Estos datos se comparan de forma prospecti­
va con el coste sanitario, económico y social del 
tratamiento mediante ablación. Para calcular es­
tos gastos se consideramos el día del ingreso en 
nuestro hospital para ablación de la TPSV como 
fecha de inclusión. Se incluye el coste del proce­
dimiento teniendo en cuenta la tasa de efectivi­
dad, las posibles complicaciones, los tratamien­
tos alternativos en caso de fracaso del tratamiento, 
los exámenes complementarios, seguimiento clí­
nico (un año), hospitalizaciones y tratamientos, si 
son necesarios. 

Con es.te diseño, cada paciente será su propio 
control. 

Estudio electrofisiológico 

Todos los pacientes han sido sometidos a un 
estudio electrofisiológico diagnóstico t ras dar su 
consentimiento por escrito. El estudio se realizó 
tras suspender los fármacos antiarrítmicos por un 
período equivalente a cinco veces su vida media. 
Se insertó un catéter cuadripolar 6F y uno bipolar 
5F en la vena femoral y se posicionó en la aurícu­
la derecha alta o en el ventrículo, según las nece­
sidades de estimulación, y a lo largo del anillo tri­
cuspídeo para la medición del electrocardiograma 
de ~is. Se realizó una estimulación programada 
auricular y ventricular mediante un sistema de me­
dición Y estimulación electrofisiológica acoplado 
a un ordenador (PC-EMS del «Cardiovascular Re­
search lnstitute of Maastrich, Holanda, conectado 
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a un ordenador PC a 50 Mhz, con 8 Mb de RAM 
y 250 Mb de disco duro, una pantalla de alta re­
solución NEC 6FG de 21 " y una impresora láser 
HP 111). Se utilizaron técnicas estándar para evi­
denciar la presencia de la vía accesoria (VA) aurí­
culo-ventricular y para confirmar su participación 
en el mecanismo de circuito de la taquicardia 
(2, 3), así como la presencia de doble vía nodal y 
de la taquicardia por reentrada nodal (2, 3). Me­
diante la pantalla y el equipo de registro en papel 
contínuo (Mingograph) obtenemos una visión o 
impresión contínua de los registros intracardía­
cos y del ECG, así como una grabación en tiem­
po real mediante el disco duro y el equipo infor­
mático. 

Procedimiento de ablación 

Después de complementar la parte diagnósti­
ca del estudio electrofisiológico, se realizó la abla­
ción mediante radiofrecuencia de la vía accesoria 
o del circuito de reentrada de la TAN (vía lenta o 
vía rápida) durante la m isma sesión (4-6). La abla­
ción mediante radiofrecuencia se real izó utilizan­
do un catéter 8F (Ablatr, Marinr; Medtronic Car­
diorhythm) introducido a través de la vena femoral 
hasta el anillo tricuspídeo, en las VA derechas o 
en las TAN y por la arteria femoral hasta el anillo 
mitral, en las VA izquierdas. Se realizó un mapeo 
previo en caso de las VA localizando el lugar de 
inserción. Realizada la ablación se comprobó la 
efectividad de la misma mediante la estimulación 
programada auricular y ventricular, y en caso de 
las TAN tras la adm inistración de lsoproterenol 
(2 µgr/min). Se utilizó la desaparición de la onda 
delta en aquellos pacientes con preexcitación ma­
nifiesta por la VA como criterio de éxito de la abla­
ción. En las TAN se utilizó como criterios de éxito 
de la ablación, la no inducción de la taquicardia y 
la no aparición de ecos nodales, ni en condiciones 
basales ni tras la administración de lsoproterenol. 
Para comprobar la efectiv idad a corto plazo del 
método, se realizó un Holter de 24 horas a aque­
llos pacientes con VA de conducción intermiten­
tes u ocultas y a las TAN. A todos los pacientes se 
les realizó un ECG al ingreso al hospital y otro al 
alta. 

Para comprobar la efectividad del método a lar-
go plazo, se realizó el seguimiento al mes, a los 
tres meses y al año mediante la interrogación cl í­
nica y el ECG, además de las pruebas complemen­
tarias necesarias. Si pasado un año no hay recu­
rrencias clínicas o electrocardiográficas, son dados 
de alta definitivamente. 
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Gastos de la ablación 

Se revisaron todos los gastos hospitalarios y 
profesionales derivados del procedimiento. Se han 
incluido todos aquellos gastos relacionados con 
el tratamiento de las taquicardias durante el in­
greso (ECG, analíticas, radiografías, ecocardio­
grafías, medicación y estudio electrofisiológico), 
además se han incluido los gastos generados por 
el seguimiento para el control a largo plazo de la 
eficacia del método de la ablación (ECG, v isitas 
médicas, posibles tratamientos y pruebas com­
plementarias). 

Gastos previos a la ablación 

Mediante un cuestionario dirigido, se recogie­
ron los datos para valorar los gastos realizados en 
el sistema sanitario por cada paciente, desde el 
inicio de su sintomatología, derivada de las ma­
n ifestaciones producidas por sus TPSV, hasta el 
día de inclusión al protocolo. Se incluyeron todos 
aquellos gastos referentes a visitas a urgencias, 
ingresos hospitalarios, pruebas complementarias 
realizadas (ECG, Holter de 24 horas, ecografías, 
pruebas de esfuerzo, cateterismos, estudios elec­
trofisiológicos), v isitas de control con el cardiólo­
go o con el médico de cabecera y tratamiento rea­
lizados. 

Los gastos totales estimados por hospitaliza­
ciones y pruebas complementarias se calcularon 
según las tarifas del Hospital Clínic de Barcelona 
del año 1993, y los de los fármacos antiarrítmicos 
utilizados, según el precio del mercado recogido 
en el Vademecum Internacional de 1993. 

RESULTADOS 

Características de los pacientes 

Las características clínicas de la m uestra (100 
pacientes) se resumen en la Tabla l. La media de 
edad fue de 41,3 ± 15,6 años (11-82), 44 hombres 
y 56 mujeres. La duración media de los síntomas 
era de 16,5 ± 15,4 (0-68). Había diferencias en­
tre la media de edad del grupo de VA y de TAN 
(38,4 ± 12,6 años vs 45,8 ± 18,6 años; p < 0,05) y 
en el número de años transcurridos desde el diag­
nóstico de la enfermedad hasta la realización de 
la ablación entre ambos grupos (9,9 ± 12,4 años 
vs 3,6 ± 5,4 años; p < 0,001 ). 

De los 61 pacientes con VA, 8 tenían dos VA. 
La distribución anatómica de las VA fue la siguien­
te: 29 izquierdas (42%), 2 derechas (3%), 18 sep­
tales (26%), 8 anteriores (1 1%) y 12 parahisianas 
(17%). 

Eficacia de la ablación 

La ablación mediante radiofrecuencia se con­
siguió en 90 de los 100 pacientes (90%) en la pri­
mera sesión, 8 en dos sesiones (8%) (5 VA y 3 
TAN) y 2 (VA) están pendientes de que se pro­
grame un nuevo estudio (2%), pero se mantienen 
asintomáticos bajo tratamiento farmacológico. Por 
tanto, la eficacia final del procedimiento de la abla­
ción en nuestro hospital es del 98% hasta el día 
de hoy (96,7% VA y 100% TRN). Un paciente con 
TAN tuvo una complicación del procedimiento de 
ablación (1%), se realizó un bloqueo del nodo aurí-

Tabla l. Características clínicas de los 100 pacientes 

Número ................................................... ...... ..... .. .... ........... ... ...... . 
Edad (años) 

Sexo ... ............................................... .......... . 
Edad de inicio síntomas (aríos) . .... .. . . ........ ... . .. .. . . .. ..... . ..... .. . 
Duración síntomas (años) ... ... . . .... . ...... .. ...... . 

Frecuencia de los síntomas (episodios/año) .... . 

Duración de los episodios (min) 
Número de años desde el diagnóstico a la RF 
Número de fármacos antiarritmicos .. ... . 
Años con tratamiento farmacológico 

Los datos se expresan com o media,. SO (rango). * p < 0,05; 0 p < 0,001. 

VA 

61 

38,4 :t 12,6 (16-67) 

36 M/25 H 

22,2 :t 13,4 (3-61) 

16,4 :t 15,0 (0-60) 

21,5 :t 69, 1 (0-365) 

113,4 :t 275,8 (1-1.800) 

9,9 ± 12,4 (0-50) 

1,5 ± 1,2 (0-5) 

5, 1 :!: 8,3 (0-39) 

TAN 

39 

45,8 ± 18,6 (11-82)* 

8 M/31 H 

29, 1 :t 20 (3-82) 

16,8 :t 16,3 (0-68) 

23,8 ± 61,8 (1-360) 

86, 1 :t 129,7 (1-720) 

3,6 :t 5,4 (0-18)** 

2,0 ± 1 ,8 (0-8) 

3,7 :t 5,8 (0-30) 
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culo-ventricular al abordar dicha TAN por la vía rá­
pida, el paciente requirió un marcapasos perma­
nente. 

Gastos 

Los datos del gasto hospitalario, honorarios, 
gastos del procedimiento de ablación y gastos to­
tales se muestran en la Tabla 11. La media de los 
gastos de la ablación es de 522.250 ± 179.424 pts., 
que incluye los gastos de estancia hospitalaria, 
pruebas complementarias, seguimientos y fár­
macos 190.375 ± 80.900 más los gastos del pro-

Tabla 11. Gastos de la ablación. Los datos 
se expresan en pesetas 

Media SO 
(pts.) (pts.) 

Estancia hospitalaria (3, 1 ± 1,5 
días) ........ ............................ ........... . 102.125 60.011 

Pruebas complementarias ........ . 48.125 29.432 

Seguimiento .................................... . 39.000 29.432 

Fármacos ... ..................................... . 1.125 5.283 

Subtotal ........ ... .................... .... .... . 190.375 

Honorarios (60% del tiempo) ... . 136.750 

Catéteres de diagnóstico (0,28 
cat/abl/pac) ........................... ...... . 27.500 

Catéteres de ablación (0,41 cat/ 
abl/pac) .. .. . ..... .. ... ............... . 67.250 

Material desechable .... . .... . ..... . 37.500 

Subtotal procedimiento de abla-
ción 331.875 

Gastos totales ablación .. 522.250 

cedimiento de ablación en sí 331.875 ± 100.000. 
La media de la estancia hospitalaria para todos los 
pacientes fue de 3, 1 ± 1,5 (rango 2-10). 

Gastos previos a la ablación 

El número de ingresos hospitalarios, visitas a 
urgencias, v isitas médicas, número y duración de 
los tratamientos farmacológicos y su coste aso­
ciado se muestra en la Tabla 111. Los gastos medios 
totales previos a la ablación son de 757 .315 ± 
968.017. La duración media de los síntomas es de 
16,5 ± 15,4 años (0-68). 

Seguimiento 

Los pacientes han sido seguidos al mes, tres 
meses y al año desde la ablación, para evaluar la 
eficacia a largo plazo del procedimiento. El segui­
miento medio hasta hoy es de 19,2 ± 4,5 (11-27) 
meses. Sólo dos pacientes (2%) están pendientes 
en estos momentos de que se programe un nue­
vo estudio, pero se mantienen asintomáticos ba­
jo tratamiento farmacológico. 

DISCUSIÓN 

Los resultados de este estudio indican que los 
gastos sanitarios ocasionados por pacientes con 
TPSV son elevados, como un promedio estimado 
en los últimos años de 522.250 pts. Se han reali­
zado, en otros países, varios estudios (7-12) ana­
lizando el coste de la ablación mediante radiofre­
cuencia de las TPSV, e incluso comparándola con 
la cirugía. 

Tabla 111. Gastos antes de la ablación. Los datos se expresan en pesetas 

Ingresos hospitalarios ............. ....... . ... . .. . .. ........... .... ..... .................... . 

Estancia en el hospital .................. ..... ................ ............................. . 

Urgencias . 

Pruebas complementarias 

Visitas médicas 
Fármacos 

Total ga'3tos antes de la ablación .. . 
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1, 1 ± 3 (0-20) 

5 ± 11 (0-100) días 
6,2 ± 8,3 (0-43) 

1,7 ± 1,5 (0-8) 
4,6 ± 7,4 (0-39) años 

Media (pts.l SO (pts.) 

248.270 420.846 

229.704 270.000 

204.045 442.054 

75.296 208.023 

757.315 968.017 
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Tabla IV. Estudios previos realizados 
del coste de la ablación. Datos en US$ 

Media DE 

Buitler et al. 1990 (11 pac VA) ........ 14.116 4.493 

Buitler et al. 1991 (25 pac VA) ........ 14.919 6.740 

Kalbfleisch et al. 1992 (15 pac VA) 15.893 3.338 

Kalbfleisch et al. 1993 (30 pac VA) 10.183 1.082 

Ching Man et al. 1993 (40 pac TRN) 10.547 1.062 

Christopher et al. 1994 (10 pac TRN) 12.149 2.518 

Navarro et al. (1994) (61 pac VA+ 
39 TRN) ....................................... ......... 6.57 4.179 

Tabla V. Resultados comparativos 
de los costes previos a la ablación 

y de la ablación 

Pre-ablación Ablación 
(pts.) (pts.) 

Estancia hospitalaria ............ 248.270* 102.125 

Pruebas complementarias 229.704* 

Visitas médicas .......... .. .......... 204.045* 

Fármacos ............... ................... 75.296* 

Procedimiento ............... ........ . 

48.125 

39.000 

1.125 

331.875 

Gastos totales ......................... 757.315** 522.250 

Miles de pesetas 

1.500 

1.250 [¿_ .,, 
o 

-o 1.000 o 
,; 

d / _ E 750 ::, 
u . ./' ---- -o 

B 500 • --
el 

(.'.) 250 
Años 
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Figura 1. Comparamos los gastos acumulados totales 
(negro) en función de los arios con TPSV. Además se 
muest ra n los gastos acumul ados en pac ientes 
ablacionados a los 2, 5 y 10 arios (gris claro) desde el 
inicio de los síntomas. Aunque la ablación incrementa 
súbitamente los gastos acumulados por cada pacien­
te, la curación prevendrá nuevos gastos. 

