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Se estudio el posible mecanismo de las arritmias inducidas por la reperfusion subsecuente a la ligadura
de la arteria coronaria descendente anterior en corazones aislados y perfundidos de ratas. Se realizaron
60 experimentos distribuidos en cuatro grupos: Testigos, perfundidos con 2,5 mM de Ca?* (n =10);
Bajo Ca?*, con Ca?* 1,25 mM (n = 10); Hipertrofia, animales con hipertrofia cardiaca secundaria a hiper-

tensién arterial renovascular (n = 20); Sham, ratas sometidas a operacion simulada (n = 20). Después de

un periodo de estabilizacion de 20 minutos, y uno control de 15 minutos, se ligd la arteria coronaria
descendente anterior por lapsos de 5 (oclusion I) y 10 minutos (oclusion II), seguidos de 10 minutos de
reperfusion (reperfusion I y II respectivamente). Se registraron: el electrocardiograma en derivacion Il y
el potencial de transmembrana desde la superficie epicdrdica del ventriculo izquierdo. Se midieron:
amplitud y duracion del potencial de accion, potencial de reposo y frecuencia cardiaca. Las arritmias
ventriculares evaluadas durante las reperfusiones fueron clasificadas en extrasistoles, taquicardias o fibri-
laciones. El peso corporal de las ratas Sham e hipertensas no fue diferente, pero la presion arterial y el
peso del corazdn fueron significativamente mayores en el altimo grupo (p < 0,005). El 75 % de las arrit-
mias aparecidas durante la reperfusion II se desarrollé dentro de los tres primeros minutos subsecuentes
a la desoclusion, y la incidencia y severidad de las mismas dependié de la duracién de la oclusion previa
y también la concentracion extracelular de Ca?™. El estudio de la actividad eléctrica mostro, duran-
te la oclusion I, una despolarizacion, salvo para el grupo Bajo Ca?™. Asimismo hubo una disminucion
de la frecuencia cardiaca en todos los grupos, con un concomitante aumento de la duracién de los po-
tenciales de accion, excepto en Hipertrofia. En la oclusién Il también estuvo presente la despolariza-
ciéon, pero ni la frecuencia cardiaca ni la duracion de los potenciales de accion se modificaron. La am-
plitud de los potenciales de accion varié de acuerdo con el potencial de reposo. Un hallazgo frecuente
fue la presencia de pospotenciales particularmente tardios durante las oclusiones y reperfusiones. Del
analisis de estos resultados se pueden extraer los siguientes hechos: a) la disminucion de la concentra-
cion extracelular de Ca?™ reduce la incidencia de las arritmias de reperfusion; b) la frecuencia en la
aparicion de estas arritmias guarda relacion directa con el tiempo de la isquemia previa, y c) la presen-
cia de hipertrofia cardiaca no modifica los trastornos del ritmo durante la reperfusion. Aunque no se
pudo aclarar el mecanismo intimo responsable de la apariciéon de estas arritmias, la presencia fre-

cuente de posdespolarizacion tardia sugiere la posibilidad de que la actividad gatillada podria estar
involucrada.

Los estudios sobre los efectos de la reoxigena-
cién del miocardio isquémico son importantes
porque la desoclusiéon experimental de una
arteria coronaria en corazones aislados repro-
duce, bastante fielmente, situaciones que se pre-
sentan en la clinica cardiolégica. Esto sucede
cuando un espasmo coronario cede en forma es-
pontdnea o cuando, por tratamiento tromboli-
tico o angiopldstico, se revasculariza la zona

isquemica inmediatamente después del infarto
agudo de miocardio.

El corazén aislado de rata ha sido considerado
como un modelo apropiado para el estudio de
los cambios eléctricos en la reperfusion, durante
la cual se desarrollan con mucha frecuencia
arritmias ventriculares.

