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The moon spins in perfect resonance with its orbit around the Earth; millions of
neurons fire together to control our breathing; every night along the tidal rivers of
Malaysia, thousands of fireflies flash in silent, hypnotic unison. All of these astonishing
feats of synchrony occur spontaneously as if the universe had an overwhelming desire
for order.

The tendency to synchronize may be the most mysterious and pervasive drive in all of

nature.

Steven Strogatz. “Sync: How order emerges from chaos in the universe, nature and daily
life” (Hachette Books, 2003).
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Si alguna vez nos encontramos y te interesaste sobre mi necia determinacion de lo que
me apasiona en la vida sin censurar mis vicios, si descubriste que mi inclinacion al
aislamiento social se convirtio en aficién a la literatura, si lograste arrancarme una

sonrisa con un juego de palabras... si tu cara no pudo disimular la incredulidad cuando

te conté que algo tan caprichoso y delicado como el ruido puede tener repercusiones
benéficas en la biologia en contraposicion a toda creencia, este trabajo es para ti.
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Resumen

El ruido es un fen6meno inherente en cualquier sistema bioldgico. Diversos investigadores han
encontrado evidencias que afirman que el ruido no siempre es perjudicial en una funcién
bioloégica. Este interesante fenomeno conocido como resonancia estocastica se define como un
fenomeno no lineal en donde la adicion de una interferencia aleatoria puede mejorar la
detecciéon de informacion contenida en una sefial, mientras que otros incrementos en la
intensidad de ruido sblo degradan la capacidad de deteccion de la informaciéon contenida.

En este trabajo se estudia el efecto del ruido en la respuesta mecénica del corazon. La principal
motivacion surge a partir de recientes descubrimientos en el laboratorio en donde, a escala de
organo completo, el ruido (blanco) inducido en estimulos periddicos externos en el nodo
sinoatrial incrementa el ancho de banda de sincronizacion 1:1 en el acoplamiento eléctrico-
mecanico de corazon aislado. En condiciones normales, la presencia del patron de
sincronizacion 1:1 es un indicativo del buen desempeino del corazéon. No obstante, en
condiciones patologicas no siempre se cumple. Los resultados de este estudio mostraron
evidencia de la presencia de diversos patrones de sincronizaciéon anémalos en el acoplamiento
eléctrico-mecanico debidos al ruido.

Por otro lado, puesto que el corazon es un 6rgano que esta inervado por el sistema nervioso
auténomo, mediante un modelo de experimentaciéon in vivo se estudian los cambios en la
respuesta contractil cuando el corazon es estimulado desde la médula espinal con senales
eléctricas perturbadas con ruido blanco. Ante bajas intensidades de ruido, se presentaron
incrementos taquicardicos superiores comparados con los experimentos control y tiempos de
relajacion maés cortos, asi como un aumento del gasto cardiaco. No obstante, debido a estimulos
con altas intensidades de ruido, se presentaron cambios en la etapa de repolarizacién ventricular
que provocaron contracciones sostenidas afectando a su vez el gasto cardiaco.

Los resultados obtenidos permiten concluir que bajas intensidades de ruido inducido en la
electro-estimulacion conducen al maximo desempefio en la respuesta mecanica. Por otro lado,
incrementar la intensidad del ruido reduce la eficacia en la respuesta debido a alteraciones en el
acoplamiento eléctrico-mecanico que induce la generacion de patrones de sincronizacion
anomalos en corazon aislado y contracciones sostenidas en modelo in vivo. Por consiguiente, el
ruido juega un papel importante en el analisis y prevencion de contracciones anormales en el
corazon.
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Abstract

Noise is an inherent phenomenon in any biological system. Several researchers have found
evidence that noise is not always detrimental in a biological function. This interesting
phenomenon termed stochastic resonance is defined as a non-linear phenomenon where the
addition of a random interference can improve the detection of the information contained in a
signal, while other increases in the noise intensity only degrade the capacity of detection of the
information contained in the signal.

In this project, the effect of noise on the mechanical response of the heart is studied. The main
motivation arises from recent discoveries in the laboratory where, at full organ scale, the
addition of white noise in external periodic stimuli on the sinoatrial node increases the
bandwidth of 1:1 synchronization in the excitation-contraction coupling in the isolated heart
model. Under normal conditions, the presence of the 1:1 pattern of synchronization is an
indication of the optimal performance of the heart. However, under pathological conditions, it is
not always fulfilled. The results of this study showed evidence of the presence of different
abnormal patterns of synchronization in the excitation-contraction coupling due to noise.

On the other hand, since the heart is an organ that is innervated by the autonomic nervous
system, the changes in the contractile response are studied in an in vivo model where the heart
is stimulated from the spinal cord with electrical signals disturbed by Gaussian white noise. At
low noise intensities, higher tachycardic increases were observed as well as shorter recovery
times, compared with control experiments. However, abnormal sustained contractions are
observed due to higher intensities of noise, where the cardiac output was diminished.

The results show that low intensities of noise induced in the electro-stimulation leads to a
maximum performance in the mechanical response of the heart. On the other hand, increasing
the intensity of noise reduces the efficiency in the cardiac response due to alterations in the
excitation-contraction coupling that induces the generation of abnormal patterns of
synchronization in the isolated heart model and, on the other hand, sustained contractions in
the in vivo model. Therefore, noise plays a key role in the analysis and prevention of abnormal
contractions in the heart.

XX Abstract
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Introduccidon

El mundo vivo esta conformado por una interacciéon continua entre las leyes deterministicas y
aleatorias (Tsimring, 2014). En el pasado, los bidlogos aprendieron a lidiar con las fluctuaciones
e incertidumbre proponiendo conclusiones cualitativas a partir de profundas observaciones. Sin
embargo, en las dltimas tres décadas la situacion comenzé a cambiar con el nacimiento de
campos emergentes en la biologia cuantitativa (Tsimring, 2014). Una nueva generacion de
fisicos biologicos, muchos de ellos con experiencia en dindmica no lineal y fisica estadistica
empezaron a interesarse en aquellas fluctuaciones, no como una irregularidad que dificulta la
interpretacion de los experimentos, sino como un interesante fenomeno que valia la pena
estudiar. A partir de entonces, investigadores de todo el mundo han encontrado evidencias de
que el ruido no siempre es perjudicial para una funcién biolégica ya que la evolucion puede
sintonizar los sistemas de manera tal que ellos pueden tomar ventaja de estas fluctuaciones
estocésticas naturales (Tsimring, 2014).

Este trabajo pretende aportar los conocimientos adquiridos (mediante la experimentacion) a la
literatura enfocada en las repercusiones del papel del ruido en un sistema biolégico,
particularmente, en un 6rgano ampliamente estudiado: el corazén. La apuesta principal es que
el ruido inducido en el sistema cardiaco repercute en la respuesta mecanica. Para entender qué
hay detras de esta idea, en este capitulo se hara mencién de algunos conceptos fisioldgicos afines
con este sistema y, por otro lado, algunos antecedentes orientados a fundamentar las bases de
este estudio. En el Capitulo 2 se explicara con mas detalle el planteamiento del problema que da
origen a la hipotesis y objetivos (redactados en el Capitulo 3) propuestos para responderla.

Tratar de demostrar experimentalmente el papel del ruido en la respuesta mecanica del corazon
no es una tarea sencilla. Siendo este el primer trabajo orientado a estudiar este interesante
fenomeno en el corazon, se propusieron dos montajes experimentales. El primero de ellos se
explica detalladamente en el Capitulo 4. Se trata del modelo de corazén aislado mediante la
técnica de Langendorff, con la cual se logro alterar la ritmicidad del corazon de raton con trenes
de pulsos eléctricos perturbados con ruido y se registr6 la actividad contractil del tejido
cardiaco. Los resultados son interesantes. Se encontr6 que ante la presencia de bajas
intensidades de ruido, la sincronizacion 1:1 (un evento eléctrico que induce un evento mecanico,
condicién normal) se present6 en més ocasiones que en experimentos control. Sin embargo, al
incrementar la intensidad de ruido en el estimulo eléctrico se presentaron patrones de
sincronizacion complejos.

Por otro lado, siendo el corazén un organo inervado por el sistema nervioso auténomo, se
propuso investigar también la interaccion que existe entre el sistema nervioso simpatico y la
respuesta mecanica del corazon debida al ruido, en un modelo in vivo, cuyo montaje
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experimental y resultados se detallan en el Capitulo 5. Se encontré un incremento en el gasto
cardiaco debido a la presencia del ruido, comparado con los experimentos control. Sin embargo,
altas intensidades de ruido deterioran la conducciéon eléctrica del corazén, ocasionando
contracciones sostenidas que repercuten en la cantidad de sangre que es eyectada del corazén
tras un evento sistdlico.

La discusion de los resultados arrojados por ambos montajes experimentales y las conclusiones
se encuentra en los Capitulos 6 y 7, respectivamente. Las limitaciones del estudio asi como las
perspectivas propuestas se encuentran redactadas en el Capitulo 8. Todas las referencias de este
trabajo se encuentran en listadas en el Capitulo 9 y todos los materiales suplementarios en el
Capitulo 10.

Se define a la resonancia estocastica como un fenémeno no lineal en la cual la adiciéon de una
interferencia aleatoria puede mejorar el desempeifio de un sistema. Este fendmeno es ubicuo y
conspicuo compatible con diversos sistemas bioldgicos excitables (Moss et al, 2004). No
obstante, la evidencia disponible en la literatura sugiere una interpretacion cautelosa de los
resultados, pero justifica el desarrollo de la investigacion del ruido en sistemas biologicos y
alienta a las nuevas generaciones a investigar mas este interesante fenémeno.
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1.1 Marco tedrico

1.1.1 Ruido en sistemas biol6gicos

De acuerdo a la definicidon que se encuentra en el Diccionario Oxford de la Lengua Inglesa, ruido
se define como (Faisal et al, 2008):

“Todas aquellas fluctuaciones o perturbaciones aleatorias o irregulares que no son parte de una
senal...”

De forma maés general, ruido es
I3 . . .y . e, . : »
...cualquier distorsion o adicion que interfiera con la respuesta de un sistema.

Ahora bien, tratando de converger esta amplia percepcion de ruido a los sistemas biolégicos, se
debe hacer mencion de una verdad universal: en biologia, el ruido permea en todos los niveles,
desde los procesos moleculares mas elementales, hasta la dinamica de tejidos, o6rganos,
organismos y poblaciones. Incluso en aquellos casos en los cuales las mediciones a nivel
poblacional son regulares y reproducibles, las mediciones a nivel celular usualmente presentan
un heterogeneidad significativa (Rao et al, 2002). Aun mas, estas observaciones sugieren que
los eventos moleculares subyacentes a la fisiologia celular estan sujetos a fluctuaciones y han
llevado a la propuesta de un modelo estocéstico para la expresion génica y bioquimica en
general (Rao et al, 2002). Son precisamente todas estas interacciones bioquimicas que por su
naturaleza altamente aleatoria las que definen al ruido en un sistema biolégico.

1.1.2 Resonancia estocastica

La presencia de ruido en los sistemas biol6gicos no fue motivo de asombro para los bidlogos.
Desde que pudieron hacer registros de un fenémeno biologico con el desarrollo de aparatos de
medicion pudieron percatarse de ciertas irregularidades en los registros. Por mas sofisticado que
sea el equipo de medicion, siempre van a existir fluctuaciones en el resultado. Indiferentes a la
fenomenologia que habia detras de estas fluctuaciones, de sus observaciones pudieron arrojar
conclusiones “a pesar” del ruido presente. No fue sino hasta la década de los 80’s cuando
cientificos en el area de la neurologia comenzaron a preguntarse qué papel juega la presencia del
ruido en un sistema bioldgico y aiin mas importante, pudieron cuantificar ese fenémeno.

El ruido se encuentra presente en todos los sistemas biolégicos, ya sea en los sistemas per sé o
en el medio que los rodea y en algunos casos se ha observado que este ruido a bajas
proporciones altera la respuesta de sistemas no lineales, aumentando su desempeio
(McDonnell & Abbott, 2009). La terminologia empleada para explicar esto es resonancia
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estocastica, la cual se define como un fenémeno no lineal en donde la adiciébn de una
interferencia aleatoria (universalmente conocida como “variabilidad” 6 “ruido”) puede mejorar
la deteccion de informacion contenida en una sefial (Moss et al, 2004). Una cantidad 6ptima de
ruido inducido da como consecuencia el maximo desempeio en la respuesta, mientras que otros
incrementos en la intensidad de ruido sblo degradan la capacidad de deteccion de la
informacién contenida (McDonnell & Abbott, 2009) (Figura 1.1). Dicho con otras palabras, la
resonancia estocéstica es la cantidad adecuada de aleatoriedad que hace a la no linealidad
menos perjudicial a una senal (Moss et al, 2004). Este fendmeno no ocurre estrictamente en
sistemas lineales, en donde la adicién de ruido, ya sea al mismo sistema o bien al estimulo, s6lo
degrada la calidad de las mediciones en la respuesta (Benzi et al, 1981; Wlesenfeld & Moss,

1995).

« Stochastic Resonance Peak

Output Performance

Noise magnitude

Figura 1.1 Curva tipica de resonancia estocastica (McDonnell & Abbott, 2009). El maximo
desempefio en la respuesta de un sistema bioldgico se obtiene debido la presencia de bajas intensidades de
ruido. No obstante, altas intensidades de ruido tinicamente degradan el desempefo del sistema.

Si bien este fendbmeno ha sido ampliamente estudiado en modelos de células autoexcitables
como neuronas (Moss et al, 2004) en donde la presencia de ruido incrementa la cantidad de
disparos (y por ende una mayor actividad neuronal), este principio también puede aplicarse a
otro modelo biologico conformado por células excitables: el corazén.

1.1.3 Corazon

El corazon es un 6rgano cuyo constituyente principal es el tejido muscular (miocardio) el cual
consta de células alargadas unidas en puntos especificos conocidos como sincitios de manera tal
que cuando el corazon se contrae lo hace como si fuera una sola unidad, desempefiando dos
funciones principales: proveer de oxigeno y nutrientes a todas las células del organismo a través
de la sangre y la de recolectar el di6xido de carbono que estas arrojan y liberarlo a la atmosfera
mediante el sistema respiratorio (Conti, 2010). Por este motivo, el corazéon es cominmente
homologado como una bomba.
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Fisiologia del corazén

En la Figura 1.2 se muestra un diagrama de la anatomia del corazon, el cual esta dividido en dos
estructuras principales (Guyton & Hall, 2006). Cada una de estas estructuras es una bomba
bicameral pulsétil formada por una auricula y un ventriculo. Cada una de las auriculas es una
bomba débil de cebado del ventriculo, que contribuye a transportar sangre hacia el ventriculo
correspondiente. Los ventriculos después aportan la principal fuerza del bombeo que impulsa la
sangre hacia la circulacién pulmonar por el ventriculo derecho o hacia la circulaciéon periférica
por el ventriculo izquierdo.

CABEZA Y EXTREMIDAD SUPERIOR

Aorta

Arteria pulmonar

Vena cava
superior  [ESSEE R R —
Pulmones
Auricula A ) ’ )
derecha Y \ N
i m\ Vena pulmonar
Valvula - ! !

pulmonar AUTIC
izquierda

Valvula Valvula mitral
tricuspide
Ventriculo Valvula aortica
derecho Ventriculo

Vena cava izquierdo

inferior

| P

TRONCO Y EXTREMIDAD INFERIOR

Figura 1.2 Estructura del corazon y trayecto del flujo sanguineo a través de las cavidades y
valvulas cardiacas (Guyton & Hall, 2006). El corazéon es usualmente homologado como dos bombas
que proveen sangre a la circulacion pulmonar y a la circulacion sistémica.

Musculo cardiaco

El corazon estd formado por tres tipos principales de misculo cardiaco: musculo auricular,
miusculo ventricular y fibras musculares especializadas de excitacion y de conducciéon. Los
miusculos auricular y ventricular se contraen de manera muy similar al masculo esquelético,
excepto que la duraciéon de la contraccion es mucho mayor. Por el contrario, las fibras
especializadas de excitacion y de conduccion se contraen sélo débilmente porque contienen
pocas fibras contractiles; en cambio, presentan descargas eléctricas ritmicas automaticas en
forma de potenciales de accion que se propagan por todo el corazén, formando asi un sistema
excitador que controla el latido ritmico cardiaco.
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Figura 1.3. Naturaleza interconectada “sincitial” de las fibras del musculo cardiaco (Guyton &
Hall, 2006). Debido a las conexiones (gap junctions) que existen entre las células, éstas se comportan como
si fueran una sola unidad.

La Figura 1.3 muestra una representacion histologica tipica del musculo cardiaco, donde se
representan las fibras musculares cardiacas, de modo que las fibras se dividen, se vuelven a
combinar y se separan de nuevo (Guyton & Hall, 2006). Se puede observar que el musculo
cardiaco es estriado y que tiene las miofibrillas tipicas que contienen filamentos de actina y
miosina igual que el muasculo esquelético. Sin embargo, las zonas oscuras que atraviesan las
fibras musculares cardiacas (denominadas discos intercalados) realmente son membranas
celulares que separan las células musculares cardiacas individuales entre si; es decir, las fibras
musculares cardiacas estan formadas por muchas células individuales interconectadas en serie y
en paralelo. En cada uno de los discos intercalados las membranas celulares se fusionan de
manera tal que forman uniones comunicantes permeables que permiten una difusién de iones
casi totalmente libre, de modo que los potenciales de accion viajan facilmente desde una célula
muscular cardiaca a la siguiente. Por tanto, el musculo cardiaco es un sincitio de muchas células
cardiacas y cuando una de ellas se excita, el potencial de accion se propaga a todas.

