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(®) FUNDACION MAPFRE MEDICINA

sspeciatizacion. 1997

OBJETIVO

Estas Becas se convocan con el propésito de facilitar un pe-riodo
de formacién y especializacion sobre temas relacionados con
las dreas de actividad de la Fundacién, brindando la posibilidad
de intercambiar experiencias entre profesionales iberoamerica-
nos y portugueses.

La dotacién 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.

AREAS DE FORMACION Y ESPECIALIZACION

La Fundacion MAPFRE MEDICINA ejerce su actividad en los
siguientes campos:

— Formacion Profesional de Personas con Discapacidad.
— Gestion Sanitaria.

— Medicina Cardiovascular.

— Medicina del Trabajo.

— Rehabilitacion.

— Geriatria.

— Traumatologia.

CONDICIONES PARA OPTAR A LAS BECAS

1. Ser ciudadano de cualguier pais iberoamericano o de Portu-
gal.

2. Aceptar las fechas de incorporacion establecidas por la Fun-
dacion MAPFRE MEDICINA, asi como los programas de tra-
bajo y formacion.

3. Poseer titulacion universitaria.

4. Presentar un proyecto en el que se definan las materias o
temas en que se desea recibir formacidn y especializacion,
que deberan estar relacionadas con las dreas de actividad
de la Fundacion.

cmacrénfsnms DE LAS BECAS

1. La duracion del periodo de formacion serd de cuatro sema-

nas, durante el Ultimo trimestre del afio.

2. En base a los acuerdos de colaboracién firmados por la Fun-

daciéon MAPFRE MEDICINA con otras instituciones del ambi-

to iberoamericano, la Fundacion podra establecer que las

Becas se desarrollen en dichas instituciones.

3. La dotacion econdmica de la Beca dependeré del lugar donde

se desarrolle:

— Becas en Espafia: La dotacién sera de 400.000 ptas.,
netas, distribuidas en dos asignaciones.

— Becas en Iberoamérica: La dotacién sera de 300.000 ptas.
netas.

En cualquiera de los casos, con la dotacién econémica de las
Becas, los becarios deberan sufragarse los gastos de des-
plazamientos, estancia y manutencion durante el perio-do de
la Beca.

4. La Fundacion MAPFRE MEDICINA se hara cargo de las cuo-
tas de inscripcion en actividades docentes a las que asista el
becario, siempre que hayan sido autorizadas previamente por
la propia Fundacién.

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

6. La Beca esta sujeta a las obligaciones tributarias que marca
la Ley Espanola.

' i SOLICITUDES

La tramitacion de solicitudes y la seleccion de candidatos se rea-
lizara segun el siguiente protocolo:

1. Las solicitudes de Beca deben ser remitidas al domicilio social
de la Fundacion, en fecha anterior al dia 10 de junio de 1997.

2. Se adjuntaran, 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 formacion que se pretende
recibir.
— Propuesta de las dreas y temas en los que se desee
recibir formacion y especializacion.
2.3. Curriculum Vitae, en no mas de 10 folios.
2.4. Certificacion de estudios con calificaciones obtenidas.
2.5. Copia del titulo universitario.
2.6. En carpeta aparte se presentaran los demas documen-
tos que se desee, hasta un total de 15.

La Fundacion MAPFRE MEDICINA fallar4 la convocatoria eva-
luandose todas las solicitudes por medio de un Comité de Exper-
tos en las diferentes areas. En los casos necesarios, podra soli-
citarse ampliacion de la informacion a los candidatos.

El fallo de la Convocatoria se comunicara a partir del dia 7 de
julio de 1997.

INFORMACION

FUNDACION MAPFRE MEDICINA
Ctra. Pozuelo a Majadahonda, km. 3,5
28220 MAJADAHONDA (Madrid) - Espana
Tels.: (34-1) 626 57 04 - 626 55 00
Fax: (34-1) 626 58 25 - 639 26 07

Prélogo

Este Numero Monogréfico de «Investigacion Cardiovascular» recoge los trabajos rea-
lizados por los autores receptores de Becas y Ayudas de Investigacion de la Fundacion
MAPFRE Medicina.

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

La Fundacion MAPFRE Medicina y el Instituto de Medicina Cardiovascular expresan su
satisfaccion por los resultados obtenidos en esta nueva linea abierta de ayuda, pro-
mocién y potenciacion de la investigacién en Espana y concretamente en el area Car-
diovascular, sintiéndonos muy motivados a continuar en la misma y potenciar su fu-
turo bajo el estimulo constante de los propios investigadores, en beneficio de la
comunidad cientifica y el conjunto de la sociedad.

Dr. Jesus M. Paylos

Director, Instituo MAPFRE
Medicina Cardiovascular



JORNADAS DE BIOETICA CLINICA

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

PROGRAMA

MODULO I MODULO II MODULO III

Viernes, 4 de abril

17.00 h.: Presentacion de las Jornadas

.

Leccidn terica: Etica del Su-
[frimiento en la enfermedad
Leccién tedrica: Etica de la
Relacion asistencial

Debate

Seminario sobre Legislacion
¥ Responsabilidad profesio-
nal

Sébado, 5 de abril

930 h:

17.00h.: °

Ieccitn tedrica: Aspectos éti-
cos referidos al diagnostico
v tratamiento (I'y 1)

Debate

Seminario: Aspectos éticos
del Tratamiento de la Hiper-
tension Arterial

Leccidn tedrica: Andlisis y
Decision en Etica Clinica:
Fundamentos y metodologia
Taller de Trabajo: Andlisis de
dilemas éticos

Valoracién final del primer
maodulo

Viernes, 9 de mayo

17.00 h.: + Leccidn teérica: Aspectos éti-
cos de la asistencia al enfer-
mo en situacion terminal y de
la muerte en Atencion Pri-
maria

* Debate

* Mesa redonda sobre la muer-
te y el enfermo en situacién
terminal

Participan: Médicos de Aten-

ci6n Primaria, Hospitalizacion

Domiciliaria y Medicina Interna,

Psic6loga y familiar de enfermo

Sabado, 10 de mayo

09,30 h.: Etica Clinica especial en Aten-

cién Primaria: exposiciones teG-
ricas y debate sobre:

¢ Enfermos de SIDA

+ Salud Mental

» Pediatria: El nifio maltratado
« Enfermos oncoldgicos

12,00 h.: Conferencia - Prof. D. Diego

Gracia Guillén

17.00 h.: ¢ Leccion Tedrica

e Taller de Trabajo
e Valoracion final

INFORMACION

En colaboracién con la Real Academia de
Medicina y Cirugia de Sevilla. Dias: 13,

14, 15, 20 y 21 de mayo (20:00 horas).

« Dia 13: «Aspectos Eticos de la Ancia-

nidad». Profesor D. Francesc Abel i
Fabre

* Dia 14: «Aspectos Eticos de la Asis-

tencia Pedidtrica». Profesor D. Anto-
nio Gonzilez Meneses (Académico de
la RAM de Scvilla)

* Dia 15: «Aspectos Eticos de la Infor-

macién y la Comunicacion». Profesor
D. Pedro Sanchez Guijo (Catedritico
de Medicina y Académico de la RAM
de Sevilla)

* Dia 20: «Aspectos Eticos de la Inves-

tigacion Clinica». Profesor D. Fran-
cisco de Llanos Pefia (Profesor de Bio-
¢tica de la EU de Ciencias de la Salud)

* Dia 21: «Aspectos Eticos de la Huma-

nizacién de la Asistencia Sanitaria».
Profesor D. José Maria Rubio Rubio
(Profesor de Bioética de la Facultad de
Medicina de Sevilla)

FUNDACION DEL REAL E ILUSTRE COLEGIO DE MEDICOS DE SEVILLA

Srta. Estrella

Avda. de la Borbolla, 47 - 1.* Planta - 41013 Sevilla

Tels.: (95) 423 19 90 (de 9:00 a 14:30 horas)
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Efectos de la denervacion regional del
miocardio sobre el sustrato electrofisiolégico
del precondicionamiento isquémico

Effects of regional myocardial denervation
on the electrophysiological substrate

of ischemic preconditioning

Laboratorio de Cardiologia Experimental
Servicio de Cardiologia

Hospital General Universitari Vall d’Hebron
Barcelona

RESUMEN

Durante los primeros instantes de la reperfusién coronaria
existe una fase transitoria de recuperacion supernormal (over-
shoot) del segmento TQ producida por una disminucién del po-
tasio extracelular que coincide temporalmente con la aparicion
de arritmias letales. La reduccién del potasio extracelular podria
ser causada por una actividad supranormal de la bomba de
Na*/k* secundaria al efecto de las catecolaminas locales.

Para probar esta hipitesis se estudi6 el patrén de recupera-
cién del segmento TQ durante la reperfusién coronaria después
de cuatro oclusiones de 5 min de la arteria coronaria descenden-
te anterior en 18 cerdos anestesiados con cloralosa y ventilados
mecinicamente. En la mitad de los casos se practicé una dener-
vacién de la region anteroseptal mediante interrupcion de los
nervios pericoronaiios con fenol dos semanas antes del estudio.
La otra mitad fueron controles. Durante el estudio se midié el
flujo miocirdico, la presion adrtica y las alteraciones del segmento
TQ y ST mediante mapeo epicirdico de 32 canales en el fdrea
isquémica. La denervacion se comprob6 por métodos histoldgi-
cos de fluorescencia adrenérgica y reaccidn a la acetilcolinesterasa.

La magnitud del overshoot del segmento TQ fue similar en
ambos grupos (1,5 = 0,6 mV en el grupo control y 1,5 + 0,6 en
el grupo denervado). Asi pues, la fase de recuperacién super-
normal del segmento TQ durante Ia reperfusion, que indica una
reabsorcién celular transitoria de potasio, no parece depender
de la accién de las catecolaminas,

Palabras clave: Reperfusion coronaria, oclusiones repetidas, ma-
peo epicdrdico.

Cinca J, Carreiio A, Mont L, Soler-Soler J

Efectos de la denervacién regional del miocardio sobre el
sustrato electrofisioldgico del precondicionamiento isquémico
Mapfre Medicina, 1997; 8 (Supl. I11): 5-12

Juan Cinca
Ana Carreno
Lluis Mont

J. Soler-Soler

ABSTRACT

At the very beginning of coronary reperfusion, there is a
transient phase of supranormal recovery (overshoot) of the TQ
segment caused by a reduction in extracellular potassium which
coincides in time with the appearance of lethal arrhythmias.
Decreased extracellular potassium could be caused by a supra-
normal activity of the Na*/k* pump secondary to the effect of
local catecholamines.

To test this hypothesis, the recovery pattern of the TQ seg-
ment was studied during coronary reperfusion after four 5-mi-
nute occlussions of the anterior descending coronary artery in
18 pigs anesthetized with chloralose and ventilated mechani-
cally. In half of the cases, denervation was performed in the an-
teroseptal region by blocking pericoronary nerves with phenot
two weeks prior to the study. The other half were controls.
During the study, myocardial flow, aortic pressure and changes
in the TQ and ST segments were measured by a 32-channel epi-
cardial mapping in the ischemic area. Denervation was checked
by histologic methods of adrenergic fluorescence and reaction
to acetylcholinesterase,

The magnitude of overshoot of the TQ segment was similar
in both groups (1.5 + 0.6 mV in the control group and 1.5 + 0.6
in the denervated group). Therefore, the supranormal recovery
phase of the TQ segment during reperfusion, which suggests a
transient cellular reabsorption of potassium, does not seem to
depend on the action of catecholamines,

Key words: Repetitive coronary occlusion, coronary reperfission,
ECG mapping.

Cinca J, Carreiio A. Mont L. Soler-Soler J

Effects of regional myocardial denervation on the
electrophysiological substrate of ischemic preconditioning
Mapfre Medicina, 1997; 8 (Supl. 1l): 5-12
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INTRODUCCION

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

Los mecanismos causales del precondiciona-
miento isquémico no estan bien definidos. Se ha
relacionado el efecto protector del precondicio-
namiento con la posible liberacién de sustancias
cardioprotectoras endégenas como la prostaci-
clina PGl; ya que la administracion de inhibidores
de la ciclo oxigenasa atenua el efecto antiarritmi-
co del precondicionamiento (5). Otros autores han
observado que los corazones sometidos a pre-
condicionamiento muestran un menor grado de
acumulacién de productos de degradacion de nu-
cledtidos de adenina en el interior del drea isqué-
mica (1) que, en condiciones de isquemia mio-
cardica, pueden ejercer un efecto arritmogénico
(6). La estimulacion de los receptores de adenosina-
1 (A1) o la apertura de los canales de potasio sensi-
bles a la ATP podrian ser las bases celulares de los
efectos beneficiosos del precondicionamiento (7, 8).

El analisis de los efectos electrofisioldgicos del
precondicionamiento permitirian comprender me-
jor el mecanismo de la proteccién frente a las arrit-
mias. En un modelo porcino de precondiciona-
miento hemos observado que éste conlleva una
menor elevacion del segmento ST durante la oclu-
sion coronaria, una recuperacion mas homogé-
nea del segmento TQ en el interior del area is-
qguémica durante la reperfusion coronaria y un
menor grado de hiperaflujo coronario post reper-
fusion (9). La recuperacion homogénea del seg-
mento TQ en el miocardio precondicionado favo-
receria una menor incidencia de arritmias de
reperfusion ya que la existencia de gradientes de
potencial en el interior del area isquémica puede
ser arritmogeénica (10). Aunque desconocemos el
mecanismo causal de los efectos anteriormente
descritos, cabria la posibilidad de que los episo-
dios isquémicos repetidos ocasionasen una de-
plecion de catecolaminas en las terminaciones
nerviosas intramiocardicas. En favor de este ar-
gumento estarian nuestras observaciones en un
modelo porcino de denervaciéon miocardica 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-

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

Asi pues, este estudio pretende determinar si
la deplecion miocérdica de catecolaminas es en
parte responsable de los efectos electrofisiologi-
cos beneficiosos del precondicionamiento isqué-
mico en un modelo porcino de denervacion mio-
cardica regional. El corazén del cerdo se ha elegido
porque al igual que el corazén humano, tiene una
escasa circulacion colateral (12, 13).

METODOS

Preparacion experimental

El estudio se realizo en 18 cerdos de 20-30 kg
anestesiados con alfa cloralosa (100 mg/kg, e.v.)
ventilados artificialmente con un respirador de pre-
sion Bird a una concentracion de O, del 45%.

Todos los animales se sometieron a dos inter-
venciones quirdrgicas. La primera intervencion
consistio en una toracotomia lateral izquierda a ni-
vel del 5° espacio intercostal y tuvo como objeti-
vo el producir una denervacion simpatica de la ca-
ra anterior del ventriculo izquierdo mediante la
destruccion de las fibras nerviosas pericoronarias
por aplicacion de fenol (14). En 9 de los 18 cerdos
se disec la arteria descendente anterior (DA) a su
origen y se aplico fenol (acido carbdlico al 88%)
en esta region. En los restantes 9 cerdos se abrid
el pericardio pero no se diseco ni se tratd la arte-
ria con fenol. El térax se cerré por planos y se as-
piro el aire de la cavidad pleural. Los animales se
recuperaron de esta intervencion y fueron trata-
dos con antibidticos y analgésicos.

Al cabo de dos semanas se realizo el estudio
propiamente dicho. Bajo anestesia general con
alfa-cloralosa (100 mg/kg) y ventilacion mecénica
se abrid el esternén por la linea media y segui-
damente el pericardio. Se pasé 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
aplicacion de un clamp en la parte proximal del
tubo de goma se podia mantener ocluida la DAy
posteriormente mediante la liberacion del clamp
se reperfundia aquella arteria (Figura 1).

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

La presion arterial se monitorizé de forma con-
tinua mediante una canula introducida por disec-
cion en la arteria femoral. Las pérdidas hematicas
fueron compensadas con infusion endovenosa de
solucion salina fisiologica.

J. Cinca, A. Carreno, L. Mont, J. Soler-Soler

AMPLIFICADOR
DIFERENCIAL

¢ POLIGRAFO

MULTIPLEXOR
ANALOGICO
16/32

v

CONVERSOR
A/D

32—

Figura 1. Esquema de la preparacion experimental en la
que se indica la posicion de la malla de 32 electrodos asi
como el medidor de flujo coronario y el lugar del clampa-
je de la arteria coronaria descendente anterior.

Mapeo epicardico

En todos los casos se practico mapeo de los
electrogramas epicardicos mediante un sistema
de amplificacion 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 didmetro que contienen un hilo de algodén
embebido en suero fisiolégico para permitir la
transmision eléctrica. Los electrodos de algodén
gue estan en contacto con el corazén 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, 11y 11
electrodos (Figura 1). La membrana se sutura al
epicardio con Prolene 5/0 siguiendo una alinea-
cion paralela a la del trayecto de la DA. De esta
forma los electrodos situados distalmente estaran
en contacto con el area isquémica, mientras que
los electrodos proximales lo estaran con el mio-
cardio normal circundante. El electrodo de refe-
rencia se coloca en la grasa mediastinica.

Los electrogramas se obtuvieron de forma si-
multéanea y se guardaron en el disco duro de un
ordenador previa digitalizacion a una frecuencia
de 500 Hz por canal. Las muestras tienen una
duracién de 2 segundos y se toman cada minuto
durante la oclusion coronaria y cada 5 segundos
durante la reperfusion.

En cada electrograma se midieron los siguien-
tes parametros: 1) desplazamiento del segmento
TQ (porcion plana del invervalo PR) respecto al
potencial O mV de referencia, 2) desplazamiento
del segmento ST a 120-140 mseg del inicio del

Efectos de la denervacion regional del miocardio

complejo QRS y 3) tiempo de activacion local me-
dido desde el inicio del complejo ventricular has-
ta la parte media de la deflexion intrinseca (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-reperfusion coronaria se-
parados entre si por un intervalo libre de 20 mi-
nutos. La duracion de la isquemia fue de 5 minu-
tos y la de la reperfusion 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 fasico y medio se midio de
forma continua durante todos los episodios de
isquemia-reperfusion 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 diseccion alrede-
dor de la DA por debajo del nivel de la ligadura
(Figura 1). Se evito que durante la implantacion
del medidor de flujo se originasen trastornos de
la motilidad ventricular causados por obstruccion
al flujo coronario.

Estudio neuroanatémico

La presencia de denervacion en el grupo de
cerdos tratados con fenol se comprobdé mediante
reaccion de histofluorescencia adrenérgica in-
ducida por el acido glioxilico en biopsias de mio-
cardio obtenidas al final del experimento. Las
muestras de tejido miocardico se tomaron en la
region denervada anteroseptal y en el miocardio
sano de la cara lateral del ventriculo izquierdo.
El tejido denervado da una reaccion de fluores-
cencia negativa.

Las biopsias se congelaron inmediatamente en
nitrogeno liquido. Del tejido se obtuvieron sec-
ciones de 20-30 nm en un criotomo a temperatu-
ra de —20 °C que se introdujeron en una solu-
cion de acido glioxilico durante 15 seg. La solucion
contenia: 2 gr de acido glioxilico Sigma, 5,4 gr de
glucosa, 5,5 gr de fosfato sddico, 100 ml de agua
destilada, e hidroxido sddico suficiente para llevar
el pH a 7,4. Las preparaciones se incubaron a 80 °C
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

Despueés de ohtener registros basales de los elec-
trogramas epicardicos, flujo coronario, ECG con-
vencional y presion adrtica, se practicaron las cua-
tro secuencias de isquemia-reperfusion coronaria.
El ECG convencional, presidn adrtica y flujo coro-
nario se registraron de forma continua durante to-
do el experimento. El mapeo epicardico se obtuvo
cada minuto durante la oclusidn coronaria y cada 5
segundos durante la reperfusion. En caso de pre-
sentarse arritmias ventriculares éstas no se trataron.

Analisis de los resultados

El desplazamiento del segmento TQ y ST se
midio en todos los registros y se expreso como la
media + 1 desviacion estandar (DE). Como indice
del grado de heterogeneidad del segmento TQ en
el interior del drea isquémica se tomd la desvia-
cion estandar del segmento TQ en los electrodos
situados en contacto con el drea isquémica. Se
considera que un electrodo esta en contacto con
el drea isquémica cuando el electrograma obteni-
do a este nivel muestra depresion del segmento
TQ superior a 2 mV.

La activacion local se midi6 en electrodos que
muestren cambios isquémicos y se expreso co-
mo la media = 1 DE.

El flujo coronario v el desplazamiento del seg-
mento TQ y ST se midieron en el mismo latido
cardiaco. Durante la fase hiperémica de la reper-
fusion coronaria se determiné el valor maximo del
flujo coronario y se calculé el area de hiperemia
por planimetria de la curva de flujo.

Las diferencias en los valores maximos del seg-
mento TQ y ST, activacion local, y flujo coronario
entre la 1.2y 4.2 oclusion-reperfusion se valoraran
aplicando el test de student para muestras apa-
readas. En nuestro estudio no se podra aplicar el
test de ANOVA para muestras repetidas porque
la 1.2 secuencia de isquemia-reperfusion influye
en la 4.2, y por tanto no son blogues indepen-
dientes. Se considerara nivel de significacion es-
tadistica una p < de 0,05.

RESULTADOS

Alteraciones del segmento TQ

La isquemia miocardica induce tipicamente un
desplazamiento negativo del segmento TQ y una
elevacion del segmento ST en los electrogramas
locales de corriente directa (DC) (Figura 2). La
depresion del segmento TQ aumenta en las su-
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Figura 2. Representacion por ordenador de los 32 elec-
trogramas epicardicos obtenidos en estado basal, a los cin-
co minutos de oclusion coronaria y a los 30 segundos de
reperfusion,
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cesivas oclusiones coronarias breves y repetidas
(Figura 3), siendo este aumento estadisticamente
significativo en el grupo control. El grupo tra-
tado con fenol muestra una tendencia similar,
aunque no alcanza la significacion estadistica.
Durante la reperfusion coronaria la depresion
del segmento TQ se recupera rapidamente, pa-
sando por una fase de ascenso transitorio por en-
cima del potencial cero de referencia (overshoot)
(Figura 3). La magnitud del «overshoot» es maxi-
ma durante la primera reperfusién y es de grado
similar en los dos grupos de cerdos (Figura 4). En
el grupo control la magnitud del overshoot del
segmento TQ en la cuarta reperfusion fue menor
que en la primera, sin embargo esta amortigua-
cion no se observo en el grupo tratado con fenol
(Figura 5). Durante la fase de overshoot la varia-
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Figura 3. llustracidn de los cambios en un electrodo epi-
cardico situado en el interior del area 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 TQ durante la
reperfusion (overshoot).

Figura 4. Representacion gréafica de los valores medios y
desviacion estandar del desplazamiento del segmento TQ
durante la isquemia (5 minutos) y durante la fase precoz
de la reperfusion (overshoot).

bilidad regional del TQ (desviacion estandar de la
media del conjunto de los electrodos de cada ani-
mal) aumenta mas alla de la que se observa du-
rante la isquemia (2,2 = 0,5 mV versus 3,6 + 0,7
mV, p < 0,05). La recuperacion de las alteraciones
del segmento TQ es mas répida en la cuarta que
en la primera oclusién (57 + 28 seg versus 41 + 13
seg, p < 0,05).

Alteraciones del segmento ST

La elevacion del segmento ST durante los epi-
sodios de oclusion coronaria fue similar en los dos
grupos de estudio (2,0 £ 0,9 mV en el control y
1,8 = 2,0 en el grupo fenol). Se observé una ten-
dencia no significativa hacia una menor elevacién
del segmento ST tras las oclusiones coronarias re-
petidas.

Alteraciones del flujo coronario

Debido a la presencia de pericarditis residual a
la primera intervencion, existio dificultad técnica
en disecar la arteria coronaria descendente ante-
rior. En consecuencia, el flujo coronario sélo pu-
do ser medido en 10 de los 18 casos.

El flujo coronario basal en la DA media fue de
15 + 3,5 ml/min en el grupo control y 13,3 + 3,9
ml/min en el grupo tratado con fenol. Durante la
reperfusion coronaria se observa una respues-
ta hiperémica (Figura 6) que fue estadisticamen-
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Figura 5. Comparacion de la evolucidn de los valores del
TQ durante la isquemia y reperfusién 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-anatémico

En todos los casos en que se aplic fenol en la
DA proximal se observé desaparicion (denerva-
cion de las fibras simpéticas Y parasimpaticas tan-
to en el miocardio de la region anteroseptal como
abre_dedor de la arteria coronaria DA. Por el con-
trario los cerdos del grupo control mostraron una
gbundante red de fibras simpaticas Y parasimpa-
ticas en aquellas regiones.
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Figura 6. Registro de tres electrogramas epicardicos (dos
en el rea isquémica y uno en la normal, flujo arterial co-
ronario (FAC) fasico y medio y presion arterial adrtica du-
rante la isquemia y reperfusion coronaria. Obsérvese |a re-
accion hiperémica del flujo coronario {los numeros indican
el valor medio del FAC).