Se ha sugerido que la sobrecarga de calcio
juega un papel importante en el desencadena-
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miento de las arritmias que se manifiestan du-
rante la isquemia miocardica y en la repertu-
sibn. 2 FEste incremento del calcio citosélico
puede deberse a: a) aumento de la corriente en-
trante de Ca2*, b) inversion en la direccion de
funcionamiento del intercambiador Nat:Ca2+
y c) liberacién desde el reticulo sarcoplasmico.3
Asimismo se ha demostrado que los miocitos de
corazones hipertréficos de ratas incrementan
efectivamente el calcio citosdlico por aumento
de la corriente entrante de este i6n, y que el
intercambiador Na+*:Ca2* es menos sensible al
calcio intracelular en estos corazones, lo que
podria aumentar la susceptibilidad para desarro-
ltar arritmias durante la reperfusion.®?

Con el objeto de tratar de dilucidar estos
mecanismos se estudiaron las arritmias de reper-
fusién en el corazén aislado de rata, en distintas
condiciones experimentales: 1) Baja concen-
tracion de Ca?*, para determinar el papel del
Ca2?* extracelular. 2) Modificacién de la dura-
cibn de la isquemia, determinante de la acumu-
lacion de Na*. 3) Induccion de hipertrofia
cardfaca como mecanismo eventual de disminu-
ciébn de la densidad de los canales de Ca2* dis-
ponibles.®

MATERIAL Y METODO

Se trabajo con corazones aislados de rata, la-
tiendo espontaneamente, pertundidos a 35 %
0,5°C y 10-12 ml/min con Tyrode conteniendo
(en mM): ClNa, 121; SO,Mg, 1,20; COzHNa,
25; CIK, 5; PO4H,Na, 1,17; Cl,Ca, 2,50 y glu-
cosa 5,5, gaseado con carbogeno y a pH 7,40 £
0,05. Se utilizaron ratas Wistar con un peso
corporal de 250 a 300 g sin distincion de sexo.
El protocolo experimental consistio en 20 minu-
tos de estabilizacidn seguidos de 15 minutos de
control (C), al cabo de los cuales se lig la arteria
coronaria descendente anterior, con hilo de
seda 5-0, manteniendo la oclusion 5 y 10 minu-
tos (oclusién 1y II respectivamente), cada una
de ellas seguida de 10 minutos de desoclusion
(reperfusion Ly 11, respectivamente).

Se realizaron 60 experimentos distribuidos
en cuatro grupos: Testigos, en las condiciones
descriptas (n=10); Bajo Ca2"  con concentra-
cibn de Cl,Ca 1,25 mM (n=10); Hipertrofia
(corazones de ratas con hipertension tipo
Goldblatt 1 clip-2 rifiones) (n=20) y Sham
(corazones de ratas con operacién simulada)
(n=20). Para obtener las ratas hipertensas
(Hipertrofia) se usaron ratas Wistar de 100 g de
peso, a las cuales se les coloct, bajo anestesia
con éter, un clip de plata de 0,22 mm en la
arteria renal izquierda, dejando el rifién contra-

lateral intacto. Simultidneamente, las ratas
(Sham) fueron sometidas a una falsa operacion.
En ambos grupos, dos veces por semana, se
pesaron los animales y se midié la presion arte-
rial en la cola, por un método pletismogrifico.
Estos animales fueron utilizados para el expe-
rimento entre ocho a diez semanas después de
la intervencidn quirdrgica.

Para registrar el electrocardiograma epicdr-
dico en derivacién Il y en forma continua, se
usaron dos pequefios electrodos extracelulares.
Los electrodos consistian en alambres de plata
protegidos en su extremo por un algodén em-
bebido en el liquido de perfusiéon, que fueron
ubicados en la punta del ventriculo izquierdo y
en la orejuela derecha. El potencial de trans-
membrana de las células epicdrdicas del ventricu-
lo izquierdo se determind con microelectrodos
convencionales de vidrio, llenos con CIK 3M vy
hechos flexibles con un hilo de tungsteno. Las
penetraciones fueron limitadas a la zona donde
la pertusion con Cardio-Green habia demos-
trado falta de irrigacién subsecuente a la ligadura
arterial. La extension de la zona del infarto fue
similar a la cuantificada por Kannegiesser y
colaboradores por medio de microesferas ra-
dioactivas.”