1.1.4. Actividad Eléctrica del Corazon

El corazon esta dotado de un sistema especial para generar impulsos eléctricos ritmicos (y asi
producir la contraccién ritmica del musculo cardiaco) y conducir estos estimulos rapidamente
por toda la fibra cardiaca. El proceso de activacion de la musculatura cardiaca tiene su origen en
las células especializadas del tejido de conduccion conocido como nodo sinoauricular (nodo SA)
que, gracias a la intensa presencia de una conductancia de membrana especifica (canales de
corriente marcapaso), se despolarizan en reposo hasta alcanzar el umbral de disparo del
potencial de accion y entonces descargan de manera automatica y ritmica.

Las caracteristicas de la actividad eléctrica cardiaca determinan tanto la frecuencia cardiaca
como la velocidad de propagaciéon del impulso, asi como el retardo de propagacion del impulso
entre auricula y ventriculo, la duracion de la despolarizacion y, en consecuencia, el ingreso de
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calcio (Caz2+), la intensidad, velocidad y duracion de la contraccion muscular. La regulacion de la
corriente marcapaso (Ir) y la modulacién de la actividad de los canales de Ca2+ dependientes de
voltaje representan la principal influencia de estas caracteristicas eléctricas. Los niveles de
monofosfato de adenosina ciclico (cAMP), como consecuencia de la activacidon de los sistemas
simpatico y parasimpatico, controlan ambos procesos. Sin embargo, los controles hormonal
(adrenalina) y nervioso (noradrenalina por los nervios cardiacos, acetilcolina por el nervio vago)
intervienen para regular la ritmicidad.

Caracteristicas de la actividad eléctrica de las células cardiacas

El sistema de generacion y propagacion del impulso eléctrico en el corazon (Figura 1.4) esta
constituido por cuatro etapas (Conti, 2010):

1. Nodo sinoauricular (nodo SA), cuyas células tienen destacada actividad marcapaso y
establecen el ritmo de la contraccion cardiaca.

2. Nodo auriculoventricular (nodo AV), caracterizado por la propagacion muy lenta del
impulso y cuyas células poseen también una relevante actividad marcapaso de
manera que, en caso de la ausencia del impulso en el nodo SA, éste es capaz de
mantener una contraccion ritmica y funcionalmente eficaz del ventriculo.

3. Fasciculo de His (también conocido como Haz de His), atraviesa el tabique
auriculoventricular y se divide en dos ramas del sistema de conduccion ventricular y
termina en las fibras de Purkinje.

4. Fibras de Purkinje, caracterizadas por la escasa actividad marcapaso y rapida
velocidad de propagacion del impulso.

Fasciculo

de His
Nodo

SINoau
ricular
(NSA)

Ramas derecha
e izquierda
del fasciculo

_Fibras
Nodo de Purkinje
O0(C

auriculoven
tricular (NAV)

Figura 1.4. Representacion esquematica de la organizacion del tejido de conduccion de la
actividad eléctrica del corazén (Guyton & Hall, 2006). El corazoén consta basicamente de cuatro
marcapasos que estabilizan su ritmicidad, sin embargo, es el nodo SA el que, por su naturaleza mas rapida,
domina sobre los otros tres.
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Potencial de Accion Cardiaco

La actividad eléctrica de las células cardiacas es mas compleja respecto a otras células excitables
como las neuronas y las fibras musculares esqueléticas, ya que manifiestan un notable niimero
de conductancias dependientes del voltaje, con caracteristicas cinéticas variadas que permiten a
la célula misma dar lugar a variaciones del potencial de membrana como consecuencia de la
activacion de los distintos canales idnicos, generando potenciales de accién de formas muy
distintas y con diferentes consecuencias funcionales (Conti, 2010).
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Figura 1.5. Fases del potencial de acciéon cardiaco (modificado de Guyton & Hall, 2006). El
potencial de acciéon cardiaco ventricular es un cambio stbito en el potencial de membrana y su posterior
restablecimiento, debido al flujo continuo de iones entrando y saliendo de la célula.

El potencial de acciéon que se registra en una fibra muscular ventricular tiene una amplitud
promedio de 120mV (pico a pico) aproximadamente, lo que significa que el potencial
intracelular aumenta desde un valor muy negativo (-85mV) hasta un valor positivo (+35mV)
durante cada latido (Guyton & Hall, 2006). Esquematicamente, en la descripcion del potencial
de accion cardiaco se distinguen cinco fases: despolarizaciéon rapida, repolarizacion parcial
lenta, meseta, repolarizacion rapida e hiperpolarizacion, como se muestra en la Figura 1.5.

1. Despolarizacién Rapida (Fase 0). En respuesta a la superacion del umbral (-75mV) por
la apertura de canales de sodio (Na+), esta fase es sostenida por la intensa corriente de
Na+y es autolimitante, como sucede en las neuronas, por la via de inactivaciéon rapida de
los mismos canales. Esta fase solo se presenta en células cardiacas que muestran
significativos niveles de conductancia de Na+y se conocen como células veloces.

2. Repolarizacion parcial lenta (Fase 1). Esta determinada por la concomitancia de la
inactivacion de los canales de Na+ con una activacion transitoria de una corriente de
potasio (K+), también conocida como corriente de salida transitoria.
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3. Meseta (Fase 2). Esta determinada por la activacion de las conductancias de Caz2+
dependientes de voltaje que generan una corriente de entrada lenta, contrabalanceadas
por la activacion también lenta y hacia el exterior de la célula de las conductancias de K+
dependientes del voltaje; es decir, se produce un equilibrio relativamente prolongado
entre las conductancias de Ca2+ que tienden a depolarizar la membrana, y las
conductancias de K+ que en cambio tienden a repolarizarla.

4. Repolarizacion rapida (Fase 3). Se lleva a cabo cuando, por la gradual inactivaciéon de
las conductancias de Ca2+y contrapuesta por el aumento gradual de las corrientes de K+,
la situacién de equilibrio momentaneo da lugar a un proceso de repolarizacion rapida.

5. Hiperpolarizacion (Fase 4). Segun el grado de expresion de una conductancia catidénica
conocida como corriente marcapaso (Ir), de los niveles de potencial alcanzados por la
repolarizacion y de la eventual modulacion del proceso por parte de cAMP, la célula
puede mostrar una gradual depolarizacion relativamente marcada que puede alcanzar el
umbral y determinar el inicio de un nuevo potencial de accion, principalmente debida a
una corriente entrante de Na+.

1.1.5. Actividad Mecanica del Corazén

Como respuesta a un impulso eléctrico se tiene una respuesta mecanica en la cual dependiendo
de la ritmicidad impuesta por el marcapasos, el corazon se contrae. Por este motivo, la
activacion de la contraccion cardiaca no se debe a la accion de los nervios motores sino que es
determinada por la produccion ritmica de potenciales de accién en la zona marcapaso del tejido
cardiaco. Desde aqui, los potenciales de accion abarcan todo el miocardio de forma sincronizada
a través de las uniones celulares y del sistema de conduccion. Sin embargo, el sistema nervioso
auténomo es capaz de regular la frecuencia cardiaca. Si la frecuencia aumenta, la duracion del
potencial de accion disminuye, pero ya que la duracion de la descarga eléctrica disminuye de
manera simultanea, la imposibilidad de sumar descargas se preserva por si misma.

Acoplamiento excitacién-contraccion

El término “acoplamiento excitacion- contraccion” se refiere al mecanismo mediante el cual el
potencial de accioén hace que el musculo cardiaco se contraiga. Los mecanismos que determinan
la contraccién cardiaca después de la activacion eléctrica son los mismos del musculo
esquelético: el aumento de la concentracion de Ca2+ intracelular, la unién de Ca2+ con las fibras
de los sarcomeros (contracciéon) y su final expulsion de la célula (relajacion). Sin embargo, el
aumento de Ca2+ intracelular necesario para la activacion de las proteinas contractiles se obtiene
por mecanismos que difieren de los del muasculo esquelético, como se menciona a continuacion.

Liberacion de calcio inducida por calcio (CICR)

Durante el potencial de accidn, particularmente durante la fase de la meseta, el Ca2+ exterior
entra en la célula a través de los canales de calcio dependientes de voltaje tipo L que se
encuentran en la membrana plasmaética. Esta entrada de Ca2+ por si sola no es suficiente para
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activar el mecanismo contractil, empero provoca la liberacion de una mayor cantidad de Caz+ de
los sitios de acumulacién del reticulo sarcoplasmatico al activarse los receptores cardiacos de
rianodina (RyR-2) por lo cual el Ca2* intracelular alcanza la concentraciéon necesaria para la
contraccion, como se muestra en la Figura 1.6 (Conti, 2010).
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Figura 1.6. Mecanismos de liberaciéon de calcio por calcio inducido (Conti, 2010). El calcio en el
citoplasma disponible para unirse a sarcomeros e inducir una contraccion cardiaca depende de la liberacion de
calcio almacenado en el reticulo sarcoplasmatico, debido a la entrada de calcio a la célula.

La posterior relajacion se lleva a cabo cuando se da el cierre de los canales RyR-2 y con la rapida
remocion de Ca2+ citoplasmatico producida por la accion simultanea de la bomba ATP-asa de
Ca2+ (bomba SERCA) que vuelve a acumular Ca2+ en el reticulo sarcoplasmatico, y del
intercambiador de Na+/Ca2+ (NCX), que expele el calcio al medio extracelular. A éstos se suma
un pequeiio efecto debido a la bomba citoplasméatica de Ca2+ (PMCA). El Ca2+ también se
acumula en las mitocondrias, pero este mecanismo tiene efectos intrascendentes en el tiempo
que transcurre entre un latido y otro. En condiciones normales, el Ca2+ que se recupera y el que
la célula expulsa durante la relajacion equivale exactamente al que ingresa del exterior méas el
que libera el reticulo durante la activaciéon, de modo que al final de cada ciclo de contraccion-
relajacion la cantidad de Caz2+libre en el citoplasma es siempre la misma.

Ley de Frank- Starling para la contraccién cardiaca

Establece que el corazén posee una capacidad intrinseca de adaptarse a voliimenes crecientes de
flujo sanguineo, es decir, cuanto més se llena de sangre un ventriculo durante la diastole, mayor
sera el volumen de sangre expulsado durante la subsecuente contraccion sistolica (Conti, 2010).
Esto significa que la fuerza de contraccién aumentara a medida que el corazon es llenado con
mayor volumen de sangre y ello es consecuencia directa del efecto que tiene el incremento de
carga sobre la fibra muscular.
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Gasto cardiaco

El gasto cardiaco es la cantidad de sangre que cada uno de los dos ventriculos bombea durante
un minuto en las respectivas arterias. Este se deriva del producto de la frecuencia cardiaca
(ntmero de latidos por minuto) por el volumen sistolico (cantidad de sangre expulsada por cada
latido). Ambos parametros pueden ser regulados por el sistema nervioso autonomo.

1.1.6. Frecuencia Cardiaca

En condiciones de reposo normales, el corazon tiene una frecuencia cardiaca basal promedio de
60 latidos por minuto (Ipm) en humanos. Sin embargo, la frecuencia cardiaca también depende
de la actividad que el sistema nervioso simpatico y parasimpatico ejercen sobre el corazéon, como
se muestra en la Figura 1.7 (Guyton & Hall, 2006). Para niveles dados de presion auricular de
entrada, la cantidad de sangre que se bombea cada minuto (gasto cardiaco) usualmente se
puede aumentar mas de un 100% por la estimulaciéon simpatica. Por el contrario, el gasto se
puede disminuir hasta un valor tan bajo como cero o casi cero por la estimulaciéon vagal
(parasimpatica). Los nervios parasimpaticos se distribuyen principalmente en los nodos SA y
AV, en mucho menor grado al muasculo de las dos auriculas y muy poco directamente al misculo
ventricular. Por el contrario, los nervios simpaticos se distribuyen en todas las regiones del
corazon, con una intensa inervacion en el muasculo ventricular.

Cadenas simpaticas

Vagos

Nodulo
SA

Nervios
simpaticos

Nervios
simpaticos

Figura 1.7. Nervios simpaticos y parasimpaticos cardiacos (Guyton & Hall, 2006). La
ritmicidad del corazén puede alterarse debido a una perturbacién externa por parte del sistema nervioso
simpatico y parasimpatico. Los nervios simpéticos inervan tanto al nodo SA, nodo AV, asi como a la zona
ventricular, mientras que el nervio vago (parasimpatico) inerva inicamente a los nodos SA y AV.

Introduccién 13



Estudio del efecto del ruido extrinseco en la respuesta mecanica del corazon

Mecanismos de excitacion del corazén por los nervios simpéaticos

La estimulacion simpatica intensa puede aumentar la frecuencia cardiaca en seres humanos
adultos desde la frecuencia basal de 60 lpm hasta 180 Ipm y raras veces incluso a 250 lpm.
Ademaés, la estimulacion simpatica aumenta la fuerza de contraccién cardiaca hasta el doble de
lo normal, aumentando de esta manera el volumen de sangre que se bombea y aumentando a su
vez la presion de eyeccion.

Por el contrario, la inhibicion de los nervios simpéticos que inervan al corazon puede disminuir
la funcion de bomba del corazén en un grado moderado de la siguiente manera: en condiciones
normales, las fibras nerviosas simpéticas que llegan al corazén descargan continuamente a una
frecuencia baja que mantiene el bombeo aproximadamente un 30% por encima del que habria
sin estimulacion simpatica. Por lo tanto, cuando la actividad del sistema nervioso simpatico
disminuye por debajo de lo normal, este fendmeno produce reducciéon tanto de la frecuencia
cardiaca como de la fuerza de contracciéon del musculo ventricular, reduciendo de esta manera el
nivel de bombeo cardiaco hasta en 30% por debajo de lo normal.

Estimulacion parasimpatica (vagal) del corazon

La estimulacion intensa de las fibras nerviosas parasimpaticas de los nervios vagos que llegan al
corazoén puede interrumpir el latido cardiaco durante algunos segundos e inmediatamente
después el corazén habitualmente late a una frecuencia de 20 a 40 lpm mientras continte la
estimulacion parasimpatica. Ademaés, la estimulacion vagal intensa puede reducir la fuerza de
contraccion del misculo cardiaco entre 20y 30% (Guyton & Hall, 2006).

Las fibras vagales se distribuyen principalmente por las auriculas en comparacion de los
ventriculos, en los cuales se produce la contracciéon del corazon. Esto explica el efecto de la
estimulacion vagal sobre la reduccion de la frecuencia cardiaca y combinada con una ligera
reduccion de la fuerza de contraccion, puede reducir el bombeo ventricular en un 50% o mas.

1.1.7. Arritmias cardiacas y Fibrilacion Ventricular

Algunos de los tipos mas alarmantes de alteraciones de la funcion cardiaca se producen, no
como consecuencia del dafio en un musculo cardiaco, sino por un ritmo cardiaco anémalo
debido a una ritmicidad anormal del marcapasos. Una arritmia es un trastorno de la frecuencia
cardiaca, ya sea por latidos demasiado rapidos, demasiado lentos o bien con un patrén irregular.

Taquicardia

El término taquicardia significa frecuencia cardiaca rapida, que habitualmente se define en una
persona adulta como méas de 100 Ipm. Las causas generales de taquicardia incluyen aumento en
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la temperatura corporal, estimulaciéon del corazén por los nervios simpaticos y enfermedades
toxicas del corazon.

Bradicardia

El término bradicardia se refiere a una frecuencia cardiaca lenta, que en promedio se define
como menos de 60 Ipm. Cualquier reflejo circulatorio que estimule los nervios vagos produce
liberacion de acetilcolina en las terminaciones vagales del corazén, dando lugar de esta manera
a un efecto parasimpatico.

Fibrilacion Ventricular

La arritmia cardiaca mas grave es la fibrilaciéon ventricular ya que si no es interrumpida en un
plazo maximo de cinco minutos, es casi invariablemente mortal. Este fendmeno se debe a
estimulos eléctricos que se producen de manera erratica en el interior de la masa muscular
ventricular, ocasionando que algunas porciones del mismo musculo se contraigan al mismo
tiempo mientras que otras se relajan, impidiendo que se lleve a cabo una contracciéon
coordinada de todo el musculo, la cual es necesaria para un correcto ciclo de bombeo. Miltiples
factores pueden desencadenar el inicio de una fibrilacion ventricular, algunos de ellos son
(Guyton & Hall, 2006):

1. Ritmicidad anormal del marcapasos.

2. Choque eléctrico subito del corazon.

3. Isquemia del musculo cardiaco, de su sistema especializado de conducciéon o de
ambos.

4. Vias anormales de transmisiéon del impulso a través del corazon.

1.1.8 Electrocardiograma (ECG)

Cuando el impulso cardiaco atraviesa el corazon, la corriente eléctrica también se propaga desde
el corazon hacia los tejidos adyacentes que lo rodean. Una pequena parte de la corriente se
propaga hacia la superficie corporal. Si se colocan electrodos en la piel en lados opuestos del
corazon se pueden registrar los potenciales eléctricos que se generan por la corriente. Este
registro se conoce como electrocardiograma (Guyton & Hall, 2006).