DISCUSION

Los hallazgos mas importantes de este estudio
son por un lado, la observacion de que la repeti-
cion de cuadros de isquemia breve acelera la re-
cuperacion de las alteraciones del segmento TQ
y STy por otro, que la fase de recuperacién rapi-
da (overshoot) del segmento TQ durante la re-
perfusion coronaria no se modifica tras denerva-
cion simpética del &rea isquémica.

Las diferencias regionales en la magnitud de
cambio del segmento TQ y ST, en este estudio
representadas como la desviacion estandar de los
valores del conjunto de electrodos isquémicos, re-
flejan diferencias regionales en las propiedades
electrofisiolégicas del miocardio isquémico. Asi,
dado que la depresion del segmento TQ refleja
la pérdida de potencial de reposo transmembra-
na (despolarizacién) (15, 16) y la elevacion del
segmento ST alteraciones en la amplitud y dura-
cion de dicho potencial concluimos que en el in-
terior del area isquémica existen marcadas dife-
rencias regionales en el potencial de reposo y en
la duracién y amplitud del potencial transmem-
brana. La variabilidad regional de dichos parame-
tros es debida a que las alteraciones electroliti-
cas y metabdlicas que originan las alteraciones
del segmento TQ y St (acumulacion extracelu-
lar de potasio y acidosis) tampoco se distribuyen
uniformemente en el interior del area isquémi-

ca (9).

J. Cinca, A. Carreno, L. Mont, J. Soler-Soler

El impacto clinico de la heterogenidad electro-
fisioldgica del miocardio isquémico se basa en el
hecho de que esta situacion 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-
peracion de las alteraciones eléctricas y disminu-
yen su grado de heterogeneidad, se podria inferir
que la isquemia repetida reduciria la incidencia de
arritmias ventriculares.

En este modelo porcino hemos observado que
durante la reperfusion coronaria la recuperacion de
la depresion del segmento TQ y la de la elevacion
del segmento ST en el area isquémica sigue un pa-
trén bifasico. Asi, inmediamente al restablecimien-
to de la perfusién coronaria existe una elevacion
transitoria del segmento TQ por encima del valor
de potencial cero de referencia (overshoot) y tam-
bién una reelevacion del segmento ST. Al cabo de
2-5 minutos sigue una segunda fase durante la que
ambos parametros se recuperan integramente. La
elevacion u overshoot del segmento TQ refleja un
estado de hiperpolarizacion de la membrana.

Durante los primeros instantes de la reperfu-
sién coronaria el aumento del grado de disper-
sion en los valores del segmento TQ (fase de
overshoot del segmento TQ) indica que existen
zonas del miocardio en fase de recuperacion mien-
tras que otras regiones todavia no se ha recu-
perado. Dicho de otro modo, existen zonas con
elevacion u overshoot del TQ que indican hiper-
polarizacion, y zonas de depresion del TQ que re-
flejan despolarizacion. En esta situacion se crean
grandes gradientes de potencial eléctrico entre el
area isquémica reperfundida y el miocardio sano
circundante que originan las arritmias letales de
la primera fase de la reperfusion (10). En nuestro
modelo no hemos podido estudiar las arritmias
de reperfusién porque éstas son practicamente
nulas cuando el periodo de isquemia que prece-
de a la reperfusion es tan corto como el utilizado
en este estudio (5 minutos). Debemos senalar que
elegimos este tiempo de isquemia ya que la pre-
sencia de arritmias de reperfusion hubiera impe-
dido una medicion valida de las alteraciones pre-
coces del segmento TQ.

Mediante registro simultaneo del potencial
transmembrana y de la concentrgcién extracelu-
lar de potasio con electros sensibles a este ?c')n
(17, 18) se ha demostrado que la acumulacion
extracelular de potasio en el miocardio isquémico
es el que determina en mayor grado la magnitud
del desplazamiento del segmento TQ. En efecto,
en el corazon perfundido del cerdo hemos demos-
trado que la fase de overshoot del TQ correspon-
de a una disminucion transitoria de la concentra-
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cion de potasio extracelular a niveles incluso por
debajo de los basales (19). EIl mecanismo por el
que disminuye la concentracion extracelular de
potasio en el area reperfundida no se conoce. Se
podria especular que durante los primeros instan-
tes de la reperfusion coronaria existe un aumen-
to de la actividad de la bomba Na + / K + gracias
al cual se incrementaria el bombeo de potasio al
interior de la célula con la consiguiente reduccion
de este ion en el espacio extracelular. El aumento
de la actividad de la bomba Na + / K + podria ser
el resultado de un efecto de las catecolaminas lo-
cales (20), las cuales son liberadas durante la is-
quemia miocardica (17). Sin embargo nuestro es-
tudio indica que la deplecién de catecolaminas en
el miocardio isquémico-reperfundido no modifica
la magnitud del overshoot del segmento TQ, que
en definitiva refleja el grado de disminucion de po-
tasio extracelular.

Es interesante senalar que durante el periodo
de tiempo en que aparece la fase de overshoot o
recuperacion supranormal del segmento TQ al-
gunos autores han descrito, mediante espectros-
copia infrarroja, la existencia de un estado de oxi-
genacién miocardica asi mismo supranormal en
el corazon canino (21).

En estudios previos (9) realizados en un mo-
delo porcino de isquemia breve y repetida como
el presente observamos que la reperfusion coro-
naria después de un periodo de isquemia de 5 mi-
nutos provoca una reaccion hiperemica en el flu-
jo coronario que excede el doble del flujo basal.
Esta reaccion hiperémica del flujo coronario dis-
minuia en duracién y en intensidad después de
realizar oclusiones coronarias breves y repetidas.
La amortiguacion de la respuesta hiperémica tras
isquemias repetidas podria 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 acumulacion de nucledtidos de
la adenina en el miocardio isquémico precondi-
cionado (1) contribuiria a disminuir la capacidad
vasodilatadora de la reperfusion. Sin embargo de-
bemos senalar que en el miocardio isquémico se
acumulan sustancias que pueden favorecer la va-
sodilatacion (H +, lactatos, CO, y potasio).
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La propafenona bloquea la corriente
rectificadora tardia en miocitos
ventriculares aislados de cobaya

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

Departamento de Farmacologia
Facultad de Medicina
Universidad Complutense
Madrid

RESUMEN

Hemos analizado los efectos de la propafenona sobre la co-
rriente rectificadora tardia (I) registrada en miocitos ventri-
culares aislados de cobaya utilizando Ia configuracion del parche
perforado con nistatina de la técnica del parche de membrana,
En el cobaya Ia I, presenta al menos dos componentes: uno que
se activa rdpidamente (Iy ) y es sensible al La™ y otro de acti-
vacién lenta (I ;) y es insensible al La**. En ausencia de La® Ia
propafenona inhibia la IK de forma dosis-dependiente, siendo
sus efectos mds marcados tras pulsos despolarizantes débiles.
La propafenona ademds desviaba en direccién despolarizante
el punto medio de la curva de activacién de la I. El blogueo pro-
ducido sobre la corriente de cierre (I ;) registrada tras vol-
ver a =30 mV era mis marcado (P < 0,05) tras pulsos despola-
rizantes cortos. Mds ailn, en presencia de 5 pmol/L de
propafenona se satisfacia el test de la envoltura de las colas, per-
maneciendo el cociente I /T . constante, independiente-
mente de la duracion del pulso despolarizante, En presencia de
La¥* (cuando sélo existe Ia Ik ) 1a propafenona no modificaba
la curva de activacion y la inhibicion de la I (oil €ra voltaje-in-
dependiente. La propafenona tampoco modificaba la fase final
de Ia cinética de activacion de la Iy , pero retrasaba el comien-
zo de la activacion de la corriente. Estos resultados demuestran
por vez primera que la propafenona inhibe los dos componen-
tes de la I, pero es mas potente para bloquear los canales k,r
de la corriente rectificadora y que se une preferentemente al es-
tado cerrado de los canales I ..

Palabras clave: Propafenona, antiarritinicos. miocitos ventricula-
res, Ikr, Tk.s.
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ABSTRACT

Propafenone effects on the late rectifying current (I) re-
corded in ventricular myocytes isolated from guinea pigs using
the configuration of the perforated patch with nystatin of the
membrane patch technique. In guinea pigs, Iy has at least two
components: one which is rapidly activated (I ;) and sensitive
to La®*, and a slow activating component (I  unsensitive to
La™*. In the absence of La**, propafenone inhibited IK in a do-
se-dependent manner, its effects being more marked after weak
depolarizing pulses. Propafenone also shifted in a depolarizing
direction the middle point to the activation curve of I. The blo-
ckage caused on the closing current (Iy i) recorded after re-
turning to-30 mV was more marked (P < 0.05) after short de-
polarizing pulses. Moreover, in the presence of 5 pmol/L of
propafenone, the tail envelope test was met, the Iy ¢i/Tg 12
tio remaining constant regardless of the duration of the depo-
larizing pulse. In the presence of La** (when only Iy is pre-
sent), propafenone did not change the activation curve and the
inhibition of Iy; .., was not voltage-dependent. Propafenone did
not change either the final stage of the activation kinetics of Iy,
but delayed the start of current activation. These results de-
monstrate for the first time that propafenone inhibits both com-
ponents of I, but it is more potent to block K,r channels of the
rectifying current, and is preferentially bound to the closed sta-
te of I ; channels.
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INTRODUCCION

La propafenona es un farmaco antiarritmico
del grupo | (1) ampliamente utilizado en la profi-
laxis y tratamiento de arritmias cardiacas (2, 3).
Los estudios electrofisiolégicos han demostrado
que la propafenona inhibe de forma voltaje- y fre-
cuencia-dependencia la velocidad maxima de des-
polarizacion de los potenciales de accidn auricu-
lares y ventriculares (4, 5) y desplaza la curva que
relaciona este parametro 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
lc de los farmacos antiarritmicos (1). El potente
bloqueo del canal de Na* que produce explica la
marcada depresion de la velocidad de conduccion
intracardiaca y la prolongacion del complejo QRS
(2, 3). Ademas, la propafenona bloquea los re-
ceptores f-adrenérgicos e inhibe la corriente de
entrada de Ca®* a través de los canales tipo L de
la membrana cardiaca (9).

La duracién del potencial de accién cardiaco
(DPA) es la resultante de un complejo balance de
diversas corrientes ionicas, unas de entrada (de
Na* y de Ca?) y otras de salida de K*. Seria de es-
perar que la inhibicion de la I, e I, acortase la
DPA, algo que sucede en fibras de Purkinje de ove-
ja (6, 7). Sin embargo, la propafenona prolonga la
DPA en las celulas sinoauriculares (10, 11), fibras
musculares auriculares (5} y ventriculares (7) y en
fibras de Purkinje de otras especies (11). Estudios

clinicos han demostrado que la propafenona pue-
de prolongar la refractoriedad ventricular, ha-
biéndose descrito casos de sindrome de QT largo
con torsades de pointes (2, 3). Atin cuando la pro-
longacion de la refractoriedad mas alla de la DPA
puede explicarse por la prolongacién de la reacti-
vacion del canal de Na* (1), la capacidad de la pro-
pafenona para prolongar la DPA 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 salida de K* (I, I¢; e l,,) en miocitos auricula-
res de conejo (12). Sin embargo, la presenciay la
participacion en la repolarizacion de los distintos
canales de K* varian segun el tejido cardiaco, la
especie animal y la frecuencia de estimulacion o
la isquemia (13). La corriente de salida que pre-
senta rectificacion tardia (lg) determina la DPA en
diversas especies. Asi, en miocitos de conejo, la
Ik consta de un componente que se activa con des-
polarizaciones moderadas con un curso temporal
rapido (14), mientras que en miocitos ventricula-
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res de cobayo la IK presenta un componente que
se activa rapidamente (I ) y otro que se activa len-
tamente (I ;) (15). En miocitos auriculares huma-
nos se habia descrito una corriente transitoria de
salida (I,,) (16, 17), mientras que la Ik se suponia
minima o inexistente. Recientemente se ha de-
mostrado que los miocitos auriculares humanos
presentan tres corrientes distintas con rectificacion
retardada (18). Una de ellas es la corriente rectifi-
cadora de activacion ultrarrapida (19). Ademas, las
células auriculares humanas presentan una co-
rriente de salida que se activa lentamente (20) y
que segun su amplitud y cinética es posible que
participe en la fase 3 de repolarizacion mas que la
Ito (20) y parece estar compuesta de una corrien-
te sensible al E-4031 (I ;) y un componente de ac-
tivacion lenta e insensible a E-4031 (I ) (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
lg. Por ello, y a fin de obtener mayor informacion
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 I
en miocitos ventriculares aislados de cobayo.

MATERIAL Y METODOS

Aislamiento de miocitos cardiacos

Los miocitos ventriculares fueron aislados de
ventriculos de cobayos (250-300 g) utilizando téc-
nicas de disociacion enzimatica (21, 24). Los cora-
zones se colocaron en un aparato de Langendorff
y se perfuncieron retrégradamente a través de la
aorta a la velocidad de 10-15 ml/min con las si-
guientes soluciones: a) 1-2 minutos con solucién
de Tyrode modificada que contenia 1,8 mmol/L
CaCl, oxigenada (95% 0,-5% CO,) y mantenida a
37 °C. b) Con solucién de Tyrode sin Ca?* duran-
te 5 minutos; c) durante 4 minutos con la misma
solucion suplementada con colagenasa (0,12
mg/ml collagenasa, Sigma la) y proteasa (0,03
mg/ml. Sigma tipo XIV, Sigma Chemical Co.). d)
Con solucién KB (alto K*, bajo CI7) durante 4 mi-
nutos. A continuacion los corazones fueron troce-
ados en pequenos pedazos y colocados en solu-
cion KB, agitandose para facilitar la disociacion de
las células. La composicion del Tyrode fue (mmol/L):
NaCl 114, KCI 5,4 CaCl, 1,8, MgCl, 1,0, taurina 20,
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glucosa 10, NaHCO; 24y NaHng’O,, 042 (pH=74
tras adicionar NaOH). La solucién KB (alto K*, ba-
jo CI) contenia (mmol/L): &cido glutdmico 70, tau-
rina 10, KCI 20, KH2P04 10, MQCIZ 1,0, acido suc-
cinico 5,0, creatinina 5,7, dextrosa 10, EGTA-K 0,2
y HEPES-K 10 (pH = 7,4 con KOH).

Una pequena suspension de células se trans-
firi6 a una camara (0,5 ml) colocada sobre la pla-
tina de un microscopio invertido (Nikon TMS) y
perfundida a una velocidad de 1 mi/mln: Para de-
terminar la corriente de K* total, la solucion exter-
na contenia (mmol/L): NaCl 136, KCI 5,4, CaCl, 1,0,
MgCl, 1,0, CoCl, 2,0, tetrodotoxina 0,03, glucosa
10y HEPES 10 (pH = 7,4 con NaOH). En estas con-
diciones 1a Ina ¥ 12 IcaL fuerqn bloqueadas, res-
pectivamente, por tetrodotoxina y CoCl,. Cuando
se analizaron los efectos de la propafenona sobre
la Ik,s, las células se perfundieron con una solu-
cién que ademas contenia 30 pmol/L de la Cl; pa-
ra bloquear los canales K.r (25, 26). La composi-
cién de la solucién de la pipeta era (mmol/L):
aspartato-K 80, KCl 42, KH,PO, 10, ATP-Mg 5, fos-
focreatinina 3, EGTA-K 5y HEPES-K 5 (pH = 7,2
con KOH). Los potenciales de union entre la pipe-
ta y la solucion externa eran de -9 mV'y este po-
tencial era suprimido antes de iniciar el experi-
mento. Los experimentos se realizaron a temperatura
ambiente (22-23 °C) en miocitos ventriculares (80-
110 pm de longitud) identificados por su aparien-
cia estriada y sin burbujas en su superficie externa.

Registro de corrientes idnicas cardiacas

Las corrientes de membrana se determinaron
utilizando la configuracion de parche perforado
con nistatina de la técnica del parche de mem-
brana (27) utilizando un amp!iﬁcador Axopatch-1
D (Axon Instruments, Fos:tt?r City, CA, USA). El mé-
todo de la nistatina permitia permeabilizar los mio-
citos cardiacos y registrar la I sin modificar el me-
dio intracelular (13, 21-23). En estas condiciones
se evitaban el fendmeno de «rundownn caracte-
ristico de la I y, en particular, de la I ; cuando se
utiliza la configuracion de célula entera, mante-
niéndose estable durante més de 60 minutos (23).
Las micropipetas se construyerpn utilizando tubos
capilares de borosilicato (Narishige GD-1) mediante
un estirador programable (Model P-87 Brown-
Flaming, Sutter Instruments Co.). Cuando se lle-
naban de solucion interna, la resistencia de las mi-
cropipetas era de 2-4 MC. Las resistencias en serie
se compensaron en = 80% de forma manual utili-
zando la unidad de compensacion correspondiente
del amplificador Axopatch. La resistencia efectiva
de acceso se calculo a partir del cociente 1,/C,,, co-

La propafenona bloquea la corriente rectificadora en miocitos

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 tendria un
valor inferior a 2,4 mV. Durante el experimento, el
potencial de membrana y las corrientes idnicas se
observaban en un osciloscopio (Kikusui modelo
5020A). Los pulsos se generaron por un conver-
sor digital-analdgico 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 analdgico-digital de 12-bit. Los pro-
tocolos de estimulacion, la adquisicion y analisis
de los datos experimentales se realizé en un com-
putador Tandon 386/25 utilizando los programas
pClamp 5.5.1 (Axon Instruments, Foster City) y los
disenados por el Dr. D. Snyders de la Universidad
de Vanderbilt (Nashville, USA).

Andlisis 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-
lizé el andlisis de varianza de dos colas (29).

La curva de activacion de la Iy ; fue ajustada a
una distribucidn de Boltzmann utilizando una ru-
tina de minimos cuadrados: I/l ma, = 141 + expl(Vh
- Vm)/k]}, donde V,, es el punto medio de activa-
cién (en mV), V,,, es el potencial de prueba y k (en
mV), V., es el potencial de prueba y k (en mV) re-
presenta la pendiente de la curva de activacion.

La cinética de activacion de la I ; se ha descri-
to como un proceso sigmoidal, asumiendo que el
canal presenta multiples estados cerrados (25). En
nuestro estudio, para describir la constante de tiem-
po predominante y su modificacion por la propa-
fenona, se realizd un analisis exponencial ajus-
tando la cinética de activacion e inactivacion a una
ecuacion del tipo:

y = Aqexpl-t/tix) + Asexp(-t/tx) +

+ Agexp(-t/13x) + C
donde 14, T, ¥ T3 s0On las constantes de tiempo del
sistema. A;, A, y A; son las amplitudes de cada
componente de la exponencial y C es el valor ba-
sal. Para el ajuste de la curva utilizamos un algo-
ritmo de minimos cuadrados no lineal (Gauss-
Newton).

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

Efectos de la propafenona sobre Ia
corriente total de K*

La Figura 1 muestra trazos de corrientes regis-
trados durante un pulso despolarizante, tanto en
situacion control como en presencia de proprafe-
nona, 5 pmol/L. Los pulsos despolarizantes de 5

seg de duracion fueron aplicados desde un po-

tencial de fijacién de —40 mV (para inactivar la Ina)
hasta +30 mV, seguido de una repolarizacion has-
ta -30 mV. En situacién control, los pulsos des-
polarizantes producen una corriente de salida que
aumenta lentamente, mientras que durante la re-
polarizacidn a -30 mV se registra una corriente de
cierre que representa la deactivacion de la I (i gair)
(30). La corriente maxima activada durante la des-
polarizacion (I .., se midié como la diferencia
entre el nivel de corriente tras la caida del artefacto
capacitivo y el nivel de corriente al final del pulso
despolarizante. En ausencia de farmaco los valo-
res de lg max € Ik ai €ran 312 + 16 pAy 189 = 10 pA,
respectivamente (n = 20). La propafenona inhibia
tanto la I 5, cOMo la Iy ;) de forma dosis-de-
pendiente. Asi, en presencia de propafenona (0,5,
1y 5 umol/L) la lg nax @ +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 lg i 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 I era revertido muy lentamente tras
eliminar el farmaco de la perfusion.

+30 mV
J -30 mV (53
-40 mV

Control

K, max

Propafenona 5 pmol/L

Figura 1. Efectos de la propafenona, 5 pmol/L, sobre las
k. Las corrientes fueron obtenidas tras aplicar pulsos des-
polarizantes desde -40 mV hasta +30 mV durante 5 seg. La
linea punteada representa el nivel cero de corriente.
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Efectos de la propafenona sobre la
dependencia de voltaje de la I

La Figura 2 muestra los efectos de 5 pmol/L de
propafenona sobre la Iy .., obtenida tras aplicar
pulsos despolarizantes de 5 seg de duracion des-
de un potencial de fijacion 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 aplicacion de pulsos
a potenciales > -20 mV se reducia de forma sig-
nificativa la Iy ... El bloqueo era voltaje-depen-
diente, siendo menos marcado tras aplicar pulsos
muy despolarizantes. En 6 células, el porcentaje
de bloqueo de la Iy . tras aplicar pulsos a 0 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 I
fue analizado también midiendo la I, obtenida
al fijar el potencial de membrana a -30 mV tras
aplicar pulsos despolarizantes entre 40 y +70 mV.
La curva de activacion se obtuvo normalizando Ia
amplitud de la I, a cada nivel de potencial de
membrana frente al valor maximo. En ausencia
de farmaco, la curva de activacion en estado de
equilibrio de la l; tenia un voltaje medio (V,,) de
17,8 £ 1,9 mV y una pendiente (k) de 15,5 + 1,1 mV
(n = 6). En presencia de propafenona, 5 pmol/L, la
amplitud de la I, disminuia a todos los poten-
ciales ensayados, pero su efecto era voltaje-de-
pendiente, siendo menos pronunciado cuanto ma-
yor era la despolarizacién. Asi, en 6 células, la

600 - 85

400 4 L 65

IK, max IPAJ
oanbo]q 3p <

o)

o

o
1

=~ 45

— 25

=T T 1 T T T
-20 0 20 40 60
Potencial de membrana (mV)

Figura 2. Corriente méxima de K* (I .,,,) medida tras apli-
car pulsos despolarizantes de 5 seg de duracion, en au-
sencia (@) y en presencia de propafenona, 5 pmol/L (O). El
potencial de membrana se mantenia a -40 mV, aplicando-
se a intervalos de 30 seg pulsos despolarizantes entre -20
y +70 mV. Los cuadrados representan el porcentaje de blo-
queo de la lg max @ cada nivel de potencial de membrana.
Los valores representan la media + e.s.m. de 6 células.
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propafenona reducia la I, €n un 64,1 + 5,7%
(P < 0,05) cuando el pulso despolarizante alcanza-
ba 0 mV y en un 48,1 = 4,6% (P < 0,05) tras aplicar
pulsos hasta +70 mV. Ademas, desviaba en di-
reccion despolarizante el V,, de la curva de activa-
cion (V,, = 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 activacion de la Iy

Para analizar la relacion entre el bloqueo indu-
cido por la propafenona y la duracion del pulso
despolarizante, analizamos los efectos del farma-
co utilizando el test de la envoltura de las corrien-
tes de cierre. El potencial de membrana se fijo a
-40 mV y se generaron a intervalos de 30 seg pul-
sos despolarizantes de duracion progresivamen-
te creciente desde 0,1 hasta 10 seg hasta +30 mV.
La Figura 3 muestra corrientes obtenidas tras ap!i-
car pulsos de 0,1, 0,4, 0,7, 1,2 y 4 seg en ausencia
y en presencia de 5 pmol/L de propafenona. La
propafenona bloqueaba la l¢ ., pero su efecto era
mas marcado con pulsos cortos que con pulsos
largos. Asi, la amplitud de la l,,; se reducia en un
52% tras un pulso despolarizante de 0,4 seg y s6-
lo en un 31% tras un pulso de 4 seg. Resultados
similares fueron obtenidos en 6 células (Tabla I).

La cinética de activacion se puede analizar con-
siderando la amplitud de las corrientes de cierre
con respecto a la duracion del pulso d_es'p.olarizante
(Figura 4A). En situacion control la cinética de ac-
tivacion se ajusto mejor a una funcién biexpo-
nencial y las constantes de tiempo (1) de los com-
ponentes rapido y lento resulto ser de05+0,1s
(Trapida) ¥ 5:2 % 10s (F,enta), respectivamente. Sin
embargo, en presencia de 5 pm'oI/L, los datos ex-
perimentales se ajustaban mejor a una funcién
monoexponencial cuya constante de tiempo era

de 2,1 +0,3s.