Los estudios previos realizados por otros auto­
res muestran cifras mucho mayores (ver Tabla IV). 
Hemos de tener en cuenta que dichos estudios 
han sido realizados en países donde el sistema sa­
nitario es diferente al nuestro, y por tanto las ci­
fras no pueden tomarse como referencia en Es­
paña, aunque muestran también la reducción que 
significa la ablación sobre el coste sanitario. 

La ablación no sólo es un método eficaz como 
t ratamiento curativo sino que resulta en una enor­
me reducción de los gastos sanitarios a largo pla­
zo. Los gastos de la ablación han sido significa­
tivamente menores que los gastos antes de la 
ablación en cuanto a estancia hospitalaria, p rue­
bas complementarias, visitas médicas y fármacos 
(p < 0,001) (ver Tabla V), y a pesar del aumento 
del procedimiento de la ablación en 331.875 pts., 
la diferencia entre los gastos totales previos a la 
ablación y los costes totales de la ablación sigue 
siendo estadísticamente significativa (p < 0,05). 

Si comparamos los gastos acumulados con el 
número de años con TPSV, observamos (Figura 
1) que los pacientes con VA alcanzan los gastos 
de la ablación en 12,5 años y los pacientes con 
TAN en 9,5 años. 

La referencia precoz para ablación de los pa­
cientes con TPSV disminuirá drásticamente los 
gastos totales de la enfermedad. 
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RESUMEN 

En este trabajo se estudió el papel del mevalonato y sus dL'­
rivados (isoprenoides) en el control de la proliferación celular. 
Para ello se examinó el efecto de un inhibidor de la HMG-CoA 
reductasa (Lovastatina) sobre la síntesis de DNA y la ex-presión 
de c-fos en células musculares lisas humanas de arteria pulmo­
nar i11 vitro. La lovastatina disminuye el índice de proliferación 
de las células musculares lisas humanas. La inhibición de la pro­
liferJción celular, evaluada como síntesis de DNA, fue dosis de­
pendiente con un valor IC50 de 11 µM. La inhibición fue re­
vertida totalmente mediante la adición de mev-.ilonato 500 µM. 
La respuesta de c-fos a los factores de crecimiento séricos no se 
vió afectada por el tratamiento con lovastatina a una concen­
tración (25 µM) qlle bloquea el 80% de la síntesis de DNA. E.<.1os 
resultados sugieren que en célula~ quiescentes, tratadas con lo­
vastatina, la exposición a factores de crecimiento inhibe la en­
trada de la célula en fase S, pero no parece afectar a la induc­
ción temprana de genes como c-fos implicados en la respuesta 
a estímulos mitogénícos. 

Palabras clave: Células 11111.l'rnlnres li.ms. i11/ribidores de la HMG­
CoA redr.,crasa, i.wprenoides, cido a lulnr. 
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ABSTRACT 

The role of mevalonate and its products (isoprenoids) in the 
control of cellular prolireration was examined by investigating 
the elTect of a HMG-CoA reductase inhibitor (Lovastatin) on 
DNA synthesis and c-fos expression of cultured smootll musclc 
cclls (SMC) from human pulmonary artery. Lovastatin decrea­
sed the growth rate of human SMC. The inhibition of cell 
growth, evaluated a~ DNA synthesis, wa~ dose-dependent ,vith 
1Cs0 11 µM. The inhibition of cell growth was completely pre­
vented hy addition of 500 µM mevalonate. c-fos signaling res­
ponse to serum growth factors was not afected by 25 µM lo­
vastatin treatmenL This lovru.1atin concentr.ition block 80% of 
cell proliferation. These results suggest that in quiesccnt cells lo­
vastatin treatment block the entmnce of cells in S phase indu­
ced by growth factors. Howevcr, it does not seem to affect ex­
pression of early induction genes such as c-fos, implicated in 
signaling response to mitogens. 

Key words: S111001/r 11wsde cdls: HMG-C11A redrrcwse i11/ribi-
111r,1·. i.rnprenoids, ce// l'.l'de. 

Martíncz-Gonz,ílez J. Varcla O. Budimon L 
Effcc1 ol' isoprcnoid synthesis inhihition on ccllular cydc 
of srnooth rnuscle cells 
Mnpfre Medicina. /997: 8 (Srrpl. 1/1/: 37..JJ 

1 Investigador lnstitut de Recerca de /'Hospital de la Sta. 
Creu i San Pau, Barcelona. 

2 Becaria Predoctorial del Fondo de Investigaciones 
Sanitarias de la Seguridad Social 

3 Director Centre d 'lnvestigació Cardiovascular, 
CSIC-Hospital de la Sta. Creu i Sant Pau de Barcelona 

37 



MAPFRE MEDICINA. 1997; Vol. 8, Supl. 111 

INTRODUCCIÓN 

Los inhibidores de la HMG-CoA reductasa (es­
tatinas) son agentes hipolipemiantes de gran efi­
cacia y tolerancia. Estos fármacos reducen los ni­
veles plasmáticos de lipoproteínas de baja densidad 
(LDL) e incrementan ligeramente las lipoproteínas 
de alta densidad (HDL) (1-3). Recientemente, es­
tudios clínicos han puesto de manifiesto que el · 
tratamiento crónico con inhibidores de la HMG­
CoA reductasa favorece la regresión y reduce la 
progresión de la aterosclerosis coronaria (4). 

La HMG-CoA reductasa cataliza la formación 
de mevalonato que es el principal punto de regu­
lación de la ruta de síntesis de isoprenoides (5). 
Numerosas moléculas como el colesterol, dolicol, 
ubiquinona, hemo A, proteínas isopreniladas y 
otros productos esenciales para las células incor­
poran grupos isoprenoides en su estructura (5). 
En células humanas de la línea T24, aisladas de 
un carcinoma de vejiga, se ha comprobado que 
la inhibición de la actividad HMG-CoA reductasa 
con compuestos como las estatinas causa el blo­
queo del ciclo celular en G1 (6). Este bloqueo no 
es superado si se adiciona colesterol, dolicol o ubi­
quinona exógenos. Además, dado que la viabili­
dad celular no se ve afectada, no parede deberse 
a una deplección de hemo A (7). De todas las pro­
teínas que incorporan grupos isoprenoides post­
traduccionalmente, al menos dos grupos, las pro­
teínas ras y la subunidad y de las proteínas G, están 
implicadas en la transducción de señales (8, 9). Es 
conocido que p21ras y la subunidad y de las pro­
teínas G para ser activas necesitan asociarse a la 
membrana plasmática a t ravés de cadenas de iso­
prenoides. Por tanto, la proliferación celular re­
quiere al menos dos tipos de productos derivados 
del mevalonato, uno de ellos es el colesterol, es­
terol presente en todas las membranas de las cé­
lulas animales, y el otro las proteínas isopreniladas 
que participan en los mecanismos de transduc­
ción de señales que controlan el crecimiento ce­
lular (10). 

En este estudio evaluamos el efecto que los in­
hibidores de la HMG-CoA reductasa ejercen sobre 
la proliferación in vitro de células musculares lisas 
humanas, y su vinculación con el bloqueo de los 
mecanismos moleculares implicados en la proli­
feración celular. Para determinar si el tratamiento 
con estatinas afecta a la transducción de señales 
desencadenadas por mitógenos se evaluaron los 
niveles de c-fos en respuesta a factores de creci­
miento. Los resultados indican que los inhibido­
res de la HMG-CoA reductasa inhiben la prolife­
ración celular inducida por mitógenos séricos de 
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forma dosis dependiente. Sin embargo, en las 
mismas condiciones de cultivo, no parecen ejer­
cer efecto significativo sobre la expresión de ge­
nes de inducción temprana como c-fos. 

MATERIALES V MÉTODOS 

Lovastatina 

La lovastatina fue suministrada por Merck 
Sharp & Dohme de España S.A. La forma activa 
de la lovastatina se preparó a partir de la lactona 
(forma inactiva). Una solución etanólica de la lac­
tona fue calentada a 50 ºC durante 2 horas, pos­
teriormente fue diluída con agua y se ajustó el pH 
con ácido clorhídrico. La solución acuosa fue dis­
tribuida en alícuotas y congelada a -20 ºC. 

Cultivos celulares 

Se aislaron células musculares lisas vasculares 
(CMLV) a partir de fragmentos de arteria pulmo­
nar humana procedentes de corazones transplan­
tados. Se eliminó la capa grasa y el tejido con­
juntivo adherido. La adventicia fue extirpada 
cuidadosamente y la superficie interior del vaso 
fue raspada para eliminar las células endoteliales. 
Después de haber seccionado la capa media en 
pequeños pedazos de 1 mm, las CMLV se obtu­
vieron mediante el método de explantación (11, 
12). Las células fueron cultivadas en medio 199 
(M199) suplementado con 5% de suero de feto de 
ternera (FCS), 5% de suero humano, 2 mM L-glu­
tamina, penicilina G (75 U/mi), estreptomicina (50 
µg/ml) y Fungizone (GIBCO) (2,5 µg/ml), a 37 ºC 
en atmósfera de CO2 (5%). Después de 2-3 sema­
nas las células comenzaron a migrar de los ex­
plantes y cuando alcanzaron la confluencia fueron 
subcultivadas en el mismo medio. En los experi­
mentos se utilizaron células en subcultivo entre 
los pasajes (3-7). 

Las CMLV fueron caracterizadas inmunológi­
camente mediante inmunofluorescencia indirecta 
(13). Se utilizaron anticuerpos monoclonales de 
ratón anti-alfa actina humana (marcador de célu­
las musculares) (Dako A/S) y anti-factor de von 
Willebrand humano (marcador de células endo­
teliales) (Dako A/S) y anti-proteína de superficie de 
fibroblastos humanos (marcador de fibroblastos). 
Como anticuerpo secundario se utilizó un anti­
cuerpo de cabra anti-lG de ratón marcado con fluo­
resceína (Dako A/S). 

La viabilidad celular fue valorada mediante el 
test de exclusión de azul de tripano y contaje en 
cámara de Neubauer. 
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Este estudio se ha realizado con la aprobación 
del Comité de Éticfa del Centro y en concordancia 
con los principios de la declaración de Helsinki 
(1975, 1983). 

Determinación de la síntesis de DNA 

La proliferación celular se analizó a través de 
la sínteis de novo de DNA a partir de timidina tri­
tiada. Este tipo de experimentos se efectuó en pla­
cas de 24 pocillos (Falcan). Las células, sembra­
das a razón de 50.000/ml, se cultivaron durante 48 
horas y posteriormente se indujo quiescencia in­
cubándolas 48 horas más en un medio con 0,4% 
de FCS. Finalmente, las células sincronizadas fue­
ron estimuladas con 10% FCS en presencia de 0,5 
µCi de [6-3HJ timidina (27 Ci/mmol, Amersham) por 
mi, y de concentraciones variables de lovastatina. 
El tiempo de captación de timidina fue de 24 horas. 

Las monocapas-de células fueron lavadas con 
tampón fosfato salino, fijadas con metano! 95%, 
y por último tratadas con ácido tricloroacético al 
10%. El residuo de las placas se disolvió con NaOH 
(0,3 N) y se determinó la radioactividad de una ali­
cuota mediante un contador (LKB Rack-beta 1217) 
utilizando como líquido de centelleo OptilPhase 
«HiSafe» 11 (LKB). 

La [3H]timidina incorporada al DNA se norma­
lizó por la cantidad de proteína (dpm/mg de pro­
teína) determinada por el método de Bradford (14). 
La actividad antiproliferativa de los i~hibidores_ ~e 
expresó como el tanto por ciento de mcorporac1on 
de timidina respecto a los controles. 

Preparación y análisis de RNA 

La preparación de RNA total de CM_~V se rea­
lizó utilizando como solución de extracc1on Ultras­
pec™ (Biotecx), solución tampón que contie~e un~ 
mezcla de agentes desnaturalizantes que inact1-
van las RNAsas. Las muestras de RNA fueron 
cuantificadas determinando la absorbancia a 260 
nm, y posteriormente fueron analizadas median­
te la técnica de «Northern blot» (15). El RNA fue 
fraccionado en geles de agarosa desnaturalizan­
tes (200 mM MOPS, pH 7,41 mM E~!~ Y 3% d~ 
formaldehído) Por último, se transfmo por capi­
laridad a filtro.s de nylon Nitran™ (Schleider & 
Schuell) y se fijó mediante irradiación con l_uz_UV 
(16). A continuación los filtros fueron prehtbnda­
dos, e hibridados con la sonda marcada radioac­
tivamente (15). Como sonda se utilizó el CONA del 
protooncogen c-fos de rata (17). El marcaje de la 
sonda se efectuó con [a-32P]dATP (3.000 Ci/mmol, 
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Amersham) mediante «Random Primer DNA Labe­
ling Kit» (Boehringer Mannheim). Posteriormente, 
la sonda marcada se separó de los nucleótidos no 
incorporados mediante gel filtración en columnas 
de Sephadex G-50 (Nick™ columns, Pharmacia). 
Por último, los filtros se expusieron a placas auto­
rradiográficas tipo Agfa Curix RP2 a -80 ºC con 
pantallas intensificadoras (Du Pont-NEN Cronex). 
La intensidad de las señales obtenidas en las auto­
rradiografías fue cuantificada mediante un densitó­
metro (Molecular Dynamics Computing Densitometer). 

Análisis estadísticos 

Los resultados fueron analizados mediante el 
análisis de la varianza (ANOVA). Los resultados se 
expresan normalmente como el valor medio ± 
SEM (error estándar de la media). 

RESULTADOS 

Las CMLV aisladas por el procedimiento de ex­
plantes fueron caracterizadas mediante inmuno­
fluorescencia indirecta. Se consiguió un mono­
cultivo de células que únicamente eran reconocidas 
por anticuerpos específicos contra a-actina mus­
cular (Figura 1). Los marcajes para discriminar fi­
broblastos o células endoteliales fueron negativos. 
Por lo tanto, se trataba de exclusivamente de cé­
lulas musculares lisas, sin contaminación por otras 
células vasculares. 