Un registro de un electrocardiograma normal se muestra en la Figura 1.8. Este registro esta
conformado por una serie de deflexiones positivas y negativas con respecto a una linea
isoeléctrica: una onda P, un complejo QRS y una onda T.

La onda P es producida por los potenciales eléctricos que se generan cuando se despolarizan las
auriculas antes del comienzo de la contraccion auricular. El complejo QRS esta formado por los
potenciales que se generan cuando se despolarizan los ventriculos antes de su contraccion, es
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decir, a medida que la onda de despolarizacion se propaga por los ventriculos. Por la tanto, tanto
la onda P como los componentes del complejo QRS son las ondas de despolarizacion. La onda T
es producida por los potenciales que se generan cuando los ventriculos se recuperan del estado
de despolarizacion. La onda T se conoce, entonces, como onda de repolarizacion. Asi, el
electrocardiograma esta formado por ondas tanto de despolarizacion como de repolarizacion.
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Figura 1.8. Electrocardiograma normal (Guyton & Hall, 2006). Un electrocardiograma es la
representacion grafica de la actividad eléctrica del corazén. Estd conformado por reflexiones positivas y
negativas con respecto a una linea isoeléctrica.

El tiempo que transcurre entre el comienzo de la onda P y el comienzo del complejo QRS es el
intervalo que hay entre el inicio de la excitacion eléctrica de las auriculas y el inicio de la
excitacion de los ventriculos. Este periodo se denomina intervalo PR. La contraccién del
ventriculo dura casi desde el comienzo de la onda Q hasta el final de la onda T. Este intervalo se
denomina intervalo QT. Entonces, por simplicidad, se puede analizar la actividad eléctrica del
corazon en dos eventos importantes, el evento auricular (intervalo PR) y el evento ventricular
(intervalo QT). Una alteracion del electrocardiograma normal esta relacionado con una
patologia cardiaca.

Determinacion de la frecuencia cardiaca a partir del electrocardiograma

La frecuencia del latido cardiaco se puede determinar facilmente a partir del electrocardiograma
porque la frecuencia cardiaca es el reciproco del intervalo de tiempo entre dos latidos cardiacos
sucesivos. Si el intervalo entre dos latidos es de un segundo, la frecuencia cardiaca es de 60 lpm.
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Interrelacion entre ECG y potencial de accion cardiaco

La imagen de la Figura 1.5 representa la actividad de eléctrica de una célula excitable cardiaca
mientras que la Figura 1.8 representa la actividad eléctrica de todo el tejido cardiaco. Para
analizar anomalias en el ECG asociadas a una alteracion en el flujo i6nico a nivel celular, existe
una interrelacion entre esas dos escalas de fenomenologia eléctrica, que se muestra en la Figura
1.9. Dependiendo de la regién de andlisis, se observa que existe una interrelaciéon entre el
potencial de accion y el ECG. Por ejemplo, la repolarizacion ventricular depende de los flujos de
repolarizacion asociados a potasio y a calcio.

Figura 1.9 Interrelacion entre el potencial de accion cardiaco y el ECG (Conti, 2010). Es posible
explicar anomalias en un ECG en términos de las corrientes idénicas que hay detras en la generacién de un
potencial de accién cardiaco. En el caso de la repolarizacion ventricular, al analizar el potencial de accion de
una célula ventricular se observa que la onda T depende de las corrientes idnicas de potasio y calcio.

1.1.9 Inervacion del corazon por el sistema nervioso autbnomo

Anteriormente se explico como el sistema nervioso auténomo altera la ritmicidad
(cronotropismo) y fuerza de contraccion (inotropismo) del corazon. A continuacion se explica
mas a detalle esta fenomenologia.

Sistema nervioso
La unidad fundamental del sistema nervioso son las neuronas, las cuales son células

especializadas en la recepcion y generacion de sefiales eléctricas (Guyton & Hall, 2006). Tienen
cuatro dominios funcionales: soma, que es el cuerpo principal de la neurona, el tinico axén, que
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se extiende desde el soma hacia un nervio periférico para abandonar la médula espinal, las
dendritas que constituyen una gran cantidad de prolongaciones ramificadas del soma y las
terminales presindpticas, en donde se da la comunicacion con otra neurona (Figura 1.10).

Dendritas

Figura 1.10. Neurona (Guyton & Hall, 2006). La unidad fundamental del sistema nervioso es la
neurona. Esta conformada por un cuerpo celular (soma), una prolongacién alargada (axén), asi como por
zonas de interaccion con otras neuronas (dendritas).

Potencial de accidén nervioso

Las senales nerviosas se transmiten mediante potenciales de acciéon que son rapidos cambios del
potencial de membrana que se extienden rapidamente a lo largo de la membrana de la fibra
nerviosa. Cada potencial de acciéon comienza con un cambio stbito desde el potencial de
membrana negativo en reposo normal hasta un potencial positivo y después termina con un
cambio casi igual de rapido de nuevo hasta el potencial negativo. Para conducir una senal
nerviosa, el potencial de accion se desplaza a lo largo de la fibra nerviosa hasta que llega al
extremo de la misma. En la Figura 1.11 se muestran graficamente los cambios sucesivos del
potencial de membrana durante unas pocas diezmilésimas de segundo, ilustrando el inicio
explosivo del potencial de accion y la recuperacion, que es casi igual de rapida.

Refiérase, por favor, al potencial de accidon cardiaco en la Figura 1.5 para observar que la
principal diferencia entre los dos tipos de actividad eléctrica radica en su duraciéon. Los
potenciales de accidon neuronales constan basicamente de tres fases:

1. Fase de reposo. Este es el potencial de membrana en reposo antes del comienzo del
potencial de accion. Se dice que la membrana esta polarizada durante esta fase debido al
potencial de membrana negativo de -gomV.

2. Fase de despolarizacion. En este momento la membrana se hace muy permeable a los iones
sodio, lo que permite que un niimero muy grande de iones sodio con carga positiva difunda
hacia el interior del ax6n. El estado polarizado normal de -9omV se neutraliza
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inmediatamente por la entrada de sodio y el potencial aumenta rapidamente en direccion
positiva.

Fase de repolarizacion. En un plazo de algunas diezmilésimas de segundo después de que la
membrana se haya hecho muy permeable a iones sodio, los canales de sodio comienzan a
cerrarse y los canales de potasio dependientes de voltaje se abren mas de lo normal. De esta

manera, la rapida difusiéon de iones potasio hacia el exterior de la célula restablece el
potencial de membrana en reposo negativo normal.
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Figura 1.11 Potencial de accion nervioso (Guyton & Hall, 2006). El potencial de accion nervioso es

un cambio abrupto en el potencial de membrana (y su posterior restablecimiento) de corta duracién en una
neurona, debido a un flujo de iones sodio y potasio.

Entonces, los potenciales de acciéon neuronales dependen tnicamente de la dindmica de iones
sodio y potasio. Ademas, los potenciales de accién neuronales no presentan la caracteristica de
automatismo, propias de las células cardiacas, que inducen a una autoexcitabilidad.

Umbral para el inicio del potencial de accién

No se producira un potencial de accion hasta que el aumento inicial del potencial de membrana
sea lo suficientemente grande como dar origen a una apertura sabita de canales sodio activados
por el voltaje. Esto se produce cuando el nimero de iones sodio que entran en la fibra supera al
numero de iones potasio que salen de la misma. Habitualmente es necesario un aumento subito
del potencial de membrana de 15 a 3omV. Por lo tanto, un aumento del potencial de membrana
en una fibra nerviosa grande desde -gomV hasta aproximadamente -65mV habitualmente da
lugar a la apariciéon de un potencial de accion. Se dice que este nivel de -65mV es el umbral para

la estimulacién (Figura 1.12). Todos los cambios en el potencial de membrana que no superen el
umbral de deteccion, se denominan potenciales subliminales agudos.
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Figura 1.12. Umbral para el inicio del potencial de accion (Guyton & Hall, 2006). Una
perturbacién en el potencial de membrana neuronal debe ser lo suficientemente fuerte para superar un
umbral de deteccion y desencadenar un potencial de accion. Aquellos cambios en el potencial de membrana
que no superan el umbral de deteccién son considerados como potenciales subliminales agudos.

Una vez que se ha originado un potencial de acciéon en cualquier punto de la membrana de una
fibra nerviosa, el proceso de despolarizacion viaja por toda la membrana si las condiciones son
las adecuadas, o no viaja en absoluto si no lo son. Esto se denomina principio del todo o nada y
se aplica a todos los tejidos excitables.

Sinapsis quimica neuronal

La informacion recorre el sistema nervioso bajo la forma de potenciales de accion nerviosos,
llamados simplemente impulsos nerviosos, a través de una sucesion de neuronas, una después
de la otra. La sinapsis es el punto de unién de una neurona con la siguiente o bien, la unién
entre una neurona con un 6rgano objetivo. Casi todas las sinapsis utilizadas para la transmision
de senales en el sistema nervioso central son sinapsis quimicas. En ellas, la primer neurona
segrega un producto quimico denominado neurotransmisor a nivel de la terminacion nerviosa,
que a su vez actia sobre las proteinas receptoras (también llamados receptores) presentes en la
membrana de la neurona siguiente para excitarla, inhibirla 6 modificar su sensibilidad.

Las sinapsis quimicas poseen una caracteristica sumamente importante: siempre conducen las
sefiales en un solo sentido, es decir, la neurona que segrega la sustancia transmisora,
denominada neurona presinaptica, hasta la neurona sobre la que actia el neurotransmisor
(neurona postsinaptica). Es debido a esta unidireccionalidad que es posible enviar sefales
eléctricas dirigidas hacia objetivos especificos.
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Figura 1.13. Sinapsis quimica (Conti, 2010). El proceso de comunicacién entre neuronas se da a
través de una sinapsis, que consta de la liberacion de neurotransmisores desde la neurona presinaptica
al espacio existente entre dos neuronas y posteriormente la union de éstos a receptores localizados en
la membrana de la neurona efectora.

En la Figura 1.13 se ejemplifican los procesos que hay detras de una sinapsis quimica. Estos
procesos involucran la sintesis del neurotransmisor, el proceso de liberacién hacia la hendidura
sinaptica (espacio entre dos neuronas), la uniéon del neurotransmisor con un receptor en la
terminal postsinaptica y el proceso de remociéon del neurotransmisor de la hendidura. A
continuacion de explican més a detalle estos procesos.

La Figura 1.13 ofrece la estructura basica de una sinapsis con solamente una terminal
presiniptica emplazada sobre la superficie de la membrana de una neurona postsinaptica. La
terminal estd separada del soma neuronal postsindptico por una hendidura sinaptica cuya
anchura suele medir de 200 a 300 Angstroms (Guyton & Hall, 2006). En esta estructura existen
dos estructuras internas de importancia para la funciéon excitatoria o inhibitoria de la sinapsis:
las vesiculas transmisoras y las mitocondrias. Las vesiculas transmisoras contienen los
transmisores que, cuando se liberan a la hendidura sinaptica, excita o inhibe la neurona
postsinaptica (excita si la membrana neuronal posee receptores excitadores e inhibe si tiene
receptores inhibidores). Las mitocondrias aportan trifosfato de adenosina (ATP), que a su vez
suministra energia para sintetizar mas neurotransmisores.

Cuando se propaga un potencial de accion hacia una terminal presinéptica, la despolarizacion de
su membrana hace que una pequeiia cantidad de vesiculas viertan su contenido hacia la
hendidura. Por su parte, el neurotransmisor liberado provoca un aumento inmediato en las
caracteristicas de permeabilidad de membrana neuronal postsindptica y esto origina la
excitacion o la inhibicién de la célula, en funcién de las propiedades del receptor neuronal. La
membrana postsinaptica contiene una gran cantidad de proteinas receptoras que, a su vez,
inducen la apertura de canales ionicos cationicos (excitadores) que transportan iones sodio
dotados de carga positiva, asi como de canales anionicos (inhibidores) hiperpolarizando la
neurona postsinaptica e impidiendo, a su vez, la propagacion de la informacion (potencial de
accion), como se muestra en la Figura 1.14.
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Figura 1.14. Efectos del impulso excitador o inhibidor en la sinapsis quimica (Goodman
& Gilman, 2007). En una sinapsis quimica, puede ocurrir un efecto excitador con la neurona
efectora, asi como una inhibicion, impidiendo la propagacién de un potencial de accion.

La membrana presinaptica contiene una enorme cantidad de canales de calcio dependientes de
voltaje. Cuando un potencial de accion la despolariza, estos canales se abren y permiten la
entrada de iones calcio. Debido a esto, la membrana de las vesiculas que contiene a los
neurotransmisores se fusiona con la membrana de la terminal presindptica, permitiendo la
liberacion de su contenido. La cantidad de neurotransmisores que sale a continuacién hacia la
hendidura sinaptica desde la terminal es directamente proporcional al total de iones calcio que
entran. A este proceso también se le conoce como exocitosis calcio-dependiente. Una vez unidos
los neurotransmisores a las proteinas receptoras de la neurona postsinaptica, tras unos
segundos estos se separan por difusion y pueden ser recaptados a la terminal presinaptica por
medio de proteinas transportadoras o bien, metabolizados a elementos constitutivos mas
elementales por medio de enzimas.

Sistema nervioso central

Anatomicamente hablando, el sistema nervioso se divide en sistema nervioso central y sistema
nervioso periférico.

El sistema nervioso central contiene mas de 100 millones de neuronas (Guyton & Hall, 2006).
Esta conformado por el encéfalo (protegido por el craneo) y la médula espinal (protegida por la
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columna vertebral). Se encarga de procesar la informacién proveniente del sistema nervioso
periférico y ejecutar 6rdenes, como si de una computadora se tratase (Figura 1.15).
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Figura 1.15. Sistema nervioso central (Snell, 2003). El sistema nervioso central esta
conformado por el encéfalo (cerebro y tronco encefélico) y por la médula espinal, conformada por las
zonas cervical, toracica, lumbar y sacra.

Sistema nervioso periférico

El sistema nervioso periférico conecta al sistema nervioso central con el resto del cuerpo. Tiene
dos estructuras anatomicas: nervios, conformado por los axones de las neuronas, y ganglios,
conformado por los somas (conjunto de cuerpos neuronales). Del encéfalo salen doce pares de
nervios craneales, mientras que de la médula salen treinta y uno. Las vias de comunicacion
pueden ser:

1. Aferente (sensorial). Desde la periferia al sistema nervioso central.
2. Eferente (motoras). Ordenes del sistema nervioso central a la periferia.

Por otro lado, el sistema nervioso también puede clasificarse de acuerdo a su division funcional
en sistema nervioso somatico y sistema nervioso auténomo o vegetativo.
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Sistema nervioso somatico

Relacionado con los movimientos voluntarios, el sistema nervioso somatico se encarga de llevar
a cabo la contracciéon del musculo esquelético como respuesta a un estimulo por parte de los
sentidos (vista, oido, olfato, gusto y tacto). Est4 conformado por:

1. Via aferente. Relacionado a los estimulos proporcionados por los sentidos.
2. Via eferente. Relacionado con la contraccion de musculos esqueléticos como respuesta al
estimulo.

Sistema nervioso autbnomo

Es en esencia un sistema efector que dirige el comportamiento de la musculatura lisa, cardiaca y
funciones glandulares. Ejerce una funcién moduladora en el gasto cardiaco y la presion arterial.
Dependiendo de su funcionalidad, el sistema nervioso auténomo se divide en simpdatico y
parasimpdatico.

Anatomia del sistema nervioso simpatico

La Figura 1.16 muestra la organizacion general de las porciones periféricas del sistema nervioso
simpatico. Las fibras nerviosas simpaticas nacen en la médula espinal junto a los nervios
raquideos entre los segmentos medulares T1 y L2. Los nervios simpaticos son diferentes de los
nervios motores esqueléticos (sistema nervioso somético) por el hecho de que cada via simpatica
que se dirige desde la médula hasta el 6rgano estimulado estd compuesta por dos células, una
neurona preganglionar y una neurona postganglionar, a diferencia de la inica neurona existente
en la via motora esquelética (Guyton & Hall, 2006). El soma celular de cada neurona
preganglionar esta situado en el asta intermediolateral de la médula espinal y sus fibras van por
una raiz anterior de la médula hasta llegar al nervio raquideo correspondiente. Nada mas salir el
nervio raquideo del conducto raquideo, las fibras simpéticas preganglionares lo abandonan y se
encaminan a través de un ramo comunicante blanco hacia uno de los ganglios de la cadena
simpatica. A continuacion las fibras hacen sinapsis con neuronas simpaticas posganglionares en
el ganglio al que llegan. Posteriormente, las fibras posganglionares viajan a sus destinos en los
diversos 6rganos efectores (para el caso particular del corazon, refiérase a la Figura 1.18).

Anatomia del sistema nervioso parasimpatico

El sistema nervioso parasimpatico esta representado en la Figura 1.17 donde se observa que las
fibras parasimpaticas salen del sistema nervioso central a través de los pares craneales III, VII,
IX y X; otras fibras parasimpaticas distintas abandonan la parte mas inferior de la médula
espinal por medio del segundo y tercer nervio raquideo sacro. Casi el 75% de todas las fibras
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parasimpaticas estan en el nervio vago (par craneal X) llegando a todas las regiones toracicas y
abdominales del tronco. Estos nervios vagos suministran fibras parasimpaticas al corazon.
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Figura 1.16. Distribucion de las fibras simpaticas desde la médula espinal a los 6rganos
efectores (Conti, 2010). Los nervios simpaticos que inervan al corazdén se localizan en la parte
inferior de la zona cervical (pares nerviosos C7) y superior de la zona toracica (T1).