Prueba de la envoltura de las corrientes
de cierre

El test de la envoltura de las corrientes de cie-
rre predice que si la I representa la activacion de
un solo canal, la magnitud de la _I,flm,., trgs aplicar
un pulso despolarizante de duracion variable, de-
beria aumentar de forma paralela a la corriente de
salida durante dicho pulso (15). Si existe solo un
canal, el cociente entre la corriente de cierre y la
corriente tiempo-dependiente (Al /Al max) de-
beria ser constante, independientemente de la du-
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+30 mV Jm—'——l
-40 mV =30 mV

Control

100 pA

Propafenona 5 umol/L

Figura 3. Test de la envoltura de la corriente de cierre pa-
ra la corriente rectificadora tardia () en presencia y en au-
sencia de propafenona, 5 pmol/L. El potencial de mem-
brana se fijo a =40 mV y a intervalos de 30 seq se aplicaron
pulsos a +30 mV de duracién variable (0,1, 0,4,0,7, 1, 2y 4
seg). La linea rayada representa el nivel cero de corriente.

Tabla I. Porcentaje de bloqueo de la I
e lg ; producida por la propafenona
(5 umol/L) sobre las corrientes de cierre,
registradas tras regresar el potencial
de membrana a -30 mV, tras aplicar
pulsos de 0,4 y 10 seg de duracidn
desde -40 mV a +30 mV

0,4 seg 4,0 seg 10 seg

No La3* . 63,4 +58 41,5+7,1 38,6 + 6,9*
30 pmol/L
La3 i, 43,3+5,2 351+33 383+28

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

racion del pulso. Los resultados se muestran en
la Figura 4B. Se aplicaron pulsos entre —40 mV has-
ta +30 mV con duraciones variables, desde 0,1 seg
hasta 10 seg. En células perfundidas en una solu-
cion que contenia CO?", el cociente Al /Al max
dependia de la duracion del pulso. Tras aplicar pul-
sos despolarizantes cortos (< 1 s), la activacion de
la l¢ se caracterizaba porque la amplitud de las co-
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Figura 4. Panel A: la amplitud de l,,; se graficd frente a
la duracion del pulso en ausencia (@) 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 (Al yi/Ali may)
en funcién de la duracion del pulso en ausencia (@) y en
presencia propafenona (O) 5 ymol/L. Los valores repre-
sentan la media = e.s.m. de 12 celulas.

rrientes de cierre era similar a la de las corrientes
tiempo-dependientes, pero segun aumentaba la
duracion del pulso, la magnitud de la Al ,; era
menor que la de la Alg .., POr lo que para pulsos
> 1 seg, el cociente Al ,i/Alk max €ra de 0,52 + 0,05
(n = 6). Estos resultados confirman hallazgos pre-
vios que demuestran la existencia de dos com-
ponentes distintos en la I en miocitos ventricula-
res de cobaya (15, 23, 25), uno que se activa
rapidamente (K,r) y otro que se activa de forma
lenta (K,s). Los datos obtenidos en 12 células se
muestran en la Figura 4B, donde el cociente
Alg Al max S€ gratifico en funcion de la duracion
del puso de prueba. En presencia de 5 pmol/L, la
propafenona blogueaba la Iy, y la corriente que
persistia solo estaba compuesta de un tipo unico
de canal, el Iy, de tal forma que el cociente
Al /Al max PErManecia constante (0,44 + 0,003)
independientemente de cual fuera la duracion 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
hallazgo sugiere que la propafenona bloquea de
forma dosis-dependiente el componente rapido
de la .

Efectos de la propafenona sobre la Iy

Para determinar si la propafenona inhibe la Ig s,
determinamos sus efectos en células perfundidas
con una solucién externa que contenia 30 pmol/L
de La*, un bloqueante de la lg, (26). Las corrien-
tes de salida se generaron tras aplicar pulsos des-
polarizantes (de 5 seg de duracion cada 60 seg)
desde un potencial de fijacion de —-40 mV, segui-
do por una repolarizacién durante 5 seg hasta -30
mV. La Figura 5 muestra las corrientes en ausen-
cia y en presencia de propafenona, 5 pmol/L. La
propafenona disminuia la lgg may desde 285 hasta
203 pA y en 6 células expuestas a 5 pmol/L, la in-
hibicion de la lg s max alcanzo un 28,5 + 2,2% (P <
0,05). A 10 pmol/L, la propafenona disminuia la
lks,max €N un 37,5 + 6,1% P < 0,05, n = 6).

Efectos sobre la dependencia de voltaje
delaly

Para analizar la dependencia de voltaje del blo-
queo de la lg ¢ las células se perfundieron con 30
pmol/L de La®* y se aplico el protocolo experi-
mental utilizado para analizar la corriente de K* to-
tal en ausencia de La®'. La Figura 6A muestra re-

S5s
-30 mV J———
5s
-40 mV L—  —— -30mV

Control (30 pmol/L La®*)

Propafenona 5 umol/L

100 pA

245

Figura 5. Corriente registrada en ausencia y presencia de
propafenona, 5 pmol/L. El potencial de membrana se fijo
a-40 mV vy se aplicaron pulsos despolarizantes de 5 seg
hasta +30 mV. La lina punteada representa un nivel cero
de corriente.
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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 pmol/L de propafenona. Puede
observarse que el farmaco reduce la lg;,; a todos
los pulsos analizados. Asi, la amplitud de la I
tras aplicar un pulso desde —40 mV hasta +30 mV
era de 148,8 + 22,3 pA en situacion control (n =
15), reduciéndose en un 33,9 + 1,3% Y 47,0 = 3,2%,
respectivamente, en presencia de 5y 10 pmol/L
de propafenona. La Figura 6B muestra la curva de
activacion de la g . En situacion control el punto
medio de activacion (Vh) erade 29,123 mVy
el valor de k de 16,0 £ 2,1 mV (n = 7). En 6 células,
la propafenona (5 pmol/L) no moadificé el V;, (30,0
+2,2mV, P> 0,05) o el valor de k (16,0 = 0,4 mV,
P > 0,05). En otras 6 células, la propafenona (10
pmol/L) no modificé el V;, (36,8 + 0,8 vs. 36,4 + 1,0
mV) o el valor de k (16,7 = 1,0 vs. 16,7 = 0,3 mV)
de la curva de activacion. Los cuadrados repre-
sentan el porcentaje de Iy, bloqueado por 5
pmol/L de propafenona a cada nivel de potencial
de membrana. Puede verse que no hay diferen-
cias en el grado de bloqueo a los distintos poten-
ciales analizados, asi que aparetemente, el blo-
queo de la l¢; era independiente del voltaje del
pulso despolarizante.

Efectos de la propafenona sobre la
cinética de activacion de la Iy ¢

Los efectos de la propafenona, 5 pmol/L, sobre
la cinética de activacion de la I ; fue estudiada en
8 células perfundidas con una solucién que con-
tenia 30 pmol/L de La*. La Figura 7A muestra la
amplitud de las colas a =30 mV tras aplicar pulsos
despolarizantes desde -40 mV hasta +30 mV de
duracion creciente (0,1-10 s) cada 30 seg en pre-
sencia y en ausencia de propafenona. En estas
condiciones, la cinética de activacion se ajustaba
a una funcion monoexponencial. La constante de
tiempo de activacion fue de 3,3 £ 0,2 seg en au-
sencia de farmaco y de 3,2 + 0,3 s en presencia de
éste, lo que indicaba que la propafenona no mo-
dificaba la cinética de activacion de la Iy ;. Sin em-
bargo, la propafenona retrasaba el comienzo de
la activacion en 100,2 = 19,6 mseg, medido por la
interseccion del ajuste con el eje de abscisas, lo
que sugeria que ya existia un cierto grado de blo-
queo de la Iy ; antes de que el canal se abriera. La
Figura 7B muestra las amplitudes de las golas en
escala amplificada en uno de los 8 experimentos
realizados en presencia de 5 pmol/L de propafe-
nona. A 10 pmol/L, la propafenona retrasaba el co-
mienzo de la activacion en 110,9 = 289 ms, pero
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A +70 mV K
=30 mV

-40 mY —

Control

100 pA
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Figura 6. Efectos voltaje-dependientes de la propafenona
sobre la I ;. 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 linea
punteada indica el nivel 0 de corriente. Panel B: Dependencia
de voltaje de la activacion de la I s en ausencia (@) y en
presencia {O) de propafenona, 5 pmol/L. La linea continua
representa el ajuste de los datos experimentales utilizando
la ecuacion de Boltzmann: I/l qax = 1471 + expliVy, =V, JKIL
Los cuadrados representan el porcentaje de bloqueo de la
Ik 14i) @ cada potencial de membrana.
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Figura 7. Efecto de la propafenona sobre la cinética de ac-
tivacion de la I ;. Panel A: muestra la amplitud de la I 5
registrada tras aplicar pulsos de duracion variable (0,1-10
seg) a +30 mV y después volver a -30 mV en ausencia (@)
y en presencia de propafenona (O), 5 pmol/L. La lina con-
tinua representa la funcidn moncexponencial que ajusta
los datos experimentales. Los cuadrados representan el
porcentaje de bloqueo de la Iy 1, para cada tiempo. Panel
B: hemos expandido la escala de tiempo del primer se-
gundo. Obsérvese el retraso en la activacion medido por
la interseccion del ajuste con el eje de abscisas.

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

La Figura 7A muestra en cuadrados el porcen-
taje del bloqueo producido por 5 pmol/L de pro-
pafenona sobre la del I »; en funcion de la dura-
cion del pulso despolarizante. El bloqueo producido
por el farmaco disminuye en el primer segundo
del pulso hasta +30 mV. La Tabla | muestra el por-
centaje de inhibicion de la lg ¢ medido sobre las
corrientes de cierre generadas tras aplicar pulsos
despolarizantes de 0,4, 4 y 10 seg. Ello indica que
el blogueo producido por la propafenona no au-
menta con la duracion del pulso despolarizante.
Para caracterizar mejor las interacciones tiempo-
dependientes de la propafenona sobre la I 5, ana-
lizamos el curso temporal de su deactivacion. En
situacion control la cinética de deactivacion de la
lg 1ai tras aplicar un pulso desde —40 hasta 30 mV
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se ajustaba a una funcién biexponencial. En 8 cé-
lulas, la propafenona no modificaba las constan-
tes de tiempo rapida (t,) (325,4 + 20,2 ms vs. 340,1
+ 30,1 ms), ni la lenta (1) (1.5691,2 + 349,2 vs. 1.994,2
+ 359 ms, P > 0,05) de deactivacion. La propafe-
nona, 10 umol/L, tampoco modificaba la cinética
de deactivacion (1r = 213,8 + 56,4 vs. 282,56 + 78,3
mseg y 1l = 1.655,5 + 220,17 vs. 2.027,7 + 386,8
mseg, P > 0,05, n = 6). Estos resultados indicaban
que el bloqueo de la I s no era voltaje-dependiente,
no aumentaba al incrementar la duracion del pul-
so despolarizante y que retrasaba el comienzo de
la activacion de esta corriente. Por ello podemos
concluir que la propafenona bloquearia los ca-
nales K,s cuando se encuentran en el estado ce-
rrado.

DISCUSION

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 tardia, I, e I ;. Ambos componentes
pueden distinguirse por su cinética de activacion,
rectificacion y sensibilidad a farmacos (15, 26, 31,
32). La Iy, se activa rdpidamente con despolariza-
ciones moderadas (entre —-40 y 0 mV), su relacion
corriente-voltaje muestra rectificacion interna a po-
tenciales > 10 mV y se bloquea con E-4031 (15) y
dofetilida (31, 32). La I, ; se activa mas lentamen-
te a potenciales positivos a 0 mV, pero es mucho
mayor que la I, cuando se ha activado totalmente,
su rectificacion es minima o ausente y es insensi-
ble a dos farmacos antes mencionados (15).

Efectos de la propafenona sobre la Iy

La propafenona bloquea la Iy de forma con-
centracion y voltaje-dependiente, siendo el blo-
queo de la I ., v de la I qy mas marcado tras
pulsos despolarizantes débiles. Por tanto, despla-
za 5 mV en sentido despolarizante la curva de ac-
tivacion de la l. Ademas, los efectos de la propa-
fenona sobre la I eran tiempo-dependientes,
siendo el bloqueo significativamente mayor tras
pulsos cortos (0,1-1 seg) que tras pulsos largos.
Puesto que I, se activa a niveles mas negativos
y presenta una cinética mas rapida de la Iy s (15),
los efectos de la propafenona sugieren que el far-
maco bloquea preferentemente el componente de
activacion rapida, la Iy .
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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 |, parece deberse a la activacion de dos
tipos distintos de canales. La propafenona inhibia
de forma dosis-dependiente el cociente Al i/Alg max
para pulsos despolarizantes comprendidos entre
0,1y 1 seg, de tal forma que a 5 pmol/L inhibia
completamente la I . 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 I presenta sélo un componente (lg ) (14).
Duan y cols. (12) demostraban que la propafeno-
na bloqueaba la I, por unirse preferentemente al
estado abierto del canal. En estos experimentos
no hemos analizado la dependencia de tiempo y
voltaje del bloqueo de la I, 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 I

Con el fin de analizar los efectos de la propa-
fenona sobre la Iy, los miocitos se perfundieron
con 30 pmol/L de La**. A esta concentracion, el
La3* bloqueaba completamente la I . (26). Nuestros
resultados indican que la propafenona producia
un bloqueo concentracion-dependiente de la Iy,
siendo menos potente para inhibir esta corriente
que para bloguear los canales K,r. Ademés el blo-
queo de la I s no dependia del voltaje del pulso
aplicado. Asi, el bloqueo de la Iy, no diferia sig-
nificativamente para desplarizaciones pequefas
(=20 mV) o marcadas (+70 mV). Por ello, a las dos
concentraciones ensayadas (5 y 10 umol/L), la pro-
pafenona no modificaba los valores de V,, y k de
la curva de activacion de la I .. Este hallazgo es si-
milar al obtenido en miocitos auriculares de co-
nejo para la I, (12). La ausencia de efectos volta-
je-dependientes sobre la I e lg ¢ diferencia a la
propafenona de otros farmacos antiarritmicos del
grupo lc, por ejemplo, flecainida y encainida, que
producen un bloqueo voltaje-dependiente de la I
en miocitos ventriculares aislados de gato (13).

La propafenona, 5 y 10 pmol/L, no modificaba
la cinética de activacion. Idénticos resultados se
obtuvieron cuando se calculaba la cinética de ac-
tivacion graficando la amplitud de la I max frente
a la duracion del pulso despolarizante. Ello i'n_dr-
caria que la propafenona no modifica la cinética
de deactivacion de las corrientes de cierre, lo que
fue confirmado cuando se analizaron sus efectos
sobre el proceso de deactivacion. La propafenona
no modificaba la constante de tiempo de deacti-
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vacion 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). Seria de esperar
que los farmacos que bloquean el estado abierto
de los canales K,s y exhiben una cinética rapida
de recuperacion del bloqueo indujeran un enlen-
tecimiento en la cinética de deactivacion de las co-
rrientes de cierre, ya que los canales que se des-
blogquearan 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 podria explicar si la propafe-
nona: a) no se uniese a canales en estado abierto
y b) se uniese al estado abierto, pero el farmaco
exhibe una cinética lenta de desbloqueo del canal
o si los canales unidos al farmaco pudieran ce-
rrarse durante el pulso repolarizante. Sin embar-
go, dado que no hemos caracterizado la cinética
de deactivacion a distintos niveles de potencial de
membrana y tras pulsos a distintos potenciales
con distintas duraciones, no podemos descartar
ninguna de estas posibilidades tedricas.

La propafenona también producia un retraso
en el comienzo de activacion 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 producia
mas bloqueo a niveles despolarizados (cuando
mas canales se encuentran abiertos) y no modifi-
caba las constantes de tiempo de activacién y
deactivacion. Mas aun, el bloqueo no aumentaba
durante la aplicacidon de un pulso despolarizante.
Todo ello sugeriria 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 activacion de la Iy, es dificil evaluar la
interaccion entre un blogueante del estado abier-
to v los canales K,s, particularmente si el farmaco
exhibe una cinética rapida de asaciacion a los mis-
mos (33).

Desafortunadamente, en un estrecho rango de
concentraciones la propafenona bloquea nume-
rosos canales ionicos cardiacos que pueden jugar
un importante papel en la repolarizacion del po-
tencial de accion cardiaco, por ejemplo Iy, o .
I ks € ko (8,9 12). Por tanto, sus efectos sobre
diversos tejidos cardiacos (fibras musculares au-
riculares y ventriculares, fibras de Purkinje) y a dis-
tintas frecuencias cardiacas (en ritmo sinusal o du-
rante la taquicardia) seria el resultado de sus
efectos voltaje- y tiempo-dependientes contradic-
torios sobre cada corriente individual. Ademas,
deberia indicarse que los resultados en miocitos
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ventriculares de cobayo (en los que existen | e
Il s) son bien distintos de los encontrados en otras
especies (gato, conejo) (13, 32}, donde sdlo existe
la lg,. Recientemente, se ha demostrado que la Ic ¢
esta presente en las células musculares auricula-
res humanas, y su amplitud y cinética sugiere que
su papel en la fase 3 de repolarizacion de este te-
jido cardiaco podria ser mas importante que la de
la l, (20). Sin embargo, atin desconocemos el po-
sible papel de los canales K,s en la repolarizacion
de los miocitos ventriculares humanos.

Agradecimientos

Deseamos agradecer a los Drs. L. M. Hondeg-

hem, P. M. Bennett y J. A. Sanchez-Chapula por
sus valiosos comentarios.

BIBLIOGRAFIA

10.

22

. TAMARGO J, VALENZUELA C, DELPON E. New in-

sights into the pharmacology of sodium channels bloc-
kers. Eur Heart J. 1992; 13: 2-13.

. FUNCK-BRENTANO C, KROEMER H K, LEE T J, RO-

DEN D M. Propafenone. N Engl J Med. 1990; 313: 518-
525.

. BRYSON H M, PALMER K J, LANGTRY H D, FITTON

A. Propafenone. A reappraisal of its pharmacology,
pharmacokinetics and therapeutic use in cardiac arrhy-
thmias. Drugs. 1993; 45: 85-135.

. KOHLHARDT M, SEIFERT C. Inhibition of V., of the

action potential by propafenone and its voltage-, time-
and ph-dependence in mammalian ventricular myo-
cardium. Naunyn-Schmiedeberg's Arch Pharmacol.
1980; 315: 55-62.

. DELGADO C, TAMARCO J, TEJERINA T. Electrophy-

siological effects of propafenone in non-treated and in
propafenone pretreated guinea-pig atrial and ventri-
cular muscle. Br J Pharmacol. 1985; 86: 765-775.
LEDDA F, MANTELLI L, MANZINI S, AMERINI S, MU-
GELL A. Electrophysiological and antiarrhythmic pro-
perties of propafenone in isolated cardiac preparations.
J Cardiovasc Pharmacol. 1981; 3: 1162-1173.
TAMARGO J. Propafenone slows conduction and pro-
duces a nonuniform recovery of excitability between
Purkinje and ventricular muscle fibers. J Cardiovasc
Pharmacol. 1993; 22: 203-207.

KOHLHARDT M, FICHTNER H, FROBE U, HERZIG J W.
On the mechanism of drug-induced blockade single
cardiac Na* channels. Circ Res. 1989; 64: 867-881.
DELGADO C, TAMARGO J, HENZEL D, LORENTE F.
Effects of propafenone on calcium current in guinea-
pig ventricular myocytes. Br J Pharmacol. 1993; 108:
721-727.

SATOH H, HASHIMOTO K. Effect of propafenone on
the membrane currents of rabbit sino-atrial node cells.
Eur J Pharmacol. 1984; 99: 185-191.

11.

12,

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22

23.

24,

25.

26.

27.

DUKES I, VAUGHAN WILLIAMS E. The multiple mo-
des of action of propafenone. Eur Heart J. 1984; 5: 115-
125.

DUAN A, FERMINI B, NATTEL S. Potassium blocking
properties of propafenone in rabbit atrial myocites. J
Pharmacol Exp Ther. 1993; 264: 1113-1123.
COLATSKY T J, FOLLMER C H, STARMER C F. Channel
specificity in antiarrhythmic drug action: Mechanism
of potassium channel block and its role in suppresing
and aggravating cardiac arrhythmias. Circulation. 1980;
82: 2235-2242.

FERMINI B, NATTEL S. Evidence for a delayed recti-
fier potassium current, |, in rabbit atrial myocytes.
Biophys J. 1991; 59: 266A.

SANGUINETTI M, JURKIEWICZ N. Two components
of cardiac delayed rectifier K+ current. Differential sen-
sitivity to block by class lll antiarrhythmic agents. J Gen
Physiol. 1990; 96: 195-215.

ESCANDE D, COULOMBE A, FAIVRE J F, DEROUBAIX
E, CORABOEUF E. Two types of transient outward cu-
rrents in adult human atrial cells. Am J Physiol. 1987;
252: H142-H148.

SHIBATAE F, DRURY T, REFSUM H, ALDRETE V, GI-
LES W. Contributions of a transient outward current
to repolarization in human atrium. Am J Physiol. 1989;
257: H1773-H1781.

NATTEL S, WANG Z, FERMINI B. Three types of dela-
yed rectifier potassium currents in human atrial car-
diomyocytes. Biophys J. 1993; 64: A393.

FEDIDA D, WIBLE B, WANG Z, FERMINI B, FAUST F,
NATTEL S, BROWN A M. Identity of a novel delayed
rectifier current from human heart with a cloned K*
channel current. Circ Res. 1993; 73: 210-216.

WANG Z, FERMINI B, NATTEL S. Delayed rectifier out-
ward current and repolarization in human atrial myocy-
tes. Cir Res. 1993; 73: 276-285. .

DELPON E, VALENZUELA C, CASIS O, PEREZ O, TA-
MARGO J. Effects of propafenona on Iy s and I in
guinea-pig ventricular myocytes. Biophys J. 1993; 64
A314.

DELPON E, TAMARGO J, SANCHEZ-CHAPULA J.
Further characterization of the effects of imipramine
on plateau membrane currents in guinea-pig ventri-
cular myocytes. Naunyn-Schmiedeberg’s Arch Phar-
macol. 1991; 344: 645-652. ,
VALENZUELA C, SANCHEZ-CHAPULA J, DELPON E,
PEREZ O, ELIZALDE A, TAMARGO J. Imipramine (IMI)
blocks lg . and delays Ik  activation in guinea pig ven-
tricular myocytes. Circ Res. 1994; 74: 687-699.
VALENZUELA C, PEREZ O, CASIS O, DUARTE J,
PEREZ-VIZCAINO F, DELPON E, TAMARGO J. Effects
of lisinipril on electromechanical properties and mem-
brane currents in guinea-pig cardiac preparations. Br
J Pharmacol. 1993; 109: 873-879.

BALSER J, BENNETT P, RODEN D. Time-dependent
outward current in guinea pig ventricular myocytes. J
Gen Physiol. 1990; 96: 835-863.

SANGUINETTI M, JURKIEWICZ N. Lanthanum blocks
a specific component of |, and screens membrane sur-
face charge in cardiac cells. Am J Physiol. 1990; 259:
H1881-H1889.

HORN R, MARTY A. Muscarinic activation of ionic cu-
rrents measured by a new whole-cell recording me-
thod. J Gen Physiol. 1988; 92: 145-159.

E. Delpdn, C. Valenzuela, et al.

28.

29.

30.

31.

SALA S, PARSEY R, COHEN A, MATTESON D. Ana-
lysis and use of the perforated patch technique for re-
cording ionic currents in pancreatic B-cells. J Membrane
Biol. 1991; 122: 177-187.

WALLESTEIN S, ZUCKER C, FLEISS J. Some statisti-
cal methods useful in circulation research. Circ Res.
1980; 47: 1-9.

MATSUURA H, EHARAT, IMOTO Y. An analysis of the
delayed outward current in single ventricular cells of
the guinea-pig. Pfitigers Arch. 1987; 410: 596-603.
JURKIEWICZ N, SANGUINETTI M. Rate-dependent
prolongation of cardiac action potentials by methane-

32.

33.

La propafenona bloquea la corriente rectificadora en miocitos

sulfonanilide class lll antiarrhythmic agent. Specific
block of rapidly activating delayed rectifier K* current
by dofetilide. Circ Res. 1993; 72: 75-83.

CARMELIET E. Valtage- and time-dependent block of
the delayed K* current in cardiac myocytes by dofeti-
lide. J Pharmacol Exp Ther. 1992; 262: 809-817.
DUKES |, CLEEMANN L, MORAD M. Tedisamil blocks
the transient and delayed rectifier K* currents in mam-
malian cardiac and glial cells. J Pharmacol Exp Ther.
1990; 254: 560-569.