El efecto de la lovastatina sobre la proliferación 
de las CMLV se determinó en células quiescentes 
a las que se adicionó concentraciones crecientes 
de lovastatina durante 24 horas. Con el rango de 
concentraciones de lovastatina utilizadas en estos 
experimentos (2 a 50 µM) no se vió afectada la via­
bilidad celular. Además, como se observa en la 
Figura 2 fenotípicamente las células no sufren al­
teración al ser cultivadas con estas concentracio­
nes de lovastatina. 

La lovastatina suprime la proliferación de las 
células musculares lisas, estimada mediante la sín­
tesis de novo de DNA, en experimentos de cap­
tación de timidina tritiada (Figura 3). El efecto in­
hibitorio se observó a concentraciones superiores 
a 2 µM LOV y fue concentración dependiente. La 
concentración de 25 µM, sin causar muerte celu­
lar significativa, produjo un bloqueo casi comple­
to de la proliferación celular (80%) inducida por 
a_dición de 10% de FCS. A concentraciones supe­
riores a 50 µM la lovastatina fue claramente cito­
tóxica. El valor IC50 para la lovastatina fue de 11 
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Figura 1. Microfotografía de células musculares lisas de 
arteria pulmonar humana teñidas por inmunofluorescen­
cia con anticuerpos anti-alfa actina. Las células fueron sem­
bradas en cámaras de poliestireno tipo Chamber Slide ™ 
(Nunc) y posteriormente teñidas mediante inmunofluores­
cencia indirecta con anticuerpos anti-alfa actina humana. 

µM cuando las células se estimulaban con 10% 
de FCS. La inhibición fue revertida totalmente me­
diante la adición de mevalonato, a una concen­
tración final de 500 µM, conjuntamente con el in­
hibidor (Figura 4). 

Para determinar si la lovastatina afecta a los me­
canismos de transducción de señales que promue­
ven la proliferación de las CMLV, utilizamos como 
marcador de la eficacia de dichos mecanismos los 
niveles de expresión de pro-oncogen nuclear c-fos. 

Primeramente, para precisar el momento de 
máxima expresión de c-fos en las CMLV deter­
minamos como incrementan en el tiempo' sus ni­
veles de mRNA cuando CMLV quiescentes se es­
timulan con suero humano. Como se observa en 
la Figura 5 la expresión de este gen de inducción 
tem~rana aumentó de forma prácticamente in­
mediata después de la estimulación con suero y 
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alcanza el máximo a los 30 minutos. Al cabo de 2 
horas el nivel de expresión recupera el valor ba­
sal, prácticamente indetectable por esta técnica. 
En los experimentos de inducción de c-fos las mo­
nocapas de células fueron procesadas para la ob­
tención de ANA 30 minutos después de la adición 
de los mitógenos sobre los cultivos quiescentes. 
La concentración de lovastatina utilizada fue de 25 
µM y las células fueron cultivadas de igual modo 
que en los experimentos precedentes de prolife­
ración . En la Figura 6 se recoge el resultado de 
cuantificar mediante densitometría la intensidad 
de las bandas de hibridación de c-fos obtenidas 
en las autorradiografías de los experimentos de 
«Northern blot». En dicha Figura se observa que 
la expresión de c-fos en las células tratadas con 
lovastatina no sufrió una modificación significati­
va respecto a los controles (células no tratadas con 
inhibidor o tratadas simultáneamente con el inhi­
bidor y mevalonato). 

DISCUSIÓN 

Nuestros datos sugieren que las CMLV trata­
das con lovastatina se vuelven refractarias al estí­
mulo con factores de crecimiento, de modo que 
no se produce la respuesta proliferativa que éstos 
normalmente desencadenan. Es importante des­
tacar que las concentraciones con las cuales se 
consigue bloqueo casi completo de la prolifera­
ción son muy superiores (aproximadamente en 2 
órdenes de magnitud) a las utilizadas habitual­
mente en la terapia antihipercolesterolémica. No 
tenemos evidencia que las poblaciones celulares 
tratadas con el inhibidor sufriesen crecimiento des­
compensado, que caracterizan a la mayoría de dro­
gas antitumorales que inducen quiescencia pro­
funda (18) . El bloqueo de la proliferación es el 
resultado de un efecto específico del inhibidor en 
la síntesis de algún derivado del mevalonato ne­
cesario para la progresión normal a través del ci­
clo celular. 

El papel del mevalonato en el ciclo celular ha 
sido tradicionalmente discutido en el contexto de 
la supresión de la síntesis de colesterol. Sin em­
bargo, la mayoría de las células utilizan colesterol 
exógeno del suero (5). Además, diversos estudios 
anteriores han demostrado que productos finales 
de la vía como el colesterol, el dolicol o la ubiqui­
nona no parecen ser los responsables del efecto 
citostático de estos fármacos (7). En estudios más 
recientes algunos autores han considerado las pro­
teínas isopreniladas como las moléculas a través 
de los cuales la vía de síntesis de isoprenoides es­
taría directamente implicada en el ciclo celular. Las 
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Figura 2. Microfotografía de contraste de fases de células musculares lisas de arteria pulmonar humana. Las células quies­
centes fueron tratadas con 25 µM lovastatina durante 24 horas (A) o sin tratamiento alguno (B). 

proteínas isopreniladas para ser acti~a~ necesitan 
anclarse a la membrana, donde partIcIpan en los 
mecanismos de transducción de señales, mediante 
cadenas de 15 o 20 carbonos (grupos farnesilo o 
geranilo) (19, 20). Por tanto, estas proteínas serían 
los candidatos m ás probables que se verían afec­
tados por una pérdida de actividad biosintética de 
la vía de síntesis del mevalonato (10). 

Para poner de manifiesto la c?n~xi?n entre blo­
queo del ciclo celular por los in~,b~~ores de la 
HMG-CoA reductasa y la isoprenilac1on de estas 
proteínas evaluamos el efecto de los inhibidores 
sobre los niveles de mRNA de c-fos. Esta respuesta 
es claramente el resultado de la transducción de 
señal de la membrana plasmática al núcleo. Ade­
más c-fos es necesario para la progresión a tra­
vés del ciclo celular (2 1) lo que lo convierte en un 
buen índice de la eficiencia de los mecanismos de 
transducción de señales. Los resultados obteni­
dos indican que la lovastatina inhibe la entrada de 

la célula en fase S (fase de síntesis de DNA), pero 
no parece afectar a la inducción temprana de ge­
nes como c-fos implicados en la respuesta a estí­
mulos mitogénicos. En otros tipos celulares que 
proliferan más activamente que las CMLV se ha 
puesto de manifiesto cierto efecto de los inhibi­
dores de la HMG-CoA reductasa sobre los niveles 
de c-fos inducidos por determinados factores de 
crecimiento (22). Los resultados obtenidos en es­
te estudio no descartan la posibilidad de que los 
mecanismos de t ransducción de señales activa­
dos por estos factores de crecimiento en las CMLV, 
sean más subceptibles de ser interferidos por los 
inhib idores de la HMG-CoA reductasa en otras 
condiciones de cultivo en que las células prolife­
ren más activamente. Las concentraciones de lo­
vastatina necesarias para bloquear la proliferación 
de las CMLV son muy superiores a las alcanzadas 
en plasma cuando es utilizada como fármaco hi­
pocolesterolém ico. Ello podría explicar el fracaso 
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Figura 3. Efecto de concentraciones crecientes de lovas­
tatina en la síntesis de DNA de células musculares lisas de 
arteria pulmonar humana. Se representa el porcentaje de 
incorporación de timid ina tritiada en células tratadas con 
concentraciones crecientes de lovastatina respecto a célu­
las cont rol (sin t ratamiento con el inhibidor). Los resulta­
dos fueron corregidos según el contenido de proteína ce­
lular y se expresan como la media ± el error estándar de 
la media de duplicados procedentes de tres experimentos 
independientes. Las condiciones experimentales se deta­
llan en Materiales y Métodos. 
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Figura 4. Reversión por mevalonato de la inhibicón de la 
proliferación por lovastatina. Las células musculares lisas 
f ueron t ratadas durante 24 horas con 15% de suero hu­
m ano (control); 15% de suero humano y 25 µM lovastati­
na (LOV); y 15% de suero humano, 25 µM lovastatina Y 500 
µM mevalonato (MVA). Se representa el porcentaje de la 
incorporación de tim idina tritiada en células tratadas con 
concentraciones crecientes de lovastatina respecto a célu­
las contro l. Los resultados se expresan como la media ± el 
error estándar de la media de duplicados procedentes de 
t res experimentos independientes. 
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Figura 5. Expresión de c-fos en células musculares lisas 
estimuladas con 15% de suero humano. Las células se sem­
braron a una densidad de 10.000 células/cm2 y se mantu­
vieron durante 48 horas en las condiciones de cultivo in­
dicadas en Materiales y Métodos. Posteriormente se indujo 
quiescencia de las células por incubación de las m ismas 
con 0,4% de FCS durante 48 horas. Se muestra los niveles 
de mRNA de c-fos en células quiescentes (carril 1), y a los 
30, 60 Y 120 minutos de la inducción de los cultivos con 
15% de suero humano (carriles 2, 3 y 4, respectivamente). 

de la lovastatina en un estudio multicéntrico en el 
que se ha utilizado para prevenir la restenosis post­
angioplastia (23). En modelos animales con dosis 
muy elevadas estos fármacos reducen la hiper­
plasia de la íntima después de dilatación con ba­
lón (24). Estos efectos de las estatinas se han vin­
culado a la inhibición de la proliferación de la célula 
muscular lisa. El nivel exacto de bloqueo del ciclo 
celular por los inhibidores de la HMG-CoA reduc­
tasa en células musculares lisas humanas debe 
caracterizarse para poder diseñar estrategias co­
rrectas de utilización en las diversas patologías que 
cursan con cambios en la actividad proliferativa 
celular. 
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Figura 6. Efecto de la lovastatina sobre los niveles de 
m RNA de c-fos. Las células quiescentes fueron tratadas du­
rante 24 horas con 25 µM lovastatina (LOV); con 25 µM lo­
vastatina más 500 µM mevalonato (MVA) o sin t ratamien­
to (control). Posteriormente las células fueron estimuladas 
con 15% suero humano durante 30 m inutos. El mRNA de 
c-fos fue determinado m ediante «Northern blot» y las au­
torradiografías cuantificadas por densitometría. Se repre­
senta el resultado de la cuantificación de las bandas de hi­
bridación de c-fos en unidades densitométricas arbitrarias. 
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RESUMEN 

En el presente estudio se investigaron 111.5 efectos de clgodipino, una 
nueva dihidropiridina, sobre el desarrollo de lesiones atcros clcróti­
cas en conejos alimentados con una dieta enriquecida con 1 % de co­
lesterol por un período de 16 semanas. Elgodipino fue afiadido a la 
dieta en dos concentraciones distintas que correspondieron a dosis 
de O,] y 1 mg/kg/día. A lo largo del tratamiento el consumo de la dic­
ta y el peso corporal de los animales fue semejante entre lo.s di~tintos 
grupos (control y experimentales). Elgodipino no alteró de forma sig­
nificativa los niveles séricos de colesterol y triglkéridos o el porcen­
taje de á rea cubierta por lesiones en la aorta. A pesar de la ausencia 
de efectos sobre los parámetros anteriormente mencionados, elgodi­
pino a la dosis de 1 mg/kg/día d isminuyó el contenido de calcio en la 
aorta desde 3,90 ± 0,]5 µg/mg (en el control hipercolesterolémico) 
hasta l ,61 ± 0,19 µg/mg (P < 0,01). Además, clgodipino (0,3 y 1 mg/ 
kg/día) deprimió de forma estadísticamente significativa la hipcrre­
actividad a 5-HT observada en la arteria coronaria proximal de co­
nejos hipercolestcrolémicos controles. 

En experimentos «in vitro», elgodipino (10-7M y 10-5M) inhibió 
en forma dependiente de la concentración la respuesta proliferatíva 
inducida por suero fetal bovino en la línea celular de músculo liso de 
aorta de rata AJO y en cultivos primarios de aorta de conejo híper­
colcsterolémico (16 semanas de dicta enriquecida) evaluada tanto en 
términos de síntesis de ADN como de número de células (P < 0,05 
en ambos casos para clgodipino 10-1M). La expresión de ARNm de 
cfos y c,j1111 inducida también por suero feútl bovino no fue afecta­
da por elgodipino. Nuestros resultados indican que el traútmicnto 
crónico con elgodipino fue capaz de prevenir dos eventos asociados 
a la aterosclerosis, por un lado el incremento en el contenido de cal­
cio vascula r y por el otro la hipcrreactividad coronaria. Finalmente, 
elgodipino produjo un potente efecto inhibitorio de la proliferación 
del músculo liso vascular en cultivo. Este efecto antiprolifcrativo po­
dría contribuir a la regresión de la hiperplasia y/o hipertrofia obser­
vada tanto en la aterosclerosis como en la hipertensión arterial. 
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ABSTRACT 
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Teresa Tejerina 4 

The effects of clgodipinc on thc dcvelopmcnt of atherosclerosi5 in 
rabbits maintcíncd on a J % cholestcrol-cnrichcd diet for a 16 wcck 
period has bccn examincd. Elgodipinc was supplemented to the diet 
al two diJTcrcnt levcls to corrcsponding doses of 0_l and l m¡vkg/day. 
Throughout the treatment, dictary consumption and body wcight 
gains were comparable among the experimental and control groups. 
Elgodipine had no significan! effect on serum cholcsterol, triglyccri­
dcs or on thc perccntagc or aorta covercd by lcsion5. Despite thc lack 
of cffcct of the drug on the abovc mentioned parameters, its admi­
ni5tration producl'II a significant decrcase of thc calcium contcnt of 
thc aorta from 3.90 ± 0,35 µg/mg (hypcrcholcstcrolcmic control) to 
l.61 ± 0,19 µg/mg (P < 0.01). In addition, elgodipinc (0.3 and 1 mg/ 
kg/day) significantly rcduccd lhe hyperreactivcncss to 5-HT in the 
proximal coronary artcry. 