El sistema parasimpatico, al igual que el simpéatico, posee neuronas preganglionares y
postganglionares. Sin embargo, las fibras parasimpéaticas preganglionares recorren sin
interrupcion todo el trayecto hasta el 6rgano que van a controlar, en cuya pared estan situadas
las neuronas postganglionares. Las fibras preganglionares hacen sinapsis con ellas y unas fibras
postganglionares cortisimas las abandonan para inervar los tejidos del 6rgano.
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Figura 1.17. Distribucién de las fibras parasimpaticas a los 6rganos efectores (Conti,
2010). El corazon es inervado a través del sistema simpético por medio del nervio vago, localizado en
la zona del bulbo del sistema nervioso central. A diferencia del sistema simpético, los ganglios de los
nervios parasimpaticos se encuentran localizados muy cerca de los 6rganos objetivo. Por consiguiente,

se tienen estimulos més focalizados.

Caracteristicas basicas del funcionamiento simpatico y parasimpatico

Las fibras nerviosas simpaticas y parasimpaticas segregan basicamente una de las dos
sustancias transmisoras de la sinapsis: acetilcolina o noradrenalina. Aquellas fibras que liberan
acetilcolina se llaman colinérgicas y las que liberan noradrenalina se llaman adrenérgicas.
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Todas las neuronas preganglionares son colinérgicas tanto en el sistema nervioso simpatico
como parasimpatico. Todas las neuronas postganglionares del sistema parasimpéatico también
son colinérgicas. En cambio, las neuronas postganglionares simpaticas son adrenérgicas. Asi
pues, todas las terminaciones nerviosas finales del sistema parasimpatico segregan acetilcolina
(ACh). Por el contrario, las terminaciones nerviosas simpaticas segregan noradrenalina (NaN).
Estas hormonas, a su vez, actGan sobre los distintos oOrganos para generar los efectos
excitatorios (simpéticos) o relajadores (parasimpaticos). Por lo tanto, a la ACh se le denomina
transmisor parasimpatico y ala NaN transmisor simpatico.

La esquematizacion de la sintesis de los neurotransmisores simpatico y parasimpatico se
encuentra en el material suplementario de este trabajo.

Efectos simpaticos y parasimpaticos en el sistema cardiovascular

El sistema vascular esta conformado por el corazén y los vasos sanguineos sistémicos. A
continuacion se explica brevemente el efecto que el sistema nervioso auténomo ejerce sobre
cada uno de estos componentes.

1. Corazoén.

En general, la estimulacién simpéatica aumenta la actividad global del corazon. Esto se produce
mediante un incremento en la frecuencia cardiaca y en la fuerza de contraccion. Para ello, los
neurotransmisores simpaticos en la terminal sindptica se unen a receptores tipo beta 1
adrenérgicos ubicados en la membrana cardiaca postsinaptica. Como consecuencia, se induce la
apertura de canales sodio dependientes de voltaje (Figura 1.14), aumentando la ritmicidad
cardiaca mediante un aumento de la corriente Ir (dependiente de sodio) de las células
marcapaso, acelerando a su vez la generacion de potenciales de accion cardiacos.

La estimulacién parasimpatica, por otro lado, provoca basicamente los efectos opuestos:
descenso de la frecuencia cardiaca y de la fuerza de contraccion. Por consiguiente, la
estimulacion simpética incrementa la eficacia del corazén en su condicién de bomba, necesaria
durante la realizacion de un ejercicio intenso, mientras que la estimulacién parasimpatica
reduce esta faceta, lo que permite descansar entre los episodios de actividad extenuante.

La representacion grafica de la inervacion del corazon por las fibras simpaticas y parasimpaticas
se muestra en la Figura 1.18. Tanto el bulbo como la médula espinal, pertenecientes al sistema
nervioso central se encuentran representados en la zona con la linea punteada. Las fibras
preganglionares que salen de la medula espinal simpatica viajan a los ganglios de la cadena
simpética y posteriormente, las fibras postganglionares al corazon. Las fibras postganglionares
inervan tanto a los nodos SA y AV asi como a las fibras conductivas en la zona ventricular. Por
su parte, el nervio vago preganglionar proveniente de la zona del bulbo viaja a los ganglios
ubicados en una zona muy proximal al corazon, afectando principalmente la actividad eléctrica
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de los nodos SA y AV sin repercutir en la zona ventricular (para mas detalle, refiérase a la Figura
1.7).

Bulbo Nervio vago Al nodo SA
/ (parasimpatico) Al nodo AV

Al nodo SA —
Al nodo AV —
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Al miocardio
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Figura 1.18. Inervacion simpatica y parasimpatica del corazén (Conti, 2010). El corazén es
inervado a través del sistema simpatico y parasimpético a través de nervios periféricos. La zona
punteada representa el sistema nervioso central. Del bulbo sale el nervio vago para la inervacion
parasimpatica que estimula los nodos SA y AV del corazéon, mientras que de la médula espinal, en la
transicion entre la zona cervical y toréacica salen los nervios simpaticos que inervan tanto al nodo SA,
nodo AV y la regién ventricular.

2. Vasos sanguineos sistémicos.

La mayoria de los vasos sanguineos de la circulacion sistémica se contraen con la estimulaciéon
simpatica al activar los receptores alfa adrenérgicos. La estimulacion parasimpatica
practicamente carece de efectos sobre gran parte de los vasos excepto su dilatacién en ciertas
zonas restringidas como en la region del rubor facial.

La presion arterial esta determinada por dos factores: la propulsion de sangre por el corazon y la
resistencia a su flujo a través de los vasos sanguineos periféricos. La estimulacién simpatica
aumenta tanto la propulsion cardiaca como la resistencia a flujo, lo que suele ocasionar un
ascenso brusco de la presion arterial. En cambio, una estimulacion parasimpatica moderada a
través de los nervios vagos reduce el bombeo cardiaco, pero practicamente carece de efectos
sobre la resistencia vascular periférica.
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1.1.10 El corazén como oscilador biol6gico

Los ritmos fisiol6gicos son esenciales para la vida (Glass, 2001). Todos estamos conscientes de
la existencia del latido periddico de nuestros corazones, el movimiento de nuestras
extremidades cuando caminamos, nuestro ciclo diario de vigilia y suefio (ritmo circadiano) asi
como los ciclos menstruales en las mujeres. Existen también otros ritmos no tan familiares pero
igual de importantes como la liberacion de hormonas que regulan el crecimiento y el
metabolismo asi como la digestion de la comida. Desde la bacteria mas primitiva y hasta las
formas mas sofisticadas de vida, la ritmicidad juega un papel vital en la comunicacion
intercelular, la locomocion y la regulacion del comportamiento (Friesen & Block, 1984). Aunque
la presencia de ritmos biologicos ha sido reconocida desde la antigiiedad, solo recientemente se
ha tratado sistematicamente de estudiar el origen de estos ritmos.

Una oscilacion es un cambio ciclico en una cantidad medible y que exhibe una forma de onda y
periodicidad relativamente constante (Friesen & Block, 1984). La caracteristica mas importante
de una oscilacion es su periodo, que es simplemente el intervalo entre dos puntos de referencia
idénticos en la forma de onda. Las caracteristicas que tienen los osciladores biologicos se
muestran a continuacién (Pikovsky et al, 2001):

1. Son sistemas auténomos.
La propiedad universal de un sistema biologico oscilatorio es que son sistemas activos
debido a que poseen una fuente de energia interna que compensa la disipaciéon en el
sistema y que se transduce en un comportamiento oscilatorio. Si son aislados, contintian
oscilando a su propio ritmo.

2. Suritmicidad esta determinada por los parametros del sistema.
La morfologia de las oscilaciones asi como su periodicidad son propias, segin las
caracteristicas biologicas que conforman al sistema.

3. Las oscilaciones regresan de nuevo a sus condiciones basales cuando termina la
interaccion con una fuerza periédica externa.
Los osciladores biologicos pueden ser perturbados sin alterar sus propiedades
intrinsecas hasta cierto nivel fisiol6gico, como prueba de su robustez. Al interactuar con
una fuerza periddica externa puede acoplar su ritmicidad.

4. No es posible alterar la ritmicidad de un oscilador biologico cardiaco cuando la frecuencia
de la perturbacion es inferior a su frecuencia basal.

Aunque muchas células en el cuerpo muestran una ritmicidad intrinsecamente espontanea, su
funcion biologica se deriva de las interacciones de estas células entre si (asi como de
perturbaciones externas) para generar los ritmos esenciales para la vida (Glass, 2001). Por
ejemplo, el latido del corazon es generado por el nodo sinoauricular, una pequena region en la
auricula derecha del corazon compuesto por miles de células marcapasos que interactiian entre
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ellas para establecer el ritmo cardiaco normal. Sin embargo, la ritmicidad del corazén a la escala
de 6rgano completo se ve afectada por un estimulo externo, proveniente del sistema nervioso
autonomo. Entonces, el estudio del corazén como oscilador biologico depende de la escala de
analisis, como se describe a continuacion.

Acoplamiento de osciladores biolégicos

Como se menciond anteriormente, un oscilador biolégico es un sistema autonomo, pero puede
alterar su ritmicidad cuando entra en contacto con otro oscilador, o bien, con una fuerza
periddica externa. Cuando la dindmica de un oscilador cambia debido a la interacciéon con otro
oscilador, se dice que existe un acoplamiento entre estos dos sistemas (Pikovsky et al, 2001).
Existen dos tipos de acoplamiento en osciladores biologicos:

1. Mutuo. Cuando la interaccién de dos osciladores se da en ambos sentidos; es decir, existe
una reciprocidad en la alteracion de ritmos en ambos osciladores.

2. Maestro-esclavo. Cuando existe una unidireccionalidad en la perturbacion del sistema: un
oscilador maestro (o perturbaciéon maestra) puede afectar la ritmicidad del oscilador esclavo,
pero el oscilador afectado no puede alterar la ritmicidad de la fuerza perturbadora.

En la Figura 1.19 se muestra una representacion del corazon y su analisis bajo la perspectiva de
un oscilador bioldgico. El corazon se encuentra aislado del cuerpo. Se sabe que el corazén no
pierde su propiedad autoexcitable cuando se encuentra fuera de un organismo vivo (Pikovsky et
al, 2001). Se puede observar que las células que conforman al nodo SA, el marcapasos maestro
del corazon, son células autoexcitables y especializadas en transmitir el estimulo eléctrico. Cada
una de estas células es un pequeno oscilador biol6gico. Cuando se encuentran disgregadas en un
cultivo, laten a su propia ritmicidad. Sin embargo, en conjunto son capaces de sincronizar su
ritmicidad con las células vecinas para comportarse como una unidad. Dado que la interaccion
entre estas células es reciproca, debido a las conformacién biolégica (gap juntions) en que se
encuentran, entonces, a escala de nivel celular el acoplamiento entre osciladores es mutuo.

Ahora bien, analizando al corazén en la escala de organo completo, se puede alterar su
ritmicidad por medio de una estimulacion periddica externa mediante un tren de pulsos
eléctricos. Bajo esta modalidad, el corazon responde a la frecuencia del estimulo y tratara de
ajustar su ritmicidad a la ritmicidad de la perturbacion (siempre y cuando la frecuencia de la
perturbacion sea superior a la frecuencia basal del corazon) hasta un nivel de tolerancia
fisiologica. No obstante, el corazon no puede alterar la periodicidad de la senal perturbadora.
Entonces se trata de un acoplamiento maestro-esclavo.

Sincronizacion

Hasta el momento, se ha hecho mencion varias veces de la palabra sincronizacién en osciladores
biologicos. Vamos a explicar mas a detalle este concepto.
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Figura 1.19. El corazén como oscilador biolégico. Dependiendo de la escala de analisis, el
acoplamiento de osciladores en el corazén aislado se puede estudiar como mutuo (nivel celular en el nodo SA)
o maestro-esclavo (escala de 6rgano completo).

Se define a la sincronizacién como un ajuste de ritmos de dos o mas sistemas oscilatorios debido
a una interaccion que existe entre ellos. Para ejemplificar lo anterior, considere observar la
Figura 1.20, la cual representa dos registros temporales obtenidos en nuestro laboratorio: la
respuesta mecanica del corazon aislado (medida en gramos- fuerza, gF) en la modalidad
maestro- esclavo (senal azul), debida a una perturbacion periodica externa (medida en volts, V)
(senial verde) ante dos frecuencias de estimulacion.

Si analizamos la ventana de interaccion debida a una estimulacion periddica de 11Hz vemos que
la respuesta mecanica es periodica, con una amplitud constante y sigue una proporcién 1 a 1 con
respecto a la ritmicidad de la sefial perturbadora (1 estimulo eléctrico origina 1 evento
contractil). Por otro lado, la interaccion a 12Hz es diferente. La respuesta mecanica no es
periddica, al contrario, presenta un comportamiento completamente desordenado, con
sobreimpulsos y no es evidente definir un patrén con respecto al nimero de eventos eléctricos
en la estimulaciéon. Ahora bien, en el registro de la respuesta mecanica del corazon se puede
observar primeramente una transiciéon entre un comportamiento basal y un aumento en su
periodicidad (acompafiado también por una reducciéon en su amplitud) debido a la interaccion
con la senal eléctrica que lo perturba. Una vez retirado el estimulo, el corazén regresa a sus
condiciones basales. Tanto para 11 y 12Hz, existe un acoplamiento, pues la dinamica del corazon
cambia debido a la interaccién con la perturbacion. Sin embargo, el fenémeno de sincronizacion
sOlo esta presente para 11Hz.
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Figura 1.20 Acoplamiento y sincronizacién. La dinamica en la respuesta mecanica del corazon aislado
cambia debido a una perturbacién eléctrica externa. Tras el acoplamiento entre el oscilador cardiaco con una
perturbacién periédica, puede o no presentarse el fenémeno de sincronizacién.

Del caso anterior es importante resaltar lo siguiente: la alteracién de los ritmos biolégicos mas
alld de una tolerancia fisiologica estd asociada a una patologia. En el caso del corazon, a una
arritmia, que va desde un cambio en el patrén normal entre en el nimero de eventos mecanicos
con respecto al nimero de eventos eléctricos de la estimulacion (proporcion diferente al 1:1),
hasta una fibrilacion (pérdida completa de sincronizacion).
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1.2 Antecedentes

1.2.1 Ruido en sistemas biolgicos

Particularmente en biologia, uno de los primeros experimentos en el cual se demostr6 la
presencia de resonancia estocastica fue en el sistema de evitacion de depredadores del cangrejo
de rio en la década de los 90’s (Douglass et al, 1993), observando que estos animales pueden
percibir una mejoria de la informacién disponible en el sistema sensorial periférica con la
adicion de ruido externo, y que pueden hacer uso de esta informaciéon de ruido mejorada, por
ejemplo, para la busqueda de alimentos o el escape de depredadores (Bahar & Moss, 2003). En
la Figura 1.21 se muestra la curva de resonancia estocéstica para este experimento. Se aislaron
los mecanoreceptores de estos animales y, en un cultivo celular, se estimularon con sefiales
eléctricas perturbadas con ruido blanco. Se encontré que, bajo la presencia de bajas
intensidades de ruido, la detectabilidad de la senal eléctrica de los mecanoreceptores
(cuantificada como la relacion sefial a ruido, SNR) es mayor comparada con aquellos
experimentos sin ruido.
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Figura 1.21. Curva de resonancia estocastica para la estimulacién de mecanoreceptores de
cangrejo de rio (Douglass et al, 1993). Bajo la presencia de bajas intensidades de ruido en el sistema, la
detectabilidad (cuantificada como relacion sefial a ruido) es mayor comparada con experimentos control.

En otro trabajo se mostr6 que el papel de las neuronas en el procesamiento de informaciéon
usualmente depende de la no linealidad del sistema (Koch & Segev, 2000) y, por consiguiente, el
paradigma de la resonancia estocéstica es compatible con los modelos celulares, convergiendo
en el desarrollo de diversos estudios de modelos neuronales de células aisladas (Bulsara et al,
1991; Naud et al, 2017).
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La presencia de ruido también puede extenderse a los canales i6nicos, cuando su dindmica se
describe en modelos simples de dos estados (Bezrukov & Vodyanoy, 1995). El ruido es un
aspecto fundamental de apertura y cierre de canales idnicos, pues se origina a partir de fuentes
tales como las fluctuaciones en los neurotransmisores liberados por las terminales nerviosas,
también por el nimero de receptores postsinapticos activados asi como por concentraciones de
iones, conductancias de la membrana plasmaética, efectos de los potenciales de accion anteriores,
etc (White et al, 2000; Koch & Segev, 2000; Moss et al, 2004).