Para los registros se utilizaron: un electrocar-
dibgrato Twin Viso, un seguidor catddico de
alta impedancia de entrada, un osciloscopio
Tektronix 565 y una camara Grass C4 de avance
automdtico. Se midieron los siguientes pard-
metros: amplitud del potencial de accién (APA),
potencial de reposo (PR), duracién del poten-
cial de accién a nivel de repolarizacién comple-
ta (DPA) y frecuencia cardfaca (FC).

Las arritmias ventriculares evaluadas en la
repertusion fueron clasificadas en: extrasistoles
ventriculares (EV), aisladas, en duplas o en sal-
vas; taquicardia ventricular (TV), cinco o mds
complejos prematuros consecutivos autolimita-
dos o sostenidos; y fibrilacion ventricular (FV),
en episodios o duradera (ver Figura 1). A los
efectos del andlisis, los corazones que presenta-
ron menos de cinco EV por minuto fueron con-
siderados sin arritmias.

Se realizé el tratamiento estadistico de los
resultados correspondientes a peso corporal,
peso del corazon y presién arterial entre Sham
e Hipertrofia, por medio del test de “t”. Las
comparaciones multiples de los otros pardmetros
se efectuaron usando ANOVA-1 y ANOVA-2, y
se aplicaron los tests de Duncan y de Tau res-
pectivamente para averiguar la significacidn es-
tadistica de las diferencias entre los grupos, con-
siderandose significativa una p < 0,05.
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RESULTADOS

La diferencia entre el peso corporal de las ratas
Sham (233,83 + 12,2 g) y las hipertensas (250,48
+ 9,2 ¢) no fue significativa. En cambio, el peso
del corazéon (0,95+0,07 gy 1,21+0,04 g res-
pectivamente) fue mayor en el dltimo grupo
(p < 0,005). Esto permitié6 confirmar que la
hipertension desarrollada por estos animales
(190+21 mmHg vs 135%20 mmHg de las
Sham) provoco hipertrofia cardiaca.

El 75% de las arritmias inducidas por la re-
perfusion Il se desarrolldé precozmente, dentro
de los tres primeros minutos, con la siguiente
distribucion temporal: 43 % entre 0 y 1 minu-
to; 33% entre 1 y 2 minutos y 24 % entre 2
y 3 minutos.

La Figura 1 muestra algunos ejemplos de las
arritmias ventriculares encontradas durante la
repertusion. En la parte B de esta Figura se pue-
den observar EV bigeminadas, mientras que en
el panel C se muestran EV en duplas (dos pri-
meros trazados) y un episodio de TV autolimi-
tada en la parte final del mismo. En D se ve una
FV sostenida.

La incidencia de arritmias y la severidad de
las mismas se presentan en la Tabla 1. En todos
los grupos la frecuencia de aparicion de los tras-
tornos del ritmo dependié de la duracién de la
oclusién previa, lo mismo que la gravedad de
los diferentes tipos de arritmia, ya que la ocu-

Fig. 1. Registros de potencial de trans-
membrana (trazado superior) y electro-
cardiograma en DII (trazado inferior)
flustrando los tipos de arritmias evalua-
das. A: CONTROL. B: EV bigemina-
das. C: EV en duplas (dos primeros
trazados) con episodio de TV autolimi-
tada al final. D: FV sostenida.

R
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rrencia de FV aumentd en detrimento de las EV
en la reperfusion II. El bajo calcio disminuyé
signiticativamente tanto la incidencia como la
severidad de las arritmias. La hipertrofia, en
cambio, no alterd la presencia y las caracterfsti-
cas de los disturbios del ritmo encontrados du-
rante la reperfusion.

La Figura 2A muestra que en el grupo Testigo
la oclusion mds larga produjo la despolarizacion
esperada como consecuencia de la acumulacién
extracelular de K+ y una recuperacién por en-
cima del valor control que puede atribuirse a una
estimulacién de la bomba Na+.1°® Estos cambios
del PR no fueron observados en Bajo Ca2*. En
los grupos Sham e Hipertrofia la despolarizacion
durante la primera oclusién fue mas acentuada
que en el Testigo, y la recuperacién, durante las
reperfusiones, fue incompleta. Las variaciones
de la amplitud del potencial de accién corres-
pondieron a las del PR, sin cambios significati-
vos en la magnitud de la inversién de la polari-
dad (overshoot). !