In «in vitro» studies elgodipine ( 10-7M y 10-5M) conccntration­
dcpcndcntly inhibitcd the prolifcrative responses in the AI0 linc and 
in primary culturcd of rabbit hypercholesterolemic smooth muscle 
cclls induccd by foctal calf scrum, in tcrms of both DNA synthescs 
and ccll number. The expression of foctal calf scrum-induccd c-fos 
and c,j1111 mRNA levcls was unafTectcd by elgodipine. Our rcsults in­
dicatc that clgodipinc is able to prevcnt the increasc in vascular cal­
cium contcnt and the hyperresponsivcness of thc coronary artery. 
Finally, elgodipine markedly decrcascd the prolifcration of culturcd 
smooth cells. The antimotigcnic actions of elgodipinc may contribu­
te to thc reb'l'Cssion of the hypcrplasia and/or hypcrtrophy associated 
with atherosclcrosis and hypcrtension. 

Key words: Aona. C//Iw1111y. hyperd10/e.1·1em/e111ia, m/Jbils, lis.me rnl­
ture. rmcoKC'lle. 
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INTRODUCCIÓN 

Basándose en la observación de que tanto las 
fibras musculares como las elásticas de la aorta 
del hombre con aterosclerosis están altamente in­
filtradas de calcio ( 1 ), se ha sugerido que la calci­
ficación de la capa media de la aorta podría jugar 
un papel importante en la patogénesis de la en­
fermedad (2). Un incremento en el contenido de 
calcio vascular también ha sido demostrado du­
rante la aterosclerosis inducida por dietas enri­
quecidas en colesterol en animales de experimen­
tación (3-5). Diversos estudios han señalado a los 
antagonistas de calcio como agentes capaces de 
inhibir la aterosclerosis inducida por dieta en la 
aorta torácica de conejo (6, 7). A pesar de que, dis­
tintas hipótesis, han sido propuestas para explicar 
este efecto, el(los) mecanismo(s) exactos siguen 
aún sin ser conocidos. 

Elgodipino es una nueva dihidropiridina blo­
queante de la entrada de calcio cuya mayor ven­
taja sobre otros antagonistas es la de presentar u~ 
efecto potente, duradero y altamente vasoselect1-
vo (8-10). El presente estudio fue diseñado para 
investigar los posibles efectos antiaterog~nicos de 
elgodipino. Para ello se analizaron las acc1one_s del 
fármaco sobre el desarrollo de aterosclerosis en 
conejos hipercolesterolémicos. Teniend? en cu~n­
ta que, la proliferación anormal del musculo liso 
vascular es fundamental en el desarrollo del ate­
roma y que el calcio intracelular así c~mo la ex­
presión temprana de protooncogenes ¡uegan u~ 
papel importante en los mecanismos_de creci­
miento celular (11 ), también fueron motivo d_e es­
tudio los efectos de elgodipino sobre la prolifera­
ción del músculo liso en cultivo inducida por suero 
fetal bovino así como sobre la expresión de ARNm 
de los genes c-fos y c-jun. 

MATERIAL V MÉTODOS 

Se emplearon para el estudio conejos ~ew Zea­
land White machos de pesos comprend1dos e_n­
tre 1,8-2,0 kg, a los cuales se les sometió ª una die­
ta hiperlipemiante por un período de 16 s~manas. 
Los animales fueron suministrados_por B1ocentre 
S.A. Barcelona, España y se mantuvieron en nu~s­
tro estabulario, en jaulas individuales durante sie­
te días antes de comenzar los proto~olos especí­
ficos y durante la totalidad del experimento. 

Dieta y tratamiento 

Los animales se separaron en c_~atro grupo~ 
de diez conejos cada uno, establec1endose el s1-
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guiente esquema: Grupo 1 (GI): control normal; 
Grupo 11 (Gil): control hipercolesterolémico, dieta 
enriquecida con colesterol (1%); Grupo 111 (GIII): die­
ta enriquecida con colesterol (1%) + ELG 0,3 mg/ 
kg/día y Grupo IV (GIV): dieta enriquecida con co­
lesterol (1%) + ELG 1 mg/kg/día. 

Todos los animales se alimentaron con la die­
ta estándar por lo menos una semana antes de 
comenzar el experimento. La dieta estándar y la 
dieta enriquecida con colesterol fueron suminis­
tradas por Panlab S.L. Barcelona, España y por 
U.AR. París, Francia respectivamente. El agua y 
las dietas se administraron «ad libitum». El con­
sumo de comida se monitorizó diariamente du­
rante la primera semana y posteriormente sema­
nal mente tanto en los grupos experimentales 
como controles, mientras que el peso de cada co­
nejo se determinó semanalmente. 

Al finalizar se 16.-ª semana del estudio, los co­
nejos se anestesiaron con éter etílico y se sacrifi­
caron por exanguinación, disecando rápidamen­
te la arteria aorta y coronaria proximal. La arteria 
aorta se destinó para los estudios de contenido de 
colesterol y calcio en tejido y para el estudio mor­
fométrico del daño tisular. La arteria coronaria pro­
ximal se empleó para los estudios de reactividad 
vascular que se llevaron a cabo según un proto­
colo descrito anteriormente (12). 

Determinación de parámetros bioquímicos, 
histológicos y de presión arterial 

La extracción de sangre se realizó en la arteria 
marginal de la oreja, posteriormente el suero se 
separó por centrifugación y se conservó a -75 ºC 
hasta el momento en que se realizaron las distin­
tas determinaciones. Las concentraciones séricas 
de colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol 
Y triglicéridos así como la valoración del coleste­
rol aórtico se realizaron empleando reactivos co­
merciales (Medica! Analisis, INC). La determina­
ción del contenido de calcio en la pared arterial se 
evaluó por absorción atómica. El estl)dio del da­
ño aórtico se realizó previa tinción con tetroxido 
de Osmio según un método anteriormente des­
crito (13). La superficie macroscópica interior fue 
morfológicamente analizadas utilizando un planí­
metro CUE2. 

Cultivos celulares y estudios de proliferación 

Se emplearon para el estudio cult ivos prima­
rios provenientes de células musculares de aorta 
de conejos pertenecientes al grupo 11 (cont rol hi­
percoleterolém ico) así como la línea celular de 
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aorta de rata A10 (ATCC). Los cultivos primarios 
se prepararon por un método enzimático (colage­
nasa tipo 11), tanto éstos como la línea celular se 
cultivaron en Dulbecco's Modified Eagle Medrum 
(DMEM) adicionado de 10% de suero fetal bovi­
no (FCS). Los efectos de elgodipino (ELG) sobre 
el crecimiento inducido por FCS se investigaron 
cuantificando la síntesis de ADN mediante incor­
poración de bromodeoxiuridina (BrdU) y el nú­
mero de células por medio de un hemocitómetro 
empleando en ambos casos un protocolo análogo 
al descrito anteriormente (11, 14). Resumiendo el 
procedimiento consistió en incubar cultivos sub­
confluentes y quiescentes (48 horas en DMEM + 
O, 1% albúmina) con 10% de FCS en ausencia y 
presencia de las distintas concentraciones de ELG 
por un período de 17 horas. Al concluir el estímu­
lo proliferativo, se añadió al medio BrdU (10 µM) 
incubándose las células por un período adicional 
de 6 horas. Finalmente, las células se fijaron en for­
malinaacetona (1 :1) visualizándose la incorpora­
ción por medio de un anticuerpo monoclonal anti­
BrdU y el complejo avidina-biotina-peroxidasa 
(Vectastain ABC kit). El número de células fue de­
terminado en presencia y ausencia de ELG (10-7M 
y 1o-5M) en el sexto día de estímulo de crecimien­
to, después una suave tripsinización y mediante 
un hemocitómetro. La expresión de los genes c-fos 
y c-jun se analizó en la línea celular A 1 O por nor­
thern blot. Nuevamente células subconfluentes y 
quiescentes fueron incubadas en DMEM + 10% de 
FCS en presencia y ausencia de ELG (10-7M y 1o-5M) 
por 0,5 horas (c-fos) y una hora (c-jun). Al final de 
la incubación el ARNm total fue aislado, separado 
en un gel de agarosa y transferido a una membra­
na de nylon para posteriormente ser hibridado con 
las sondas ([32P) DNA probes) correspondientes. 

Análisis estadístico de los resultados 

Los datos experimentales han sido expresados 
com o media ± error estándar de la misma (x ± 
E.S.M.) para un determinado número (n) de ex­
perimentos. La comparación de las medias se rea­
lizó utilizando un test ANOVA de dos vías, consi­
derándose significativas aquellas diferencias en 
las que P < 0,05. 

RESULTADOS 

Efectos de elgodipino sobre la curva 
concentración-respuesta a 5-HT 
en la arteria coronaria proximal 

En la Figura 1 se muestra el efecto del trata­
miento crónico con ELG (0,3 y 1 mg/kg/día) sobre 
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Figura 1. Efectos de ELG sobre la curva concentración­
respuesta a 5-HT en arteria coronaria proximal. Conejos 
control GI, control-hipercolesterolémicos GIi, tratados 
con ELG 0,3 mg/kg/día GIII y ELG 1 mg/kg/día GIV. Cada 
punto representa la media± SEM de 8-10 experimentos. 

la respuesta contráctil inducida por concentracio­
nes acumulativas de 5-HT (10-9M-10-4M) en la ar­
teria coronaria proximal de conejos hipercoleste­
rolémicos. Las concentraciones inducidas en el 
grupo control hipercolesterolémico (no tratado) 
fueron significativamente mayores que las obte­
nidas con el mismo agonista en el grupo alimen­
tado con la dieta estándar (Figura 1 ), encontrán­
dose la curva concentración-respuesta desplazada 
hacia arriba y hacia la izquierda (P < 0,01 ). Por el 
contrario, el tratamiento con ELG (GIII y GIV) pro­
dujo un desplazamiento de la curva hacia valores 
control (P < 0,05, comparado con el grupo hiper­
colesterolémico no tratado). 

Efectos de elgodipino sobre el perfil lipídico, 
el daño tisular y el contenido de colesterol 
y calcio en aorta 

Al comienzo del estudio la concentración de 
colesterol total sérico fue de aproximadamente 
150 mg/dl e incrementó gradualmente durante las 
primeras seis semanas en todos los grupos a ex­
cepción del grupo alimentado con dieta estándar. 
Durante el estudio no hubo diferencias estadísti­
camente significativas en la concentración de co­
lesterol entre los grupos experimentales y el con­
trol hipercolesterolémico (GIi) (Figura 2). Tampoco 
se observaron cambios importantes en la distri­
bución de colesterol en LDL o HDL (resultado no 
mostrado). La Figura 3 muestra la concentración 
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Figura 2. Concentración plasmática de colesterol total 
en función del tiempo de tratamiento. Cada punto re­
presenta la media ± E.S.M. de cada grupo. 
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Figura 3. Concentración plasmática de triglicéridos en 
función del ti empo de tratamiento. Cada punto re­
presenta la media ± E.S.M. de cada grupo. 

de triglicéridos media en cada grupo en función 
del tiempo de tratamiento. Como puede obser­
varse este parámetro resultó altame~te vari~?l_e. 
Dicha variabilidad en los datos dificulto el analls1s; 
sin embargo cuando se midió el área bajo la cu:­
va, correspondiente bien a los_ g~upos experi­
mentales (dieta enriquecida + distintas dosis de 
ELG) 0 al control-hipercolest~r~lémico (Gll)_se _ob­
servó que éstas eran muy s1m 1lares. Esto indica­
ría que la administración de EL~ tampoc~ _altera 
consistentemente la concentracIon plasmat1ca de 
triglicéridos. Observaciones similares han sido rea-
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!izadas por otros autores, con respecto a otros an­
tagonistas de calcio, en modelos equivalentes (15). 
Tampoco se detectaron variaciones significativas 
entre el control-hipercolesterolémico y los grupos 
tratados con ELG en el contenid de colesterol en 
la aorta, en el porcentaje de área de dicha arteria 
cubierta por lesiones ateroscleróticas o en el pe­
so de los conejos (Tabla 1). Finalmente, cuando se 
analizó el contenido de calcio en las arterias aor­
tas de los distintos grupos de conejos se observó 
que el mismo estaba significativamente aumen­
tado en los grupos que recibieron la dieta hiper­
colesterolemiante: GIi, 111 y IV con P < 0,01 respec­
to al grupo alimentado con dieta estándar, GI, en 
donde el nivel de calcio fue de 0,39 ± 0,07 µg/mg 
de tejido. Sin embargo, en este caso la adminis­
tración de ELG a la dosis más elevada (1 mg/kg/ 
día) disminuyó los niveles de calcio en la pared ar­
terial (desde 3,90 ± 0,35 µg/mg de tejidoen el con­
trol-hipercolesterolémico hasta 1,61 ± O, 19 µg/mg 
tejido) (P < 0,01) (Figura 4). 

Tabla 1 

Contenido de Peso Área 
colesterol en corporal a cubierta por 
aorta lµg/mg las 16 lesiones 
tejido seco) semanas (%) 

Grupo 1 7,6 ± 1,2 3.997 ± 180 0,7 ± 0,0 

Grupo 11 111,2 ± 9,8 3.627 ± 159 95 ± 2,0 

Grupo 111 141,2±3,5 3.296 ± 72 97 ± 3,0 

Grupo IV 135,7 ± 9,8 3.389 ± 121 93 ± 6,0 
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Figura 4. Efecto de ELG sobre el contenido aórtico de 
calcio. Cada barrera representa la media ± SEM de ca­
da grupo. Para detalle sobre tratamientos ver Figura 1. 
**p < 0,01. Comparados con el control normal. 
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Efectos de elgodipino in vitro sobre 
el crecimiento del músculo liso vascular 

Los efectos de ELG sobre la incorporación de 
BrdU en la línea celular A 10 y en cultivos prima­
rios de aorta de conejos hipecolesterolémicos se 
muestran en las Figuras 5 y 6 respectivamente (ver 
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Figura 5. Efecto de ELG sobre la incorporación de 
BrdU en la línea celular de aorta de rata A 10 durante la 
estimulación con FCS 10%. Los datos que se muestran 
representan la media ± SEM (n = tres experimentos 
independientes en duplicado). * P < 0,05 vs FCS 10%. 
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Figura 6. Efecto de ELG sobre la incorporación de 
BrdU en cultivos primarios de aorta de conejo hiperco­
lesterolémico durante la estimulación con FCS 10%. 
Los datos que se muestran representan la media ± SEM 
(n = tres experimentos independientes en duplicado). 
* P < 0,05 VS FCS 10%. 
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Figura 9). Comparando la respuesta inducida só­
lo por FCS (10%) con la obtenida en presencia de 
ELG (10-7M y 10-SM) puede observarse que el tra­
tamiento de células quiescentes (tanto de la línea 
celular como de los cultivos primarios) con FCS 
adicionado de ELG produjo una inhibición de la 
incorporación de BrdU de forma dependiente de 
la concentración (ver Figura 10). 