23



MAPFRE MEDICINA, 1997; Vol. 8 (Supl. Ill): 24-30

El intervalo S-A topoestimulado: una nueva guia
cartografica en la ablacidon con catéter de vias
accesorias auriculoventriculares ocultas

Pace mapping S-A interval: a new guide for catheter
ablation of concealed accesory pathways

Hospital General Gregorio Marafidn
Madrid

RESUMEN

Con el objetivo de evaluar un método para localizar la insercion ven-
tricular de las vias accesorias (VAc) ocultas, se estimuld eléctricamente
el ventriculo izquierdo con el catéter de ablacion desde diferentes pun-
tos, tratando de encontrar el menor intervalo estimulo-auriculograma,
medido en un registro endocavitario de referencia.

Meétodos: Se incluyeron en el estudio 11 pacientes con una VAc iz-
quierda oculta y taquicardia auriculoventricular ortodrémica refracta-
ria al tratamiento farmacoldgico. El intervalo SA se midid en los traza-

\?']s obtenidos del seno coronario medio. Se excluyé de forma rutinaria
a captura auricular directa con la disminucion progresiva de la inten-
sidad del estimulo, hasta observarse un incremento brusco en el inter-
valo de conduccién VA.

Resultados: El menor intervalo SA se encontré en todos los pacien-
tes menos en uno en el anillo mitral en la posicion en 1a que la aplica-
cién de radiofrecuencia eliming la conduceién por 1a VAc de forma de-
finitiva (63,7 + 18,2 vs 80,7 = 23,3 ms, p < 0,001), Existio una tendencia
de un menor intervalo SA en las posiciones en las que la aplicacién de
radiofrecuencia fue exitosa con respecto a en las que fracaso, aunque sin
alcanzarse diferencias estadisticamente significativas (63,7 = 18,2 vs 75,6
+ 28,5 ms, p = (,09). La ablacion se completé con éxito con una media
de 1,7 £ 1,1 aplicaciones de energia en 3 pacientes en los que el procedi-
miento se guit de forma exclusiva mediante el intervalo S-A topoesti-
mulado, frente a 4,9 £ 5 en los que se realizé mediante el método con-
vencional con andlisis posterior de dicho intervalo.

Conclusiones: 1) La insercion ventricular de VAc ocultas izquierdas
puede ser identificada mediante la medicion del intervalo SA topoesti-
mulade. 2) Este método puede ser utilizado en la ablacién de estas VAc
de forma exclusiva 0 en combinacion con el método estindar.

Palabras clave: Tuguicardia supraventricular, via accesoria ocnlta, abl-
cien con caréier, cartografia, topoestimulacion.
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ABSTRACT

In order to evaluate a method to localize the accesory pathway (AP)
ventricular insertion, left ventricular pacing was performed at the abla-
tion catheter from several sites, searching for the shortest stimulus to
atrial electrogram interval (SA) measured on a reference channel.

Methods: 11 patients with a left concealed accessory pathway and
drug refractory tachycardia were included in the study. The SA inter-
val was measured on the tracings recorded from he middle coronary si-
nus. Atrial direct capture was routinely excluded with the gradual de-
crease of the pacing intensity until a sudden increase of the VA interval
was observed.

Results: In ten patients the shortest SA was found at the ablation
successful site (63,7 + 18,2 vs 80,7 + 23,3 ms, p < 0,001). There was a
trend of a lesser SA interval in effective sites compared to ineflective si-
tes, although the difference was not statistically significant (63,7 £ 18,2
v5 75,6 = 28,5 ms, p = 0,09). The SA method was used in three patients
as the only guide for ablation, successfully accomplished in all three with
an average of 1,7 = 1,1 energy applications in contrast to 4,9 £ 5 appli-
cations in patients with the standard approach and later measurement
of the SA interval.

Conclusions: 1) The ventricular insertion of left concealed AP can
ke accurately localized with the pacemapping SA interval method. 2) It
may be used combined with or as an alternative to the conventional ap-
proach on left concealed AP ablation.

Key words: Supraventricular tuchveardia, concealed accessory pativvay,
cathetier ablation, pace-mapping.
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INTRODUCCION

En 1984 Morady et al. (1) describieron la eli-
minacién de vias accesorias auriculoventriculares
(VAc) con la aplicacion de choques de corriente
continua intracardiacos mediante un cateter in-
troducido transvenosamente. A partir de ese mo-
mento esta técnica ha experimentado un impor-
tante desarrollo y asi, en los ultimos anos, se ha
sustituido la fuente de energia terapéutica, utili-
zandose actualmente la energia 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 préacticamente 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 ablacion el punto
preciso a nivel del anillo auriculoventricular (AV)
en el que la aplicacion de radiofrecuencia elimine
de forma definitiva la conduccion eléctrica a tra-
ves de la VAc. Esta dificultad origina que los tiem-
pos medios del procedimiento y de radioscopia
se prolonguen en ocasiones excesivamente. La si-
tuacion se agrava si la VAc es oculta, es decir con-
duce exclusivamente de forma retrograda. Esto
origina que actualmente su localizacion sélo pue-
da hacerse durante taquicardia reentrante AV or-
todrémica (TO) o estimulacion eléctrica ventricu-
lar continua, cartografiando su insercién auricular
retrégrada mas precoz (1-5) o cartografiando su
cuerpo principal, mediante la deteccion de poten-
ciales de VAc. A pesar de este enfoque cartogra-
fico dirigido fundamentalmente a la localizacion
de la insercion auricular de la VAc, la mayoria de
los autores libera la energia en el lado ventricular
del anillo auriculoventricular, lo que podria ser ina-
decuado si la VAc sigue un curso oblicuo y podria
explicar el porcentaje menor de éxito (64%) en-
contrados por algunos autores en la ablacidn de
estas VAc (6). Actualmente, no se dispone de nin-
gun método aceptado que permita localizar la in-
sercién ventricular de las VAc ocultas, aunque
algunos autores han propuesto la abolici6n tran-
sitoria de la conduccion por la VAc mediante blo-
queo inducido mediante estimulacion eléctrica su-
bumbral (7). :

Este estudio se planted para desarrollar un me-
todo nuevo que permitiera cartografiary Iocaln_zfjr
la insercién ventricular de las VAc de conduccion
exclusivamente retrograda. La hipotesis basica del
trabajo consistio en que la estimulacion eléctrica
ventricular con el cateter de ablacion conllevaria
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tedricamente intervalos de conduccion retrégra-
da ventriculoatrial (VA) mas cortos cuanto mas
cerca estuviera el punto de estimulacion de la in-
sercion ventricular de la VAc. De esta forma, se es-
timularia el miocardio ventricular de diferentes
puntos del anillo AV vy, en las inmediaciones de
donde se observara un menor tiempo de con-
duccidn auricular, se encontraria la insercién ven-
tricular de la VAc y, por consiguiente, la liberacion
de energia mediante radiofrecuencia produciria la
abolicion definitiva de su conduccion eléctrica.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes

Se incluyeron en el estudio a pacientes porta-
dores de una VAc izquierda referidos a nuestro
centro para la realizacién de un procedimiento de
ablacién con cateter mediante radiofrecuencia y
sin conduccion anterégrada 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 anos y
sin cardiopatia estructural (Tabla 1). Todos ellos
presentaban una VAc lateral izquierda, que en 10
era oculta y en uno manifesta sin conduccion an-
terograda al inicio y durante el procedimiento.
Todos ellos presentaron crisis de TO recurrente, a
pesar del tratamiento farmacoldgico antiarritmico
(1,9 = 1,4 farmacos utilizados). Todos los pacien-
tes recibieron informacién verbal y escrita sobre
el procedimiento, y dieron su consentimiento pa-
ra el mismo de forma escrita.

Estudio electrofisiolégico

El estudio electrofisioldgico se realizé inme-
diatamente antes y en conjuncion con la ablacion
durante el mismo procedimiento, en ayunas y con
suspensién de toda medicacidn antiarritmica mas
de cinco vidas medias antes. Los pacientes reci-
bieron premedicacion antes de comenzar el es-
tudio con 10 mg de clururo mérfico y 0,5 mg de
escopolamina intramuscular. Se introdujo trans-
venosamente bajo control fluoroscépico 3 catete-
res multipolares con una distancia interelectrodo
entre 1y 5 mm, que se situaron en la auricula de-
recha alta (ADA), region del haz de His (HIS) y apex
de ventriculo derecho (AVD). Asi mismo, se intro-
dujo en el seno coronario un cateter 6F decapolar
(USCI®) con distancia entre pares de electrodos
de 10 mm. La estimulacién eléctrica se realizd me-
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Tabla I. Caracteristicas clinicas y parametros de la via accesoria
de los pacientes estudiados (AL: anterolateral, FA: fibrilacion
auricular, L: lateral, Localiz.: localizacién, LC: longitud de ciclo,
M: mujer, P: posterior, PL: posterolateral, Taq.: taquicardia,
TO: taquicardia, AV: reentrante ortodrémica, V: varén

N.° paciente Edad (anos) Sexo  Tipo Taq. LC Tag. (ms) Localiz. VAc

1 43 M TO 280 L
2 19 M TO 260 L
3 13 Vv TO 280 PL
4 27 M TO 360 AL
5 27 M TO 290 L
6 63 Vv TO 330 L
7 40 M TO 310 AL
8 37 M TO 430 L
9 37 M TO 430 L

10 42 V FA 260 L

11 31 \ TO, FA 300 P

Media 34+13 321+ 61

diante un estimulador programable (UHS 20,
Biotronik®) con intensidad de estimulo hasta 20
mAmp y duracién de estimulo hasta 2,9 ms, Se
registraron de 2 a 4 derivaciones de ECG conven-
cional de superficie, asi como de 3 a 8 derivacio-
nes bipolares intracardiacas y de 1 a 4 derivacio-
nes unipolares intracardiacas. 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, filtrdndose entre 0,05 y 2.500
Hz. Los registros se inscribieron mediante un re-
gistrador fotogréfico (Honeywell® VR12) a una ve-
locidad de papel de 100 mmy/s.

Los parametros funcionales y de localizacion
de la VAc y de induccion de taquicardia fueron
analizados mediante los métodos y criterios pre-
viamente descritos por Wellens et al. (8).

Cartografia activacién convencional

Después de la localizacion preliminar de la VAc,
se realizo cartografia méas precisa con un cateter
explorador introducido de forma retrégrada por
la arteria femoral derecha en el ventriculo izquier-
do a través de la valvula adrtica. Este cateter fue
un tetrapolar 7F con electrodo distal de 4 mm, elec-
trodos proximales de 1 mm, distancia interelec-
trodo de T mm y distancia entre pares de electro-
dos de 5 mm (Polaris Mansfield/Wehster® o RF
Ablatr CardioRhytm Medtronic®).

En la eleccion del punto de liberacion de ener-
gia de radiofrecuencias se utilizaron en todos los

26

pacientes, salvo en tres, los criterios actualmente
aceptados de presencia de potenciales auriculares
y ventriculares estables en ritmo sinusal y detec-
cion de la actividad auricular retrégrada mas pre-
coz o de un potencial de VAc durante taquicardia
AV ortodrémica o bajo estimulacion continua ven-
tricular (1-5).

Cartografia estimulacion bajo valoracion

Con el método cartografico (intervalo SA to-
poestimulado) bajo valoracion, la estimulacion se
realizé bipolarmente, empleando el par de elec-
trodos distal del cateter de ablacion y una de lon-
gitud de ciclo constante (400-500 ms) para todas
las posiciones exploradas. La estimulacion se ini-
cié con 1 ms de duracion y 20 mAmp de intensi-
dad de estimulo y, sin interrumpirla, se disminu-
y6 progresivamente la intensidad del estimulo
hasta observarse pérdida de la captura ventricu-
lar. Se descartd en cada posicion la presencia de
captura eléctrica directa auricular mediante la ob-
tencion de conduccion VA 2:1 con disminucion de
la longitud de ciclo de estimulacion o por obser-
varse, con la disminucién progresiva de la inten-
sidad del estimulo, un incremento brusco del in-
tervalo VA y un cambio de morfologia de los
electrogramas auriculares, sugestivos de cambio
de la activacion auricular de captura eléctrica di-
recta a conduccion ventriculoatrial.

Para el andlisis de las posiciones se utilizo el
intervalo SA topoestimulado, considerando como
el intervalo de tiempo transcurrido entre el arte-
facto del estimulo y el auriculograma local retro-
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grado y medido en un registro estable de refe-
rencia, generalmente el del seno coronario medio.

El protocolo de estimulacion se realizé en to-
das aquellas posiciones exploradas mediante el
método cartogréfico clasico, siempre que el ope-
rador del cateter de ablacién considerara que és-
te se encontraba lo suficientemente estable como
para poder estimular desde €l con poco riesgo de
desplazamiento del mismo.

El analisis del intervalo SA generalmente se rea-
liz6 posteriormente una vez terminado el proce-
dimiento, no guiando la ablacién en ningun pa-
ciente, salvo en tres. En estos tres pacientes no se
realizo el método cartogréfico convencional, por lo
que el método del intervalo SA topoestimulado fue
la Unica guia para la ablacién. En ellos, el protoco-
lo se realizo estimulando desde distintos puntos del
anillo mitral, inicialmente separados entre si, pero
sucesivamente mas proximos al punto de menor
intervalo SA obtenido. Se selecciond para la apli-
cacion de energia de radiofrecuencia el punto del
anillo mitral donde se obtuvo un menor intervalo
SA, después de explorar al menos 5 posiciones.

Ablacion

Para la ablacién se utilizo energia de radiofre-
cuencia (Radionics, Burlington® o Atakr, Cardio-
Rhytm Medtronic®), liberada entre el electrodo
distal del cateter explorador y un parche electro-
do cutaneo situado en la espalda del paciente. Se
liberé durante 30-60 segundos una corriente de
radiofrecuencia de 20-35 vatios o con limite de tem-
peratura en 70 °C, cuando se utilizé un cateter con
posibilidad de monitorizacion de ésta. En todos los
pacientes se comprobd la abolicién definitiva de la
conduccion eléctrica a través de la VAc mediante es-
timulacion eléctrica ventricular a los 30 minutos de
terminada la ultima aplicacion de radiofrecuencia.

Estadistica

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

RESULTADOS

El método cartogréfico de to_poestimulacnon se
pudo realizar en todos los pacientes. No se pre-
sentaron dificultades técnicas importantes durante
el mismo, aungue ocasionalmente el cate?er de
ablacién se desplazo de la posicion de estudio con
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la estimulacion. Se descarté facilmente la presen-
cia de captura auricular eléctrica directa con la dis-
minucion progresiva de la intensidad de estimu-
lacion, hasta observarse un «salto» o incremento
brusco del intervalo SA con cambio de la morfo-
logia de los electrogramas auriculares (Figura 1).
Adicionalmente, la presencia de captura auricular
eléctrica directa sirvid para confirmar la adecuada
posicion ventricular izquierda del cateter de abla-
cion 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 energias maxi-
mas de estimulacion (amplitud de 20 mAmp, du-
racion de estimulo de 2,9 ms).

Se evaluaron un total de 97 posiciones (8,8 +
5,2 posiciones/paciente). El menor intervalo SA se
encontro en todos los pacientes, menos en uno,
en la posicién de éxito. En este paciente, la apli-
cacion de radiofrecuencia en la posicion en que
se obtuvo el intervalo SA mas corto abolié transi-
toriamente la conduccion eléctrica por la VAc.
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Figura 1. «Salto» del intervalo SA topoestimulado. Se
muestra el registro electrofisiolégico obtenido durante es-
timulacién ventricular continua desde el cateter de abla-
cion con disminucion progresiva de la intensidad del esti-
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 auricula derecha alta (65 ms), un in-
tervalo estimulo-auriculograma (SA) corto. En los dos ulti-
mos complejos, se pierde la captura auricular directa con
la disminucion de la intensidad de estimulacion, obser-
vandose una prolongacion llamativa del intervalo SA (55
y 135 ms) y un cambio de la morfologia de los auriculo-
gramas (Abl: cateter de ablacion, ADa: auricula derecha al-
ta, aVD: apex de ventriculo derecho, SC: seno coronario,
felcha: componente del auriculograma tomado para la de-
terminacion del tiempo de activacion local).
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El intervalo SA medio medido en el registro in-
tracavitario con auriculograma mas precoz, gene-
ralmente el SC medio, fue significativamente me-
nor en la posicion 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 posicién de éxito
(Tabla Il). Cuando sélo se estudiaron las posicio-
nes en las que se aplico radiofrecuencia, tambien
se observoé 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 estadisticamente significativas (63,7 £ 18,2
vs 75,6 + 28,5 ms, p = 0,09) (Figura 3). Una vez ter-
minada con éxito la ablacion, se observé un in-
cremento muy importante en el intervalo SA to-
poestimulado con respecto al valor previo en la
posicion de éxito (Figura 3).

El procedimiento de ablacion se realizo con éxi-
to en todos los pacientes, incluyendo a los tres en
los que el Unico método de cartografia empleado
fue la medicién del intervalo SA estimulado.
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Figura 2. Medicion del intervalo SA topestimulado en la
ablacion de un paciente con una via accesoria (VAc) ocul-
ta posterior izquierda. Se muestran los registros electrofi-
sioldgicos obtenidos durante estimulacion ventricular con-
tinua desde el cateter de aVD (E. aVD) y el cateter de
ablacion situado en distintas posiciones del anillo mitral
posterior y separadas 5 mm entre si (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 auricula derecha alta (120
ms), se obtuvo en la posicidn en la que la liberacion de ra-
diofrecuencia (E. Abl 3) abolié la conduccion por la VAc. La
estimulacion desde el aVD mostré un intervalo SA mucho
mayor que la estimulacion a nivel del anillo mitral (Abl: ca-
teter de ablacién, ADa: auricula derecha alta, aVD: apex de
ventriculo derecho, SC: seno coronario, flecha: componente
del auriculograma tomado para la determinacion del tiem-
po de activacion local).
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Figura 3. Medicion del intervalo SA topestimulado en la
ablacién de un paciente con una via accesoria (VAc) ocul-
ta anterolateral izquierda. Se muestran los registros elec-
trofisioldgicos obtenidos durante estimulacion ventricular
continua desde el cateter de ablacién situado en las posi-
ciones del anillo mitral en las que se aplico radiofrecuen-
cia (RF 1, 2 y 3). El ultimo registro (postRF 3) se obtuvo sin
desplazar el cateter de ablacion de la posicion 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 auricula derecha alta (122 ms), se obtuvo
en la posicion de éxito antes de la liberacion de radiofre-
cuencia (RF 3). La estimulacion posterior en ese mismo
punto, una vez ablacionada la VAc, muestra un incremen-
to llamativo del intervalo SA topoestimulado {Abl: cateter
de ablacién, ADa: auricula derecha alta, aVD: apex de ven-
triculo derecho, SC: seno coronario, flecha: componente
del auriculograma tomado para la determinacion del tiem-
po de activacion local).

El nimero medio de aplicaciones de radiofre-
cuencia fue de 4 = 4,5 por paciente. En los pa-
cientes en los que la cartografia se baso en el mé-
todo convencional se realizaron de media 49 +5
aplicaciones, mientras que en los tres pacientes
en los que el método del SA fue la (inica guia pa-
ra la ablacion, ésta se realizd con éxito con una
media de 1,7 + 1,1 aplicaciones de radiofrecuencia.

DISCUSION

La localizacion precisa del punto de aplicacion
de energia es un determinante esencial en la abla-
cion 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-
tivas de radiacion para el personal que trabaja en
este tipo de procedimientos, habiéndose sugeri-
do un numero maximo de 15 procedimientos
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Tabla Il. Caracteristicas del procedimiento de ablacion de los pacientes estudiados
(Activ. auric.: tiempo de activacion auricular retrograda en ms en el cateter de ablacion
con respecto al auriculograma mas precoz, C: convencional, Linea Crtg: longitud
cartografiada en cm del anillo mitral mediante el intervalo SA topoestimulado,
ND: no disponible, N.° RF: niumero de aplicaciones de radiofrecuencia realizadas,
Pos Ev: nimero de posiciones evaluadas mediante el intervalo SA topoestimulado,
SA éxito y previos: intervalo SA topoestimulado en ms respectivamente
en la posicién de éxito y como media de las posiciones previamente evaluadas)

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

SA éxito SA previos Linea Crtg (cm) N.° RF

1 c -5 16
2 C -5 4
3 Cc 5 8
4 C —45 10
5 Cc 15 4
6 C -5 5
7 C -5 6
8 SA ND 9
9 C 0 4
10 SA ND 20
11 SA ND 1
Media 5617 88=+5,2

35 51+12 0404 5
64 81+ 10 0,7+0,6 4
75 90+ 1 1.4+09 1
80 99 =90 1.1+£0,6 17
45 63 + 13 05+05 3
70 87 + 40 05+05 3
52 71=11 09+05 3
100 137 =14 0404 1
50 60 = 20 0,7+06 3
72 74 =90 0,3+0,2 3
55 75+ 12 0,7+0,4 1
64 =18 81+23 0,7+0,3 4+45

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

La localizacion de VAc ocultas se realiza hasta
la fecha mediante marcadores electrofisioldgicos
obtenidos por cartografia de activacion. Estos mar-
cadores, aunque eficaces, son relativamente im-
precisos. Asi, Calkins et al. (9) encuentran en la
ablacién de VAc ocultas, que la fibrilacion 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
maxima de éxito era de tan solo un 30%. Por tan-
to, es importante encontrar nuevos marcadores
méas precisos o que puedan complementar a los
actualmente disponibles.

El estudio que aqui se presenta sobre la valo-
racion del método cartogréfico del intervalo SA to-
poestimulado demuestra la utilidad de éste en la
ablacion 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 estadisti-
camente significtiva. Esto ultimo estuvo proba-

blemente en relacion con, por un lado, el nimero
limitado de pacientes del estudio y, por otro lado,
con el que las aplicaciones de energia se realiza-
ron en puntos muy cercanos entre si. De todas for-
mas, el minimo intervalo SA topoestimulado se
encontro, en practicamente todos los pacientes,
en el punto en el que la aplicacion de radiofre-
cuencia fue exitosa y las diferencias, con respec-
to a la media de intervalos SA encontrados en las
posiciones exploradas previamente, si alcanzo di-
ferencias estadisticamente significativas. Por lo
tanto, creemos que este estudio demuestra que
es posible realizar cartografia por estimulacion pa-
ra la localizacion del area de insercion de VAc ocul-
tas izquierdas, aunque no demuestra por completo
su capacidad de discriminar entre puntos en los
que la aplicacién de radiofrecuencia puede ser exi-
tosa. De cualquier manera, hay que considerar
también que la cartografia clasica mediante la me-
dicién del tiempo de activacion auricular retro-
grada en el cateter de ablacion tampoco discrimi-
na en las principales series entre posiciones de
éxito y de fracaso (9).

La cartografia mediante la medicion del inter-
valo SA topoestimulado ofrece dos ventajas prin-
cipales sobre la cartografia activacion conven-
cional. En primer lugar, se dirige a localizar la
insercion ventricular de la VAc frecuente a la lo-
calizacion de la insercion auricular de la cartogra-
fia convencional, con las implicaciones, especial-
mente en VAc de curso oblicuo, que ello conlleva
como se comento previamente. En segundo lu-
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gar, la medicion del intervalo SA es sencilla y se
realiza facilmente entre el artefacto de estimula-
cién y un componente fijo del auriculograma de
referencia que no suele encontrarse oculto y fu-
sionado con el ventriculograma local. En la carto-
grafia activacién convencional muphag veces es
dificil decidir cua es el tiempo de activacion del au-
riculograma retrégrado bipoiaf en el cateter ex-
plorador, dado que éste cambia en cada nueva
posicion, puede estar fusionado con el ventricu-
lograma local o poseer muiltiples componentes de
semejante importancia. .

Es importante recalcar que la realizacion de es-
te método cartografico fue sencilla y no implicé
un incremento significativo del tiempo de carto-
grafia, ni presentd consecuencias no deseadas ni
complicaciones, excepcion hecha del desplaza-
miento esporéadico del cateter explorador, que tam-
bién ocurre con el método cartografico clasico du-
rante TO o durante estimulacion continua desde
el apex de ventriculo derecho.

Ocasionalmente no fue posible obtener captu-
ra eléctrica ventricular en determinadas posicio-
nes del anillo mitral, aun con intensidades maxi-
mas de estimulacién. No podemos explicar este
fenémeno, aunque probablemente esté en rela-
cién con la presencia a nivel del anillo mitral de
zonas de esqueleto fibroso pobres en tejido mio-
cardico excitable.