En la Figura 2B se ilustran los cambios de la
duracion del potencial de accién durante los dos
perfodos de oclusién. La primera oclusién pro-
dujo un aumento significativo de la DPA que
estuvo correlacionado con una disminucién
acentuada de la frecuencia cardfaca en todos
los grupos, excepto en el de corazones hipertré-
ficos, en el cual se produjo bradicardia, sin mo-
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Tabla 1
Incidencia y severidad de las arritmias inducidas por la reperfusion

REPERFUSION T REPERFUSION II
INC EV TV FV INC EV TV FV
GRUPO N % %Yo % % % % % %%
TESTIGO 10 40 71 21 8 90 18 50 32
BAJO CALCIO 10 10 100 — — 30 67 33 —
SHAM 20 4] 55 36 9 82 32 39 29
HIPERTROFIA 20 50 50 38 12 80 28 36 36

Incidencia y distribucién de las arritmias encontradas durante la reperfusion después de oclusion de 5 minutos (REPERFUSION 1) y de

10 minutos (REPERFUSION II). N, nimero de corazones de cada grupo. INC %, porcentaje de corazones que desarrollaron arritmias
respecto de N. EV %, TV % y FV %, porcentaje de extrasistoles ventriculares, taquicardias ventriculares y fibrilaciones ventriculares

en relacion con la incidencia respectivamente.

dificacion de la DPA. Los efectos de la primera
oclusion sobre la FC y la DPA no se reproduje-
ron en la segunda.

Cabe sefialar que en condiciéon control la
DPA del grupo Hipertrofia fue significativamen-
te mayor (p < 0,005) que la del grupo Sham
(86,52+ 2,06 ms, n=125, vs 78,79+ 1,79 ms,
n=112), como fuera demostrado por nuestro
grupo, trabajando con corazones hipertroficos
de ratas, sometidas a hipoxia hipobdrica croni-
ca, y por Aronson.'® 3

La presencia de arritmias durante los perio-
dos de reperfusion, particularmente reperfusion
[I, impidié6 un analisis adecuado de los pard-
metros del potencial de accidn, los que depen-
den no sdlo de la FC sino también de la regula-
ridad de la duracion del ciclo. Por otra parte,
dado que la incidencia y la severidad de las
arritmias parecen estar condicionadas por los
cambios celulares que ocurren durante la oclu-
sién, se puede esperar que las alteraciones eléc-
tricas producidas por la isquemia contribuyan

A
PR(mV) _
80 % K g
0 NEE = c 3
\ o = - Ocl 1 1
a— " g
60 § = = = Rep I AW
§ = = oci I =]
Testigo Hipertrofia
B
Oclusion I Oclusion

1 Fig. 2. Modificaciones de los parame-
ot /o FC DPA | FC DPA tros eléctricos. A: Comportamiento del
zfﬁt;mm -ms !?*%/m'" ﬂg"r potencial de reposo durante cada perio-
do experimental. La altura de las barras
indica el valor promedio * error estdan-
220 220 120 + dar, de los dltimos 3 minutos {(conside-
rado estado estable). Numero de medi-
200 200 1004 ciones entre 20 y 8.0. El asterisco md_u:a
diferencia estadisticamente significativa
| con respecto al control. B: Cambios de
180 180 80 la frecuencia cardiaca y la duracion del
x_ | — potencial de accidn durante la oclusion
C J_ | C 160 C C de 5 minutos (Oclusion 1) y la oclusion
160 60+ 60 de 10 minutos (Oclusién II). Igual que
_ en la parte A, los valores son promedios
I B Testigo - 7 Sham T error estiandar, de mediciones en esta-

4
O=—=(C Bajo Ca?’ A&——4 Hipertrofia do estable.
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Fig. 3. Presencia de pospotenciales tardios independientemente
de la ocurrencia de arritmias. En A, durante Oclusion 1, corazon
del grupo TESTIGO, y en B, durante Reperfusion I, grupo
HIPERTROFIA.