La Figura 7 muestra el efecto de ELG sobre la 
proliferación celular inducida por FCS (10%) en la 
línea celular A 10. El tratamiento de células quies­
centes con ELG (10-7M y 10-5M) inhibió significa­
tivamente (P < 0,05) y en forma dependiente de la 
concentración la respuesta proliferativa. Efectos 
similares fueron observados en cultivos prima­
rios. 

Como se muestran en la Figura 8, el análisis 
por northern blot reveló que el tratamiento con 
ELG (10-7M y 1Q-5M) no afectó la expresión de los 
oncogenes c-fos y c-jun inducida por FCS (10%) 
en la línea celular A 1 O. 

DISCUSIÓN 

El éxito en el empleo de fármacos antagonis­
tas de calcio tales como nifedipina, diltiazem y ve­
rapam il en el tratamiento de un amplio espectro 
de alteraciones cardiovasculares ha llevado al de­
sarrollo de nuevos agentes, derivados de la mis-
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Figura 7. Efecto de ELG sobre la proliferación de la lí­
nea celular de aorta de rata A 10. El número de células 
en el sexto día de estímulo con FCS 10% en con­
diciones control fue 9,7 ± 0,5 x 10""4M/ml. Los datos que 
se muestran representan la media ± SEM (n = tres ex­
perimentos independientes en duplicado). * P < 0,05. 

.. 

M. Del Río, E. Ruíz, R. Lorente, T. Tejerina 

----= ----"'~~ --:,-"~ 

1 .. - . 
- ~ ---oc -

Figura s. Efecto de ELG sobre la expresión inducida 
por FCS de c- fos y c-jun en la línea c~lular de _a_o~ta de 
rata A10. ARN total (10pg) fue sometido a anahs,s por 
northen blot empleando sondas para c-fos _(pan_el su­
perior) y c-jun (panel medio). En el panel mfenor se 
muestra el ARN ribosomal 17S). 
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Figura 9. Fotomicrografía de un cultivo primario de 
células musculares de aorta pertenecientes a un co­
nejo hipercolesterolémico. Los paneles superior y me­
dio muestran células proliferantes y el panel inferior 
células estacionarias en el cuarto pasaje. 

ma clase de drogas. La investigación se ha cen­
trado particularmente en optimizar en los antago­
nistas de calcio su selectividad tisular/vascular así 
como sus propiedades farmacocinéticas. Elgodi­
pino es un ejemplo de una nueva dihidropiridina 
(8, 9) capaz de generar un potente efecto vasodi­
latador coronario, sin deprimir significativamente 
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Figura 10. Línea celular de aorta de rata A 10. El panel 
superior muestra una reacción inmunohistoquímica 
para BrdU. El panel inferior muestra un cultivo con­
fuente de A 10. 

la contractilidad cardíaca (16). Más aún, en estu­
dios recientes realizados por nuestro laboratorio 
elgodipino ha demostrado, frente a otros anta­
gonistas de calcio, la ventaja de poseer un efecto 
potente, duradero y altamente vasoselectivo (par­
t icularmente sobre la arteria coronaria) (10). Te­
niendo en cuenta estos antecedentes, y el hecho 
de que numerosos antagonistas de calcio han de­
mostrado un efecto benéfico sobre el proceso ate­
rosclerótico, nos p lanteamos como objetivo del 
presente estudio el analizar las posibles acciones 
de elgodipino sobre la aterosclerosis inducida en 
conejos por una dieta rica en colesterol. 

De nuest ro trabajo se desprende por un lado, 
que la administración de una dieta enriquecida 
con 1% de colesterol produce un importante in­
cremento en los niveles séricos de colesterol to­
tal, alcanzando en la mayoría de los casos valores 
alrededor de diez veces superiores a los de los co­
nejos alimentados con la dieta estándar. Por otro 
lado, se observó que el tratamiento con ELG no 
alteró de forma estadísticamente significativa el 
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perfil lipídico (cuando se compararon los conejos 
tratados con ELG con el control hipercolestero­
lémico). Tampoco se hallaron diferencias signi­
ficativas en la superficie de la aorta cubierta por 
lesiones ateroscleróticas o en el contenido de co­
lesterol arterial. Sin embargo, la administración 
crónica de ELG (1 mg/kg/día) produjo una impor­
tante reducción en el contenido de calcio aórtico 
(>50%, P < 0,01 ). Este efecto de ELG es particular­
mente ·importante si se tiene en cuenta, que tan 
pronto como las alteraciones ateroscleróticas se 
establecen comienza a acumularse calcio, y que 
existe una excelente correlación entre la severidad 
de la enfermedad y el contenido de calcio arterial; 
correlación que no se observa tan claramente con 
por ejemplo: el contenido de colesterol (17). Estas 
observaciones, junto con el potente efecto anti­
mitogénico observado (aproximadamente 50% de 
inhibición de la proliferación) tanto en la línea ce­
lular de músculo liso de aorta (A 10) como en cul­
tivos primarios de células musculares de aorta de 
conejo hipercolesterolémico (conejos pertenecien­
tes al control hipercolesterolémico) indican que 
ELG podría deprimir durante la aterogénesis (a tra­
vés de un mecanismo común, o no) dos procesos 
fundamentales, por un lado la captación de calcio 
por la pared arterial y por otro la proliferación del 
músculo liso vascular. Cabe resaltar, no obstante, 
que en nuestro estudio, ELG no redujo el área de 
aorta aterosclerótica; esto podría atribuirse fun­
damentalmente a dos factores: primero, teniendo 
en cuenta la baja biodisponibilidad de los anta­
gonistas de calcio en conejos (2) a que las dosis 
de ELG empleadas durante el tratamiento crónico 
fuesen inferiores a las necesarias para alcanzar ni­
veles óptimos en plasma; segundo, a que el gra­
do de aterosclerosis inducida fuese demasiado 
severo, impidiendo así la detección de un efecto 
benéfico. Esta última posibilidad encuentra fuerte 
apoyo en el alto porcentaje de aorta cubierta por 
lesiones inducida en nuestro protocolo. 

Trabajos previos realizados con el fin de in­
vestigar las posibles alteraciones de la función vas­
cular sufridas durante la aterosclerosis, indicaron 
que las arterias ateroscleróticas eran hiperreacti­
vas a la acción de distintos agentes vasoconstric­
tores tales como noradrenalina y 5-HT (12, 18). En 
nuestro estudio, encontramos un importante in­
cremento de la respuesta contráctil a 5-HT en la 
arteria coronaria proximal de conejos hipercoles­
terolémicos control. El tratamiento crónico con 
ELG (0,3 y 1 mg/kg/día) deprimió de forma esta­
dísticamente significativa esta hiperreactividad. 
Esto último es nuevamente alentador, si se con­
sidera la importancia que tiene el vasoespasmo 
coronario en la enfermedad cardíaca. 

M. Del Río, E. Ruíz, R. Lorente, T. Tejerina 
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RESUMEN 

La interacción de la plaqueta con la pared va~cular lesionada 
se inicia con la reperfusión después de la intervención de reva~cu­
larización. La reestenosis post-angioplastia se puede definir como 
un proceso que se inicia a partir de un reconocimiento celular tem­
prano que regularía la respuesta lesiva a la intervención de reper­
flLsión. Los objetivos específicos de este trabajo se han centrado en 
la caracterización i11 1•ivo de la interacción de elementos celulares, 
como la plaqueta, y proteínas de la sangre (fibrinógeno y fibrina) 
con la pared vascular post-angioplastia en el modelo porcino. Se 
han estudiado mediante técnicas inmunohistoquímicas arterias co­
ronarias procedentes de cerdos que fueron tratados con angioplastia 
y sacrificados a diferentes tiempos desde el momento de la inter­
vención. La inmunodetección de plaquetas se realizó con anticuer­
pos policlonales que reconocen específicamente las plaquetas de ori­
gen porcino. El fibrinógeno fue inmunomarcado con anticuerpos 
policlonales comerciales, en tanto que la fibrina se identificó con 
anticuerpos monoclonales cedidos por el grupo de Galiney. Los re­
sultados obtenidos indican que no sólo las plaquetas, sino también 
el fibrinógeno y la fibrina están siempre presentes en la zona de di­
latación aunque en distinta proporción relativa, y superior respec­
to a los controles. El fibrinógeno, que es una proteína soluble, pe­
netra en la pared vascular lesionada y podría favorecer el estímulo 
mitogénico sobre la~ células musculares lisas vasculares. La~ pla­
quetas (células secretoras de factores de crecimiento) y el fibrinó­
geno podrían jugar un papel determinante en la arteriosclerosis 
acelerada post-angioplastia, como iniciadores de los eventos crónicos. 
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ABSTRACT 

Platelet interaction to damaged vessel was occurs ,,i th reper­
fusiun after revascular interventions. Restenosis post-angioplasty 
could be defined as an early cellular rcco¡,'llition that could regula­
te the response lo the reperftL~ion intervention. The specilic objec­
tives of this work were focused on the i11 11ivo characterization of 
the interaclion of cellular element~ (plalelels) and blood proteins 
(fibrinogen and librin) \\i lh the vascular ves.sel wall postangioplru.ty 
in the porcine model. We have studied by inmunohistochemistry 
coronal')' arteries from angioplasty-treated pigs sacrilied at diffe­
rent time intervals after inlervenlion. The inmunodelection of pla­
lelet~ was performed by policlonal antibodies raised against porci­
ne platelets. Fibrinogen was inmunollabeled with a comercial 
polyclonal antibody, while librin was identified by a monoclonal 
antibody given by Galfney's group. Our results show that not only 
platelets but also librinogen and librin are always present on the 
dilated area although in different relalive proportions, and in­
creased ,\ith respect to control~. Fibrinogen, which a soluble pro­
tein, penetrates into the injured vessel wall and may increase lhe 
mitogenic stimuli on vascular smooth muscle cells. Both platelets 
(growth factor screting cells) and fibrinogen may play a determi­
nan! role in accelerated atherosclerosis post-angiopla\ty, as early 
triggers ol' the chronic evenls. 

Key words: Platelet . .fib1i11ogen .. /iblin. 1•asrnlar smooth 11111.l'de ce/Is, 
<mtibodies. rnm11aries. accelerated athemsdemsis, reste1w.1·is. 
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INTRODUCCIÓN 

La migración de las células musculares lisas 
vasculares (CMLV) de la pared arterial desde la ca­
pa media a la íntima y su proliferación en la ínti­
ma son los mecanismos principales de la forma­
ción acelerada de placas ateroscleróticas en las 
arterias coronarias tras intervenciones de preser­
vación miocárdica (angioplastia mediante balón o 
láser, aterectomía, pontajes coronarios) y después 
de trasplante cardíaco. Este proceso conocido co­
mo reestenosis ocurre en un 30-40% de las inter­
venciones coronarias, lo que significa que se tra­
ta de una complicación secundaria a la intervención 
de gran gravedad y para la cual no existe un abor­
daje terapéutico efectivo hasta el momento actual. 

En el conjunto de intervenciones cardiovascu­
lares destaca la angioplastia o técnica de recana­
lización vascular mediante balón por ser de apli­
cación muy frecuente y técnicamente muy bien 
establecida, y que permite unos resultados favo­
rables inmediatos para el paciente post-interven­
ción. No obstante, la reestenosis es la mayor li­
mitación de la angioplastia mediante balón. 

La angioscopía coronaria realizada inmediata­
mente después de la angioplastia muestra des­
garros y fisuras en la placa aterosclerótica y trom­
bo mural asociado (no identificable por angiografía) 
en el 70-80% de los pacientes que reciben dosis 
estándar de heparina e inhibidores plaquetares ha­
bituales (1 ). Por tanto, la existencia de un trombo 
mural suboclusivo ocurre en la mayoría de pa­
cientes a pesar de la terapia anticoagulante y ad­
ministración de inhibidores de plaquetas. Tales 
observaciones en humanos son consistentes con 
estudios experimentales realizados en el modelo 
porcino que muestran que la administración de 
heparina con o sin inhibidores de plaquetas no 
previene en su totalidad la formación de trombo 
mural suboclusivo después de angioplastia con 
balón (2, 3). 

Especímenes de aterectomía procedentes de 
lesiones reestenóticas obtenidas entre los 15-30 
primeros días post-angioplastia muestran la pre­
sencia de trombo en un 65% de los pacientes e hi­
perplasia intimal de CMLV en el 75% de los pa­
cientes. No hay relación entre la presencia de 
trombo y el tipo de terapia antitrombótica admi­
nistrada (4). Además, mediante técnicas de inmu­
nohistoquímica se ha puesto en evidencia la pre­
sencia de células del mesenquima prim itivo 
(tinción positiva para vimentina) que no se han di­
ferenciado aún en fibroblastos, o CMLV. En espe­
címenes de pacientes con reestenosis obtenidos 
por aterectomía 30 días después de la angioplas-
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tia, se ha observado más colágeno y matriz ex­
tracelular, presumiblemente sintetizada por fibro­
blastos y CMLV. 

Muestras procedentes de autopsias de pa­
cientes que murieron en diferentes periodos post­
angioplastia y por causas diversas relacionadas 
mostraron fisuras, desgarros y disecciones dentro 
o alrededor de la placa, en la pared arterial nor­
mal, y en la lámina interna dentro de la túnica me­
dia, así como la presencia asociada de trombo in­
tra l u mi na l o intramural suboclusivo. El trombo 
estaba asociado a roturas o desgarros en la placa 
o en zonas normales de la pared del vaso. 