No fue necesaria la estimulacion a una longi-
tud de ciclo minima, en la que no se presentara
conduccion VA fusionada por la VAc y por el sis-
tema especifico de conduccion, dado que el in-
tervalo SA se midié en el registro del seno coro-
nario medio, donde la actividad auricular local
dependic siempre de la conduccion retrégrada por
la VAc. No obstante, creemos que es convenien-
te descartar la fusion en la conduccion VA, para
asi disponer de una medicién adicional del inter-
valo SA en el registro de la auricula derecha alta.

El método del intervalo SA topoestimulado pre-
senta como limitacion fundamental, el que a prio-
rino se conoce el intervalo SA minimo 'requend_o
para que la aplicacion de radiofrecuencia sea ef!—
caz. De todas formas, hay que admitir que esta li-
mitacién la comparte el método cartografico con-
vencional, dado gue en éste tampoco se sape_ el
tiempo de activacion auricular retrégrada critico
en el cateter de ablacién. Esta limitacion obliga en
los dos métodos ha explorar previamente una zo-
na relativamente amplia del anillo AV.

Como conclusion y por lo comentado ante-
riormente, creemos que la utilidad de la medicion
del intervalo SA topoestimulado debe tenerse en
cuenta en la ablacién de pacientes con VAc ocul-
tas y que este método no debe ser considerado

como excluyente del procedimiento convencional,
sino como un complemento de éste.
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INTRODUCCION

Las causas mas comunes de taquicardia paro-
xistica supraventricular son las taquicardias por
reentrada nodal seguidas de las taquicardias su-
praventriculares mediadas por una via accesoria
auriculo-ventricular (1).

La ablacion mediante radiofrecuencia se ha
convertido en el tratamiento habitual de los pa-
cientes con taquicardias paroxisticas supraven-
triculares (TPSV), pero, en la actualidad, no dis-
ponemos todavia de informacion adecuada acerca
del impacto sanitario y socio-econémico del tra-
tamiento mediante ablacién por radiofrecuencia
en nuestro pais. Sin esta informacion es dificil lle-
gar a conclusiones para justificar que se fomente
activamente, desde los estamentos sanitarios, la
ablacion como tratamiento de eleccién en todos
estos pacientes.

Josep Brugada, MD

Xavier Navarro, MD

Mariona Matas, RN

Francisco Navarro-Lépez, MD

OBJETIVO

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

METODOS

Diseno del estudio

Este 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 Cardiologia del Hospital Clinic de Bar-
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celona, para estudio, valoracion y tratamiento de
la TPSV producidas por la presencia de una via
accesoria auriculo-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 practico un electrocar-
diograma (ECG), una radiografia de torax y una
analitica de urgencias (hemograma, glicemia,
ionograma y creatinina) y se les realizo un cues-
tionario encaminado a recoger todos los datos re-
lacionados con el impacto sanitario, social y eco-
noémico de su enfermedad.

Hemos evaluado retrospectivamente el coste
sanitario, economico y social de la enfermedad
hasta el momento en el que el paciente se inclu-
ye al estudio. El célculo del coste incluye el nu-
mero de hospitalizaciones previas, la duracion de
éstas y los examenes complementarios realizados
hasta entonces. Finalmente, se estudia el coste
economico de los tratamientos preventivos reci-
bidos y su efectividad clinica.

Estos datos se comparan de forma prospecti-
va con el coste sanitario, econdmico y sacial del
tratamiento mediante ablacion. Para calcular es-
tos gastos se consideramos el dia del ingreso en
nuestro hospital para ablacion de la TPSV como
fecha de inclusién. 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 exdmenes complementarios, seguimiento cli-
nico (un ano), hospitalizaciones y tratamientos, si
sON necesarios.

Con este disefio, cada paciente sera su propio
control.

Estudio electrofisiologico

Todos los pacientes han sido sometidos a un
estudio electrofisioldgico diagnostico tras dar su
consentimiento por escrito. El estudio se realizo
tras suspender los farmacos antiarritmicos por un
periodo equivalente a cinco veces su vida media.
Se insertd un catéter cuadripolar 6F y uno bipolar
5F en la vena femoral y se posiciond en la auricu-
la derecha alta o en el ventriculo, segun las nece-
sidades de estimulacion, y a lo largo del anillo tri-
cuspideo para la medicién del electrocardiograma
de His. Se realizo una estimulaciéon programada
auricular y ventricular mediante un sistera de me-
diciéon y estimulacion electrofisioldgica acoplado
a un ordenador (PC-EMS del «Cardiovascular Re-
search Institute 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-
solucion NEC 6FG de 21" y una impresora laser
HP ll1). Se utilizaron técnicas estandar para evi-
denciar la presencia de la via accesoria (VA) auri-
culo-ventricular y para confirmar su participacién
en el mecanismo de circuito de la taquicardia
(2, 3), asi como la presencia de doble via nodal y
de la taquicardia por reentrada nodal (2, 3). Me-
diante la pantalla y el equipo de registro en papel
continuo (Mingograph) obtenemos una vision o
impresion continua de los registros intracardia-
cos y del ECG, asi como una grabacién en tiem-
po real mediante el disco duro y el equipo infor-
matico.

Procedimiento de ablacion

Después de complementar la parte diagndsti-
ca del estudio electrofisiologico, se realizo la abla-
cion mediante radiofrecuencia de la via accesoria
o del circuito de reentrada de la TRN (via lenta o
via rapida) durante la misma sesion (4-6). La abla-
cion mediante radiofrecuencia se realizo utilizan-
do un catéter 8F (Ablatr, Marinr; Medtronic Car-
diorhythm) introducido a través de la vena femoral
hasta el anillo tricuspideo, en las VA derechas o
en las TRN y por la arteria femoral hasta el anillo
mitral, en las VA izquierdas. Se realizé un mapeo
previo en caso de las VA localizando el lugar de
insercion. Realizada la ablacion se comprobo la
efectividad de la misma mediante la estimulacién
programada auricular y ventricular, y en caso de
las TRN tras la administracion de Isoproterenol
(2 ugr/min). Se utilizé la desaparicion de la onda
delta en aquellos pacientes con preexcitacion ma-
nifiesta por la VA como criterio de éxito de la abla-
cién. En las TRN se utilizé como criterios de éxito
de la ablacion, la no induccion de la taquicardia y
la no aparicion de ecos nodales, ni en condiciones
basales ni tras la administracion de Isoproterenol.
Para comprobar la efectividad a corto plazo del
método, se realizé un Holter de 24 horas a aque-
llos pacientes con VA de conduccion intermiten-
tes u ocultas y a las TRN. A todos los pacientes se
les realizé un ECG al ingreso al hospital y otro al
alta.

Para comprobar la efectividad del método a lar-
go plazo, se realiz6 el seguimiento al mes, a los
tres meses y al ano mediante la interrogacion cli-
nica y el ECG, ademas de las pruebas complemen-
tarias necesarias. Si pasado un ano no hay recu-
rrencias clinicas o electrocardiogréficas, son dados
de alta definitivamente.

J. Brugada, X. Navarro, M. Matas, et al.

Gastos de la ablacion

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, analiticas, radiografias, ecocardio-
grafias, medicacidn y estudio electrofisioldgico),
ademas se han incluido los gastos generados por
el seguimiento para el control a largo plazo de la
eficacia del método de la ablacion (ECG, visitas
medicas, posibles tratamientos y pruebas com-
plementarias).

Gastos previos a la ablacion

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 sintomatologia, derivada de las ma-
nifestaciones producidas por sus TPSV, hasta el
dia de inclusion al protocolo. Se incluyeron todos
aquellos gastos referentes a visitas a urgencias,
ingresos hospitalarios, pruebas complementarias
realizadas (ECG, Holter de 24 horas, ecografias,
pruebas de esfuerzo, cateterismos, estudios elec-
trofisioldgicos), visitas de control con el cardidlo-
go o con el médico de cabecera y tratamiento rea-
lizados.

Los gastos totales estimados por hospitaliza-
ciones y pruebas complementarias se calcularon
segun las tarifas del Hospital Clinic de Barcelona
del ano 1993, y los de los farmacos antiarritmicos
utilizados, segtin el precio del mercado recogido
en el Vademecum Internacional de 1993.

Analisis del coste-beneficio de la ablacion por radiofrecuencia

RESULTADOS

Caracteristicas de los pacientes

Las caracteristicas clinicas de la muestra (100
pacientes) se resumen en la Tabla . La media de
edad fue de 41,3 + 15,6 anos (11-82), 44 hombres
y 56 mujeres. La duracién media de los sintomas
era de 16,5 = 15,4 (0-68). Habia diferencias en-
tre la media de edad del grupo de VA y de TRN
(38,4 + 12,6 anos vs 45,8 + 18,6 afos; p < 0,05) y
en el numero de anos transcurridos desde el diag-
nostico de la enfermedad hasta la realizacion de
la ablacién entre ambos grupos (9,9 = 12,4 anos
vs 3,6 = 5,4 anos; p < 0,001).

De los 61 pacientes con VA, 8 tenian dos VA.
La distribucion anatémica de las VA fue la siguien-
te: 29 izquierdas (42%), 2 derechas (3%), 18 sep-
tales (26%), 8 anteriores (11%) y 12 parahisianas
(17%).

Eficacia de la ablacion

La ablacion mediante radiofrecuencia se con-
siguié en 90 de los 100 pacientes (90%) en la pri-
mera sesion, 8 en dos sesiones (8%) (5 VA y 3
TRN) y 2 (VA) estan pendientes de que se pro-
grame un nuevo estudio (2%), pero se mantienen
asintomaticos bajo tratamiento farmacolégico. Por
tanto, la eficacia final del procedimiento de la abla-
cion en nuestro hospital es del 98% hasta el dia
de hoy (96,7% VA y 100% TRN). Un paciente con
TRN tuvo una complicacion del procedimiento de
ablacion (1%), se realizo un bloqueo del nodo auri-

Tabla l. Caracteristicas clinicas de los 100 pacientes

NUMero ..o, o LTI M ] !
Edad (aR0S) ...

BOKO zssesossmsiisiesssssns s o

Edad de inicio sintomas (afos) . .....

Duracién sintomas (afos) ... ST T
Frecuencia de los sintomas (episodios/ano)
Duracién de los episodios (min)

Numero de anos desde el diagndstico a la RF
Numero de farmacos antiarritmicos .. ...
Afos con tratamiento farmacologico

VA TRN
61 39
38,4 + 12,6 (16-67) 45,8 = 18,6 (11-82)*
36 M/25 H 8 M/31TH

22,2 = 13,4 (3-61)
16,4 + 15,0 (0-60) 16,8 = 16,3 (0-68)
21,5 = 69,1 (0-365) 23,8 + 61,8 (1-360)
13,4 + 275,8 (1-1.800) 86,1 + 129,7 (1-720)
9.9 + 12,4 (0-50) 3,6 + 5,4 (0-18)**
1,5+ 1,2 (0-5) 2,0 +1,8(0-8)
5,1+ 8,3 (0-39) 3,7 + 5,8 (0-30)

29,1 + 20 (3-82)

Los datos se expresan como media + SD (rango). * p < 0,05; ** p < 0,001.
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culo-ventricular al abordar dicha TRN por la via ra-
pida, el paciente requirié un marcapasos perma-
nente.

Gastos

Los datos del gasto hospitalario, honorarios,
gastos del procedimiento de ablacion y gastos to-
tales se muestran en la Tabla |l. La media de los
gastos de la ablacion es de 522.250 = 179.424 pts.,
que incluye los gastos de estancia hospitalaria,
pruebas complementarias, seguimientos y far-
macos 190.375 = 80.900 mas los gastos del pro-

Tabla ll. Gastos de la ablacidn. Los datos
se expresan en pesetas

Media sD
{pts.) (pts.)
Estancia hospitalaria (3,1+ 1,5
[o |1 1) R s e o 102.125 60.011
Pruebas complementarias .. 48.125 29.432
Seguimiento ...........ceivan 39.000 29.432
Fatmacos: o i it 1.125 5.283
SUbtatal .. st i 190.375

Honorarios (60% del tiempo) ... 136.750
Catéteres de diagndstico (0,28

cat/ablfpac) ... 27.500
Catéteres de ablacion (0,41 cat/

abl/pac) R 67.250
Material desechable ... ... ... 37.500
Subtotal procedimiento de abla-

cion v . . 331.875
Gastos totales ablacién . 522.250

cedimiento de ablacion en si 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 ablaciéon

El nimero de ingresos hospitalarios, visitas a
urgencias, visitas médicas, niimero y duracion de
los tratamientos farmacoldgicos y su coste aso-
ciado se muestra en la Tabla lll. Los gastos medios
totales previos a la ablacion son de 757.315 +
968.017. La duracion media de los sintomas es de
16,5 + 15,4 anos (0-68).

Seguimiento

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

DISCUSION

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

Tabla Ilil. Gastos antes de la ablacion. Los datos se expresan en pesetas

J. Brugada, X. Navarro, M. Matas, et al.

Tabla IV. Estudios previos realizados
del coste de la ablacion. Datos en US$

Media DE

Buitler et al. 1990 (11 pac VA) ... 14.116 4.493
Buitler et al. 1991 (25 pac VA) ........ 14919 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 +
39TRN) sovinennnnan s ey 6.57 4.179

Tabla V. Resultados comparativos
de los costes previos a la ablacion
y de la ablacion

Pre-ablacion Ablacion

Ingresos hospitalarios ...
Estancia en el hospital

Urgencias mrllmen L M e srespmsnn
Pruebas complementarias ...,

Visitas médicas

Farmacos

Vedia (pts.)  SD (pts.)

1,1+ 3 (0-20)
5 + 11 (0-100) dias 248.270 420.846
6,2 = 8,3 (0-43)

229.704 270.000
204.045 442.054

1,7 = 1,5 (0-8) 75.296 208.023
4,6 + 7,4 (0-39) anos

Total gastos antes de la ablacién

757.315 968.017

(pts.) (pts.)
Estancia hospitalaria ... 248.270*  102.125
Pruebas complementarias  229.704* 48.125
Visitas médicas ........... e 204.045* 39.000
Farmacos ... sl 75.296* 1.125
Procedimiento 331.875
Gastos totales ... 757.315%* 522.250
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Figura 1. Comparamos los gastos acumulados totales
(negro) en funcion de los afnos con TPSV. Ademas se
muestran los gastos acumulados en pacientes
ablacionados a los 2, 5 y 10 anos (gris claro) desde el
inicio de los sintomas. Aunque la ablacién incrementa
subitamente los gastos acumulados por cada pacien-
te, la curacion prevendra nuevos gastos.

Anadlisis del coste-beneficio de la ablacion por radiofrecuencia

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 paises donde el sistema sa-
nitario es diferente al nuestro, y por tanto las ci-
fras no pueden tomarse como referencia en Es-
pana, aunque muestran también la reduccién que
significa la ablacion sobre el coste sanitario.

La ablacion no sélo es un método eficaz como
tratamiento curativo sino que resulta en una enor-
me reduccion de los gastos sanitarios a largo pla-
zo. Los gastos de la ablacion han sido significa-
tivamente menores que los gastos antes de la
ablacion en cuanto a estancia hospitalaria, prue-
bas complementarias, visitas médicas y farmacos
(p < 0,001) (ver Tabla V), y a pesar del aumento
del procedimiento de la ablacion en 331.875 pts.,
la diferencia entre los gastos totales previos a la
ablacién y los costes totales de la ablacién sigue
siendo estadisticamente significativa (p < 0,05).

Si comparamos los gastos acumulados con el
numero de anos con TPSV, observamos (Figura
1) que los pacientes con VA alcanzan los gastos
de la ablacion en 12,5 anos y los pacientes con
TRN en 9,5 anos.

La referencia precoz para ablacion de los pa-
cientes con TPSV disminuira drasticamente los
gastos totales de la enfermedad.

BIBLIOGRAFIA

1. WU D, DENES P, AMAT-Y-LEON F, et al. Clinical, elec-
trocardiographic and electrophysiologic observations
in patients with paroxysmal supraventricular tachy-
cardia. Am J Cardiol. 1978; 41: 1045-1051.

2. JOSEPHSON M E, SEIDES S F. Clinical Cardiac Electro-
physiology. Techniques and Interpretations. Philadelfia:
Lea & Febiger, 1979; 147-190, 211-245.

3. EVALUACION ELECTROFISIOLOGICA DE LAS ARRIT-
MIAS. Clinicas Cardiologicas de Norteameérica, 1986;
vol. 3.

4, HUGH CALKINS J S, EL-ATASSI R, ROSENHECK S,
DE BUITLER M, H KOU W, KADISH A H, LANGBERG
J J, MORADY F. Diagnosis and Cure of the Wolff-
Parkinson-White Syndrome or Paroxysmal Supraven-
tricular Tachycardias During a Single Electrophysiolo-
gic Test. N Engl J Med. 324: 1612-1618.

5. WARREN M JACKMAN, XUNZHANG WANG, KAREN
J FRIDAY, CARLOS A ROMAN, KRIEGH P MOULTON,
KAREN J BECKMAN, JAMES H McCLELLAND, NI-
CHOLAS TWINDALE, ANDREW HAZLITT, MICHAEL |
PRIOR, P DAVID MARGOLIS, JAMES D CALAME, ED-
WARD D OVERHOLT, RALPH LAZZARA. Catheter
Ablation of Accessory Atrioventricular Pathways (Wolf-
Parkinson-White Syndrome) by Radiofrequency
Current. N Engl J Med. 1991; 324: 1605-1611.

35



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

36

. WARREN M JACKMAN, KAREN J BECKMAN, JAMES

H McCLELLAND, XUNZHANG WANG, KAREN Kl FRI-
DAY, CARLOS A ROMAN, KRIEGH P MOULTON, NI-
CHOLAS TWIDALE, H ANDREW HAZLITT, MICHAEL |
PRIOR, JESS OREN, EDWARD D OVERHOLT, RALPH
LAZZARA. Treament of supraventricular Tachycardia
due to Atrioventricular Nodal Reentry by Radiofrequen-
ci Catheter Ablation of Slow-Pathway Conduction. /
Engl J Med. 1992; 327: 313-318.

. MICHAEL DE BUITLEIR, EDWARD L BOVE, STEPHEN
SCHAMALTZ, ALAN H KADISH, FRED MORADY. Cost:

of Catheter Versus Surgical Ablation in the Wolf-Par-
kinson-White Syndrome. Am J Cardiol. 1990; 66: 189-
192.

. MICHAEL DE BUITLER, JOAO SOUSA, STEVEN F BO-

LLING, RAFAEL EL-ATASSI, HUGH CALKINS, JO-
NATHAN J LANBERG, WILLIAM H KOU, FRED MO-
RADY. Reduction in Medical Care Cost Associated with
Radiofrequency Catheter Ablation of Accessory Path-
ways. Am J Cardiol. 1991; 68: 1656-1661.

STEVEN J KALBFLEISCH, HUGH CALCKINS, JONA-
THAN J LANGBERG, RAFAEL EL-ATASS, ANGEL

10.

1.

12.

LEON, MARK BORGANELLI, FRED MORADY. Compa-
rison of the Cost Radiofrequency Catheter Modifica-
tion of The Atrioventricular Node and Medical Therapy
for Drug-Refractory Atrioventricular Node Reentrant
Tachycardia. J Am Coll Cardiol. 1992; 19: 1583-1587.
STEVEN J KALBFLEISH, RAFAEL EL-ATASSI, HUGH
CALKINS, JONATHAN J LANBERG, FRED MORADY.
Safety, Feasibility and Cost of Outpatients Radiofre-
quency Catheter Ablation of Accessory Atrioventricu-
lar Connections. J Am Coll Cardiol. 1993; 21: 567-570.
CHING MAN K, J KALBFLEISCH S, D HUMMELM J, D
WILLIAMSON B, R VORPERAIN V, STRICKBERGEN S
A, J LANBERG J, MORADY F. Safety and Cost of Out-
patients Radiofrequency Ablation of the Slow Pathway
in Patients with Atrioventricular Nodal Reentrant Ta-
chycardia. Am J Cardiol. 1993; 72: 1323-1324.
CHRISTOPHER L CASE MD, PAUL C GILLETTE MD,
FRED A CAWFORD MD, BARBARA J KNCK LPN.
Comparison on Medical Care Cost Between Success-
ful Radiofrequency Cathether Ablation and Surgical
Ablation of Accessory Pathways in the Pediatric Age
Group. Am J Cardiol. 1994; 73: 600-601.

MAPFRE MEDICINA, 1997; Vol. 8 (Supl. lll): 37-43

Efecto de la inhibicion de la sintesis de
isoprenoides sobre el ciclo celular
de células musculares lisas

Effect of isoprenoid synthesis inhibition
on cellular cycle of smooth muscle cells

Centre d'Investigacio Cardiovascular
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RESUMEN

En este trabajo se estudié el papel del mevalonato y sus de-
rivados (isoprenoides) en el control de la proliferacitn celular.
Para ello se examiné el efecto de un inhibidor de la HMG-CoA
reductasa (Lovastatina) sobre la sintesis de DNA y la expresion
de c-fos en células musculares lisas humanas de arteria pulmo-
nar in vitro. La lovastatina disminuye el indice de proliferacion
de las células musculares lisas humanas. La inhibicién de Ia pro-
liferacion celular, evaluada como sintesis de DNA, fue dosis de-
pendiente con un valor ICs;, de 11 pM. La inhibicién fue re-
vertida totalmente mediante la adicién de mevalonato 500 pM,
La respuesta de c-fos a los factores de crecimiento séricos no se
vio afectada por el tratamiento con lovastatina a una concen-
tracion (25 pM) que bloquea el 80% de la sintesis de DNA. Estos
resultados sugieren que en células quiescentes, tratadas con lo-
vastatina, la exposicion a factores de crecimiento inhibe la en-
trada de la célula en fase S, pero no parece afectar a la induc-
cién temprana de genes como c-fos implicados en la respuesta
a estimulos mitogénicos.

Palabras clave: Células musculares lisas, inhibidores de la HMG-
CoA reductasa, isoprenoides, ciclo celular.
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ABSTRACT

The role of mevalonate and its products (isoprenoids) in the
control of cellular proliferation was examined by investigating
the effect of a HMG-CoA reductase inhibitor (Lovastatin) on
DNA synthesis and c-fos expression of cultured smooth muscle
cells (SMC) from human pulmonary artery. Lovastatin decrea-
sed the growth rate of human SMC. The inhibition of cell
growth, evaluated as DNA synthesis, was dose-dependent with
IC5y 11 pM. The inhibition of cell growth was completely pre-
vented by addition of 500 pM mevalonate. c-fos signaling res-
ponse to serum growth factors was not afected by 25 uM lo-
vastatin treatment. This lovastatin concentration block 80% of
cell proliferation. These results suggest that in quiescent cells lo-
vastatin treatment block the entrance of cells in S phase indu-
ced by growth factors. However, it does not seem to affect ex-
pression of early induction genes such as c-fos, implicated in
signaling response to mitogens.
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INTRODUCCION

Los inhibidores de la HMIG-CoA reductasa (es-
tatinas) son agentes hipolipemiantes de gran efi-
cacia y tolerancia. Estos farmacos reducen los ni-
veles plasmaticos de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) e incrementan ligeramente las lipoproteinas
de alta densidad (HDL) (1-3). Recientemente, es-

tudios clinicos han puesto de manifiesto que el

tratamiento crénico con inhibidores de la HMG-
CoA reductasa favorece la regresion y reduce la
progresion de la aterosclerosis coronaria (4).

La HMG-CoA reductasa cataliza la formacion
de mevalonato que es el principal punto de regu-
lacion de la ruta de sintesis de isoprenoides (5).
Numerosas moléculas como el colesterol, dolicol,
ubiquinona, hemo A, proteinas isopreniladas y
otros productos esenciales para las células incor-
poran grupos isoprenoides en su estructura (5).
En células humanas de la linea T24, aisladas de
un carcinoma de vejiga, se ha comprobado que
la inhibicion de la actividad HMG-CoA reductasa
con compuestos como las estatinas causa el blo-
queo del ciclo celular en G, (6). Este bloqueo no
es superado si se adiciona colesterol, dolicol o ubi-
quinona exdgenos. Ademas, dado que la viabili-
dad celular no se ve afectada, no parede deberse
a una depleccion de hemo A (7). De todas las pro-
teinas que incorporan grupos isoprenoides post-
traduccionalmente, al menos dos grupos, las pro-
teinas rasy la subunidad vy de las proteinas G, estan
implicadas en la transduccién de senales (8, 9). Es
conocido que p21?° y la subunidad y de las pro-
teinas G para ser activas necesitan asociarse a la
membrana plasmatica a través de cadenas de iso-
prenoides. Por tanto, la proliferacion 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 proteinas isopreniladas
que participan en los mecanismos de transduc-
cion de sefales que controlan el crecimiento ce-
lular (10).