La presencia de ruido también favorece el proceso de sinapsis (Stacey & Durand, 2001). La
transmision sinaptica (un proceso no estacionario y no lineal debido a las diferentes
contribuciones de despolarizaciéon y corrientes de hiperpolarizaciéon) es ruidoso. En este
experimento, lograron aislar neuronas del hipocampo en ratas y mediante la técnica patch-
clamp inyectaron una corriente de distintas intensidades con el objetivo de incrementar la
cantidad de ruido molecular en la sinapsis. Los resultados son similares que en el experimento
de Douglass et al en 1993, en donde la detectabilidad de la respuesta neuronal (méas disparos) se
da bajo la presencia de ruido (Figura 1.22).
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Figura 1.22. Presencia de resonancia estocastica en la sinapsis neuronal (Stacey & Durand,
2001). Bajo la presencia de ruido en el sistema, la cantidad de disparos es mayor (imagen superior).
Conforme incrementa la cantidad de ruido, la detectabilidad (cuantificada como SNR) es mayor (imagen
inferior).
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El ruido sinaptico afecta a los sistemas neuronales relativamente simples, como la descarga de
las neuronas motoras en funciéon de las contribuciones ponderadas de multiples entradas e
incluso pequenas cantidades de ruido sinaptico de las sinapsis dendriticas mejoran la respuesta
a estimulos subliminales independientes.

La resonancia estocastica también se encuentra presente en aplicaciones biomédicas, como en
implantes cocleares, los cuales han podido restablecer la audicion a la sordera profunda por la
estimulacion electronica directa del nervio auditivo mediante un conjunto de electrodos
implantados quirargicamente (Dorman & Wilson, 2004). La idea general es que varias fuentes
de variabilidad impredecible presente en las fibras del nervio auditivo durante la audicion
normal estd ausente en oidos sordos (Hudspeth, 1989); entonces se plantea la hipotesis de que
un componente aleatorio bien controlado de las sefiales eléctricas de salida de los implantes
cocleares podrian estimular las fibras nerviosas de una manera méas natural y por ende conducir
a una mejor audicion.

En todos estos modelos, el ruido usualmente interfiere con la detecciéon e identificacién de una
sefial, mediante un proceso conocido como enmascaramiento (Moss et al, 2004), donde se ha
reportado que a bajos niveles de intensidad de ruido, es facil detectar la senal original en
presencia del enmascaramiento que sin ella, cuando ambas sefnales (original y ruido) son
aditivas. Por otro lado, con altas intensidades de enmascaramiento usualmente se presenta el
fenémeno de alta interferencia, haciendo la detecciéon de la sefial mas complicada: el sistema
estd dominado por el ruido.

1.2.2 El corazén como oscilador biologico: patrones de sincronizaciéon

Estudiar al corazén como un oscilador biologico no es algo nuevo. Reportes que datan de la
década de los 80’s han permitido dilucidar muchos conceptos detras de este fenémeno, como la
presencia de acoplamiento y sincronizaciéon en cardiomiocitos. Uno de los primeros estudios
experimentales en cardiomiocitos de embriones de pollo logré reproducir algunas arritmias
conocidas por bloqueo (Guevara et al, 1981). Para ello, registraron potenciales de accion
mediante la técnica patch-clamp (Figurai.23). Las células que recolectaron, segin el estado
embrionario, conformaban al nodo SA, las cuales son autoexcitables. Posteriormente
estimularon a las células con corrientes eléctricas de distintas intensidades con el objetivo de
cambiar el potencial de membrana y, por consiguiente, alterar la generacion de potenciales de
accion. Observaron que cambiando la intensidad del estimulo, asi como su frecuencia, se
generan distintos patrones de sincronizacion entre el estimulo eléctrico y la generacion de
potenciales de accidn cardiacos. Por otro lado, también se han llevado a cabo algunos modelos
teodricos para reproducir la dinamica de los potenciales de accion cardiacos y la generacion de
arritmias (Glass, 1991; Glass et al, 1983; Herrera-Valdez & Lega, 2011).

El evento final tras una actividad eléctrica en el corazén es su contraccién. Para llevar a cabo un
evento contractil es necesaria la liberacion de calcio del reticulo sarcoplasmatico tras la llegada
de un potencial de accion (Conti, 2010). Mediante un estudio teorico, se han podido reproducir
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también patrones de sincronizacién anormales entre la actividad eléctrica y la dindmica
oscilatoria de calcio en un modelo de célula excitable (Kusters et al, 2008). Otro estudio llevo a
cabo un analisis de alternancias en el proceso de repolarizacion ventricular debidas a una
dinamica anormal de la liberacion de calcio por calcio inducido, mediante un modelo teérico con
células cardiacas (Livshitz & Rudy, 2007).

Hoy en dia, es de vital importancia una interaccién continua entre investigadores tedricos y
experimentales con personal clinico para la identificacion, tratamiento y prevencién de
arritmias, a partir de la identificaciéon de patrones anormales de sincronizacién (o la pérdida
total de sincronizacion) que pudieran resultar fatales en un paciente (Christini & Glass, 2002).

2|:1 , M\MM ‘ J

Figura 1.23. Generacion de patrones anormales de sincronizacién en células embrionarias
autoexcitables (Guevara et al, 1981). La generaciéon de subsecuentes potenciales de accién se ve alterada
por una perturbacion eléctrica externa (imagen superior) alterando, por consiguiente, la periodicidad de la
actividad eléctrica. Por otro lado, induciendo una perturbacién periddica y variando la frecuencia de
perturbacién, se presentan patrones de sincronizacién entre el nimero de estimulos y la cantidad de
potenciales de accion generados (imagen inferior).

1.2.3 Ruido en el modelo de corazon aislado

Recientemente en nuestro laboratorio se demostroé que la presencia de ruido blanco aditivo en el
nodo SA favorece la respuesta contractil en el modelo de corazén aislado (Penia-Romo et al,
2016). Para ello, se aislaron corazones de raton que fueron perfundidos retrogradamente en el
sistema de Langendorff (para mas informacion, consultar el capitulo 4 de este trabajo).
Posteriormente, los corazones fueron estimulados eléctricamente en el nodo SA con trenes de
pulsos eléctricos periddicos perturbados con cierta cantidad de ruido blanco Gaussiano y se
obtuvieron registros temporales de la respuesta contractil. Los resultados mostraron que, ante la
presencia de bajas intensidades de ruido, la presencia del patréon de sincronizaciéon 1:1 (un
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evento eléctrico que induce un evento mecanico) se presentaba en un ancho de banda de
frecuencias de electro-estimulaciéon mas amplio, comparado con el grupo control (corazones
estimulados eléctricamente sin ruido inducido en el estimulo) (Figura 1.24) y, por consiguiente,

se obtuvo la primera evidencia experimental de la presencia de resonancia estocastica en el
corazon en el modelo de 6rgano completo.
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Figura 1.24. Efecto del ruido en el nodo SA sobre la frecuencia cardiaca en el modelo de
corazon aislado (modificado de Peita-Romo et al, 2016). La presencia de bajas intensidades de ruido
(10%) en la electro-estimulaciéon (imagen central) aumenta el ancho de banda de frecuencias de
estimulacion donde se presenta la sincronizacion 1:1 con respecto a la frecuencia de respuesta cardiaca,
comparado con experimentos control (imagen superior), demostrando la presencia de resonancia
estocéstica en el modelo de corazon aislado (imagen inferior).
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1.2.4 Patrones de disparo neuronales debidos al ruido

Un interesante estudio tedrico permiti6 demostrar que la presencia de ruido en la actividad
neuronal puede desencadenar patrones de sincronizacion entre una estimulaciéon periodica y la
cantidad de disparos obtenidos (Longtin, 2000). Para ello, se hizo un ajuste al modelo
matematico desarrollado por FitzHugh-Nagumo en 1961 (FitzHugh, 1961) sobre la actividad
eléctrica neuronal afiadiendo un término aditivo de ruido (Figura 1.25). En este modelo tedrico,
se estimuld a una neurona con una senal eléctrica senoidal. Por cada ciclo, se obtuvo un disparo
como respuesta. Ahora bien, afiadiendo ruido aditivo a la perturbacion (parametro denominado
como densidad de ruido, D) se obtuvieron méas disparos por cada ciclo. Sin embargo,
incrementando la cantidad de ruido en la perturbacién, no es posible determinar una
sincronizacion clara con la respuesta neuronal; el sistema estd dominado por el ruido.
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Figura 1.25. Patrones de sincronizacion en la actividad neuronal debidos al ruido (Longtin,
2000). La neurona es perturbada por una sefal senoidal con una amplitud A. Como respuesta, se tiene un
disparo por cada ciclo (imagen superior). Ahadiendo ruido aditivo a la perturbacion (parametro D), se
obtienen maés disparos por ciclo (imagen central). Sin embargo, disminuyendo la amplitud de la sefal
senoidal y dejando fijo el parametro de ruido, el sistema esta dominado por el ruido y no es posible determinar
un patrén de sincronizacidén claro (imagen inferior).
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Aunque se tienen muchos antecedentes sobre el estudio del ruido en la actividad neuronal, hasta
la fecha hay pocos estudios experimentales relacionados a estudiar el efecto de ruido en la
respuesta contractil del corazén. La mayoria de estos estudios son tedricos a nivel celular y
enfocados en la dindmica de calcio debido a la estocasticidad de la apertura y cierre de los
canales ionicos. Solo hay un estudio en la escala de 6rgano completo. Sin embargo, se tiene
evidencia de que variando tanto la frecuencia como la intensidad en la perturbacion, se pueden
presentar patrones de sincronizacién anémalos en la actividad del nodo SA y, por consiguiente,
podria repercutir en la escala de 6rgano completo. Por otro lado, la presencia de ruido en
neuronas induce también patrones de sincronizacién. Entonces existe evidencia suficiente para
utilizar técnicas electrofisiologicas con el objetivo de explorar el efecto del ruido en la respuesta
contractil del corazon y la presencia de patrones de sincronizacién anémalos. Se vera méas a
detalle esto en el siguiente capitulo.
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Planteamiento del problema

Las ultimas tres décadas han aportado valiosa informacion cuantitativa sobre las propiedades
del ruido en la respuesta de sistemas biologicos (Tsimring, 2014). Estos resultados han sido
ampliamente estudiados en neuronas donde se demostr6 que en muchos casos, la presencia de
ruido proporciona ventajas en la detectabilidad de la sefial de respuesta, induciendo mas
disparos asociados a una mayor actividad neuronal, y explicados a través de la resonancia
estocastica (Moss et al, 2004). La Figura 2.1 proporciona una interpretacion mas clara de este
fenobmeno.

Threshold crossing spikes

Subthreshold signal Noise + signal

Figura 2.1 Resonancia estocastica en la detectabilidad de informacion en neuronas (Moss et al,
2004). La presencia de ruido en una perturbacion en el potencial de membrana, favorecera la detecciéon de
dicha senal al superar el umbral de deteccion y, por consiguiente, la generacion de mas potenciales de accién.

Como se mencioné en el Capitulo anterior (Secciéon 1.1.9) para que se lleve a cabo un potencial
de accién neuronal es necesario que exista un estimulo que cambie el potencial de membrana
basal (-9gomV, aproximadamente) méas alla de un umbral de deteccion (-75mV,
aproximadamente) (Guyton & Hall, 2006). Podra perturbarse la membrana con una sefal
eléctrica pero si esta perturbacion no supera el umbral de detecci6on, no habra actividad
neuronal. Ahora bien, si se induce una cierta cantidad de ruido a esta perturbacion, la
combinacién de la sefial mas el ruido aditivo podrian sensibilizar el potencial de membrana de la
neurona de manera tal que desencadenen mas disparos al superar el umbral de deteccion.
Entonces, la presencia de ruido favorece la detectabilidad de la sefial perturbadora
incrementando la actividad neuronal. Eso es resonancia estocéastica.

La presencia de diversas fuentes de ruido pueden alterar significativamente los patrones de
disparo de cualquier célula excitable (Longtin, 2000). La presencia de ruido intrinseco en
modelos celulares tiene implicaciones positivas en una mejora en el procesamiento de
informacién debido a la presencia de resonancia estocastica (Moss et al, 2004). En el sistema
neuronal, las terminales nerviosas, la activacion de receptores postsinapticos, las
concentraciones idnicas asi como la conductancia membranal, entre otras, son consideradas
fuentes de ruido (Moss et al, 2004). Entonces, la justificacion de la presencia de ruido en el
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Figura 2.2 Procesos detras de respuesta contractil del corazon debido a la inervacién por el
sistema simpatico. El estimulo eléctrico tiene su origen en el hipotidlamo que induce una descarga de
acetilcolina (ACh) hacia los pares nerviosos simpaticos C7 a T1 que inervan al corazén en el sistema nervioso
central (SNC). Posteriormente, se lleva a cabo la sinapsis ganglionar que induce una descarga de
noradrenalina (NaN) que converge en la fibra cardiaca a través del sistema nervioso periférico (SNP). La
subsecuente apertura masiva de canales de sodio dependientes de voltaje en el nodo SA induce cambios en la
generacion de potenciales de accion cardiacos, acelerando la ritmicidad del corazén. Al propagarse los
potenciales de accién cardiacos por la circuiteria especifica conformada por células especializadas en
transmitir el impulso, se lleva a cabo un aumento en el calcio intracelular de las células ventriculares
adyacentes (liberacion de calcio por calcio inducido), induciendo cambios a su vez en la respuesta contractil
del corazén.
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estimulo que induce la generacion de mas potenciales de accién neuronales radica,
precisamente, en las fuentes de ruido que hay en el sistema bioldgico. Esto es debido a que los
potenciales de accion no son mas que el promedio de un flujo de iones entrando y saliendo de
una célula, y estos eventos moleculares son altamente estocésticos.

Estos principios de ruido y resonancia estocastica pueden extrapolarse también a otros modelos
conformados por células excitables, como es el caso del corazon. El corazén es un sistema
autonomo (Guyton & Hall, 2006). Posee la particularidad de estimularse a si mismo debido a las
corrientes marcapaso que tienen las células autoexcitables que conforman al nodo SA. Sin
embargo, su ritmicidad puede verse alterada por una estimulacion eléctrica externa que
proviene del hipotdlamo a través del sistema nervioso autébnomo, como se mencion6 en el
Capitulo anterior (secciones 1.1.6 y 1.1.9).

En la Figura 2.2 se muestra un diagrama a bloques que especifica todos los procesos que se
llevan a cabo en la interaccion entre el sistema nervioso simpéatico y el corazén. Si nos
enfocamos en la generacién de potenciales de accion en el nodo SA (para més detalle consultar
la seccion 1.1.4 del capitulo anterior), vemos que el automatismo puede verse afectado por una
apertura masiva de iones sodio a través de canales dependientes de voltaje debido a un proceso
sindptico entre el sistema nervioso simpético y el corazon.

Los potenciales de accion cardiacos, asi como los potenciales de accion neuronales, son
ruidosos. En la Figura 2.3 se muestra el registro de un potencial de acciéon en la auricula
cardiaca de una rana in vivo (Franz, 1991), en la cual se puede observar que, pese a que los
pulsos mantienen cierta amplitud y periodicidad, éstos no son perfectamente simétricos. Esto es
debido a las fuentes de ruido inherentes que hay en el sistema biologico.

Figura 2.3 Registro de potenciales de accion cardiacos (Franz, 1991). Registro obtenido mediante la
utilizacion de electrodos colocados directamente sobre la fibra cardiaca en un modelo in vivo en el corazon de
rana.

Ahora bien, el automatismo cardiaco depende también de que las células marcapaso que
conforman al nodo SA superen un umbral de deteccion. Esto depende de una despolarizacion
gradual de la membrana debida a la corriente Ir dependiente de sodio, como se muestra en la
Figura 2.4.

Es evidente la comparativa que puede existir en la generacién de potenciales de acciéon entre
neuronas y células marcapaso cardiacas. En ambos sistemas es necesario superar un umbral de
deteccién y ambos sistemas son ruidos. Por consiguiente, los mismos principios de resonancia
estocéstica en neuronas pueden aplicarse en el sistema cardiaco, con la particularidad adicional
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que la génesis y propagacion de potenciales de accidon se transducen en eventos contractiles.
Entonces, la presencia de ruido en la generacion de potenciales de accion cardiacos en el nodo
SA podria repercutir en la contractilidad del corazon. Esa es la idea central de este trabajo.
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Figura 2.4 Automatismo en la actividad eléctrica del nodo SA (Guyton & Hall, 2006). Para que se
lleve a cabo el automatismo en la fibra cardiaca, la membrana de las células marcapaso se despolariza
gradualmente debido a la corriente Ir dependiente de sodio hasta superar un umbral de deteccion (-4omV
para células cardiacas marcapaso, aproximadamente).

Es sabido que el corazon preserva la habilidad de contraerse ritmicamente cuando es aislado de
un organismo vivo. Si el érgano es perfundido continuamente con una solucién fisiologica rica
en sales y oxigeno, la actividad del marcapasos del nodo SA contintia llevando a cabo disparos
periodicos (Pikovsky et al, 2001).

La principal motivacion de este trabajo surge a partir de recientes descubrimientos en nuestro
laboratorio en donde, a escala de 6rgano completo, se demostr6 que la presencia de ruido
inducido en estimulos periédicos externos directamente en el nodo SA incrementan el ancho de
banda de sincronizacion 1:1 en el acoplamiento eléctrico-mecanico de corazon aislado (Pena-
Romo et al, 2016). La respuesta contractil fue medida mediante un tensiémetro conectado al
apice cardiaco; por consiguiente, es una aproximacion de la fuerza de contracciéon ventricular
(refiérase al Capitulo 4 de este trabajo para més informacién). La presencia de ruido en el
estimulo eléctrico emula todas fuentes de ruido asociadas a la actividad neuronal, como se
muestra en la Figura 2.5. Sin embargo, el corazéon per sé también tiene fuentes de ruido
intrinsecas, las cuales no son consideradas en este estudio.