«

a determinar el mecanismo de la arritmias por
desarrollarse durante la reoxigenacion.

Las Figuras 1B (flechas) y 3 muestran un
hallazgo bastante frecuente: la presencia de
pospotenciales tardios, tanto durante la oclusién
(3A) como durante la repertusion (3B). Estas
posdespolarizaciones no siempre estuvieron co-
rrelacionadas con la aparicion de arritmias.

DISCUSION
El estudio de la actividad eléctrica celular du-
rante la oclusion y la repertfusion puede pro-
porcionar indicios sobre el o los cambios subya-
centes al desarrollo de las arritmias observadas.
Tres mecanismos son generalmente invocados
para explicar la génesis de los trastornos del
ritmo durante la reperfusion: aumento del au-
tomatismo, reentrada y/o actividad gatillada.'®
En nuestras condiciones experimentales y con
los resultados aqui presentados no podemos
confirmar si alguno de ellos interviene con ex-

clusividad o si, posiblemente, se trata de un
mecanismo mixto.

Nuestros datos indican que la incidencia y la
severidad de las arritmias de reperfusiéon estdn
relacionadas con la duracién de la oclusiéon pre-
cedente, lo que coincide con lo publicado por
otros autores, entre ellos Manning y Hearse. *°
La mayor frecuencia de las arritmias en la re-
perfusion II, aparentemente no fue debida a
un efecto acumulativo de dos oclusiones sucesi-
vas porque, en experimentos complementarios,
la ocurrencia de arritmias no varié cuando las
dos oclusiones fueron de la mismia duracién. La
relaciébn entre la duraciéon de la oclusiéon y la
incidencia de arritmias, agregado al desarrollo
precoz de las mismas, apoya la hipotesis de que
el mecanismo arritmogénico no sélo esta deter-
minado por los efectos de la isquemia, sino
también por el proceso de restituciéon del flujo
que ocurre durante la repertusion. Nuestros
resultados también indican que la concentracion
extracelular de Ca?* desempena un papel impor-
tante en el desencadenamiento de las arritmias.?

La presencia de pospotenciales tardios (Figu-
ras 3 y 1B) retleja la existencia de corrientes
transitorias de entrada, consideradas como el
sustrato funcional subyacente al desarrollo de
una arritmia gatillada. Esta ampliamente demos-
trado que estas corrientes transitorias ocurren
como respuesta a elevaciones, también transito-
rias, del calcio libre intracelular.1®'” En nues-
tros experimentos, el aumento de la DPA duran-
te la oclusion favoreceria un mayor influjo de
Ca?™, pero es evidente que éste no es el unico
determinante del aumento citosdlico de Ca?2*,
porque la DPA no aument6 durante la segunda
oclusién y sin embargo la incidencia de arritmias
fue mayor durante la repertusion II. El meca-
nismo adicional que puede haber contribuido a
la sobrecarga de Ca2?* es el intercambiador
Na+:Ca*™* que, funcionando en modo invertido,
promueve la salida de Na* y la entrada de Ca2?™.
Este mecanismo ex[}licarfa la may or incidencia
de arritmias, porque la duracion de la isquemia
favorece la acumulacién de Nat debida sobre
todo a la activacién del intercambiador Nat:H+
producida por la acidosis existente.*?® Ade-
m4ds, la acidosis induce la liberacién de Ca2™ del
reticulo sarcopldsmico, lo que explicarfa la apa-
riciébn de pospotenciales aun durante la oclusion
(Figs. 3y 1B).*