La proliferación y migración de las CMLV de­
sencadenadas por la lesión arterial aguda son pro­
cesos independientes y pueden dividirse en tres 
fases, a partir de datos experimentales. La fase 1 
representa la primera etapa de proliferación e hi­
pertrofia y alcanza un máximo a las 48 horas en 
células musculares lisas de la media. La fase II es 
la fase intermedia de proliferación de las células 
musculares lisas y se extiende entre los 4 y los 14 
días. Las CMLV migran desde la media a la ínti­
ma, y aproximadamente la mitad proliferan den­
tro de la íntima. La fase 111 o más tardía de la pro­
liferación se inicia a partir de las dos semanas. En 
esta etapa la proliferación es menor y predomina 
la hipertrofia y producción de matriz extracelu­
lar (5-8). 

Los mecanismos de proliferación celular, es­
pecialmente en relación a la arteriosclerosis ace­
lerada, requieren de un exhaustivo estudio. lnhi­
bidores específicos de factores de crecimiento 
deben ser evaluados en modelos animales de le­
sión arterial que reproduzcan muy fielmente la le­
sión en humanos y deben ser probados con o sin 
terapia antitrombótica específica. Finalmente, los 
estudios en el modelo porcino o en primates nos 
aproximan más estrechamente a los eventos que 
tienen lugar en la patología humana (9). 

El objetivo de este trabajo es estudiar los even­
tos agudos inducidos por la revascularización en 
el desarrollo de la hiperplasia en un modelo ex­
perimental de relevancia para la patofisiología hu­
mana. 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Modelo animal y técnica operatoria 

Se seleccionó el cerdo como modelo experi­
mental debido a que su sistema de coagulación, 
anatomía cardiovascular y perfil lipoproteico se 
asemeja más estrechamente al modelo humano 

53 



MAPFRE MEDICINA, 1997; Vol. 8, Supl. 111 

que el resto de animales de experimentación (10). 
En este modelo animal se desarrolla arterioscle­
rosis espontáneamente y la enfermedad puede 
ser incluso sintomática, incluyendo infartos cere­
brales y de miocardio (11-13). Además, las carac­
terísticas topográficas y patológicas de las lesio­
nes son muy similares a las observadas en 
humanos. La ausencia de lesiones arterioscleróti­
cas en el momento de la intervención, lo que po­
dría considerarse una desventaja del modelo pro­
puesto, ha sido cuidadosamente seleccionado para 
obtener datos claros sobre la interacción plaque­
ta/pared vascular y la respuesta de crecimiento de 
las CMLV. 

La técnica de angioplastia en el modelo expe­
rimental porcino se ha usado con anterioridad en 
nuestro grupo en estudios de interacción plaque­
ta/pared vascular en angioplastia de las carótidas 
y coronarias, y en estudios sobre trombosis y ar­
teriosclerosis (14-18). Los animales, de la raza 
Yorkshire Albino de 30-35 kg, fueron anestesiados 
con pentobarbital (10 mg/kg de peso), e intubados 
y ventilados mecánicamente con aire. La angio­
plastia se realizó en las arterias coronarias usan­
do un balón de 4 mm de diámetro y 20 mm de 
longitud. Se realizaron 3 inflaciones a 8 atmósfe­
ras durante 15 seg, con 60 seg de descanso entre 
inflaciones. En los animales sometidos a angio­
plastia se controlaron las constantes cardíacas y 
respiratorias, y se mantuvieron con respiración 
asistida hasta el momento de la necropsia ( 14-18). 

Tiempos de estudio 

Los tiempos de estudio seleccionados entre la 
realización de la angioplastia y el sacrificio de los 
animales fueron de 30 min, 1, 2, 4 y 6 horas. En 
estos períodos es posible estudiar los eventos tem­
pranos o iniciales que condicionan los cambios 
funcionales en la CMLV que serán responsables 
de la reestenosis post-angioplastia. Se destinaron 
dos animales a cada uno de los tiempos seleccio­
nados. 

Selección de muestras 

La angioplasita se practicó en las arterias co­
ronarias derecha y circunfleja, reservando la co­
ronaria descendente izquierda como control de co­
ronaria sin di latación mecánica. De cada uno de 
los vasos, excepto del control, se separaron tres 
fragmentos: porción proximal a la zona de dilata­
ción, porción distal y zona de angioplastia o dila­
tación. 
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Preparación de anticuerpos policlonales 
específicos frente a plaquetas porcinas 

Como inmunógenos para la producción de an­
ticuerpos anti-plaqueta de cerdo se prepararon pla­
quetas intactas que fueron activadas en muestras 
independientes con trombina, ADP y colágeno, y 
se reservó una muestra de plaquetas no activa­
das, obteniendo un total de cuatro inmunógenos 
distintos. 

Se extrajeron 50 mi de sangre de cerdo por 
punción femoral y se recogieron en presencia de 
ACD adicionado de 25 µg/ml apyrase (Sigma). La 
sangre se centrifugó a 250g 10 min, a 20 ºC. En el 
sobrenadante se recuperó el plasma rico en pla­
quetas o PRP que se centriguó a 1.000g, 15 min, 
a 20 ºC. El pellet de plaquetas se resuspendió en 
tampón de lavado (ácido cítrico 36 mM, KCI 5 mM, 
CaCl2 2 mM, MgCl2 1 mM, NaCI O, 103 mM, apy­
rase 25 µg/ml, albúmina bovina (BSA) 3,5 mg/ml, 
pH 6,5) adicionado de heparina 5 U/mi y se cuan­
tificó su número mediante un contador hemato­
lógico (Sys 9.000, Serono). A continuación se cen­
trifugó la muestra a 1.000g, 15 min, a 20 ºC. El 
pellet resultante se sometió a un segundo lavado 
con el mismo tampón no adicionado de heparina 
y se realizó un nuevo contaje de plaquetas. Tras 
una nueva centrifugación en las mismas condi­
ciones, las plaquetas aisladas y lavadas se resus­
pendieron en 2 mi de tampón Tyrode (Na H2P04 
0,4 mM, NaHC03 12 mM, NaCI 137 mM, KCI 2,7 
mM, MgCl2 H20 1 mM, CaCl2 2H20 2 mM, O-glu­
cosa 5,5 mM, pH 7,35) atemperado a 37 ºC y se 
efectuó un nuevo contaje. La concentración final 
se ajustó a 2 x 106 plaquetas/µ!. 

Se prepararon a partir de la misma muestra 
cuatro lotes de plaquetas: 1) no activadas (trata­
das con solución tampón); 2) activadas con trom­
bina (4 U/mi); 3) activadas con ADP(20 µM); 4) ac­
tivadas con colágeno (5 µg/ml). Las plaquetas se 
incubaron a 37 ºC 4 min y se centrifugaron a 
1.000g, 10 min, a 20 ºC. El pellet obtenido se re­
suspendió en tampón adicionado de un 0,25% de 
glutaraldehído fijar las plaquetas. Transcurridos 
20 min se centrifugaron en las condiciones ya in­
dicadas, el pellet resultante se sometió a dos la­
vados sucesivos con tampón fosfato salino (PBS) 
a 37 ºC y finalmente se resuspendió en un volu­
men adecuado de PBS. 

Inmunización de conejos 

Como animal a inmunizar se utilizó el conejo. 
Se partió de un total de 7 animales (R1-R7), dos pa­
ra cada tipo de muestra excepto para las plaque-
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tas no tratadas con activador, inyectando una do­
sis de 250 x 106 plaquetas/animal en cada una de 
las fases del protocolo de inmunización. La admi­
nistración se realizó por vía subcutánea mediante 
inyecciones múltiples. 

La administración del antígeno se inició el día 
O del período de inmunización, partiendo de un 
volumen de antígeno de 0,5 mi adicionado de 0,5 
mi de Adyuvante Completo de Freund. La inyec­
ción se realizó en la zona dorsal en múltiples do­
sis de 100-150 µl. Los días 14 y 28 contados a par­
tir del día O desde el comienzo del protocolo se 
administró una nueva dosis del antígeno emul­
sionado en Adyuvante Incompleto de Freund, en 
la misma proporción de volúmenes. Transcurridos 
7-12 días desde la última inyección se procedió a 
extraer muestras de sangre y purificar los anti­
cuerpos como fracción de y-globulinas. 

Purificación de anticuerpos 

Se extrajeron 30 mi de sangre de cada animal 
a partir de la vena marginal de la oreja tras vaso­
dilatación con xilol e incisión longitudinal con bis­
turí. La sangre se mantuvo a temperatura ambiente 
durante 45 min y una vez coagulada se dejó una 
hora a 4 ºC para favorecer la retracción del coá­
gulo. Para separar la fracción de suero se centri-
fugó a 2.500g durante 30 mi_~- . 

La purificación de la fraccIon de y-globulmas se 
realizó mediante fraccionamiento con sulfato amó­
nico al 40% de saturación según protocolo des­
crito (19). Los diferentes lotes de anticuerpos se 
repartieron en alícuotas de 100 µI Y se ·almacena­
ron a -20 ºC. La concentración de proteína de ca­
da una de las muestras de anticuerpos se deter­
minó por la técnica de Bradford (20). 

Análisis de los anticuerpos por 
enzimoinmunoensayo (ELISA) 

Para valorar la producción de anticuerpos fren­
te a los inmunógenos inyectados, el título de la in­
munorreacción y la existencia o no de reacción 
cruzada con otros antígenos, se aplicó la técnica 
de ELISA. Se ensayaron diferentes concentracio­
nes de antígeno y de anticuerpo ~n placa de 96 
pocillos. La reacción antígeno-an!1cuer~o se de­
tectó con un anticuerpo secundan_o conJugad~ a 
peroxidasa (DAKO P448) que reacc1on_a, co~ las m­
munoglobulinas de conejo. La reacc1on final ca­
lorimétrica se llevó a cabo con la mezcla de sus­
tratos DMAB (ácido 3-dimetilaminobenzoico) y 
MBTH (clorhidrato de 3-metil-2-benzotiazolin hi-
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drazona) que en presencia del enzima peroxida­
sa dan un producto de color azul. La intensidad 
del color se cuantificó mediante lectura de la ab­
sorbancia en un lector de placas de ELISA (595-
5oo nm). 

Análisis de los anticuerpos 
por inmunoblot 

Para desarrollar la técnica de inmunoblot o 
Western-blot se prepararon extractos de proteína 
de plaquetas porcinas procedentes de cuatro ti­
pos distintos de plaquetas: no activadas o bien ac­
tivadas con trombina, ADP o colágeno. Los ex­
tractos se obtuvieron mediante solubilización de 
las proteínas con un tampón compuesto de Tris­
HCI 10 mM, NaCI 150 mM, EDTA 3 mM, N-etil-ma­
leimida 5 mM, pH 7,0 conteniendo un 2,5% de 
SOS. Tras centrifugación y recuperación de la frac­
ción sobrenadante, las muestras se alicuotaron y 
almacenaron a -20 ºC. La proteína se cuantificó 
por la técnica de Bradford (20). 

Los extractos de plaquetas procedentes de dos 
cerdos distintos se sometieron a electroforesis en 
geles de PAGE-SDS en gradiente entre un 4-15% 
(Bio-Rad) en condiciones reductoras y no reduc­
toras, es decir, en presencia y ausencia de ~-mer­
captoetanol. Las bandas de proteína resueltas en 
la electroforesis fueron transferidas a membrana 
de nitrocelulosa donde se desarrolló la incubación 
con los diferentes anticuerpos anti-plaqueta (dilu­
ción 1:500). Para revelar la reacción antígeno-an­
ticuerpo se utilizó proteína A marcada con 1-125 
(O, 1 µCi/ml), que se une a los anticuerpos a través 
del fragmento Fe de las inmunoglobulinas. Las 
bandas de proteína que reaccionaron positiva­
mente con los anticuerpos fueron detectadas por 
exposición del filtro a placa autorradiográfica en 
presencia de placa intensificadora a -80 ºC. 

Análisis inmunohistoquímico 
de las muestras de coronarias 

Las muestras de tejido fueron fijadas en solu­
ción de PBS 100 mM/4% paraformaldehído, pH 
7,4. Se mantuvieron en solución fijadora durante 
un mínimo de 6 horas, a 4 ºC y en agitación. 
Después de dos lavados con PBS durante 30 min 
a 4 ºC en agitación, las muestras fueron criopro~ 
tegidas mediante lavado en solución de PBS 100 
mM/30% sacarosa, pH 7,4 a 4 ºC en agitación. 
Finalmente, se procedió al montaje y congelación 
en OCT sobre nieve carbónica y se almacenaron 
a-20 ºC. 
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La preparación de cortes por criotomía se rea­
lizó a una temperatura de -30 ºC. Los cortes de te­
jido de 4-5 µm se recogieron sobre portas gelati­
nizados y se guardaron congelados a -20 ºC hasta 
su utilización. 

La presencia de plaquetas, fibrinógeno, fibrina, 
a-actinas y factor de von Willebrand (FvW) en los 
cortes de vasos coronarios se analizó mediante la 
técnica de inm·unofluorescencia indirecta y doble 
marcaje, utilizando anticuerpos secundarios conju­
gados a fluoresceina o rodamina para detectar las 
zonas de reacción entre el antígeno y el anticuer­
po primario específico (monoclonal o policlonal). 

Los cortes de tejido recogidos sobre porta se 
secaron previamente sobre una plancha a 45 ºC 
durante 15 min. Una vez fríos, se efectuó un lava­
do con solución de PBS 100 mM, pH 7,4, 10 min. 
Para permeabilizar las muestras y favorecer la pe­
netración de los anticuerpos se realizó un lavado 
de 10 minen PBS 100 mM/fritón X-100 0,1%, pH 
7,4. A continuación se incubaron con solución A 
de bloqueo (PBS 100 mM/fritón X-100 0,1%/BSA 
2%), durante 30 min y tras eliminar esta solución 
se incubó con el anticuerpo primario diluido en 
solución 8 (PBS 100 mM/fritón X-100 0,1%/BSA 
1%) durante dos horas a temperatura ambiente y 
en cámara húmeda. Las diluciones de trabajo de 
los diferentes anticuerpos primarios fueron: anti­
plaquetas 1:100; fibrinógeno 1:100 (DAKO A080); 
fibrina 1:50 (Gaffney, P et al.); a-actinas 1:50 (DA­
KO M851); FvW 1:100 (DAKO M082). Después de 
realizar dos lavados con solución de PBS/f ritón X-
100 (3 x 5 min), se incubó con el anticuerpo se­
cundario correspondiente conjugado a fluorescei­
na a rodamina (dilución 1:50 en solución B) durante 
una hora y protegiendo de la luz. Finalmente, se 
lavaron los cortes con PBS (4 x 10 min) y se mon­
taron en Glycergel (DAKO) para su observación 
en microscopio de f luorescencia. 