En este estudio evaluamos el efecto que los in-
hibidores de la HMIG-CoA reductasa ejercen sobre
la proliferacion in vitro de células musculares lisas
humanas, y su vinculacion con el bloqueo de los
mecanismos moleculares implicados en la proli-
feracién celular. Para determinar si el tratamiento
con estatinas afecta a la transduccion de sefales
desencadenadas por mitdgenos 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-
racion celular inducida por mitégenos 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 expresion de ge-
nes de induccion temprana como c-fos.

MATERIALES Y METODOS

Lovastatina

La lovastatina fue suministrada por Merck
Sharp & Dohme de Esparia S.A. La forma activa
de la lovastatina se preparé a partir de la lactona
(forma inactiva). Una solucion etandlica de la lac-
tona fue calentada a 50 °C durante 2 horas, pos-
teriormente fue diluida con agua y se ajusto el pH
con acido clorhidrico. La solucion acuosa fue dis-
tribuida en alicuotas y congelada a =20 °C.

Cultivos celulares

Se aislaron células musculares lisas vasculares
(CMLV) a partir de fragmentos de arteria pulmo-
nar humana procedentes de corazones transplan-
tados. Se elimino 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
pequefos pedazos de 1 mm, las CMLV se obtu-
vieron mediante el método de explantacion (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/ml), estreptomicina (50
pg/ml) y Fungizone (GIBCO) (2,5 pg/ml), a 37 °C
en atmosfera de CO, (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 CMLYV fueron caracterizadas inmunologi-
camente mediante inmunofluorescencia indirecta
(13). Se utilizaron anticuerpos monoclonales de
ratén 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-proteina de superficie de
fibroblastos humanos (marcador de fibroblastos).
Como anticuerpo secundario se utilizé un anti-
cuerpo de cabra anti-IG de ratén marcado con fluo-
resceina (Dako A/S).

La viabilidad celular fue valorada mediante el
test de exclusién de azul de tripano y contaje en
camara de Neubauer.

J. Martinez-Gonzalez, O. Varela, L. Badimon

Este estudio se ha realizado con la aprobacion
del Comité de Eticfa del Centro y en concordancia
con los principios de la declaracion de Helsinki
(1975, 1983).

Determinacion de la sintesis de DNA

La proliferacién celular se analizé a través de
la sinteis de novo de DNA a partir de timidina tri-
tiada. Este tipo de experimentos se efectuo en pla-
cas de 24 pocillos (Falcon). Las células, sembra-
das a razon de 50.000/ml, se cultivaron duran_te '48
horas y posteriormente se indujo quiescencia in-
cubéndolas 48 horas mas en un medio con 0,4%
de FCS. Finalmente, las células sincronizadas fue-
ron estimuladas con 10% FCS en presencia de 0,5
uCi de [6-3H] timidina (27 Ci/mmol, Amersham) por
ml, y de concentraciones variables de lovastatina.
El tiempo de captacién de timidina fue de 24 horas.

Las monocapas de células fueron lavadas con
tampon fosfato salino, fijadas con metanql _95%,
y por ultimo tratadas con acido tricloroaceético al
10%. El residuo de las placas se disolvié con NaOH
(0,3 N) y se determind la radioactividad de una ali-
cuota mediante un contador (LKB Rack—bet_a 1217)
utilizando como liquido de centelleo OptilPhase
«HiSafe» Il (LKB).

La [3HItimidina incorporada al DNA se norma-
lizé por la cantidad de proteina {dpm/mg de pro-
teina) determinada por el método de Brgd_ford (14).
La actividad antiproliferativa de los inhibidores se
expresé como el tanto por ciento de incorporacion
de timidina respecto a los controles.

Preparacion y analisis de RNA

La preparacién de RNA total de CMEV se rea-
lizé utilizando como solucion de extraccion Ultras-
pec™ (Biotecx), solucion tampon que contiene una
mezcla de agentes desnaturalizantes que inacti-
van las RNAsas. Las muestras de RNA_fueron
cuantificadas determinando la ab}sprZanc&a z:j %sno

riormente fueron analizadas median-
?en?é‘:é?:aistt:g de «Northern blot» ( 115). EItRNllf_\ fue
raccionado en geles de agarosa desnaturalizan-
:echz;go mM MgPS, pH 7.4 1TmM EDTA y 3% dg
formaldehido). Por ultimo, sé transfirié por capi-
laridad a filtros de nylon Nitrap”‘_"‘(Schleider &
Schuell) y se fijo mediante irradiacion con I.uz'UV
(16). A continuacion los filtros fueron preh|b.r|da—
dos, e hibridados con la sonda marcada radioac-
tivamente (15). Como sonda se utilizé el CDNA del
protooncogen c-fos de rata (17). El marcaje de la
sonda se efectud con [0-*P]dATP (3.000 Ci/mmol,

Sintesis de isoprenoides y ciclo celular

Amersham) mediante «Random Primer DNA Labe-
ling Kit» (Boehringer Mannheim). Posteriormente,
la sonda marcada se separo de los nucledtidos no
incorporados mediante gel filtracidn en columnas
de Sephadex G-50 (Nick™ columns, Pharmacia).
Por dltimo, los filtros se expusieron a placas auto-
rradiograficas tipo Agfa Curix RP2 a =80 °C con
pantallas intensificadoras (Du Pont-NEN Cronex).
La intensidad de las sefales obtenidas en las auto-
rradiografias fue cuantificada mediante un densité-
metro (Molecular Dynamics Computing Densitometer).

Analisis estadisticos
Los resultados fueron analizados mediante el
analisis de la varianza (ANOVA). Los resultados se

expresan normalmente como el valor medio +
SEM (error estandar de la media).

RESULTADOS

Las CMLYV aisladas por el procedimiento de ex-
plantes fueron caracterizadas mediante inmuno-
fluorescencia indirecta. Se consiguié un mono-
cultivo de células que Unicamente eran reconocidas
por anticuerpos especificos contra c-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 contaminacion por otras
células vasculares.

El efecto de la lovastatina sobre la proliferacién
de las CMLV se determiné en células quiescentes
a las que se adiciond concentraciones crecientes
de lovastatina durante 24 horas. Con el rango de
concentraciones de lovastatina utilizadas en estos
experimentos (2 a 50 uM) no se vio afectada la via-
bilidad celular. Ademas, como se observa en la
Figura 2 fenotipicamente las células no sufren al-
teracion al ser cultivadas con estas concentracio-
nes de lovastatina.

La lovastatina suprime la proliferacion de las
células musculares lisas, estimada mediante la sin-
tesis de novo de DNA, en experimentos de cap-
tacion de timidina tritiada (Figura 3). E| efecto in-
hibitorio se observd a concentraciones superiores
a 2 pyM LOV y fue concentracién dependiente. La
concentracion de 25 pM, sin causar muerte celu-
lar significativa, produjo un blogqueo casi comple-
to de la proliferacion celular (80%) inducida por
adicion de 10% de FCS. A concentraciones supe-
riores a 50 pM la lovastatina fue claramente cito-
toxica. El valor IC50 para la lovastatina fue de 11
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Figura 1. Microfotografia de células musculares lisas de
arteria pulmonar humana tefidas por inmunofluorescen-
cia con anticuerpos anti-alfa actina. Las células fueron sem-
bradas en cdmaras de poliestireno tipo Chamber Slide™
(Nunc) y posteriormente tefiidas mediante inmunofluores-
cencia indiretta con anticuerpos anti-alfa actina humana.

pM cuando las células se estimulaban con 10%
de FCS. La inhibicién fue revertida totalmente me-
diante la adicién de mevalonato, a una concen-
tracion final de 500 pM, conjuntamente con el in-
hibidor (Figura 4).

Para determinar si la lovastatina afecta a los me-
canismos de transduccion de sefales que promue-
ven la proliferacién de las CMLV, utilizamos como
marcador de la eficacia de dichos mecanismos los
niveles de expresion de pro-oncogen nuclear c-fos.

'P.rirnerarnente, para precisar el momento de
maxima expresion de c-fos en las CMLYV, 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 expresion de este gen de induccién
temprana aument6 de forma practicamente in-
mediata después de la estimulacién con suero y
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alcanza el mdximo a los 30 minutos. Al cabo de 2
horas el nivel de expresion recupera el valor ba-
sal, practicamente indetectable por esta técnica.
En los experimentos de induccion de c-fos las mo-
nocapas de células fueron procesadas para la ob-
tencion de RNA 30 minutos después de la adicion
de los mitdégenos sobre los cultivos quiescentes.
La concentracién de lovastatina utilizada fue de 25
pM v las células fueron cultivadas de igual modo
que en los experimentos precedentes de prolife-
racion. En la Figura 6 se recoge el resultado de
cuantificar mediante densitometria la intensidad
de las bandas de hibridacién de c-fos obtenidas
en las autorradiografias de los experimentos de
«Northern blot». En dicha Figura se observa que
la expresion de c-fos en las células tratadas con
lovastatina no sufrié una modificacion significati-
va respecto a los controles (células no tratadas con
inhibidor o tratadas simultaneamente con el inhi-
bidor y mevalonato).

DISCUSION

Nuestros datos sugieren que las CMLYV trata-
das con lovastatina se vuelven refractarias al esti-
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 blogqueo casi completo de la prolifera-
cién son muy superiores (aproximadamente en 2
érdenes 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 mayoria de dro-
gas antitumorales que inducen quiescencia pro-
funda (18). El bloqueo de la proliferacion es el
resultado de un efecto especifico del inhibidor en
la sintesis de algln derivado del mevalonato ne-
cesario para la progresion normal a través del ci-
clo celular.

El papel del mevalonato en el ciclo celular ha
sido tradicionalmente discutido en el contexto de
la supresion de la sintesis de colgs_terol. Sin em-
bargo, la mayoria de las células U!‘.I|IZan coleste'rol
exogeno del suero (5). Ademas, diversos estudios
anteriores han demostrado que productos finales
de la via como el colesterol, el dolicol o la ubiqui-
nona no parecen ser los responsables del efecto
citostatico de estos farmacos (7). En estudios mas
recientes algunos autores han considerado las pro-
teinas isopreniladas como las moléculas a traves
de los cuales la via de sintesis de isoprenoides es-
taria directamente implicada en el ciclo celular. Las
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Figura 2. Microfotografia de contraste de fases de células musculares lisas de arteria pulmonar humana. Las células quies-
centes fueron tratadas con 25 M lovastatina durante 24 horas (A) o sin tratamiento alguno (B).

proteinas isopreniladas para ser activas necesitan
anclarse a la membrana, donde participan en los
mecanismos de transduccion de senales, medl_ante
cadenas de 15 o 20 carbonos (grupos farnesul(? 0
geranilo) (19, 20). Por tanto, estas proteinas serian
los candidatos mas probables que se vgrqu afec-
tados por una pérdida de actividad biosintética de
la via de sintesis del mevalonato ( 10.);

Para poner de manifiesto la conexion entre blo-
queo del ciclo celular por los |n!1|b!cjores de la
HMG-CoA reductasa y la isoprenilacion r:ie_ estas
proteinas evaluamos el efecto de los inhibidores
sobre los niveles de MRNA de c-fos. Esta respuesta
es claramente el resultado de la transc’!uccuén de
senal de la membrana plasmatica al nuc.le'ao. Ade-
mas, c-fos es necesario para la progresion a ftra-
vés del ciclo celular (21) lo que lo conwef‘te en un
buen indice de la eficiencia de los mecanismos dg
transduccion de sefales. Los resultados obteni-
dos indican que la lovastatina inhibe la entrada de

la célula en fase S (fase de sintesis de DNA), pero
no parece afectar a la induccion temprana de ge-
nes como c-fos implicados en la respuesta a esti-
mulos mitogénicos. En otros tipos celulares que
proliferan mas activamente que las CMLV se ha
puesto de manifiesto cierto efecto de los inhibi-
dores de la HMIG-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 transduccién de sefales activa-
dos por estos factores de crecimiento en las CMLYV,
sean mas subceptibles de ser interferidos por los
inhibidores de la HMG-CoA reductasa en otras
condiciones de cultivo en que las células prolife-
ren mas activamente. Las concentraciones de lo-
vastatina necesarias para bloquear la proliferacién
de las CMLV son muy superiores a las alcanzadas
en plasma cuando es utilizada como farmaco hi-
pocolesteroléemico. Ello podria explicar el fracaso
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Figura 3. Efecto de concentraciones crecientes de lovas-
tatina en la sintesis de DNA de células musculares lisas de
arteria pulmonar humana. Se representa el porcentaje de
incorporacion de timidina tritiada en células tratadas con
concentraciones crecientes de lovastatina respecto a célu-
las control (sin tratamiento con el inhibidor). Los resulta-
dos fueron corregidos segun el contenido de proteina ce-
lular y se expresan como la media = el error estandar de
la media de duplicados procedentes de tres experimentos
independientes. Las condiciones experimentales se deta-
llan en Materiales y Métodos.

.

Figura 4. Reversion por mevalonato de la inhibicén de la
proliferacion por lovastatina. Las células musculares lisas
fueron tratadas durante 24 horas con 15% de suero hu-
mano {control); 15% de suero humano y 25 pM lovastati-
na (LOV); y 15% de suero humano, 25 pM lovastatina y 500
pM mevalonato (MVA). Se representa el porcentaje de la
incorporacion de timidina tritiada en células tratadas con
concentraciones crecientes de lovastatina respecto a célu-
las control, Los resultados se expresan como la media + el
error estandar de la media de duplicados procedentes de
tres experimentos independientes.
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Figura 5. Expresion 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/cm? 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 incubacion de las mismas
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 induccién 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 farmacos reducen la hiper-
plasia de la intima después de dilatacion con ba-
16N (24). Estos efectos de las estatinas se han vin-
culado a la inhibicion de la proliferacion de la célula
muscular lisa. El nivel exacto de blogueo del ciclo
celular por los inhibidores de la HMG-CoA reduc-
tasa en células musculares lisas humanas debe
caracterizarse para poder disenar estrategias co-
rrectas de utilizacion en las diversas patologias que
cursan con cambios en la actividad proliferativa
celular.

J. Martinez-Gonzalez, Q. Varela, L. Badimon
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Figura 6. Efecto de la lovastatina sobre los niveles de
mRNA de c-fos. Las células quiescentes fueron tratadas du-
rante 24 horas con 25 pyM lovastatina (LOV); con 25 pM lo-
vastatina mas 500 yM mevalonato (MVA) o sin tratamien-
to {control). Posteriormente las células fueron estimuladas
con 15% suero humano durante 30 minutos. El mRNA de
c-fos fue determinado mediante «Northern blot» y las au-
torradiografias cuantificadas por densitometria. Se repre-
senta el resultado de la cuantificacion de las bandas de hi-
bridacién de c-fos en unidades densitométricas arbitrarias.
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ABSTRACT

En el presente estudio se investigaron los efectos de elgodipino, una
nueva dihidropiridina, sobre el desarrollo de lesiones aterosclerdti-
cas en conejos alimentados con una dieta enriguecida con 1% de co-
lesterol por un perfodo de 16 semanas. Elgodipino fue afiadido a la
dieta en dos concentraciones distintas que correspondieron a dosis
de 0.3 y 1 mg/kg/dia. A lo largo del tratamiento el consumo de la die-
ta y el peso corporal de los animales fue semejante entre los distintos
grupos (control y experimentales). Elgodipino no alter6 de forma sig-
nificativa los niveles séricos de colesterol y triglicéridos o el porcen-
taje de drea cubierta por lesiones en la aorta. A pesar de la ausencia
de efectos sobre los pardmetros anteriormente mencionados, elgodi-
pino a la dosis de 1 mg/kg/dia disminuy6 el contenido de calcio en la
gorta desde 3,90 = 0,35 ug/mg (en el control hipercolesterolémico)
hasta 1,61 = 0,19 pg/mg (P < 0,01). Ademds, elgodipino (0,3 y 1 mg/
kg/dia) deprimié de forma estadisticamente significativa la hiperre-
actividad a 5-HT observada en la arteria coronaria proximal de co-
nejos hipercolesterolémicos controles.

En experimentos «in vitro», elgodipino (10-"M y 10-°M) inhibi6
en forma dependiente de la concentracion la respuesta proliferativa
inducida por suero fetal bovino en la linea celular de miisculo liso de
aorta de rata A10 y en cultivos primarios de aorta de conejo hiper-
colesterolémico (16 seanas de dieta enriquecida) evaluada tanto en
términos de sintesis de ADN como de mimero de células (P < 0,05

en ambos casos para elgodipino 10'M). La expresion de ARNm de
c-fos y ¢jun inducida también por suero fetal bovino no fue afecta-
da por elgodipino. Nuestros resultados indican que el tratamiento
crénico con elgodipino fue capaz de prevenir dos eventos asociados
a la aterosclerosis, por un lado el incremento en el contenido de cal-
cio vascular y por el otro la hiperreactividad coronaria. Finalmente,
elgodipino produjo un potente efecto inhibitorio de la proliferacion
del miisculo liso vascular en cultivo. Este efecto antiproliferativo po-
dria contribuir a la regresion de la hiperplasia y/o hipertrofia obser-
vada tanto en la aterosclerosis como en la hipertension arterial.

Palabras clave: Aorta, coronaria. hipercolesterolentia, conejos, cultivos
celulares, oncogenes.
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The effects of elgodipine on the development of atherosclerosis in
rabbits mainteined on a 1% cholesterol-enriched diet for a 16 week
period has been examined. Elgodipine was supplemented to the diet
at two different levels to corresponding doses of 0.3 and 1 myg/kg/day.
Throughout the treatment, dietary consumption and body weight
gains were comparable among the experimental and control groups.
Elgodipine had no significant effect on serum cholesterol, triglyceri-
des or on the percentage or aorta covered by lesions. Despite the lack
of effect of the drug on the above mentioned parameters, its admi-
nistration produced a significant decrease of the calcium content of
the aorta from 3.90 + 0,35 pg/mg (hypercholesterolemic control) to
1.61 = 0,19 pg/mg (P < 0,01). In addition, elgodipine (0.3 and 1 mg/
kg/day) significantly reduced the hyperreactiveness to 5-HT in the
proximal coronary artery.

In «in vitro» studies elgodipine (10-"M y 10-5M) concentration-
dependently inhibited the proliferative responses in the A10 line and
in primary cultured of rabbit hypercholesterolemic smooth muscle
cells induced by foetal calf serum, in terms of both DNA syntheses
and cell number. The expression of foetal calf serum-induced c-fos
and c5un mRNA levels was unaffected by elgodipine. Our results in-
dicate that elgodipine is able to prevent the increase in vascular cal-
cium content and the hyperresponsiveness of the coronary artery.
Finally, elgodipine markedly decreased the proliferation of cultured
smooth cells, The antimotigenic actions of elgodipine may contribu-
te to the regression of the hyperplasia and/or hypertrophy associated
with atherosclerosis and hypertension.

Key words: Aorta, coronary, ivpercholesterolemia, rabbits, tissue cul-
ture, oncogene.
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INTRODUCCION

Basandose en la observacion de que tanto las
fibras musculares como las elasticas de la aorta
del hombre con aterosclerosis estan altamente in-
filtradas de calcio (1), se ha sugerido que la calci-
ficacion de la capa media de la aorta podria 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-
tacion (3-5). Diversos estudios han senalado a los
antagonistas de calcio como agentes capaces de
inhibir la aterosclerosis inducida por dieta en la
aorta toracica de conejo (6, 7). A pesar de que, Fiis—
tintas hipdtesis, han sido propuestas para ex_pllcar
este efecto, el(los) mecanismo(s) exactos siguen
aun 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 un
efecto potente, duradero y altamente v§soselect|—
vo (8-10). El presente estudio fue dlsen'fld_o para
investigar los posibles efectos antiaterogenicos de
elgodipino. Para ello se analizaron las acciones del
farmaco sobre el desarrollo de ate:rOSCIEFOSlS en
conejos hipercolesterolémicos. Teniendo en cuen-
ta que, la proliferacién anormal del musculo liso
vascular es fundamental en el desar’rollo del ate-
roma y que el calcio intracelular asi como la ex-
presion temprana de protooncogenes juegan un
papel importante en los mecanlsmos_de creci-
miento celular (11), también fueron motivo de es-
tudio los efectos de elgodipino sobre la prolifera-
cién del musculo liso en cultivo inducida por suero
fetal bovino asi como sobre la expresién de ARNm
de los genes c-fos y c-jun.

MATERIAL Y METODOS

Se emplearon para el estudio conejos New Zea-
land White machos de pesos comprfendldos en-
tre 1,8-2,0 kg, a los cuales sé Ie:s sometié a una die-
ta hiperlipemiante por un periodo de 16 semanas.
Los animales fueron suministrados por Biocentre
S.A. Barcelona, Espanay se mgntuvueron en nues-
tro estabulario, en jaulas individuales durante sie-
te dias antes de comenzar los protocolos especi-
ficos y durante la totalidad del experimento.

Dieta y tratamiento

Los animales se separaron en cuatro grupos
de diez conejos cada uno, estableciéndose el si-
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guiente esquema: Grupo | {(Gl): control normal;
Grupo Il {Gll): control hipercolesterolémico, dieta
enriquecida con colesterol (1%); Grupo Il (GllI): die-
ta enriquecida con colesterol (1%) + ELG 0,3 mg/
kg/dia y Grupo IV (GIV): dieta enriquecida con co-
lesterol (1%) + ELG 1 mg/kg/dia.

Todos los animales se alimentaron con la die-
ta estandar por lo menos una semana antes de
comenzar el experimento. La dieta estandar y la
dieta enriquecida con colesterol fueron suminis-
tradas por Panlab S.L. Barcelona, Espana y por
U.A.R. Paris, Francia respectivamente. El agua y
las dietas se administraron «ad libitum». El con-
sumo de comida se monitorizd diariamente du-
rante la primera semana y posteriormente sema-
nalmente tanto en los grupos experimentales
como controles, mientras que el peso de cada co-
nejo se determind semanalmente.

Al finalizar se 16.2 semana del estudio, los co-
nejos se anestesiaron con éter etilico y se sacrifi-
caron por exanguinacion, disecando rapidamen-
te la arteria aorta y coronaria proximal. La arteria
aorta se destind para los estudios de contenido de
colesterol y calcio en tejido y para el estudio mor-
fomeétrico del dafio tisular. La arteria coronaria pro-
ximal se empled para los estudios de reactividad
vascular que se llevaron a cabo segtin un proto-
colo descrito anteriormente (12).

Determinacion de pardmetros bioquimicos,
histoldgicos y de presion arterial

La extraccion de sangre se realizé en la arteria
marginal de la oreja, posteriormente el suero se
separo por centrifugacion y se conservé a -75 °C
hasta el momento en que se realizaron las distin-
tas determinaciones. Las concentraciones séricas
de colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol
y triglicéridos asi como la valoracién del coleste-
rol adrtico se realizaron empleando reactivos co-
merciales (Medical Analisis, INC). La determina-
cion del contenido de calcio en la pared arterial se
evalud por absorcion atémica. El estudio del da-
No aortico se realizd previa tincidn con tetroxido
de Osmio segiin un método anteriormente des-
crito {13). La superficie macroscopica interior fue
morfolégicamente analizadas utilizando un plani-
metro CUE2.

Cultivos celulares y estudios de proliferacion

Se emplearon para el estudio cultivos prima-
rios provenientes de células musculares de aorta
de conejas pertenecientes al grupo Il (control hi-
percoleterolémico) asi como la linea celular de
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aorta de rata A10 (ATCC). Los cultivos primarios
se prepararon por un metodo enzimatico (colage-
nasa tipo ll), tanto éstos como la linea celular se
cultivaron en Dulbecco’s Modified Eagle Medium
{(DMEM) adicionado de 10% de suero fetal bovi-
no (FCS). Los efectos de elgodipino (ELG) sobre
el crecimiento inducido por FCS se investigaron
cuantificando Ia sintesis de ADN mediante incor-
poracion de bromodeoxiuridina (BrdU) y el nu-
mero de células por medio de un hemocitémetro
empleando en ambos casos un protocolo analogo
al descrito anteriormente (11, 14). Resumiendo el
procedimiento consistié en incubar cultivos sub-
confluentes y quiescentes (48 horas en DMEM +
0,1% albdimina) con 10% de FCS en ausencia y
presencia de las distintas concentraciones de ELG
por un periodo de 17 horas. Al concluir el estimu-
lo proliferativo, se anadié al medio BrdU (10 pM)
incubandose las células por un periodo adicional
de 6 horas. Finalmente, las células se fijaron en for-
malinaacetona (1:1) visualizandose la incorpora-
cién por medio de un anticuerpo monoclonal anti-
BrdU y el complejo avidina-biotina-peroxidasa
(Vectastain ABC kit). El nimero de células fue de-
terminado en presencia y ausencia de ELG (1077M
y 10-5M) en el sexto dia de estimulo de crecimien-
to, después una suave tripsinizacion y mediante
un hemocitémetro. La expresion de los genes c-fos
y c-jun se analizé en la linea celular A10 por nor-
thern blot. Nuevamente células subconfluentes y
quiescentes fueron incubadas en DMEM + 10% de
FCS en presencia y ausencia de ELG (107M y 10°M)
por 0,5 horas (c-fos) y una hora (c-jun). Al final de
la incubacion 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.