El aumento de la DPA durante la isquemia
(Fig. 2B) es probablemente secundario aqa bra-
dicardia y reﬂejarfa un incremento en la corrien-
te de Ca2*, sistema responsable de las varia-
ciones de DPA con la frecuencia de estimula-
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cion.1*2% En consecuencia, si la DPA a 100 %
de repolarizacién es determinada sobre todo por
Icas la mayor DPA de la Hipertrofia respecto de
Sham, durante el perfodo de control, indicaria
que esta corriente estd aumentada en las células
hipertréficas.’® Sin embargo, la DPA no se pro-
longd en respuesta a la bradicardia, lo que su-
giere que el aumento de superficie de la mem-
brana, que ocurre con la hipertrofia, no se acom-
pafia con un aumento proporcional del nimero
de canales de calcio, up regulation, de manera
que no se observa respuesta a los estimulos que
normalmente incrementan I.,. La eliminacién
de este mecanismo eventual de aumento del
influjo de Ca2?* explicaria que la incidencia de
arritmias no vari6 en el grupo Hipertrofia.

En resumen, los resultados aqu{ presentados
apoyan los siguientes hechos:

1) La disminucién de la concentracién ex-
tracelular de Ca2?* disminuye la inciden-
cia de las arritmias de reperfusién.

2) La trecuencia de apariciébn de estas arrit-
mias guarda relacidon directa con la dura-
cion de la isquemia previa.

3) La presencia de hipertrofia cardfaca no
modifica la incidencia de los trastornos
del ritmo durante la reperfusion.

Si bien no se pudo aclarar el mecanismo elec-
trofisiolégico responsable de la aparicién de
estas arritmias, la presencia frecuente de posdes-
polarizaciones tardias sugiere que la actividad
gatillada podria estar involucrada.

SUMMARY

Reperfusion-induced arrhythmias and their possible
mechanisms of production were studied in isolated-
perfused rat hearts. The experiments were performed
on 4 different groups of animals: 1) Control = Testigo,
the hearts were perfused with 2.5 mM Ca(l, in Tyrode
solution (n = 10). 2) Low calcium = Bajo Ca2*, perfused
with CaCl, 1.25 mM (n =10). 3) Hypertrophic hearts
from rats with renovascular hypertension = Hipertrofia
(n=20). 4) Hearts from normotensive sham operated
rats = Sham (n=20). The experiments in the two
groups were performed 8 weeks after the operation.
The experimental protocol consisted of 20 minutes of
perfusion to reach the steady state, 15 minutes of con-
trol period after which the anterior descendent coronary
artery was ligated with 5-0 silk during 5 minutes (oc-
clsion I) or 10 minutes (occlusion II) followed by 10
minutes of reperfusion (reperfusion I or II respectively).
The electrocardiogram in lead II and transmembrane
potentials from the epicardial surface of the left ven-
tricle were recorded. Action potential amplitude, resting
potential, action potential duration at full repolariz-

ation, and heart rate measured. Ventricular extra-

beats, ventricular tachycardia and ventricular fibrillation
were evaluated during reperfusion periods. There were
no differences in body weight between Sham and
Hipertrofia but heart weight and blood pressure values
were greater (p <0.005) in Hipertrofia. Seventy five
percent of the arrhythmias observed in reperfusion 11
period started within 3 minutes of disocclusion of the
artery. The incidence and severity of the arrhythmias
was highly dependent of the duration of the previous
occlusion and on the extracellular calcium concentra-
tion. During occlusion I, the resting potencial decreased
in all groups except in Bajo Ca?™. The cardiac rate
diminished and this was accompanied by an increase
in action potential duration, except in Hipertrofia.
During occlusion Il there was also a depolarization
but no changes in frequency. A quite frequent find-
ing was the presence of delayed after depolarizations
during occlusions of reperfusions, without any predictive
significance about the possibility of appearance of an
arrhythmia. Our results demonstrate that: a) when
extracellular calcium concentration was reduced to half
of the normal there was a decrease in the incidence of
the reperfusion arrhythmias; b) their frequency was
directly related with the duration of the preceding
period of ischemia and c) in the hypertrophic hearts
the incidence of arrhythmias during the reperfusion
period did not change. According to the rather frequent
presence of after depolarizations we think that triggered
activity coud be envolved in the mechanism of the
repersusion-induced arrhythmias.
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