En el análisis inmunohistoquímico se aplicó la 
técnica de doble marcaje utilizando un anticuerpo 
primario monoclonal y otro policlonal simultáne­
amente, y un anticuerpo secundario específico con­
t ra cada uno de ellos conjugados a fluoresceína o 
rodamina. Su detección se realizó mediante el uso 
de filtros adecuados en la microscopía de fluo­
rescencia. 

RESULTADOS 

Anticuerpos específicos ant i-plaqueta 

El análisis de los anticuerpos frente a plaque­
tas porcinas mediante la técnica de ELISA indicó 
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que todos los conejos inmunizados con los dife­
rentes tipos de antígenos (plaquetas activadas o 
no activadas) reaccionaban con plaquetas de cer­
do. Además, estos anticuerpos eran capaces de 
reaccionar con plaquetas fijadas con glutaraldehí­
do así como con plaquetas frescas no fijadas. En 
todos los casos, los anticuerpos reaccionaron con 
el inmunógeno o plaquetas independientemente 
de las condiciones de activación a las que se so-
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Figura 1. Western-blot de extractos de proteína de pla­
quetas de diferentes especies con anticuerpos antiplaque­
ta porcina (R2). 50 µg de proteína de extractos de plaque­
tas de rata (A y B: carril 1, 5), perro (A y B: carril 2, 6), cerdo 
(A y B: carril 3, 7) y humanas (A y B: carril 4, 8) fueron de­
sarrollados electroforéticamente en geles de poliacrilami­
da-SDS en gradiente entre el 4-15% y transferidos a filtro 
de nitrocelulosa. Se analizaron cuatro lotes de plaquetas 
para cada especie, uno control y tres procedentes de la ac­
tivación con trombina, ADP o colágeno. La escala de pe­
sos moleculares de las proteínas marcadoras se indica 
en kDa. 
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metieron. Asimismo, se comprobó que la inmu­
noreacción era específica frente a plaquetas de 
cerdo ya que los anticuerpos no reconocían pro­
teínas características de plaquetas de otras espe­
cies como rata, perro y humanas (Figura 1 ). 

En la Figura 2 se muestra un gráfico de barras 
en el que se observa que todos los sueros (R1-R7) 

presentaron un título alto de anticuerpos (barras 
sombreadas) en comparación con los correspon­
dientes sueros pre-inmunes de estos mismos ani­
males (barras blancas). 

La técnica de Western-blot nos ha permitido 
identificar las bandas de proteína de los extractos 
de plaquetas porcinas que reaccionan con los an­
ticuerpos obtenidos en nuestro laboratorio. Estos 
extractos proteicos de plaquetas se desarrollaron 
electroforéticamente en presencia o no de agen­
tes reductores en el tampón de muestras (la pre­
sencia de agentes reductores modifica la mobi­
lidad electroforética de las glicoproteínas de 
membrana por rotura de puentes disulfuro). Los 
resultados globales indican que los anticuerpos 
reconocen múltiples bandas de proteína con pe­
sos moleculares que abarcan un rango entre 45 y 
más de 200 kDa, predominando las proteínas de 
alto peso molecular. En la Figura 3 se presentan 
dos autorradiografías correspondientes a mues-
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A nticuerpos anti-PLT 

Figura 2. Análisis de los anticuerpos anti-plaqueta (anti­
PL T) porcina por ELISA. Plaquetas aisladas frescas fueron 
sem bradas en placas de 96 pocillos e incubadas en pre­
sencia de diferentes lotes de anticuerpos anti-plaqueta por­
cina (R1-R7). Cada anticuerpo (barras sombreadas) se com­
paró con el correspondiente suero pre-inmune (barras 
blancas). 
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tras de dos cerdos analizadas mediante Western­
blot con uno de los anticuerpos antiplaqueta, se­
gún condiciones indicadas previamente. 

Caracterización de la respuesta aguda 
a la angioplastia 

En el análisis inmunohistoquímico de las mues­
tras (Figuras 4-11 ) se observa que nuestros anti-
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Figura 3. Western-blot de extractos de proteína de pla­
quetas porcinas en condiciones reductoras y no reductoras. 
40 µg de proteína de extractos de plaquetas procedentes 
de dos animales fueron desarrollados electroforéticamen­
te en geles de poliacrilamida-SDS en grad iente entre el 4-
15% en presencia (A) o ausencia (B) de agentes reductores 
y transferidos a fil tro de nitrocelulosa. Se utilizaron pla­
quetas no activadas o control (A y B: carril 1, 5), o activa­
das con trombina (A y B: carril 2, 6), ADP (A y B: carril 3, 7) 
o colágeno (A y B: carril 4, 8). La escala de pesos molecu­
lares de las proteínas marcadoras se indica en kDa. 
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(AJ 

(B) 

Figura 4. Doble marcaje con anticuerpos anti-fibrinógeno 
(AJ y anti-a. actina (BJ de la misma preparación. Zona pro­
ximal a la dilatación en coronaria derecha, 60 minutos des­
pués de la angioplastia (40x). La deposición e infiltración 
de fibrinógeno (AJ ocurre directamente sobre la capa mus­
cular lisa del vaso rica en actinas (BJ. Obsérvese que la zo­
na más inmunoreactiva al fibrinógeno (rojo intenso super­
ficial) corresponde a la proteína depositada en superficie 
(AJ que es evidente incluso en color amarillo con filtro pa­
ra fluoresceína en la tinción de actinas (BJ. 

cuerpos antiplaqueta reconocen específicamente 
proteínas de la membrana plaquetar ya que no se 
observan reacciones cruzadas con otros compo­
nentes de la pared vascular. 

En el estudio comparativo del marcaje inmu­
nohistoquímico de las diferentes muestras de co­
ronarias porcinas sometidas a angioplastia se evi­
dencia que no sólo las plaquetas, sino también el 
fibrinógeno y la fibrina, están asociados a la pa­
red vascular lesionada por la dilación del balón. 
Su proporción relativa varía en función del grado 
de lesión en la zona de dilatación. La exposición 
de estructuras profundas de la pared induce una 
mayor deposición de trombo sobre el área de le­
sión. Las diferencias cuantitativas son significati­
vas respecto a los fragmentos proximal y distal 
control. 
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(AJ 

(BJ 

Figura 5. Doble marcaje con anticuerpos anti-plaqueta (Al 
y anti-fibrina (BJ en la misma preparación. Zona lesionada 
en la coronaria derecha, 60 minutos post-angioplastia (40x). 
Las plaquetas (rojo) y la fibrina (verde) ca-localizan en un 
trombo mural sobre la lesión. 

El fibrinógeno está presente en el interior de la 
pared vascular lesionada en los fragmentos de di­
latación en todos los casos en que se exponen es 
tructuras de la capa media coronaria, no siendo 
detectable en los fragmentos control. La fibrina no 
muestra este patrón de distribución sino que, al 
tratarse de una proteína no soluble, está presen­
te en áreas de superficie con distribución irregu­
lar y con trombosis. 

DISCUSIÓN 

La técnica de ELISA ha permitido una primera 
caracterización de los anticuerpos anti-plaqueta de 
cerdo, pudiendo concluir que estos anticuerpos 
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(AJ (B) 

Figura 6. Doble marcaje con anticuerpos anti-fibrinógeno (Al y anti-a actina (B). Zona con mínima lesión en la coronaria de­
recha, 60 minutos después de la angioplastia (40x). Obsérvese la deposición de fibrinógeno a lo largo de la superficie vascu­
lar expuesta al flujo. 

reaccionan con las plaquetas de esta especie in­
dependientemente de que las plaquetas inyecta­
das hayan sido activadas con trombina, ADP o co­
lágeno, o no activadas. Por tanto, reconocen 
proteínas de plaqueta que se mantienen en pla­
quetas previamente activdas com?. l~s que s~ de­
positan en los trombos. Su espec1f1c1dad esta de­
mostrada ya que no reaccio~a~ con ~laquet?~ de 
especies más o menos proxImas f1lo~enet1ca­
mente. De ello se infiere que estos ant1cuer~os 
constituyen un instrumento útil par_a caracterizar 
la existencia de plaquetas en especImenes de te-
jido vascular porcino. . . . 

La presencia de un trombo post-1ntervenc1on 
en la zona de angioplastia había sido reportada 

con anterioridad (21). Plaquetas marcadas con ln-
11 1 (2, 3), fibrinógeno marcado con 1-125 (2, 16) y 
la presencia de trombo se había evaluado ma­
croscópicamente o mediante histología conven­
cional (21 ). Sin embargo, la caracterización de los 
depósitos post-intervención mediante técnicas in­
munohistoquímicas, tal como se muestra en este 
estudio, no había sido realizada. Este estudio ha 
permitido observar que el fibrinógeno penetra el 
tejido lesionado inmediatamente después de la in­
tervención. 

Las plaquetas se depositan formando desde 
pequeños acúmulos hasta trombos murales u oclu­
sivos dependiendo del grado de lesión vascular. 
La fibrina ca-localiza con las plaquetas pero nun-
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(Al (BI 

Figura!· Doble marcaje con anti~uerpos anti-factor de von Willebrand (Al y anti-fibrina (BI en la misma preparación. Zona 
con lesión profunda en la coronaria derecha, dos horas post-angioplastia (40xl. Ejemplo de trombo semi-oclusivo que es rico 
en plaquetas (evidenciado por el FvW enlazando plaquetas) (Al y en fibrina (B). 

ca se encuentra enzonas intraparietales en este es­
tudio de seguim iento hasta seis horas post-inter­
vención. La presencia de fibrina y fibrinógeno en 
la pared vascular ya se había detectado en placas 
arterioscleróticas nativas (22) pero no se había des­
crito en reestenosis. 

La repercusión de la infiltración de fibrinógeno 
en la pared sobre el proceso de proliferación ce­
lular y reestenosis es aún desconocida. En estu­
dios crónicos tras intervención (2 a 4 semanas) po­
drá observarse si la infiltración se mantiene o es 
un fenómeno agudo sólo ligado a cambios de per­
meabilidad del vaso tras la dilatación mecá-nica. 

La presencia de trombos luminales de tipo oclu­
sivo o mural sí parece tener implicaciones en la 

60 

reestenosis de la zona luminal subyacente pero el 
mecanismo desencadenante de este proceso es 
todavía desconocido. 

Agradecimientos 

Los autores agradecen al Dr. P. Gaffney (N/BSC, 
England) su donación de anticuerpos monoclo­
nales anti-fibrina; y a los Ores. Antonio Fernández 
Ortiz (Hospital Clínico San Carlos, Madrid) y Beat 
Meyer (University Hospital Bern/ lnselsspital, 
Switzerland), becarios postdoctorales con el Dr. 
Juan José Badimon en el Massachusetts General 
Hospital, Bastan, por su participación en la ínter-

T. Royo, M. Berrozpe, M. Vida/, J. J. Badimon, L. Badimon Plaquetas, fibrinógeno/ fibrina y reestenosis 

(Al (BI 

Figura 8. Doble marcaje con anticuer_POS anti-plaqueta (Al y anti-fibrina (81. Coronaria derecha lesionada, seis horas post-an­
gioplastia (20x). La deposición de fibrina Y la de plaquetas ce-localizan. No se encuentra fibrina intramural. 
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(Al (Bl 

Figura 9. Doble marcaje con anticuerpos anti-fibrinógeno (Al y anti-a actina (B). Coronaria derecha con lesión mínima proxi­mal a la zona de dilatación, seis horas post-angioplastia (10x). Obsérvese que la deposición de fibrinógeno es continua a lo 
largo de la zona de lesión. 
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Figura 
10

_ Magnificación de la figura anterior (20x). Obsérvese que el fibrinógeno penetra el vaso en la zona con mayor le­
sión. 
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Figura 11. Doble marcaje con anticuerpos anti-fibrinógeno (A) y anti-fibrina (B). Coronaria derecha en zona de lesión severa, 
seis horas post-angioplastia (20x). Obsérvese la presencia de un trombo semi-oclusivo. Fibrina y fibrinógeno ca-localizan en 
el trombo pero sólo el fibrinógeno ha penetrado en la pared del vaso. 
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REVISTA MAPFRE MEDICINA 

Normas para la publicación de artículos 

La revista MAPFRE MEDICINA es una publicación de 
periodicid~d trimestral, que es órgano de expresión de la 
FUNDACION MAPFRE MEDICINA, aunque está abierta a 
la publicación de trabajos de autores ajenos a la entidad. 

La revista publica artículos sobre las siguientes áreas: 

• Traumatología y Cirugía Ortopédica. 
• Rehabilitación. 
• Medicina Cardiovascular. 
• Medicina Preventiva. 
• Medicina Clínica y del Trabajo. 
• Gerencia Hospitalaria. 

SECCIONES 

Los autores que deseen colaborar en algunas de las 
secciones de la revista pueden enviar sus aportaciones (por 
triplicado) a la redacción de la misma, entendiéndose que 
ello no implica la aceptación del trabajo, que será notifica­
da por escrito al autor. 

El Comité Editorial podrá rechazar, sugerir cambios o 
llegado el caso, realizar modificaciones en los textos reci­
bidos; en este último caso, no se alterará el contenido cien­
tífico, limitándose únicamente al estilo literario. 

Se entiende que una vez publicado un artículo en la re­
vista, la propiedad del copyright pasará a ser de la revista, 
debiéndose solicitar autorización por escrito a la misma pa­
ra proceder a su reproducción en cualquier otro medio. En 
estos casos, la revista informará al autor del artículo. 

1. Editorial 

Trabajos escritos por encargo del Comité Editorial, o 
bien, redactadas por alguno de sus miembros. 

Extensión: No debe ser superior a 8 folios mecanogra­
fiados a doble espacio; la bibliografía no debe contener una 
cifra superior a 10 citas. 