En condiciones normales, la presencia del patron de sincronizacién 1:1 es un indicativo del buen
desempeiio del corazén. No obstante, en condiciones patologicas no siempre se presenta (Farraj
et al, 2011). En la seccion 1.2 del Capitulo anterior se mostraron algunos antecedentes en donde
se observo que, para células autoexcitables del nodo SA que son estimuladas eléctricamente,
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variar la frecuencia asi como la intensidad del estimulo puede desencadenar patrones de
sincronizacion andémalos en la generacion de potenciales de acién cardiacos (Guevara et al,
1981). Esta generaciéon anémala de potenciales de accion puede verse reflejada en la respuesta
contréactil del corazon.

Entrada Sistema Cardiaco Salida
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Figura 2.5. Fuentes de ruido en el modelo de corazén aislado. Todos aquellos mecanismos
moleculares intracelulares, asi como aquellos que se dan en la comunicacion célula-célula son considerados
fuentes de ruido intrinseco al corazén. Sin embargo, al estimularlo eléctricamente con una sefial con ruido
blanco inducido, se emulan todas aquellas fuentes de ruido asociadas a la actividad neuronal. Debido a esta
estimulacion, es posible cuantificar sus efectos en la respuesta mecénica del corazbon: el nimero de eventos
contractiles (frecuencia cardiaca) asi como su amplitud, la cual es una aproximaciéon de la fuerza de
contraccion. Las fuentes de ruido intrinsecas del corazén no son consideradas en este estudio.

Del estudio previo en nuestro laboratorio (Figura 1.24, Capitulo 1) se observa una transicién
drastica entre una frecuencia de respuesta cardiaca normal (1 a 1 con respecto a la frecuencia del
estimulo eléctrico) y la pérdida de esta sincronizacién (barras de desviaciéon estandar grandes) a
partir de una frecuencia de quiebre. Para los experimentos control, este umbral fue de 12Hz. En
la Figura 2.6 se muestran ventanas temporales de 2 segundos donde se puede observar la
relacidon que existe entre los eventos eléctricos de la estimulacion (senal verde) a 12Hz y los
eventos contractiles como respuesta a este estimulo (sefial azul), para distintos niveles de ruido
inducido. Analizando a detalle los resultados observamos algo interesante. Algunos corazones,
no perdieron completamente una sincronizacion con el estimulo eléctrico, sino que continuaron
latiendo periddicamente pero con una frecuencia diferente a la de la estimulaciéon. Entonces, la
presencia de ruido en el estimulo podria estar induciendo patrones de sincronizaciéon anormales
en el acoplamiento eléctrico-mecanico.
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Figura 2.6 Patrones de sincronizacion en el acoplamiento eléctrico-mecéanico en el modelo de
corazon aislado debidos a la presencia de ruido (modificado de Peita-Romo et al, 2016). Bajo la
presencia de bajas intensidades de ruido se mantiene el patréon de sincronizacién 1:1 (1 evento eléctrico que
induce 1 evento mecénico, imagen superior). Sin embargo, algunos corazones presentaron un patréon de
sincronizacién diferente debido al ruido inducido en el estimulo (2:1, imagen central). Bajo la presencia de
altas intensidades de ruido en el estimulo, existe la pérdida completa de sincronizaciéon (imagen inferior).

Se ha observado que en modelos neuronales (Longtin, 2000), la presencia de ruido induce n:m
patrones periddicos estimulo-respuesta (n estimulos desencadenando m disparos). Entonces,
aplicando este principio al corazén (conformado también por células excitables), se pueden
emplear técnicas electrofisiolégicas donde variando la frecuencia y la intensidad de una
estimulacion periddica al modelo de corazoén aislado, anadiendo también distintas intensidades
de ruido como una variable adicional, se puede determinar la presencia de patrones de
sincronizacion anémalos. De esta manera, se puede caracterizar mas la respuesta contractil del
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corazon con més detalle bajo la presencia de ruido. Esta serie de experimentos conforman el
primer bloque de este proyecto y se discuten més a detalle en los Capitulos 4 y 6.

Ahora hablaré brevemente del segundo bloque de este proyecto. Se tienen antecedentes
suficientes para afirmar que la presencia de ruido afecta la actividad neuronal induciendo mas
disparos. Por otro lado, se tiene evidencia de que la presencia de ruido extrinseco al corazén
repercute en la respuesta contractil en el modelo de corazon aislado. Dado que el sistema
nervioso autéonomo estd conformado por neuronas y éstas inervan al corazén induciendo
cambios en su respuesta contractil del (Figura 2.2), se propuso llevar a cabo una serie de
experimentos en los cuales se pudiera estudiar el efecto del ruido blanco inducido en una
electro-estimulacion directamente desde el sistema nervioso central y ver su repercusion en la
respuesta del corazén como 6rgano objetivo.

Para poder estudiar el efecto del ruido sobre la respuesta contractil del corazén debido a la
actividad neuronal, se llevaron a cabo electro-estimulaciones desde la médula espinal sobre
aquellos pares nerviosos simpaticos que inervan directamente al corazén. Para monitorear la
respuesta cardiaca debida a una inervaciéon neuronal, se obtuvieron registros de ECG que
proporcionan informaciéon sobre la conduccién eléctrica de la fibra cardiaca y, por otro lado,
perfiles de velocidad de la sangre fluyendo a través del arco aértico debido a un evento sistélico
ventricular, como una medicion aproximada de la respuesta contractil. El protocolo
experimental de este montaje se describe con detalle en el Capitulo 5 y los resultados obtenidos
se discuten en el Capitulo 6.

Para finalizar este Capitulo se mencionara nuevamente que el interés central de este trabajo gira
en torno al efecto del ruido sobre la respuesta contractil del corazén. Se proponen dos montajes
experimentales para estudiarlo y que dependen de la escala de andlisis: corazon aislado y la
interaccién entre el sistema nervioso y el corazén como 6rgano objetivo. En el siguiente Capitulo
se muestran formalmente la hipotesis y los objetivos planteados para responderla, que
dependen precisamente de estas dos escalas de analisis.
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3.1 Hipotesis

El ruido extrinseco, asociado a la actividad neuronal que inerva al corazon, repercute en la
respuesta mecanica cardiaca al aumentar su desempeiio contractil bajo la presencia de
resonancia estocastica.
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3.2 Objetivos

3.2.1 General

Estudiar el efecto del ruido extrinseco inducido en una electro-estimulacion eléctrica periddica
sobre la actividad mecéanica del corazon.

3.2.2 Particulares

Estudiar la actividad mecanica cardiaca debida a estimulos eléctricos periddicos externos
perturbados con ruido, variando tanto la frecuencia como la intensidad del estimulo, en el
modelo de corazon aislado.

Estudiar la actividad mecénica del corazon debida al efecto del ruido inducido en la electro-
estimulacion, en la interaccion entre el sistema nervioso auténomo y el corazén como 6rgano
objetivo.
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Estudio del efecto del ruido en el modelo de corazon
aislado

El corazon, pese a que es un sistema auténomo, su regulacion depende de otros sistemas con los
cuales esta interdependientemente comunicado, como son el sistema nervioso auténomo,
sistema respiratorio, sistema renina-angiotensina entre otros (Guyton & Hall, 2006). Para llevar
a cabo un estudio del efecto del ruido (inherente a la actividad neuronal) que altera la respuesta
mecanica del corazon, de manera tal que cualquier cambio reflejado en las contracciones sea
como consecuencia inicamente de la presencia del ruido, es necesario aislar al corazon.

Identificacion de patrones de sincronizacién anémalos

Es ya de conocimiento general que cuando el corazon es removido del cuerpo y ante la ausencia
de los eventos de precarga y postcarga, el 6rgano no pierde su propiedad contractil. Si este
organo es perfundido continuamente con una solucién fisiologica, la actividad del marcapasos
de nodo sinoauricular contintia imperando en la generacion de los latidos, preservando asi la
habilidad de llevar a cabo contracciones ritmicas (Pikovsky et al, 2001). Podemos homologar el
montaje experimental de corazon aislado, como un oscilador cardiaco autbnomo que esta siendo
perturbado continuamente por un senal eléctrica peridédica (para mas detalle, refiérase al
Capitulo 1, seccion 1.1.10). Bajo la escala de 6rgano completo, se tiene un acoplamiento maestro-
esclavo entre la perturbacion eléctrica periddica y la respuesta contractil del corazon (Figura
4.1). Del registro de la actividad mecénica (y oscilatoria) del corazon se desprenden dos
variables: frecuencia cardiaca e intensidad de fuerza contractil. Puesto que el corazén se
encuentra trabajando al vacio (no hay precarga ni postcarga) no pude considerarse este registro
como una mediciéon fidedigna de la fuerza de contraccion (léase ley de Frank-Starling en el
Capitulo 1, seccion 1.1.5) si no tnicamente como una aproximaciéon de la fuerza de contractil,
dependiendo de qué tanto se distiende y se relaja la fibra cardiaca debida a un evento eléctrico.

Con esta perspectiva, se pude observar el funcionamiento del corazén bajo la presencia de ruido
en la electro-estimulacion con mas detalle y, asimismo, encontrar que este sistema consiste en
miles de pequenios osciladores normalmente sincronizados y autbnomos que en conjunto tratan
de acoplarse a la ritmicidad impuesta por una perturbacion. Por lo tanto, el fenémeno de
sincronizacion es muy importante en el funcionamiento del corazon.

En condiciones normales, la presencia del patrén de sincronizacion 1:1 en el acoplamiento
eléctrico-mecénico es un indicativo del buen desempefio del corazon. No obstante, en
condiciones patologicas no siempre se presenta. Una alteracién en la propagacion del pulso
eléctrico a través de la fibra cardiaca puede desencadenar arritmias. En el Capitulo 2 se mostré
que bajo el montaje de corazon aislado, se tiene evidencia de la presencia de patrones de
sincronizacion diferentes del 1:1 (Figura 2.6).
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Estimulacion periddica externa
Acoplamiento Maestro-Esclavo

Termina estimulo eléctrico
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Figura 4.1 Representacion del estudio de la actividad mecanica del corazon aislado debido a
una estimulacion eléctrica externa. En el modelo de corazén aislado, se puede homologar al corazén
como un oscilador cardiaco que estd siendo perturbado por una sefial eléctrica periddica, a través de un
acoplamiento tipo maestro-esclavo. Los registros de la respuesta mecanica permiten demostrar que las
contracciones son oscilatorias, de las cuales se pueden obtener dos variables: la cantidad de eventos
contractiles en un intervalo de tiempo (frecuencia cardiaca) y la intensidad de la fuerza contractil (qué tanto se
distiende y se relaja el tejido) como una aproximacion de la fuerza de contraccion.

Las variables de frecuencia cardiaca e intensidad de fuerza contractil a partir de registros de la
actividad mecénica del corazéon (Figura 4.1) proporcionan la informacion suficiente para
identificar patrones de sincronizacion anormales debidos a una estimulacion eléctrica externa
con y sin ruido blanco inducido. No obstante, en este estudio no es tomada en cuenta la posible
dependencia de la estimulacion eléctrica a nivel celular (ni por consiguiente los mecanismos
intracelulares involucrados), asi como tampoco las propiedades refractarias que juegan un papel
importante para valores supra de frecuencia de estimulacion. La perspectiva es iinicamente en la
respuesta mecanica a la escala de 6rgano completo, equiparando al corazon aislado como una
caja negra. En un modelo de caja negra, se desconoce todo lo concerniente a la estructura
interna del sistema. De forma general, se maniobra aplicando un estimulo conocido
(denominado entrada) al sistema y registrando la respuesta generada (salida), la cual es
simplemente consecuencia de los mecanismos activados por el estimulo cuando ingresa al
sistema (Figura 2.5).
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4.1 Metodologia y desarrollo experimental

Para los fines de este bloque del proyecto, se utilizo el montaje de perfusion de Langendorff para
obtener dos variables: intensidad de fuerza contractil y frecuencia cardiaca de corazones
aislados de raton. Los corazones fueron estimulados en la auricula derecha desde un valor de
frecuencia de electro-estimulacién similar a la frecuencia cardiaca basal, hasta una frecuencia
méaxima de 20 Hz. Todos los procedimientos animales fueron llevados a cabo de acuerdo con las
Regulaciones Federales para la Experimentacién Animal y Cuidado y fueron aprobados por el
Comité de Cuidado de Animales de Cinvestav (Cinvestav Zacatenco, D.F., México).

4.1.1 Extraccion del corazon

Para el proyecto se utilizaron ratones macho de la cepa CD1 de 6 semanas de edad con una masa
corporal aproximada entre 30 y 40g. Los animales se obtuvieron del Centro de Cuidado de
Animales Experimentales de Cinvestav-IPN México y fueron aclimatados durante una semana
previa a la experimentacién en jaulas metabdlicas (Nalgene, USA) en una habitacién dentro del
bioterio de Cinvestav Unidad Monterrey con una temperatura controlada (22°C) y ciclo de luz-
oscuridad de 12 hrs.

Anestesia y ventilacion

Los animales fueron anestesiados via intraperitoneal con 120/6mg/kg de una solucion
conformada por ketamina/xylacina (Skrzypiec-Spring et al, 2007). Posteriormente fueron
inyectados también via intraperitoneal con 100ul de heparina de una solucion 5000U/ml para
evitar la generacion de trombos intracoronarios. Acto seguido, se practic6 una traqueostomia y
se indujo ventilacion mecanica con un ventilador (Ugo Basile 2802, Italy), adaptado en el
laboratorio de farmacologia del Cinvestav Unidad Monterrey para animales pequefios, con un
volumen corriente de 0.6ml y una frecuencia de 110 ciclos por minuto.

Incisién en planos y extraccion del corazén

Una vez anestesiado el animal, se llevd a cabo una incision en la linea media desde el abdomen
hasta el cuello, retirando piel y musculo. Posterior a eso se cort6 el diafragma y se retir6 el
esternon por completo exponiendo toda la cavidad toracica. Se reconocieron las venas cavas
superior e inferior asi como la aorta y se identific6 ésta Gltima con un hilo de seda. Rapidamente
se retiro el corazon de la cavidad, teniendo especial cuidado de cortar la aorta en un punto distal
a la primera rama del cayado de manera que se pueda introducir una canula de perfusion, sin
riesgo de ocluir el orificio de las coronarias o atravesar la valvula adrtica (Skrzypiec-Spring et al,
2007). La canula tiene una longitud de 15mm y didmetro de 0.95mm (Sutherland & Hearse,
2000).
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Después de introducir la canula con ayuda de un microscopio estereoscopico, ésta se fijo con
una pinza arterial lo cual facilita la colocacion definitiva de dos suturas, una distal y otra
proximal, en la oliva de la canula. Desde la remocion completa del corazon hasta el inicio de la
perfusion transcurren aproximadamente entre 30 y 90 segundos. La actividad cardiaca se
normaliza a los pocos segundos.

Perfusion retrograda

La solucion para perfundir al corazon extraido es un buffer de Krebs el cual esta conformado por
NaCl 118.5 mM, NaHCO3 25.0 mM, KCIl 4.7 mM, MgSO4 1.2 mM, KH2PO4, 1.2 mM, glucosa
11mM y CaCl2 2.5 mM y oxigenado con carbogeno a un pH de 7.4 y una temperatura de 37 °C
(Broadley, 1979; Bell et al, 2011). Esta técnica se conoce como perfusion retrograda debido a
que el flujo de nutrientes va en sentido contrario al fisiologico, esto es, en lugar de salir del
corazon por la aorta, entra a través de ésta y al ejercer una presion contraria, la valvula aortica
permanece cerrada, haciendo que la solucion de perfusion fluya directamente hacia las
coronarias, manteniendo al tejido cardiaco irrigado, como se muestra en la en la Figura 4.2. La
presién de perfusion coronaria se mantiene dentro de un rango constante (60-110 mmHg, Bell
et al, 2011) lo cual permite una variaciéon de flujo de acuerdo con los mecanismos de
autorregulacion.

\

Figura 4.2 Perfusion retrograda en el modelo de corazén aislado (modificado de Guyton &
Hall, 2006). Al canular la aorta e introducir un flujo continuo de nutrientes, se ejerce una presiéon negativa
en direccién contraria al flujo sanguineo fisiolégico, ocasionando que la valvula adrtica permanezca cerrada y
direccionando los nutrientes hacia las coronarias, manteniendo al tejido irrigado.

Para mantener un flujo continuo de nutrientes a través de las coronarias y por ende mantener
irrigada la fibra cardiaca de manera constante, el corazon aislado es montado en el sistema de
perfusion de Langendorff, el cual se describe a continuacién.
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4.1.2 Técnica de Langendorff para corazon aislado

La preparacion de Langendorff es una técnica experimental de érgano aislado. Su principio
basico consiste en perfundir las arterias coronarias a través de una cénula de perfusion
retrograda insertada en la aorta. Cuando se alcanza una presién adecuada del liquido nutriente
se cierra la valvula aortica y se desvia el flujo hacia las coronarias, de modo que se perfunde la
masa ventricular y el corazén late en vacio. El médico y fisiologo aleman Oscar Langendorff
describi6 la técnica en 1895 (Langendorff, 1895).