Analisis estadistico de los resultados

Los datos experimentales han sido expresados
como media % error estandar de la misma (x
E.S.M.) para un determinado numero (n) de ex-
perimentos. La comparacion de las medias se rea-
lizé utilizando un test ANOVA de dos vias, consi-
derandose significativas aquellas diferencias en
las gue P < 0,05.

RESULTADOS

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

En la Figura 1 se muestra el efecto del trata-
miento crénico con ELG (0,3 y 1 mg/kg/dia) sobre
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Figura 1. Efectos de ELG sobre la curva concentracion-
respuesta a 5-HT en arteria coronaria proximal. Conejos
control Gl, control-hipercolesterolémicos Gll, tratados
con ELG 0,3 mg/kg/dia Glll y ELG 1 mg/kg/dia GIV. Cada
punto representa la media + SEM de 8-10 experimentos.

la respuesta contractil inducida por concentracio-
nes acumulativas de 5-HT (10-°M-10"*M) 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 estandar (Figura 1), encontran-
dose la curva concentracién-respuesta desplazada
hacia arriba y hacia la izquierda (P < 0,01). Por el
contrario, el tratamiento con ELG (Glll 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 lipidico,
el dano tisular y el contenido de colesterol
y calcio en aorta

Al comienzo del estudio la concentracion de
colesterol total sérico fue de aproximadamente
150 mg/dl e incrementd gradualmente durante las
primeras seis semanas en todos los grupos a ex-
cepcion del grupo alimentado con dieta estandar.
Durante el estudio no hubo diferencias estadisti-
camente significativas en la concentracion de co-
lesterol entre los grupos experimentales y el con-
trol hipercolesterolémico (Gll) (Figura 2). Tampoco
se observaron cambios importantes en la distri-
bucién de colesterol en LDL o HDL (resultado no
mostrado). La Figura 3 muestra la concentracion
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Figura 3. Concentracidn plasmatica de triglicéridos en
funcion del tiempo de tratamiento. Cada punto re-
presenta la media = E.S.M. de cada grupo.

de triglicéridos media en cada grupo en funcion
del tiempo de tratamiento. Como puede obser-
varse este parametro resulto altamente varla.bl‘e.
Dicha variabilidad en los datos dificulto el analisis;
sin embargo cuando se midio el area bajo la cur-
va, correspondiente bien a los grupos experi-
mentales (dieta enriquecida + distintas dosis de
ELG) o al control-hiperco!esterqlémico (Gl se ob-
servd que éstas eran muy similares. Esto indica-
riaque la administracion de ELQ tampoco 'altera
consistentemente la concentracion plasmgtuca de
triglicéridos. Observaciones similares han sido rea-
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lizadas 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 area de dicha arteria
cubierta por lesiones ateroscleréticas o en el pe-
so de los conejos (Tabla ). Finalmente, cuando se
analizé el contenido de calcio en las arterias aor-
tas de los distintos grupos de conejos se observé
que el mismo estaba significativamente aumen-
tado en los grupos que recibieron la dieta hiper-
colesterolemiante: Gll, lll y IV con P < 0,01 respec-
to al grupo alimentado con dieta estandar, G, en
donde el nivel de calcio fue de 0,39 * 0,07 ng/mg
de tejido. Sin embargo, en este caso la adminis-
tracion de ELG a la dosis mas elevada (1 mg/kg/
dia) disminuy® los niveles de calcio en la pared ar-
terial (desde 3,90 = 0,35 pg/mg de tejidoen el con-
trol-hipercolesterolémico hasta 1,61 £ 0,19 ng/mg
tejido) (P < 0,01) (Figura 4).

Tabla |
Contenido de Peso Area
colesterolen  corporala  cubierta por
aorta (ug/mg las 16 lesiones
tejido seco) semanas (%)
Grupo | 76+12 3997+180 0,7+0,0

Grupoll 111,2+98 3.627+159 95+2,0
Grupolll  141,2+35 3.296+72 97 +£3,0
GrupolV 1357:98 3.389+121 93%6,0
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Figura 4. Efecto de ELG sobre el contenido adrtico 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 musculo liso vascular

Los efectos de ELG sobre la incorporacién de
BrdU en la linea celular A10 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 incorporacion de
BrdU en la linea celular de aorta de rata A10 durante la
estimulacion con FCS 10%. Los datos que se muestran
representan la media £+ SEM (n = tres experimentos
independientes en duplicado). * P < 0,05 vs FCS 10%.

Figura 9). Comparando la respuesta inducida so-
lo por FCS (10%) con la obtenida en presencia de
ELG (107M y 10-°M) puede observarse que el tra-
tamiento de células quiescentes (tanto de la linea
celular como de los cultivos primarios) con FCS
adicionado de ELG produjo una inhibicion de la
incorporacion de BrdU de forma dependiente de
la concentracion (ver Figura 10).

La Figura 7 muestra el efecto de ELG sobre la
proliferacion celular inducida por FCS (10%) en la
linea celular A10. El tratamiento de células quies-
centes con ELG (1077M y 107°M) inhibi¢ significa-
tivamente (P < 0,05) y en forma dependiente de la
concentracion la respuesta proliferativa. Efectos
similares fueron observados en cultivos prima-
rios.

Como se muestran en la Figura 8, el andlisis
por northern blot revel6 que el tratamiento con
ELG (1077M y 10°°M) no afectd la expresion de los
oncogenes c-fos y c-jun inducida por FCS (10%)
en la linea celular A10.

DISCUSION

El éxito en el empleo de farmacos antagonis-
tas de calcio tales como nifedipina, diltiazem y ve-
rapamil 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 6. Efecto de ELG sobre la incorporacién de
BrdU en cultivos primarios de aorta de conejo hiperco-
lesterolémico durante la estimulacion 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 7. Efecto de ELG sobre la proliferacion de la li-
nea celular de aorta de rata A10. El niumero de células
en el sexto dia de estimulo con FCS 10% en con-
diciones control fue 9,7 = 0,5 x 10~*M/ml. Los datos que
se muestran representan la media + SEM (n = tres ex-
perimentos independientes en duplicado). * P < 0,05.

M. Del Rio, E. Ruiz, R. Lorente, T. Tejerina

Estudio de los efectos de elgodipino

Figura 8. Efecto de ELG sobre la expresion inducida
por FCS de c-fos y c-jun en la linea ce_alular de aorta de
rata A10. ARN total (10ug) fue sometido a analisis por
northen blot empleando sondas para c-fos _(pan_el su-
perior) y c-jun (panel medio). En el panel inferior se

muestra el ARN ribosomal (7S).

Sl A, s .
Figura 9. Fotomicrografia 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 pasaije.

ma clase de drogas. La investigacion se ha cen-
trado particularmente en optimizar en los antago-
nistas de calcio su selectividad tisular/vascular asi
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. Linea celular de aorta de rata A10. El panel
superior muestra una reaccion inmunohistoquimica
para BrdU. El panel inferior muestra un cultivo con-
fuente de A10.

la contractilidad cardiaca (16). Mas alin, 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-
ticularmente 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-
rosclerdtico, nos planteamos 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 nuestro trabajo se desprende por un lado,
que la administracion de una dieta enriquecida
con 1% de colesterol produce un importante in-
cremento en los niveles séricos de colesterol to-
tal, alcanzando en la mayoria de los casos valores
alrededor de diez veces superiores a los de los co-
nejos alimentados con la dieta estandar. Por otro
lado, se observé que el tratamiento con ELG no
alterd de forma estadisticamente significativa el
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perfil lipidico (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 aterosclerdticas o en el contenido de co-
lesterol arterial. Sin embargo, la administracion
cronica de ELG (1 mg/kg/dia) produjo una impor-
tante reduccion en el contenido de calcio adrtico
(>50%, P < 0,01). Este efecto de ELG es particular-
mente importante si se tiene en cuenta, que tan
pronto como las alteraciones aterosclerdticas se
establecen comienza a acumularse calcio, y que
existe una excelente correlacion entre la severidad
de la enfermedad y el contenido de calcio arterial;
correlaciéon 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
inhibicion de la proliferacion) tanto en la linea ce-
lular de musculo liso de aorta (A10) como en cul-
tivos primarios de células musculares de aorta de
conejo hipercolesterolémico (conejos pertenecien-
tes al control hipercolesterolémico) indican que
ELG podria deprimir durante la aterogénesis (a tra-
vés de un mecanismo comtin, o no) dos procesos
fundamentales, por un lado la captacion de calcio
por la pared arterial y por otro la proliferacion del
musculo liso vascular., Cabe resaltar, no obstante,
que en nuestro estudio, ELG no redujo el area de
aorta aterosclerotica; esto podria 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 crénico
fuesen inferiores a las necesarias para alcanzar ni-
veles éptimos en plasma; segundo, a que el gra-
do de aterosclerosis inducida fuese demasiado
severo, impidiendo asi la deteccion de un efecto
benéfico. Esta ultima 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 funcién vas-
cular sufridas durante la aterosclerosis, indicaron
que las arterias ateroscleréticas eran hiperreacti-
vas a la accion de distintos agentes vasoconstric-
tores tales como noradrenalina y 5-HT (12, 18). En
nuestro estudio, encontramos un importante in-
cremento de la respuesta contractil a 5-HT en la
arteria coronaria proximal de conejos hipercoles-
terolémicos control. El tratamiento crénico con
ELG (0,3 y 1 mg/kg/dia) deprimié de forma esta-
disticamente significativa esta hiperreactividad.
Esto ultimo es nuevamente alentador, si se con-
sidera la importancia que tiene el vasoespasmo
coronario en la enfermedad cardiaca.

M. Del Rio, E. Ruiz, R. Lorente, T. Tejerina
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RESUMEN

La interaccidn de la plaqueta con la pared vascular lesionada
se inicia con la reperfusidn después de la intervencidn de revascu-
larizacién. La reestenosis post-angioplastia se puede definir como
un proceso que se inicia a partir de un reconocimiento celular tem-
prano que regularia la respuesta lesiva a la intervencion de reper-
fusidn. Los ohjetivos especificos de este trabajo se han centrado en
la caracterizacién in vive de la interaccién de elementos celulares,
como la plaqueta, y proteinas de la sangre (fibrindgeno y fibrina)
con la pared vascular post-angioplastia en el modelo porcino. Se
han estudiado mediante técnicas inmunohistoquimicas arterias co-
ronarias procedentes de cerdos que fueron tratados con angioplastia
y sacrificados a diferentes tiempos desde el momento de la inter-
vencién. La inmunodeteccién de plaquetas se realizé con anticuer-
pos policlonales que reconocen especificamente las plaquetas de ori-
gen porcino. El fibrindgeno fue inmunomarcado con anticuerpos
policlonales comereciales, en tanto que la fibrina se identificé con
anticuerpos monoclonales cedidos por el grupo de Gaffney. Los re-
sultados obtenidos indican que no sélo las plaquetas, sino también
el fibrindgeno y la fibrina estin siempre presentes en la zona de di-
latacién aunque en distinta proporcion relativa, y superior respec-
to a los controles. El fibrindgeno, que es una proteina soluble, pe-
netra en la pared vascular lesionada y podria favorecer el estimulo
mitogénico sobre las células musculares lisas vasculares, Las pla-
quetas (células secretoras de factores de crecimiento) y el fibring-
geno podrian jugar un papel determinante en la arteriosclerosis
acelerada post-angioplastia, como iniciadores de los eventos crénicos.

Palabras clave: Plaqueta, fibrindgeno, fibrina, célula muscular lisa
vascular, anticuerpos, coronarias, arterivsclerosis acelerada, reestenosis.
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ABSTRACT

Platelet interaction to damaged vessel was occurs with reper-
fusion after revascular interventions. Restenosis post-angioplasty
could be defined as an early cellular recognition that could regula-
te the response to the reperfusion intervention, The specific objec-
tives of this work were focused on the in vivo characterization of
the interaction of cellular elements (platelets) and blood proteins
(fibrinogen and fibrin) with the vascular vessel wall postangioplasty
in the porcine model. We have studied by inmunohistochemistry
coronary arteries from angioplasty-treated pigs sacrified at diffe-
rent time intervals after intervention. The inmunodetection of pla-
telets was performed by policlonal antibodies raised against porci-
ne platelets. Fibrinogen was inmunollabeled with a comercial
polyclonal antibody, while fibrin was identified by a monoclonal
antibody given by Gaffney’s group. Our results show that not only
platelets but also fibrinogen and fibrin are always present on the
dilated area although in different relative proportions, and in-
creased with respect to controls. Fibrinogen, which a soluble pro-
tein, penetrates into the injured vessel wall and may increase the
mitogenic stimuli on vascular smooth muscle cells. Both platelets
(growth factor screting cells) and fibrinogen may play a determi-
nant role in accelerated atherosclerosis post-angioplasty, as early
triggers of the chronic events.

Key words: Platelet, fibrinogen, fibrin, vascular smooth muscle cells,
antibodies, coronaries, accelerated atherosclerosis, restenosis.
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La migracion de las células musculares lisas
vasculares (CMLV) de la pared arterial desde la ca-
pa media a la intima y su proliferacion en la inti-
ma son los mecanismos principales de la forma-
cion acelerada de placas ateroscleréticas en las
arterias coronarias tras intervenciones de preser-
vacion miocardica (angioplastia mediante balén o
laser, aterectomia, pontajes coronarios) y después
de trasplante cardiaco. 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 complicacion secundaria a la intervencion
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-
lizacién vascular mediante balén por ser de apli-
cacion muy frecuente y técnicamente muy bien
establecida, y que permite unos resultados favo-
rables inmediatos para el paciente post-interven-
cion. No obstante, la reestenosis es la mayor li-
mitacién de la angioplastia mediante balon.

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

Especimenes de aterectomia procedentes de
lesiones reestendticas obtenidas entre los 15-30
primeros dias post-angioplastia muestran la pre-
sencia de trombo en un 65% de los pacientes e hi-
perplasia intimal de CMLV en el 756% de los pa-
cientes. No hay relacion entre la presencia de
trombo y el tipo de terapia antitrombotica admi-
nistrada (4). Ademas, mediante técnicas de inmu-
nohistoquimica se ha puesto en evidencia la pre-
sencia de células del mesenquima primitivo
(tincion positiva para vimentina) que no se han di-
ferenciado atin en fibroblastos, o CMLV. En espe-
cimenes de pacientes con reestenosis obtenidos
por aterectomia 30 dias después de la angioplas-
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tia, se ha observado mas colageno 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 ldmina interna dentro de la ttnica me-
dia, asi como la presencia asociada de trombo in-
traluminal o intramural suboclusivo. El trombo
estaba asociado a roturas o desgarros en la placa
0 en zonas normales de la pared del vaso.

La proliferacién y migracidon de las CMLV de-
sencadenadas por la lesién arterial aguda son pro-
cesos independientes y pueden dividirse en tres
fases, a partir de datos experimentales. La fase |
representa la primera etapa de proliferacion e hi-
pertrofia y alcanza un maximo a las 48 horas en
células musculares lisas de la media. La fase Il es
la fase intermedia de proliferacién de las células
musculares lisas y se extiende entre los 4 y los 14
dias. Las CMLV migran desde la media a la inti-
ma, y aproximadamente la mitad proliferan den-
tro de la intima. La fase Ill o més tardia de la pro-
liferacion se inicia a partir de las dos semanas. En
esta etapa la proliferacion es menor y predomina
la hipertrofia y produccién de matriz extracelu-
lar (5-8).

Los mecanismos de proliferacion celular, es-
pecialmente en relacion a la arteriosclerosis ace-
lerada, requieren de un exhaustivo estudio. Inhi-
bidores especificos de factores de crecimiento
deben ser evaluados en modelos animales de le-
sion arterial que reproduzcan muy fielmente la le-
si6n en humanos y deben ser probados con o sin
terapia antitrombdtica especifica. Finalmente, los
estudios en el modelo porcino o en primates nos
aproximan mas estrechamente a los eventos que
tienen lugar en la patologia humana (9).

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

MATERIAL Y METODOS

Modelo animal y técnica operatoria

Se selecciond el cerdo como modelo experi-
mental debido a que su sistema de coagulacion,
anatomia cardiovascular y perfil lipoproteico se
asemeja mas estrechamente al modelo humano
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que el resto de animales de experimentacion (10).
En este modelo animal se desarrolla arterioscle-
rosis espontaneamente y la enfermedad puede
ser incluso sintomatica, incluyendo infartos cere-
brales y de miocardio (11-13). Ademas, las carac-
teristicas topogréficas y patoldgicas de las lesio-
nes son muy similares a las observadas en
humanos. La ausencia de lesiones arterioscleroti-
cas en el momento de la intervencion, lo que po-
dria considerarse una desventaja del modelo pro-
puesto, ha sido cuidadosamente seleccionado para
obtener datos claros sobre la interaccién 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 interaccion plaque-
ta/pared vascular en angioplastia de las carétidas
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 mecanicamente con aire. La angio-
plastia se realizé en las arterias coronarias usan-
do un balén de 4 mm de diametro y 20 mm de
longitud. Se realizaron 3 inflaciones a 8 atmasfe-
ras durante 15 seg, con 60 seg de descanso entre
inflaciones. En los animales sometidos a angio-
plastia se controlaron las constantes cardiacas y
respiratorias, y se mantuvieron con respiracion
asistida hasta el momento de la necropsia (14-18).

Tiempos de estudio

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

Seleccion de muestras

La angioplasita se practico en las arterias co-
ronarias derecha y circunfleja, reservando la co-
ronaria descendente izquierda como control de co-
ronaria sin dilatacion mecénica. De cada uno de
los vasos, excepto del control, se separaron tres
fragmentos: porcién proximal a la zona de dilata-
cién, porcion distal y zona de angioplastia o dila-
tacion.
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Preparacion de anticuerpos policlonales
especificos frente a plaquetas porcinas

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

Se extrajeron 50 ml de sangre de cerdo por
puncion femoral y se recogieron en presencia de
ACD adicionado de 25 pg/ml apyrase (Sigma). La
sangre se centrifugé a 250g 10 min, a 20 °C. En el
sobrenadante se recuperd el plasma rico en pla-
quetas o PRP que se centrigud a 1.000g, 15 min,
a 20 °C. El pellet de plaquetas se resuspendio en
tampon de lavado (4cido citrico 36 mM, KCI 5 miV],
CaCl, 2 mM, MgCl, 1 mM, NaCl 0, 103 mM, apy-
rase 25 pg/ml, albumina bovina (BSA) 3,5 mg/ml,
pH 6,5) adicionado de heparina 5 U/ml y se cuan-
tificd su numero mediante un contador hemato-
I6gico (Sys 9.000, Serono). A continuacion se cen-
trifugd la muestra a 1.000g, 15 min, a 20 °C. El
pellet resultante se sometié a un segundo lavado
con el mismo tampon no adicionado de heparina
v se realizé un nuevo contaje de plaquetas. Tras
una nueva centrifugacién en las mismas condi-
ciones, las plaquetas aisladas y lavadas se resus-
pendieron en 2 ml de tampén Tyrode (Na H,PO,
0,4 mM, NaHCO5 12 mM, NaCl 137 mM, KCI 2,7
mM, MgCl, H,0 1 mM, CaCl, 2H,0 2 mM, D-glu-
cosa 5,5 mM, pH 7,35) atemperado a 37 °C y se
efectud un nuevo contaje. La concentracion final
se ajusto a 2 x 10° plaquetas/pl.

Se prepararon a partir de la misma muestra
cuatro lotes de plaquetas: 1) no activadas (trata-
das con solucién tampén); 2) activadas con trom-
bina (4 U/ml); 3) activadas con ADP (20 uM); 4) ac-
tivadas con coldgeno (5 pg/ml). Las plaguetas se
incubaron a 37 °C 4 min y se centrifugaron a
1.000g, 10 min, a 20 °C. El pellet obtenido se re-
suspendio en tampdn adicionado de un 0,25% de
glutaraldehido fijar las plaquetas. Transcurridos
20 min se centrifugaron en las condiciones ya in-
dicadas, el pellet resultante se sometié a dos la-
vados sucesivos con tampon fosfato salino (PBS)
a 37 °C y finalmente se resuspendié en un volu-
men adecuado de PBS.

Inmunizacién de conejos

Como animal a inmunizar se utilizo el conejo.
Se partié de un total de 7 animales (Ry-R;), 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 10° plaquetas/animal en cada una de
las fases del protocolo de inmunizacion. La admi-
nistracion se realizd por via subcutanea mediante
inyecciones multiples.

La administracion del antigeno se inici6 el dia
0 del periodo de inmunizacién, partiendo de un
volumen de antigeno de 0,5 ml adicionado de 0,5
ml de Adyuvante Completo de Freund. La inyec-
cion se realizd en la zona dorsal en multiples do-
sis de 100-150 pl. Los dias 14 y 28 contados a par-
tir del dia 0 desde el comienzo del protocolo se
administro una nueva dosis del antigeno emul-
sionado en Adyuvante Incompleto de Freund, en
la misma proporcion de volimenes. Transcurridos
7-12 dias desde la ultima inyeccion se procedio a
extraer muestras de sangre y purificar los anti-
cuerpos como fraccion de y-globulinas.

Purificacion de anticuerpos

Se extrajeron 30 ml de sangre de f:ada animal
a partir de la vena marginal de la oreja tras vaso-
dilatacién con xilol e incisién longitudinal con bis-
turi. La sangre se mantuvo a temperatura arr'{biente
durante 45 min y una vez coagulada se dejo una
hora a 4 °C para favorecer la retraccion del coa-
gulo. Para separar la fraccic'?n de suero se centri-
fugo a 2.500g durante 30 min. :

La purificacion de la fraccion de y-globulinas se
realizé mediante fraccionamiento con sulfato amé-
nico al 40% de saturacion segun protocolo des-
crito (19). Los diferentes lotes de antic_uerpos se
repartieron en alicuotas de ‘1 00 ply se a]macena—
ron a —20 °C. La concentracion de proteina de ca-
da una de las muestras de anticuerpos se deter-
miné por la técnica de Bradford (20).

Analisis de los anticuerpos por
enzimoinmunoensayo (ELISA)

Para valorar la produccion de antiguerpos frgn-
te a los inmunogenos inyectagios, el titulo de la_ in-
munorreaccion y la existencia o no d'e reaccion
cruzada con otros antigenos, se aplico la técnica
de ELISA. Se ensayaron d_iferentes concentracio-
nes de antigeno y de an’tncuerpo en placa de 96
pocillos. La reaccion anUgeno-ant_ncuerpo se de-
tecté con un anticuerpo secundan'o conjugadq a
peroxidasa (DAKO P448) que reacciona con las in-
munoglobulinas de conejo. La reaccion final co-
lorimétrica se llevo a cabo con la 'mezcla dr:.' sus-
tratos DMAB (&cido 3—dimet‘|lam|nobe_n20|_co} 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 cuantificé mediante lectura de la ab-
sorbancia en un lector de placas de ELISA (595-
600 nm).

Andlisis de los anticuerpos
por inmunoblot

Para desarrollar la técnica de inmunoblot o
Western-blot se prepararon extractos de proteina
de plaquetas porcinas procedentes de cuatro ti-
pos distintos de plaquetas: no activadas o bien ac-
tivadas con trombina, ADP o colageno. Los ex-
tractos se obtuvieron mediante solubilizacion de
las proteinas con un tampdn compuesto de Tris-
HCI 10 mM, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, N-etil-ma-
leimida 5 mM, pH 7,0 conteniendo un 2,5% de
SDS. Tras centrifugacion y recuperacion de la frac-
cion sobrenadante, las muestras se alicuotaron y
almacenaron a -20 °C. La proteina se cuantificd
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 B-mer-
captoetanol. Las bandas de proteina resueltas en
la electroforesis fueron transferidas a membrana
de nitrocelulosa donde se desarrolld la incubacién
con los diferentes anticuerpos anti-plaqueta (dilu-
cion 1:500). Para revelar la reaccion antigeno-an-
ticuerpo se utilizé proteina A marcada con I-125
(0,1 uCi/ml), que se une a los anticuerpos a través
del fragmento Fc de las inmunoglobulinas. Las
bandas de proteina que reaccionaron positiva-
mente con los anticuerpos fueron detectadas por
exposicion del filtro a placa autorradiogréfica en
presencia de placa intensificadora a -80 °C.