2. Originales 

Tendrán tal consideración aquellos trabajos, no edita­
dos anteriormente, ni remitidos simultáneamente a otra 
publicación, que versen sobre investigación, epidemiolo­
gía, fisiopatología, clínica, diagnóstico o terapéutica, den­
tro de las áreas definidas con anterioridad. 

Texto: Se recomienda no superar las 20 páginas me­
canografiadas (30 líneas a doble espacio, con 60 caracte­
res por línea). 

Tablas: Se aconseja una cifra máxima de 6 tablas. 
Figuras: Se considera adecuada una cifra inferior a 8. 
Bibliografía: Es aconsejable no superar las 50 citas. 
Los criterios que se aplicarán para valorar la aceptación 

de los artículos serán el rigor científico metodológico, no­
vedad, trascendencia del trabajo, concisión expositiva, así 
como la calidad literaria del texto. 
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3. Revisión 

Serán trabajos que versen sobre algunas de las áreas 
declaradas anteriormente, encargados por el Comité Edito­
rial, o bien, remitidos espontáneamente por el autor, cuyo 
interés o actualidad aconsejen su publicación en la revista. 

En cuanto a los límites de extensión, se aconsejan los 
mismos definidos para los artículos originales. 

4. Comunicación breve 

Esta sección permitirá publicar artículos breves, con ma­
yor rapidez. Ello facilita que los autores presenten obser­
vaciones, resultados iniciales de investigaciones en curso, 
e incluso realizar comentarios a trabajos ya editados en la 
revista, argumentando 9e forma más extensa que en la 
sección de cartas al Director. 

Texto: Hasta un máximo de 8 folios, con las mismas ca­
racterísticas definidas. 

Tablas y figuras: Hasta un máximo total de 4. 
Bibliografía: Hasta 15 citas. 

5. Imagen diagnóstica 

En esta sección de la Revista se presentarán casos clí­
nicos singulares en los que la imagen sea resolutoria. Pa­
ra ello, se aportarán una, o como máximo dos imágenes, 
de un paciente o una zona del mismo (ECG, Rx, TAC, RM, 
ecografía, espectro electroforético, etc.), con expresividad 
clínica por sí misma diagnóstica, de cualquier rama de la 
Medicina y acompañada de un breve comentario fisiopa­
tológico y/o clínico en relación con la imagen y entidad no­
sológica del caso. La extensión será menor de 15 líneas 
mecanografiadas a doble espacio. 

Esta página se remitirá junto a otra, de presentación, 
con la siguiente información: 

• Título: diagnóstico en español que sugiere la imagen. 
• Nombre completo de los autores con la máxima ca­

lificación académica o profesional de los mismos. 
• Centro de trabajo de los autores. 
• Dirección para correspondencia y teléfono. 

6. Correspondencia 

Esta sección publicará la correspondencia recibida, que 
no necesariamente debe hacer mención a artículos ya edi­
tados en la revista, siempre que guarde relación con las 
definidas en la línea editorial. 

En caso de que se realicen comentarios a artículos pu­
blicados anteriormente, se remitirá dicha correspondencia 
al primer firmante del artículo, para posibilitar una contra­
arguementación, teniendo en cuenta que si en el plazo de 
un mes no se recibe una respuesta, se entenderá que el/los 
autores del artículo objeto de correspondencia, declinan 
esta posibilidad. 

En cualquier caso, el Comité Editorial de la revista po­
drá incluir sus propios comentarios. 

Las opiniones que puedan manifestar los autores aje­
nos al staff editorial en esta sección, en ningún caso serán 
atribuibles a la línea editorial de la revista. 

Extensión. Texto: Como máximo 3 folios, bibliografía 
incluida, hasta un total de 5 citas. No se adjuntarán tablas 
ni figuras. 

7. Noticias 

Esta sección dará difusión a las actividades de la Fun­
dación MAPFRE-MEDICINA. 

B. Agenda 

Estará abierta a publicar notas de actividades científi­
cas, que puedan tener interés para los lectores. 

9. Literatura médica 

PRESENTACIÓN DE ARTÍCULOS 

1. Normas generales 

1.1. Numere todas las páginas del texto, bibliografía in­
cluida. 

1.2. Numere las tablas en latinos, presentando en ca­
da página una sola tabla, junto con el título de la tabla y 
explicación de las abreviaturas empleadas. 

1.3. Numere las figuras en arábigos, según las siguien­
tes instrucciones: 

• Dibujos y esquemas: la calidad debe ser excepcional. 
Indique la numeración, así como la situación mediante una 
flecha orientada hacia el margen superior. 

• Fotografías en papel: haga constar en una etiqueta 
adhesiva que situará en el dorso de la figura, el número de 
la misma, así como la indicación de cuál es el lado supe­
rior de la figura, mediante una flecha. 

• Diapositivas: indique-sobre el marco de las mismas, 
mediante un rotulador adecuado (indeleble) o bien con una 
etiqueta adhesiva, el nú_mero y lado sup~rior de la misma. 
A continuación, introduzcalas en las hoJas de almacena­
miento disponibles en el comercio, de forma que se evite 
en lo posible el extravío de las mismas_. 

1.4. Pies de figuras: Presente en hoJa apa~e, todos los 
textos explicativos de las figuras, ~umerado~ igualmente. 

1.5. Inicie cada sección del articulo en hoJa a~arte. Pa­
ra los artículos originales, éstas son: re~um~~• introduc­
ción, material y métodos, resultados y d1scus1on. s~. reco­
mienda que el autor se responsabilice de l?_traducc1on del 
Resumen/Abstract, así como de la se!ec_c1on de las Pala­
bras Clave/Keywords, que se presentaran Junt? al resumen. 

1.6. Envíe tres copias completas (texto e ilustraciones) 
del artículo. 

2. Página de presentación 

La primera página del artículo aportará la siguiente in­
formación: 

Instrucciones para los autores 

• Título en castellano y en inglés. 
• Nombre completo de los autores, con la máxima ca­

lificación académica o profesional de los mismos. 
• Centro de trabajo de los autores. 
• Autor que se responsabiliza de la correspondencia, 

con la dirección de envío. 
• Título abreviado del artículo, en no más de 40 letras, 

para la paginación. 
• Número total de páginas del artículo. 
• Número total de tablas. 
• Número total de figuras. 
Al enviamos el artículo, compruebe que estos tres últi­

mos items coinciden con el material que nos envía. 

3. Resumen y Palabras Clave (Abstract, Keywords) 

Presente en página aparte la versión en castellano y en 
inglés. Se recomienda encarecidamente cuidar la ortogra­
fía y síntaxis de la versión anglosajona, para evitar ulterio­
res correcciones. 

Las Palabras Clave deben estar referenciadas en la lis­
ta del Medica/ Subjet Headings del lndex Medicus; se de­
ben aportar en número de 3 a 10. 

La extensión del resumen en castellano no debe exce­
der de 200 palabras. El contenido debe incluir la siguiente 
información: 

- Objetivos del estudio. 
- Procedimientos básicos empleados (selección de po-

blación, método de observación, procedimiento analítico). 
- Hallazgos principales del estudio (datos concretos y 

significación estadística). 
- Conclusiones del estudio, destacando los aspectos 

más novedosos. 

4. Partes del texto 

4.1. Introducción. Presentará los objetivos del estudio, 
resumiendo los razonamientos empleados, citando única­
mente las referencias necesarias y sin realizar una revisión 
exhaustiva del tema. No deben incluirse las conclusiones 
del trabajo. 

4.2. Material y métodos. Debe describir el procedi­
miento de selección de la población estudiada. Igualmen­
te, se debe proporcionar la suficiente información como 
para que el estudio pueda ser reproducido por otro inves­
tigador, ello incluye la descripción de métodos, identifica­
ción de aparataje empleado (con nombre comercial, códi­
go y marca del fabricante), fármacos y productos químicos 
(nombre genérico, dosis y vías de administración), así co­
mo todos los procedimientos seguidos. 

Se considera aconsejable emplear las unidades de me­
dida reconocidas internacionalmente, para lo cual se pue­
de consultar la siguiente referencia: Ann. lntem. Med. 1987; 
106: 114-129. 

Ética del estudio: En los estudios con población huma­
na, debe _especificarse si se realizó con aprobación del Co­
mité de Etica, o en concordancia con los principios de la 
Declaración de Helsinki (1975, 1983). 

Cálculos estadísticos: La descripción de los métodos es­
tadísticos debería permitir a un lector que tuviera acceso a 
los datos originales comprobar los resultados del estudio. 
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Boletín de Suscripción 

La FUNDACIÓN MAPFRE MEDICINA distribuirá su Revista 
a todas aquellas personas o entidades que soliciten recibir­
la, para lo cual deberán cumplimentar el boletín de sus­
cripción adjunto y remitirlo a: 

Revista MAPFRE Medicina 
Ctra. de Pozuelo a Majadahonda, km. 3,5 
MAJADAHONDA (28220 Madrid) 

A/ A. Secretaría de Redacción 

Nombre: ....... ..................................... . . 

Apellidos: . 

Dirección: 

Teléfono: .. 

Población: .................................... ........................... . 

Provincia: . . .............. . 

Centro de Trabajo: ........ . ............. . 

Cargo: . 

Especialidad: . 

Teléfono: 

Población: 

Población: 

Provincia: . 

O Nueva Suscripción 
O Cambio de Domicilio 

C.P.: 

C.P.: .. ..... .. ....... . 

@ FUNDACION MAPFRE MEDICINA 

4.3. Resultados: Los datos del texto no deben repetir 
íntegramente los datos de las tablas o gráficos; deben re­
sumirse los aspectos más destacados, enfatizándolos. 

4.4. Discusión: Deben destacarse los aspectos más not­
vedosos del estudio, así como las conclusiones que de él 
se extraen. Igualmente, se comentarán las implicaciones 
derivadas de los hallazgos y sus limitaciones, así como la 
trascendencia para futuras investigaciones. Relacione los 
resultados con los de otros estudios, contrastando los ob­
jetivos iniciales con los datos finales. 

4.5. Agradecimientos: En el epígrafe de agradecimien­
tos, puede mencionar a todas aquellas personas o entida­
des que de alguna forma hayan colaborado a la realización 
del estudio pero sin que pueda otorgárseles una plena au­
toría sobre el mismo. 

5. Bibliografia 

Las siguientes normas están redactadas en concordancia 
con el formato empleado por la National Library of Medi­
cine de EE UU en el lndex Medicus. 

El cumplimiento de estas normas es imprescindible pa­
ra la publicación de cualquier trabajo en la revista. 

a) Numere las citas bibliográficas de forma correlativa 
a su aparición en el texto. 

b) Los nombres de las revistas citadas deben estar abre­
viados siguiendo el estilo empleado en lndex Medicus (con­
sultar la lista de revistas indexadas, en lndex Medicus, en 
el ejemplar de enero). 

e) No son válidas como citas bibliográficas, las refe­
rencias del tipo «observación no publicada», o «comuni­
cación personal». 

Las comunicaciones escritas, pero no publicadas, pue­
den citarse únicamente en el texto, entre paréntesis. 

Los artículos aceptados para publicación, pero no edi­
tados todavía, pueden incluirse entre las citas bibliográfi­
cas, expecificando la revista y añadiendo entre paréntesis 
«en prensa». 

Los artículos enviados a una revista, sin que exista to­
davía confirmación de su aceptación, pueden ser citados 
únicamente en el texto, acompañando la frase «observa­
ción no publicada» entre paréntesis. 

d) Ejemplos de citas bibliográficas: 
Revistas 
Autor(es) (apellidos e iniciales del nombre). Título del 

artículo. Nombre de la revista. Año; volumen: páginas ini­
cial y final. 

Libros: 
1. Autor personal: 
Autor (apellidos e iniciales del nombre). Título del libro. 

Ciudad de editorial. Editorial. Año; páginas inicial y final. 
2. Capítulo del libro: 
Autor(es) del capítulo (apellidos e iniciales del nombre). 

Título del capítulo. En: Autores del libro (eds.). Título del li­
bro. Ciudad de editorial. Editorial. Año; páginas inicial y fi­
nal. 

3. Libro de Congresos: 
Autor(es) (apellidos e iniciales del nombre). Título del 

artículo. En: Título del libro de reunión. Ciudad de edición. 
Editorial o editor del libro. Año; páginas inicial y final. 

11 Premio a 

«7'oda una o/ida Profesionar» 

BASES DE LA CONVOCATORIA 

1 El objeto del premio es el reconocimiento social a 
, una persona mayor de 65 años, por toda una fecun­

da vida profesional. 

2 Las Instituciones, tanto públicas como privadas, pue-
• den proponer candidatos a la Fundación MAPFRE 

Medicina (Ctra. de Pozuelo a Majadahonda, km. 3,5 
- 28220 Majadahonda, Madrid, España), aportando 
dossier que detalle la labor social desarrollada a tra­
vés de su actividad profesional. 

3 El Jurado calificador del Premio estará compuesto 
, por una Comisión creada al efecto, regida por el Pre­

sidente de la Fundación MAPFRE Medicina, o la 
persona en quien delege. 

4 El Jurado adoptará cuantas iniciativas crea oportu-
• nas, para contrastar la información sobre los candi­

datos propuestos. 

5 El Premio podrá ser declarado desierto, en caso de 
, que el Jurado considere que ninguno de los presen­

tados reune los requisitos de la convocatoria. 

6 El plazo límite para presentar las solicitudes con­
• cluye e l 30 de septiembre de 1997. 

7 El fallo, que será inapelable, será dado a conocer en 
, noviembre de l 997, en el m Congreso Nacional de 

Organizaciones de Mayores, que organizará la Fun-
dación Independiente. 

8 La presentación de candidaturas implica la acepta­
• ción de todas las bases de la convocatoria 

El premio se entregará en el 
Congreso Nacional de Organizaciones de Mayores 

INFORMACIÓN 
FUNDACIÓN MAPFRE MEDICINA 
Ctra. de Pozuelo a Majadahonda, s/n 

28220 Majadahonda (Madrid) 
Tels. : (9 1) 626 57 04 - 626 58 52 - Fax: (9 1) 626 58 25 



Pedidos a: 

editorial MAPFRE s. A. 

Sor Ángela de la Cruz, 6, 7.1 pita. - 28020 Madrid - Tel.: 581 53 60 - Fax: 581 18 83 