Bomba
peristaltica
3mL/min
Adquisicién
. . (———
Oxigenacién T
\i: l Serpentin
37°C «=-- A
1
Solucién !
Krebs Bafio H,O I
l3mL/min
pH=7.4 .
B Sensor . CeniOF 3
3 Presién za. Contraccion
quazon 60-110mmHg
Aislado

Figura 4.3. Técnica de Langendorff para corazén aislado. El corazén aislado recibe continuamente los
nutrientes a través de una perfusién continua de una solucién salina oxigenada a 37°C. El 4pice cardiaco se
conecta a un tensidmetro por medio de una polea para registrar cambios en la distension del tejido asociados a
eventos contractiles. Un transductor de presién registra continuamente la presién en las coronarias, para
monitorear el estado del corazén. Ambas sefales son procesadas mediante un sistema de adquisicién de datos y
posteriormente analizadas en una computadora.

En la Figura 4.3 se muestra un esquema representativo de la técnica de perfusion de
Langendorff. La soluciéon de perfusion se encuentra contenida en un reservorio a un pH de 7.4 y
oxigenada con carbogeno (Larsen et al, 1999). La solucion viaja a un flujo de 3mL/min hasta la
canula de perfusion retréograda con ayuda de una bomba peristaltica (Masterflex) (Bell et al,
2011). Para mantener la temperatura constante de 37°C, se hace circular agua desde una caAmara
controladora de temperatura (PolyScience) a través de un serpentin en un circuito de
recirculacion.

No es particularmente sorprendente que la preparacién es comparativamente bradicardica en
comparacion con el modelo in vivo porque el corazbén aislado de raton perfundido tiene una
frecuencia promedio de 380 Ipm en comparacién con los 580- 600 lpm in vivo (Bell et al, 2011).
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Todos los experimentos fueron llevados a cabo cuidadosamente, asegurandose de que la
temperatura del tejido se mantuviera de manera confiable a una temperatura constante de 37°C.

Medicion de la presion coronaria

Para monitorear el estado actual del corazon se lleva a cabo la medicién de presion de perfusion
en las coronarias, la cual debe estar entre 60 y 100 mmHg (Bell et al, 2011). Esta se registra
mediante una salida lateral de la canula de perfusiéon a un sensor (Mirom 1050.1, CA) con una
sensibilidad de 5uV/Volt que permite obtener una medicion de presion en cmH20 (la cual se
convierte luego a mmHg) y simultdneamente, a un transductor electrénico de presion
previamente calibrado en mmHg (Stoelting, Co., IL, USA). Finalmente la sefial adquirida es
procesada por una interfaz de adquisicion de datos (Lab-Trax-4/24T) para analizarla en un
software especializado (Data-Trax2) en una computadora.

Medicion de la respuesta contractil del corazén

Para medir la fuerza y frecuencia de contraccion, un tensiémetro (Kent, USA) previamente
calibrado en un rango de 10g es conectado al apice del corazén aislado por medio de una polea
sin friccion con un hilo de sutura de seda calibre 6 (Johnson & Johnson, Brasil) (Figura 4.3). La
tension basal fue ajustada a 0.5gF. Los registros son procesados también por la misma interfaz
de adquisicion de datos (Lab-Trax-4/24T) y posteriormente analizados en el software Data-
Trax2. La frecuencia de muestreo para ambas sefnales (presion y respuesta cardiaca) es de 100
datos por segundo.

Haciendo un anélisis del registro de la respuesta cardiaca se obtiene informacién de la
frecuencia cardiaca y de la magnitud de la fuerza contractil. La amplitud de las senales (asociada
a la intensidad de la fuerza contractil) fue calculada como la diferencia del promedio de todos los
puntos maximos menos el promedio de los minimos en cada ciclo contractil y, con fines
estadisticos, los datos fueron normalizados con respecto a la amplitud de la respuesta basal del
corazon. Por otro lado, para calcular el valor de la frecuencia cardiaca como respuesta a cada
frecuencia de estimulacion eléctrica se obtuvieron los espectros de potencia mediante la
transformada de Fourier y de esta manera de identifico la frecuencia caracteristica de la sefal.

En la Figura 4.4 se presenta una fotografia del montaje experimental donde se observa la
localizacién de los sensores empleados. En la amplificacion correspondiente al corazon aislado
se puede observar que los electrodos para la estimulaciéon eléctrica se colocaron
superficialmente sobre la auricula derecha (regién donde se localiza el nodo SA) con el objetivo
de no danar el tejido. Una vez montado el corazon aislado en el sistema de perfusiéon
Langendorff, se dejo que latiera a su frecuencia de reposo basal (6.33Hz, aproximadamente)
durante treinta minutos y posteriormente se levé a cabo la estimulacion eléctrica externa, como
se describe a continuacion.

62 Estudio del efecto del ruido en el modelo de corazén aislado



Estudio del efecto del ruido extrinseco en la respuesta mecanica del corazon

Transductor
de
Presion
(60-110mmHg)

Tensiémetro

Figura 4.4. Montaje experimental para modelo de corazén aislado. El corazén es perfundido
continuamente con solucion fisioldgica para poder llevar a cabo un estudio de su actividad mecanica debido a
una estimulacién eléctrica externa. Los electrodos de electro-estimulacién son colocados superficialmente
sobre la auricula derecha, con el objetivo de no danar el tejido. Para obtener registros de los cambios en la
distension del tejido, un tensiémetro se conecta al 4pice cardiaco con ayuda de una polea. El estado estable del
corazén se monitorea por medio de registros de presiéon coronaria. Una medicion entre 60-110mmHg
determina que el corazdn esta en condiciones 6ptimas para poder llevar a cabo registros confiables.

4.1.3 Estimulacion eléctrica externa

La estimulaciéon para el modelo de corazon aislado podria llevarse a cabo de dos distintas
maneras, una de forma bioquimica, induciendo en el sistema farmacos que regulan la dinAmica
de los canales ionicos dependientes de voltaje y otra mediante sefiales eléctricas que
despolarizan directamente la membrana de las células cardiacas en el nodo SA. Dadas las
complicaciones que podria desencadenar el casi nulo control del ruido inducido por medio de
farmacos, se opt6 por estimular la fibra cardiaca mediante un tren de pulsos eléctricos.
Posteriormente esta sefial eléctrica es perturbada por otra senal de ruido blanco cuya amplitud
puede ser controlada (permitiendo manipular, con esto, el porcentaje de ruido inducido).

La estimulacion para cada corazon aislado consistié en un tren de pulsos eléctricos periodicos
con una amplitud variable desde 2V hasta un valor maximo de 7V (Knollmann et al, 2006). La
morfologia de dicha senal es del 5% de duracién del ciclo en alto y 95% en bajo para evitar una

Estudio del efecto del ruido en el modelo de corazén aislado 63



Estudio del efecto del ruido extrinseco en la respuesta mecanica del corazon

perturbacion durante periodos refractarios. Debido a que la frecuencia basal de corazones
aislados de raton es en promedio de 380 lpm (6.33Hz) (Bell et al, 2011), la frecuencia de
estimulacién eléctrica inicial fue establecida en 6Hz con incrementos de 1Hz hasta una maxima
de 17Hz. El tiempo de estimulacién para cada rango de frecuencia fue de 30s con un tiempo de
relajacion sin estimulo de 10s entre cada ventana, como se esquematiza en la Figura 4.5.

27V

Amplitud (V)
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Figura 4.5. Estimulacion eléctrica externa. La estimulacion consiste en trenes de pulsos periédicos con 5%
de la duracién total del ciclo en alto, con el objetivo de evitar posibles efectos refractarios. La frecuencia de
estimulacién minima es cercana a la frecuencia cardiaca basal para corazén aislado (6.33Hz) hasta una maxima
de 17Hz, mediante ventanas de 30 segundos de estimulacién y 10 segundos de reposo.
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Para llevar a cabo lo anterior se desarroll6 un generador de funciones en LabView (National
Instruments, USA) cuya interfaz grafica se muestra en la Figura 4.6. En esta interfaz es posible
modificar el tipo de sefal asi como su frecuencia y amplitud. Posteriormente la sefial es
transmitida directamente sobre la auricula derecha del corazén aislado por medio de dos
electrodos de platino (Aldrich Chemistry) con didmetro de 0.25mm colocados superficialmente
sobre el tejido, comunicando a la computadora con el sistema cardiaco a través de una tarjeta
de adquisicion de datos (NI SCB-68) .

Estimulacion eléctrica con ruido blanco inducido

Para la estimulacién con ruido, se llevé a cabo el mismo protocolo experimental descrito con
anterioridad con la diferencia de que se indujo ruido blanco aditivo a la sefial con una amplitud
equivalente al 10% con respecto a la sefial original, esto es, se tiene el tren de pulsos eléctricos el
cual es perturbado por otra sefial ruidosa de amplitud variable; la suma de estas dos sefiales da
como resultado el estimulo que excita a las células marcapaso en la auricula derecha del corazén
(Figura 4.7).
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Figura 4.6. Interfaz grafica del generador de funciones desarrollado en LabView para la
electro-estimulacion. Desde esta plataforma es posible controlar la frecuencia e intensidad de los pulsos
eléctricos, asi como la intensidad de ruido blanco inducido en la sefial.
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(senal original)
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estimulo eléctrico
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Figura 4.7. Estimulo eléctrico con ruido inducido. La sefal original de tren de pulsos es perturbada
por una sefial de ruido blanco aditivo con 10, 20 y 30% de amplitud con respecto a la sefial original. La suma
de estas dos sefiales conforman el estimulo eléctrico perturbado con ruido.

Posteriormente se hicieron registros incrementando la amplitud del ruido blanco en 10% de
amplitud con respecto a la senal original, hasta obtener una variabilidad maxima de 30%. En la
Figura 4.8 se muestran algunas mediciones de la sefial registradas con un osciloscopio digital
(Tektronix TDS 1012B). Dichas sefiales con ruido también se muestran en la interfaz del
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generador de funciones desarrollado en LabView. Se puede observar que la periodicidad de la
sefal original no se pierde, ain con la maxima intensidad de ruido inducido (30%). No obstante,
las amplitudes de los pulsos, tanto en estado bajo como en alto, son irregulares entre si. Se
puede observar también que incluso la sefal sin ruido, no es una sefal perfectamente limpia,
debido principalmente a efectos de impedancias en los equipos de mediciéon. Sin embargo, esta
senal difiere considerablemente con a la sefial inducida con la minima intensidad de ruido, el
cual corresponde al 10% de amplitud con respecto a la amplitud de la sefial original. Entonces,
los efectos de impedancia se consideran despreciables.

Tek JL 0 Scan CH1 Tek JL [ Scan CH1
Acoplamiento Acoplamiento
Limitar Limnitar
Ancho Banda Ancho Banda
[ 100MHz [ 100MHz
Ganancia Ganancia
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CH1 S00mY M 100ms CH1 / 0.00v CH1 S00mY M 100ms CH1 7 0.00v
23-Abt-15 03:56 10.0001Hz Formas de onda, contig. y pantalia se quardaron en A:\ ALLOOOS
0% ruido 10% ruido
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(8 100MHz 100MHz
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Figura 4.8. Registros de la seiial eléctrica que estimula al corazén aislado a 2V y 10Hz con
diferentes intensidades de ruido. La periodicidad de la sefial original no se pierde, atin con altas
intensidades de ruido inducido. Los efectos de impedancia en los equipos de medicion se consideran
despreciables.

4.1.4 Umbral de patologias cardiacas

En estudios previos de corazon aislado de raton con estimulacion eléctrica se ha determinado un
umbral a partir del cual el corazoén pierde la sincronizaciéon 1:1 de su respuesta con dicho
estimulo, el cual esta en funcion de la masa corporal del raton (Kass et al, 1998). Dicha relacion
se muestra a continuacion:

450

‘max 0.15
m
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En donde H.R.max es la maxima frecuencia cardiaca en latidos por minuto (Ipm) antes de que se
presente la pérdida de sincronizacién y m es la masa corporal del raton en kilogramos (kg). Para
el protocolo experimental propuesto con ratones con masa corporal entre 30 y 40g, el umbral es
de 12Hz de estimulacién eléctrica, aproximadamente. Este valor sera de utilidad para validar el
montaje experimental, lo cual se discutira mas adelante en este capitulo.

4.1.5 Métodos estadisticos

Los valores en este trabajo se informan como valor promedio + desviacién estdndar. Las
comparaciones estadisticas se realizaron usando ANOVA de una o dos vias, seguido de la prueba
post hoc de Tukey. Un valor de P <0.05 se consider6 estadisticamente significativo.

Para estudiar el contenido espectral de la fuerza contractil se usaron técnicas de procesamiento
de seiial estandar (véase seccion 4.1.2 de este Capitulo). El analisis espectral se realizo usando la
transformada rapida de Fourier (FFT). Todo el analisis fue llevado a cabo en MATLAB (The
MathWorks, Natick, MA).
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4.2 Resultados

Las variables de intensidad de fuerza contractil (IFC) y frecuencia cardiaca (FC) proporcionan la
informacion suficiente para identificar patrones de sincronizacién anormales debidos a una
estimulacion eléctrica externa con y sin ruido blanco inducido. No obstante, en este estudio no
es tomada en cuenta la posible dependencia de la estimulacion eléctrica a nivel celular (ni por
consiguiente los mecanismos intracelulares involucrados), asi como tampoco las propiedades
refractarias que juegan un papel importante para valores supra de frecuencia de estimulacion.
La perspectiva es inicamente en la respuesta mecanica a la escala de 6rgano completo.
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Figura 4.9. Respuesta contractil del corazon aislado sin ruido inducido en el estimulo. Se
muestran registros de la respuesta mecanica ante diferentes valores de frecuencia de estimulaciéon a 2V. Para
bajos valores de frecuencia en el estimulo (A) 7Hz, (B) 9Hz y (C) 11Hz, la amplitud de la respuesta cardiaca
permanece constante durante la ventana de estimulacién, mientras que para altos valores de frecuencia de
estimulacion (D) 17Hz, se presenta una dindmica irregular con sobreimpulsos no periédicos donde se
presume que se pierde la sincronizacién en el acoplamiento eléctrico-mecénico, probablemente asociado a una
patologia cardiaca. Los corazones recuperaron su comportamiento basal cuando se terminé la estimulacién.
Las flechas rojas hacia abajo indican el momento en que se inici6 el estimulo y las flechas rojas hacia arriba el
fin de la estimulacion.

4.2.1 Validacioén del montaje experimental: experimentos control

En la Figura 4.9 se muestran registros representativos de la respuesta mecanica de un corazon
aislado estimulado eléctricamente ante diferentes frecuencias con el minimo valor de voltaje
(2V) sin ruido inducido. La amplitud de las senales se mantiene constante durante la ventana de
estimulacion (Figuras 4.9A-C) y tiende a decrecer conforme aumenta la frecuencia del estimulo
(7 Hz 0.2404 gf, 9 Hz 0.2087 gf, 11 Hz 0.1438 gf). No obstante, para altos valores de frecuencia
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(>12Hz) se presenta un comportamiento irregular y no periédico en la respuesta contractil que
pudiera estar asociado a una condiciéon patologica (Figura 4.9D, 17Hz). Una vez terminada la
estimulacion externa, la respuesta mecanica se restablece a su frecuencia basal.