Analisis inmunohistoquimico
de las muestras de coronarias

Las muestras de tejido fueron fijadas en solu-
cion de PBS 100 mM/4% paraformaldehido, pH
7,4. Se mantuvieron en solucion fijadora durante
un minimo de 6 horas, a 4 °C y en agitacion.
Después de dos lavados con PBS durante 30 min,
a 4 °C en agitacion, las muestras fueron criopro-
tegidas mediante lavado en solucion de PBS 100
mM/30% sacarosa, pH 7,4 a 4 °C en agitacion.
Finalmente, se procedié al montaje y congelacion
en OCT sobre nieve carbénica y se almacenaron
a-20°C.
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La preparacion de cortes por criotomia se rea-
lizd a una temperatura de =30 °C. Los cortes de te-
jido de 4-5 um se recogieron sobre portas gelati-
nizados y se guardaron congelados a —20 °C hasta
su utilizacion.

La presencia de plaguetas, fibrindgeno, fibrina,
o-actinas y factor de von Willebrand (FYW) en los
cortes de vasos coronarios se analizd mediante la
técnica de inmunofluorescencia indirecta y doble
marcaje, utilizando anticuerpos secundarios conju-
gados a fluoresceina o rodamina para detectar las
zonas de reaccién entre el antigeno y el anticuer-
po primario especifico (monoclonal o policlonal).

Los cortes de tejido recogidos sobre porta se
secaron previamente sobre una plancha a 45 °C
durante 15 min. Una vez frios, se efectud un lava-
do con solucion de PBS 100 mM, pH 7,4, 10 min.
Para permeabilizar las muestras y favorecer la pe-
netracion de los anticuerpos se realizd un lavado
de 10 min en PBS 100 mM/Tritén X-100 0,1%, pH
7.4. A continuacion se incubaron con solucién A
de blogueo (PBS 100 mM/Tritén X-100 0,1%/BSA
2%), durante 30 min y tras eliminar esta solucion
se incubo con el anticuerpo primario diluido en
solucion B (PBS 100 mM/Tritén X-100 0,1%/BSA
1%) durante dos horas a temperatura ambiente y
en camara humeda. Las diluciones de trabajo de
los diferentes anticuerpos primarios fueron: anti-
plaquetas 1:100; fibrinégeno 1:100 (DAKO A080);
fibrina 1:50 (Gaffney, P et al.); o-actinas 1:50 (DA-
KO M851): FvW 1:100 (DAKO M082). Después de
realizar dos lavados con solucién de PBS/Triton X-
100 (3 x 5 min), se incubd con el anticuerpo se-
cundario correspondiente conjugado a fluorescei-
na a rodamina (dilucién 1:50 en solucién 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 observacion
en microscopio de fluorescencia.

En el analisis inmunohistoquimico se aplico la
técnica de doble marcaje utilizando un anticuerpo
primario monoclonal y otro policlonal simultane-
amente, y un anticuerpo secundario especifico con-
tra cada uno de ellos conjugados a fluoresceina o
rodamina. Su deteccion se realizd mediante el uso
de filtros adecuados en la microscopia de fluo-
rescencia.

RESULTADOS

Anticuerpos especificos anti-plaqueta

El analisis de los anticuerpos frente a plaque-
tas porcinas mediante la técnica de ELISA indico
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gue todos los conejos inmunizados con los dife-
rentes tipos de antigenos (plaquetas activadas o
no activadas) reaccionaban con plaquetas de cer-
do. Ademas, estos anticuerpos eran capaces de
reaccionar con plaquetas fijadas con glutaraldehi-
do asi como con plaquetas frescas no fijadas. En
todos los casos, los anticuerpos reaccionaron con
el inmunogeno o plaquetas independientemente
de las condiciones de activacion a las que se so-

CONTROL TROMBINA
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Figura 1. Western-blot de extractos de proteina de pla-
quetas de diferentes especies con anticuerpos antiplaque-
ta porcina (R,). 50 pg de proteina 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 plaguetas
para cada especie, uno control y tres procedentes de la ac-
tivacion con trombina, ADP o colageno. La escala de pe-
sos moleculares de las proteinas marcadoras se indica
en kDa.
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metieron. Asimismo, se comprobd que la inmu-
noreaccion era especifica frente a plaquetas de
cerdo ya que los anticuerpos no reconocian pro-
teinas caracteristicas de plaquetas de otras espe-
cies como rata, perro y humanas (Figura 1).

En la Figura 2 se muestra un grafico de barras
en el que se observa que todos los sueros (Ry-R;)
presentaron un titulo alto de anticuerpos (barras
sombreadas) en comparacion 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 proteina 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 tampon de muestras (la pre-
sencia de agentes reductores modifica la mobi-
lidad electroforética de las glicoproteinas de
membrana por rotura de puentes disulfuro). Los
resultados globales indican que los anticuerpos
reconocen muiltiples bandas de proteina con pe-
sos moleculares que abarcan un rango entre 45y
mas de 200 kDa, predominando las proteinas de
alto peso molecular. En la Figura 3 se presentan
dos autorradiografias correspondientes a mues-
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tras de dos cerdos analizadas mediante Western-
blot con uno de los anticuerpos antiplaqueta, se-
gun condiciones indicadas previamente.

Caracterizacion de la respuesta aguda
a la angioplastia

En el analisis inmunohistoquimico de las mues-
tras (Figuras 4-11) se observa que nuestros anti-

Animal 1 Animal 2

0,6-

0,4

0,2

Unidades de absorbancia (595 nm}

0,0

Ry, R, Ry Ry Rs Ry Ry
Anticuerpos anti-PLT

Figura 2. Andlisis de los anticuerpos anti-plaqueta (anti-
PLT) porcina por ELISA. Plaquetas aisladas frescas fueron
sembradas en placas de 96 pocillos e incubadas en pre-
sencia de diferentes lotes de anticuerpos anti-plaqueta por-
cina (Ry-Ry). Cada anticuerpo (barras sombreadas) se com-
paré con el correspondiente suero pre-inmune (barras

blancas).
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Figura 3. Western-blot de extractos de proteina de pla-
quetas porcinas en condiciones reductoras y no reductoras.
40 pg de proteina de extractos de plaquetas procedentes
de dos animales fueron desarrollados electroforéticamen-
te en geles de poliacrilamida-SDS en gradiente entre el 4-
15% en presencia (A) o ausencia (B) de agentes reductores
y transferidos a filtro 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 colageno (A y B: carril 4, 8). La escala de pesos molecu-
lares de las proteinas marcadoras se indica en kDa.
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(A)

(B)

Figura 4. Doble marcaje con anticuerpos anti-fibrinégeno
(A) y anti-o. actina (B) de la misma preparacion. Zona pro-
ximal a la dilatacion en coronaria derecha, 60 minutos des-
pués de la angioplastia (40x). La deposicion e infiltracion
de fibrindgeno (A) ocurre directamente sobre la capa mus-
cular lisa del vaso rica en actinas (B). Obsérvese que la zo-
na mas inmunoreactiva al fibrinégeno (rojo intenso super-
ficial) corresponde a la proteina depositada en superficie
(A) que es evidente incluso en color amarillo con filtro pa-
ra fluoresceina en la tincion de actinas (B).

cuerpos antiplaqueta reconocen especificamente
proteinas 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-
nohistoquimico de las diferentes muestras de co-
ronarias porcinas sometidas a angioplastia se evi-
dencia que no sélo las plaquetas, sino también el
fibrindgeno vy la fibrina, estan asociados a la pa-
red vascular lesionada por la dilacién del balon.
Su proporcién relativa varia en funcién del grado
de lesion en la zona de dilatacion. La exposicion
de estructuras profundas de la pared induce una
mayor deposicion de trombo sobre el drea de le-
sion. Las diferencias cuantitativas son significati-
vas respecto a los fragmentos proximal y distal
control.
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Figura 5. Doble marcaje con anticuerpos anti-plaqueta (A)
y anti-fibrina (B) en la misma preparacion. Zona lesionada
en la coronaria derecha, 60 minutos post-angioplastia (40x).
Las plaquetas (rojo) y la fibrina (verde) co-localizan en un
trombo mural sobre la lesion.

El fibrinégeno esta presente en el interior de la
paret.:i'vascular lesionada en los fragmentos de di-
latacion 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 patron de distribucién sino que, al
tratarse de una proteina no soluble, est4 presen-
te en areas de superficie con distribucién irregu-
lar y con trombosis.

DISCUSION

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

Figura 6. Doble marcaje con anticuerpos anti-fibrindgeno (A) y anti- actina (B). Zona con minima lesién en la coronaria de-
recha, 60 minutos después de la angioplastia (40x). Obsérvese la deposicion de fibrindgeno 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-
ldgeno, o no activadas. Por tanto, reconocen
proteinas de plagueta que se mantienen en pla-
quetas previamente activdas como las que se de-
positan en los trombos. Su especificidad esta de-
mostrada ya que no reaccionan con plaquetgg de
especies mas o menos proximas fllogenetnca-
mente. De ello se infiere que estos anticuerpos
constituyen un instrumento util para caracterizar
la existencia de plaquetas en especimenes de te-
jido vascular porcino. ) =
La presencia de un trombo post-intervencion
en la zona de angioplastia habia sido reportada

con anterioridad (21). Plaquetas marcadas con In-
111 (2, 3), fibrinégeno marcado con 1-125 (2, 16) y
la presencia de trombo se habia evaluado ma-
croscopicamente o mediante histologia conven-
cional (21). Sin embargo, la caracterizacion de los
depdsitos post-intervencion mediante técnicas in-
munohistoquimicas, tal como se muestra en este
estudio, no habia sido realizada. Este estudio ha
permitido observar que el fibrindgeno penetra el
tejido lesionado inmediatamente después de la in-
tervencion.

Las plaguetas se depositan formando desde
pequenos acumulos hasta trombos murales u oclu-
sivos dependiendo del grado de lesidn vascular.
La fibrina co-localiza con las plaguetas pero nun-
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(A)

(B)

Figura 7. Doble marcaje con anticuerpos anti-factor de von Willebrand (A) y anti-fibrina (B) en la misma preparacién. Zona
con lesion profunda en la coronaria derecha, dos horas post-angioplastia (40x). Ejemplo de trombo semi-oclusivo que es rico
en plaquetas (evidenciado por el FvW enlazando plaquetas) (A) y en fibrina (B).

ca se encuentra enzonas intraparietales en este es-
tudio de seguimiento hasta seis horas post-inter-
vencion. La presencia de fibrina y fibrindgeno en
la pared vascular ya se habia detectado en placas
arteriosclerdticas nativas (22) pero no se habia des-
crito en reestenosis.

La repercusién de la infiltracion de fibrinégeno
en la pared sobre el proceso de proliferacién ce-
lular y reestenosis es atin desconocida. En estu-
dios crénicos tras intervencion (2 a 4 semanas) po-
dra observarse si la infiltracion se mantiene o es
un fenémeno agudo sdlo ligado a cambios de per-
meabilidad del vaso tras la dilatacién meca-nica.

La presencia de trombos luminales de tipo oclu-
sivo o mural si parece tener implicaciones en la
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reestenosis de la zona luminal subyacente pero el
mecanismo desencadenante de este proceso es
todavia desconocido.
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(B)

Figura 8. Doble marcaje con anticuerpos anti-plaqueta (A) y anti-fibrina (B). Coronaria derecha lesionada, seis horas post-an-
gigprasﬁ-a (20x). La deposicion de fibrina y la de plaquetas co-localizan. No se encuentra fibrina intramural.

vencidn de animales que di6 origen a la prepara-
cion de los especimenes vasculares. Este trabajo
ha sido posible gracias a los Proyectos FIS _92/01 14,
CICYT SAF 94/0712, y a fondos proporcionados
por la Fundacién de Investigacion Cardiovascular.

Los autores agradecen a la Fundacion MAPFRE
Medicina por la concesion de la Beca de Investi-
gacion que ha permitido la realizacion de este tra-
bajo.

61




MAPFRE MEDICINA, 1997; Vol. 8, Supl. lll T. Royo, M. Berrozpe, M. Vidal, J. J. Badimon, L. Badimon Plaquetas, fibrinégeno/fibrina y reestenosis

(B)
(B) (A)

(A)
)54 e i i 5 ing la zona con mayor le-
. i ificacion de la figura anterior (20x). Obsérvese que el fibrindgeno penetra el vaso en
Figura 9. Doble marcaje con anticuerpos anti-fibrinégeno (A) y anti-o: actina (B). Coronaria derecha con lesidn minima proxi- Figura 10. Magpnifica
mal a la zona de dilatacion, seis horas post-angioplastia (10x). Obsérvese que la deposicién de fibrindgeno es continua a lo sion.

largo de la zona de lesién.
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(A)

(B)

Figura 11. Doble m_arcaje con anticuerpos anti-fibrinégeno (A) y anti-fibrina (B). Coronaria derecha en zona de lesion severa,
seis horas post~ang|oplast[a (20x). Obsérvese la presencia de un trombo semi-oclusivo. Fibrina y fibrinégeno co-localizan en
el trombo pero soélo el fibrinégeno ha penetrado en la pared del vaso.
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Normas para la publicacion de articulos

La revista MAPFRE MEDICINA es una publicacion de
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SECCIONES

Los autores que deseen colaborar en algunas de las
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triplicado) a la redaccion de la misma, entendiéndose que
ello no implica la aceptacion del trabajo, que sera notifica-
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El Comité Editorial podra rechazar, sugerir cambios o
llegado el caso, realizar modificaciones en los textos reci-
bidos; en este ultimo caso, no se alterara el contenido cien-
tifico, limitandose Unicamente al estilo literario.

Se entiende que una vez publicado un articulo en la re-
vista, la propiedad del copyright pasara a ser de la revista,
debiéndose solicitar autorizacién por escrito a la misma pa-
ra proceder a su reproduccién en cualquier otro medio. En
estos casos, la revista informara al autor del articulo.

1. Editorial

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

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

2. Originales

Tendran tal consideracion aquellos trabajos, no edita-
dos anteriormente, ni remitidos simultaneamente a otra
publicacion, que versen sobre investigacion, epidemiolo-
gia, fisiopatologia, clinica, diagndstico o terapéutica, den-
tro de las areas definidas con anterioridad.

Texto: Se recomienda no superar las 20 paginas me-
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Tablas: Se aconseja una cifra maxima de 6 tablas.
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Bibliografia: Es aconsejable no superar las 50 citas.

Los criterios que se aplicaran para valorar la aceptacion
de los articulos seran el rigor cientifico metodoldgico, no-
vedad, trascendencia del trabajo, concision expositiva, asi
como la calidad literaria del texto.
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rial, o bien, remitidos espontaneamente por el autor, cuyo
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4, Comunicacion breve
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toldgico y/o clinico en relacién con la imagen y entidad no-
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mecanografiadas a doble espacio.

Esta pagina se remitira junto a otra, de presentacion,
con la siguiente informacion:

» Titulo: diagnostico en espanol que sugiere la imagen.

« Nombre completo de los autores con la maxima ca-
lificacion académica o profesional de los mismos.

» Centro de trabajo de los autores.

« Direccion para correspondencia y teléfono.

6. Correspondencia

Esta seccion publicara la correspondencia recibida, que
no necesariamente debe hacer mencion a articulos ya edi-
tados en la revista, siempre que guarde relacion con las
definidas en la linea editorial.

En caso de que se realicen comentarios a articulos pu-
blicados anteriormente, se remitira dicha correspondencia
al primer firmante del articulo, para posibilitar una contra-
arguementacion, teniendo en cuenta que si en el plazo de
un mes no se recibe una respuesta, se entendera que el/los
autores del articulo objeto de correspondencia, declinan
esta posibilidad.

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

Las opiniones que puedan manifestar los autores ajp-
nos al staff editorial en esta seccion, en ningun caso seran
atribuibles a la linea editorial de la revista.

Extension. Texto: Como maximo 3 folios, bibliografia
incluida, hasta un total de 5 citas. No se adjuntaran tablas
ni figuras.

7. Noticias

Esta seccion dara difusion a las actividades de la Fun-
dacién MAPFRE-MEDICINA.

8. Agenda

Estara abierta a publicar notas de actividades cientifi-
cas, que puedan tener interés para los lectores.

9. Literatura médica

PRESENTACION DE ARTICULOS

1. Normas generales

1.1. Numere todas las paginas del texto, bibliografia in-
cluida.

1.2. Numere las tablas en latinos, presentando en ca-
da pagina una sola tabla, junto con el titulo de |a tabla y
explicacion de las abreviaturas empleadas.

1.3. Numere las figuras en arabigos, segun las siguien-
tes instrucciones:

+ Dibujos y esquemas: la calidad debe ser excepcional.
Indique la numeracion, asi como la situacion mediante una
flecha orientada hacia el margen superior.

+ Fotografias en papel: haga constar en una etiqueta
adhesiva que situara en el dorso de la figura, el nimero de
la misma, asi como la indicacion de cual 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 numero y lado superior de la misma.
A continuacion, introduzcalas en las hojas de almacena-
miento disponibles en el comercio, de forma que se evite
en lo posible el extravio de las mismas.

1.4. Pies de figuras: Presente en hoja aparte, todos los
textos explicativos de las figuras, pumeradog igualmente.

15. Inicie cada seccion del articulo en hoja aparte. Pa-
ra los articulos originales, éstas son: resumen, introduc-
cién, material y métodos, resultados y discusion. Se reco-
mienda que el autor se responsabilice de I.:a_traducc:lon del
Resumen/Abstract, asi como de la se{ecplon de las Pala-
bras Clave/Keywords, que se presentaran junto al resumen.

1.6. Envie tres copias completas (texto ilustraciones)

del articulo.

2. Pdgina de presentacion

La primera pagina del articulo aportara la siguiente in-
formacion:

Instrucciones para los autores

+ Titulo en castellano y en inglés.

* Nombre completo de los autores, con la maxima ca-
lificacion académica o profesional de los mismos.

» Centro de trabajo de los autores.

+ Autor que se responsabiliza de la correspondencia,
con la direccion de envio.

+ Titulo abreviado del articulo, en no mas de 40 letras,
para la paginacion.

* Numero total de paginas del articulo.

* Numero total de tablas.

» Numero total de figuras.

Al enviamos el articulo, compruebe que estos tres lti-
mos items coinciden con el material que nos envia.

3. Resumen y Palabras Clave (Abstract, Keywords)

Presente en pagina aparte la version en castellano y en
inglés. Se recomienda encarecidamente cuidar la ortogra-
fia y sintaxis de la version anglosajona, para evitar ulterio-
res correcciones.

Las Palabras Clave deben estar referenciadas en la lis-
ta del Medical Subjet Headings del Index Medicus; se de-
ben aportar en nimero de 3 a 10.

La extension del resumen en castellano no debe exce-
der de 200 palabras. El contenido debe incluir la siguiente
informacion:

— Objetivos del estudio.

— Procedimientos basicos empleados (seleccion de po-
blacién, método de observacién, procedimiento analitico).

— Hallazgos principales del estudio (datos concretos y
significacion estadistica).

— Conclusiones del estudio, destacando los aspectos
mas novedosos.

4. Partes del texto

4.1. Introduccién. Presentara los objetivos del estudio,
resumiendo los razonamientos empleados, citando tnica-
mente las referencias necesarias y sin realizar una revision
exhaustiva del tema. No deben incluirse las conclusiones
del trabajo.

4.2. Material y métodos. Debe describir el procedi-
miento de seleccion de la poblacion estudiada. Igualmen-
te, se debe proporcionar la suficiente informacion como
para que el estudio pueda ser reproducido por otro inves-
tigador, ello incluye la descripcion de métodos, identifica-
cion de aparataje empleado (con nombre comercial, cGdi-
go y marca del fabricante), farmacos y productos quimicos
{nombre genérico, dosis y vias de administracion), asi 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. Intem. Med. 1987;
106: 114-129.

Etica del estudio: En los estudios con poblacion huma-
na, debe especificarse si se realizd con aprobacion del Co-
mité de Etica, o en concordancia con los principios de la
Declaracion de Helsinki (1975, 1983).

Calculos estadisticos: La descripcion de los métodos es-
tadisticos deberia permitir a un lector que tuviera acceso a
los datos originales comprabar los resultados del estudio.
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La FUNDACION MAPFRE MEDICINA distribuira su Revista
a todas aquellas personas o entidades que soliciten recibir-
la, para lo cual deberan cumplimentar el boletin de sus-
cripcién adjunto y remitirlo a:

Revista MAPFRE Medicina
Ctra. de Pozuelo a Majadahonda, km. 3,5
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A/A. Secretaria de Redaccion
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4.3. Resultados: Los datos del texto no deben repetir
integramente los datos de las tablas o graficos; deben re-
sumirse los aspectos mas destacados, enfatizandolos.

4.4. Discusion: Deben destacarse los aspectos mas not-
vedosos del estudio, asi como las conclusiones que de él
se extraen. lgualmente, se comentaran las implicaciones
derivadas de los hallazgos y sus limitaciones, asi como la
trascendencia para futuras investigaciones. Relacione los
resultados con los de otros estudios, contrastando los ob-
jetivos iniciales con los datos finales.

45, Agradecimientos: En el epigrafe de agradecimien-
tos, puede mencionar a todas aquellas personas o entida-
des que de alguna forma hayan colaborado a la realizacion
del estudio pero sin que pueda otorgdrseles una plena au-
toria sobre el mismo.

5. Bibliografia

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

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

al Numere las citas bibliogréficas de forma correlativa
a su aparicion en el texto.

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

¢) No son vaélidas como citas bibliograficas, las refe-
rencias del tipo «observacion no publicada», o «comuni-
cacion personal».

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

Los articulos aceptados para publicacion, pero no edi-
tados todavia, pueden incluirse entre las citas bibliografi-
cas, expecificando la revista y anadiendo entre paréntesis
«en prensan.

Los articulos enviados a una revista, sin que exista to-
davia confirmacion de su aceptacion, pueden ser citados
unicamente en el texto, acompanando la frase «observa-
cién no publicada» entre paréntesis.

d) Ejemplos de citas bibliograficas:

Revistas

Autor(es) (apellidos e iniciales del nombre). Titulo del
articulo. Nombre de la revista. Afo; volumen: paginas ini-
cial y final.

Libros:

1. Autor personal:

Autor (apellidos e iniciales del nombre). Titulo del libro.
Ciudad de editorial. Editorial. Afo; paginas inicial y final.

2. Capitulo del libro:

Autorles) del capitulo (apellidos e iniciales del nombre).
Titulo del capitulo. En: Autores del libro (eds.). Titulo del li-
bro. Ciudad de editorial. Editorial. Afio; paginas inicial y fi-
nal.

3. Libro de Congresos:

Autor(es) (apellidos e iniciales del nombre). Titulo del
articulo. En: Titulo del libro de reunion. Ciudad de edicion.
Editorial o editor del libro. Afo; paginas inicial y final.
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5) FUNDACION MAPFRE MEDICINA

II Premio a

«Toda una Vida Profesionaly

BASES DE LA CONVOCATORIA

El objeto del premio es el reconocimiento social a
una persona mayor de 65 afos, por toda una fecun-
da vida profesional.

Las Instituciones, tanto piblicas como privadas, pue-
den proponer candidatos a la Fundacién MAPFRE
Medicina (Ctra. de Pozuelo a Majadahonda, km. 3,5
- 28220 Majadahonda, Madrid, Espaiia), aportando
dossier que detalle la labor social desarrollada a tra-
vés de su actividad profesional.

El Jurado calificador del Premio estard compuesto
por una Comisién creada al efecto, regida por el Pre-
sidente de la Fundacién MAPFRE Medicina, o la
persona en quien delege.

El Jurado adoptara cuantas iniciativas crea oportu-
nas, para contrastar la informacién sobre los candi-

datos propuestos.

El Premio podra ser declarado desierto, en caso de
+ que el Jurado considere que ninguno de los presen-
tados reune los requisitos de la convocatoria.

El plazo limite para presentar las solicitudes con-
+ cluye el 30 de septiembre de 1997.

El fallo, que sera inapelable, sera dado a conocer en

+ noviembre de 1997, en el III Congreso Nacional de
Organizaciones de Mayores, que organizara la Fun-
dacién Independiente.

La presentacién de candidaturas implica la acepta-
+ cion de todas las bases de la convocatoria

El premio se entregara en el

Congreso Nacional de Organizaciones de Mayores

N
N

INFORMACION N\

FUNDACION MAPFRE MEDICINA
Ctra. de Pozuelo a Majadahonda, s/n
28220 Majadahonda (Madrid)
Tels.: (91) 626 57 04 - 626 58 52 - Fax: (91) 626 58 25 CJ
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