Con el objetivo de asegurar la fiabilidad del montaje experimental, se hicieron mediciones de la
respuesta contractil de corazones aislados debida a una estimulacién eléctrica externa sin ruido
inducido. La Figura 4.10 muestra los resultados de IFC (normalizada con respecto a la amplitud
de la respuesta basal) para siete corazones diferentes. Para todos los valores de electro-
estimulacion (2-7V) puede observarse que la IFC tiende a decrecer conforme incrementa el valor
de la frecuencia del estimulo. La relacion que existe entre la fuerza de contraccion y la frecuencia
cardiaca es algo ampliamente estudiado, donde se establece que la amplitud de la respuesta
mecanica tiende a decrecer conforme incrementa la frecuencia. Esto se debe a que los tiempos
de relajacion ventricular son cada vez mas cortos (Janssen & Periasamy, 2007). Los resultados
de este montaje experimental coinciden con los de otros estudios ya publicados para corazén
aislado de raton (Janssen & Periasamy, 2007; Slabaugh et al, 2012). De los resultados de IFC,
hay una diferencia estadistica para los grupos con los valores criticos de electro-estimulacion
(2V vs. 7V) (P=0.0122). Sin embargo, entre 2V-6V no se encontrd diferencia significativa alguna
(P<o0.05).
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Figura 4.10. Intensidad de fuerza contractil para experimentos sin ruido. La IFC estid normalizada
con respecto a la amplitud de la respuesta basal. Conforme incrementa la frecuencia de estimulacion, la
amplitud de la respuesta cardiaca tiende a decrecer para todas las intensidades de estimulacion. (2V vs 3V
P=0.2479, 2V vs 4V P=0.9848, 2V vs 5V P=0.9997, 2V vs 6V P=0.2128, 2V vs 7V P=0.0122, 3V vs 4V
P=0.6615, 3V vs 5V 0.4153, 3V vs 6V P=1.0000, 3V vs 7V 0.8706, 4V vs 5V P=0.9990, 4V vs 6V P=0.6112, 4V
vs 7V P=0.0990, 5V vs 6V P=0.3683, 5V vs 7V P=0.0318, 6V vs 7V P=0.9010). Los resultados se muestran
como valor promedio + desviaciéon estindar (n=7). El anélisis estadistico se llevé mediante ANOVA 2 vias,
seguido de una prueba Tukey.
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Los resultados del analisis de la frecuencia cardiaca (FC) debido a valores ascendentes de
frecuencia de electro-estimulacion ante los voltajes criticos (2V, 7V) sin ruido inducido se
muestran en la Figura 4.11. Para experimentos concernientes a siete corazones diferentes a 2V
(Figura 4.11A) pueden observarse una ventana a bajas frecuencias (6-11Hz) en la cual los
corazones respondieron adecuadamente a la misma frecuencia de estimulaciéon. Por otro lado,
superando el umbral de 12Hz, ocurre una transicién drastica entre una respuesta ordenada y
lineal a otra en la cual se presenta un comportamiento irregular en la repuesta mecanica y en
donde la proporcion 1:1 (1 evento eléctrico y consecuentemente 1 evento mecéanico)
aparentemente se pierde. Este valor umbral de frecuencia asociado a la pérdida de
sincronizacion 1:1 coincide con el reportado por otro estudio de corazon aislado (Kass et al.,

1998).
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Figura 4.11 Frecuencia cardiaca de respuesta ante valores criticos de electro-estimulacion (2V,
7V) sin ruido inducido. (A) Resultados de frecuencia de respuesta cardiaca a 2V. El patrén se
sincronizacién se presenta entre 6 a 11Hz mientras que la aparente pérdida de sincronizacién se encuentra
entre para altos valores de frecuencia de estimulacion (>12Hz). (B) Frecuencias de respuesta para cada
corazoén aislado a 7V. Los corazones mantuvieron el patrén de sincronizacion 1:1 entre 6 y 15Hz. (C) Algunos
resultados muestran que en el régimen de la pérdida de sincronizaciéon 1:1 a 2V, algunos corazones
continuaron latiendo periédicamnete, pero a una frecuencia diferente a la de la estimulaciéon. (D) Frecuencias
de respuesta individuales para cada corazén aislado a 7V. Los resultados para (A) y (B) se muestran como
valor promedio + desviaci6n estandar (n=7)

4.2.2 Identificacion de patrones de sincronizacion en el acoplamiento
excitacion-contraccidén debido a estimulos eléctricos sin ruido
inducido

Analizando a detalle los datos independientes para cada corazon (Figura 4.11C) es posible
observar que arriba de 11Hz, no todos los corazones fallaron en responder al estimulo eléctrico

70 Estudio del efecto del ruido en el modelo de corazén aislado



Estudio del efecto del ruido extrinseco en la respuesta mecanica del corazon

(el ntimero de eventos mecéanicos no corresponde con el ntimero de picos eléctricos de la
estimulacion) sino que oscilaron peridédicamente con la mitad del valor en frecuencia del
estimulo y, por consiguiente, se presenta un patréon anormal de sincronizacion 2:1 (2 eventos
eléctricos por 1 mecanico). Por otro lado, al analizar los resultados de corazones estimulados con
7V (Figuras 4.11B,D) se observa que casi todos los corazones mantuvieron el régimen de
sincronizacién 1:1 en casi todos los valores de frecuencia de estimulacion (6-15Hz). Entonces, un
aumento en la intensidad de la estimulacion eléctrica es necesaria para compensar el valor de la
frecuencia basal del corazon aislado a altas frecuencias (Pikovsky et al, 2001).

El modelo de corazon aislado de raton perfundido retrégradamente determina una frecuencia
basal promedio de 380 lpm (6.33Hz, Bell et al., 2011). Los resultados experimentales arrojados
en este estudio determinaron que es casi imposible obtener una sincronizacion en el
acoplamiento eléctrico-mecanico cuando la frecuencia de estimulacion es menor a la frecuencia
basal.

Los patrones de sincronizacion n:m fueron analizados de la siguiente manera: se aplicéd la
transformada de Fourier a los registros experimentales para cada una de las ventanas de electro-
estimulaciéon mediante Matlab (The MathWorks, Natick, MA). Se determinaron valores:

c=nlm

en donde n es la frecuencia del estimulo eléctrico y m el valor de la frecuencia de respuesta
contractil del corazén; n y m no tienen comun divisor. El arreglo experimental restringe a n con
valores entre 6-17Hz y m esta biologicamente restringido a tomar valores entre 6 Hz a un limite
de frecuencia de respuesta fisiol6gica tolerable antes de perder completamente la
sincronizacion. En este estudio se determind que los corazones no presentan ningun tipo de
sincronizacién con el estimulo eléctrico si el cociente de ambas frecuencias (valor de ¢) no se
encuentra entre los siguientes valores: c¢=1 (1:1), c=2 (2:1), ¢=3 (3:1), ¢=0.5 (1:2) y ¢=1.5 (3:2). La
periodicidad de la respuesta cardiaca también se verifico llevando a cabo un analisis visual de
los registros temporales.

En este estudio fueron identificados diversos patrones de sincronizacién en el acoplamiento
eléctrico-mecénico para corazones estimulados sin ruido. En la Figura 4.12 se muestra
detalladamente la relacion que existe entre los eventos mecanicos generados por estimulos
eléctricos periddicos (ventanas de 2 segundos) y en donde pueden ser observados los diferentes
patrones de sincronizacion que se presentaron frecuentemente: 1:1 (Figura 4.12A), 2:1 (Figura
4.12B) y 1:2 (Figura 4C). Por otro lado, en la Figura 4.12D se muestra el caso en el cual no existe
un patrén de sincronizacion claro (la sefial mecanica presenta sobre impulsos irregulares con un
comportamiento no periédico).
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Figura 4.12. Patrones de sincronizaciéon encontrados en el modelo de corazon aislado sin ruido
inducido. Los registros representativos corresponden a ventanas de 2s en donde es posible observar la
proporcién que existe entre los pulsos eléctricos de la estimulacién (sefial roja) y los subsecuentes eventos
contractiles (sehal negra) (A) 1:1, (B) 2:1, (C) 1:2'y (D) no sincronizaciéon.

Estrategia de cuantificaciéon de experimentos que presentaron un
comportamiento peridédico asociado a un patrén de sincronizaciéon

Para las siete repeticiones concernientes a cada intensidad y frecuencia de estimulacion, los
resultados experimentales fueron agrupados en arreglos hexagonales con el objetivo de
cuantificar la presencia de diversos modos de sincronizacion (Figura 4.13A). Un hexagono
corresponde al resultado de un experimento de un corazon diferente. Para fines visuales, para
cada patrén de sincronizacion identificado en este estudio, se asigné un color diferente: azul
(1:1), anaranjado (2:1), magenta (3:1), rojo (1:2), verde (3:2) y blanco, cuando no fue posible
identificar un patrén de sincronizacion. Posteriormente, estos arreglos hexagonales fueron
agrupados con el objetivo de formar mapas de interaccion (entre la frecuencia y voltaje de
estimulacion) y en donde regiones asociadas a la presencia de modos de sincronizacion bajo las
condiciones experimentales son claramente visibles (Fig. 4.13B).

El mapa de interaccion correspondiente a los experimentos control (experimentos sin ruido
inducido en el estimulo) se muestra en la Figura 4.16A. Pese a que se puede apreciar la robustez
del corazon para mantener el régimen 1:1 (ain mas, conforme incrementa la intensidad de
estimulacion, hay un incremento en el numero de experimentos que mantienen la
sincronizacion 1:1), en este mapa es posible identificar la presencia de diversos grupos asociados
a diversos patrones de sincronizacion.
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Figura 4.13. Estrategia de cuantificaciéon de la presencia de patrones de sincronizacion en el
modelo de corazon aislado. (A) Para fines visuales, la presencia de cada patrén de sincronizacion
encontrado en los experimentos fue asociado a un color (azul 1:1, anaranjado 2:1, magenta 3:1, rojo 1:2 y verde
3:2) mientras que la ausencia de sincronizacién estid representada de color blanco. Posteriormente, los
resultados para las siete repeticiones con la mismas condiciéon de frecuencia e intensidad de estimulacion
fueron agrupados en un arreglo hexagonal. (B) Los arreglos hexagonales para cada frecuencia e intensidad de
estimulacion fueron a su vez agrupados para formar un grafico denominado mapa de interacciéon entre la
intensidad y la frecuencia del estimulo. Esos graficos permiten demostrar la presencia de patrones de
sincronizacion para todos los experimentos.

Se considera como grupo asociado a un modo de sincronizacion a aquel en el cual al menos tres
experimentos presentan el mismo patréon periédico bajo las mismas condiciones de intensidad y
frecuencia de estimulacion. En la Figura 4.16A se observa que para experimentos llevados a cabo
con 2V y 12-16Hz, es posible observar el patron de sincronizacion 2:1 (hexagonos anaranjados).
Por otro lado, existen dos grupos asociados al patron de sincronizaciéon 1:2 (hexagonos rojos)
para bajas frecuencias de estimulacion (6-10Hz) e intensidades entre 3-6V. Existen también
experimentos que arrojaron un modo de sincronizacion 3:2 (hexagonos verdes) para 2V, 15Hz y
3:1 para 15Hz con intensidades de 4 y 6V (hexagonos magentas). No obstante, estos tltimos no
se encuentran dentro de un grupo y por consiguiente son considerados como casos aislados.

4.2.3 Presencia de diversos patrones de sincronizacion debido a estimulacion
eléctrica con ruido inducido.

Una vez que el montaje experimental fue validado al poder identificar la presencia de diversos
patrones de sincronizacion en corazén aislado, se analiz6 la influencia de estimulos perturbados
con ruido en la respuesta contractil. Una senal de ruido blanco Gaussiano con diferentes
intensidades (10, 20 y 30% de amplitud con respecto a la sefial eléctrica original) fue anadida a
la sefial de estimulacién y se obtuvieron registros de la respuesta mecénica. Los resultados para
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IFC debida a estimulos con ruido en los valores criticos de electro-estimulacion se muestran en
la Figura 4.14. Como puede observarse, independientemente de la intensidad de ruido inducido,
la IFC (normalizada con respecto a la respuesta basal) decrementa conforme incrementa la
frecuencia de estimulacién. No se encontr6 ninguna diferencia significativa entre el grupo
control (experimentos sin ruido) y grupos con diversas intensidades de ruido, tanto para 2V
como para 7V (P< 0.05).
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Figura 4.14. Efecto del ruido en la IFC para los valores criticos de electro-estimulacion.
Conforme incrementa la frecuencia de estimulacion, la amplitud de la respuesta cardiaca tiende a decrecer.
(A) Estadistica para 2V (control vs 10% ruido, P=0.9627, control vs 20% ruido P=0.9988, control vs 30%
ruido P=1). (B) Estadistica para 7V (control vs 10% ruido, P=0.0597, control vs 20% ruido P=0.9873, control
vs 30% ruido P=0.2040). Los resultados se muestran como valor promedio + desviacion estandar (n=7). El
anélisis estadistico se llevo mediante ANOVA 2 vias, seguido de una prueba Tukey.

Registros representativos donde es posible apreciar los diversos modos de sincronizacién
encontrados en experimentos con ruido se muestran en la Figura 4.15. Adicionalmente del
patron de sincronizaciéon 1:1 (10% ruido, Figura 4.15A), puede observarse el patréon 1:2 (10%
ruido, Figura 4.15B) asi como 2:1 (10% ruido, Figura 4.15C), similares a los encontrados en los
experimentos control. Adicionalmente, se presentaron los patrones: 3:1 (20% ruido, Figura
4.15D) y 3:2 (20% ruido, Figura 4.15E). La ausencia de sincronizacion se present6 mayormente
en experimentos con altas intensidades de ruido inducido (30% ruido, Figura 4.15F).

Los mapas de interaccion correspondientes a experimentos con ruido se muestran en las Figuras
4.16B-D. Como puede observarse en la Figura 4.16B, en los resultados con 10% de ruido hay mas
experimentos que presentaron el patron 1:1 comparado con experimentos control (Figura 4.16
A). Ademaés, bajo las mismas condiciones de frecuencia e intensidad de estimulacion, se
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presentaron las mismas regiones asociadas a patrones de sincronizaciéon 2:1 y 1:2 pero estos
grupos son méas pequeiios que aquellos encontrados en los controles. Asimismo, un grupo
asociado al patron 3:1 puede ser observado a 5Vy 15Hz.
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Figura 4.15. Patrones de sincronizacion encontrados en el modelo de corazon aislado ante la
presencia de ruido inducido en la electro-estimulacion. Los registros representativos corresponden a
ventanas de 2s en donde es posible observar la proporcién que existe entre los pulsos eléctricos de la
estimulacion (sefal roja) y los subsecuentes eventos contractiles (sefial negra) para distintas intensidades de
ruido (A) 1:1, 10% ruido, (B) 1:2, 10% ruido, (C) 2:1, 10% ruido, (D) 3:1, 10% ruido y (E) 3:2, 20% ruido.
Para altas intensidades de ruido, la mayoria de los experimentos no presentaron una sincronizacién clara (F)
no sincronizacién, 30% ruido.

Por otro lado, en la Figura 4.16 C se muestra el mapa de interaccién para experimentos con 20%
de ruido. Aqui se presentan mas grupos asociados a diferentes patrones de sincronizacién
diferentes del 1:1 con respecto a los controles: tres grupos pertenecientes al régimen 1:2 (2V, 4V
y 6V, entre 8-10Hz), dos grupos pertenecientes al patréon 2:1 (2V, 6V, 12-16Hz) y un grupo
asociado al patréon de sincronizacion 3:2 (16Hz, 4V). La ausencia de sincronizaciéon en el
acoplamiento eléctrico-mecénico se present6 con mas frecuencia en experimentos con 30% de
ruido (Figura 4.16D), no obstante, se presentaron tres patrones de sincronizacion diferentes:
2:1(2V, 4V, 11-14Hz), 1:2 (2V, 4V, 6V, 7-9Hz) y 3:1 (6V, 9-10 Hz).

Debido a que el patréon de sincronizacion 1:1 estd asociado con un acoplamiento eléctrico-
mecanico fisiolégicamente normal, el porcentaje de estos eventos para los experimentos
llevados a cabo en cada mapa de interacciéon fue cuantificado como una métrica del desempeiio
del corazon. La Figura 4.17 muestra el desempeiio del corazén para cada intensidad de ruido.
Como puede observarse, el maximo desempefio se obtuvo con experimentos con 10% ruido
inducido (80.55% vs. control 73.01%), mientras que para 30% ruido, el desempefio fue menor
que el obtenido en experimentos control (63.88%). Para experimentos con 20% ruido, el
desempenio fue de 78.77%.
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Figura 4.16 Mapas de interaccion entre la frecuencia e intensidad de estimulacion para todos
los niveles de ruido (pagina anterior). Cada hexagono representa el resultado de un experimento
diferente (azul 1:1, anaranjado 2:1, magenta 3:1, rojo 1:2, verde 3:2 y blanco no sincronizacién) (A) Mapa de
interaccién para experimentos control (sin ruido). La robustez del corazén en mantener el patrén de
sincronizacion 1:1 (hexigonos azules) es evidente para experimentos sin ruido inducido, sobre todo cuando la
intensidad del estimulo incrementa. No obstante, dos grupos asociados a los patrones de sincronizaciéon 2:1
(hex4gonos anaranjados) y 1:2 (hexagonos rojos) son evidentes. (B) Mapa de interacciéon con 10% ruido.
Comparado con el grupo control, mas experimentos presentaron el patrén de sincronizacién 1:1 y, por otro
lado, los grupos asociados a patrones de sincronizacién anormales son més pequefios. (C) Mapa de
interaccién con 20% ruido. La presencia de méas grupos asociados a patrones de sincronizaciéon anormales es
evidente, comparado con los encontrados en el grupo control. (D) Mapa de interaccion con 30% ruido. La
pérdida de sincronizacion se presenté con més asiduidad en los experimentos que se llevaron a cabo con 30%
ruido.
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Figura 4.17 Curva de resonancia estocastica en el modelo de corazén aislado ante la presencia
de ruido. Se calculf el porcentaje de experimentos que presentaron el patron de sincronizacion 1:1 para cada
mapa de interaccién, como una medida del desempefio del corazén en su respuesta contrictil. El maximo
desempefio se obtuvo ante la presencia de 10% ruido, mientras que para 30% ruido, el desempeiio fue menos
que el grupo control. Control: 73.0158%, 10% ruido 80.5555%, 20% ruido 78.7698% y 30% ruido 63.8888%.

La discusion a detalle de estos resultados se encuentra en el Capitulo 6.
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Estudio del efecto del ruido en la interaccion entre el
sistema nervioso autobnomo y el corazén como
organo objetivo

A pesar de que multiples factores pueden influir en la actividad cardiaca y en las funciones
vasculares, el control ejercido por el sistema nervioso autébnomo concerniente a la presion
arterial, al gasto cardiaco y su distribucién, juega un papel preponderante. A partir de sus
mediadores, los sistemas simpatico y parasimpatico actian sobre los diversos 6rganos de
manera antagbnica. Por lo regular, los dos presentan una actividad tonica; por ello, es suficiente
la variacion del tono de uno o de otro para provocar las modificaciones funcionales de los
organos que controlan (Conti, 2010). Justamente gracias a las intervenciones de naturaleza
contraria estos son capaces de estimular o inhibir, con base en las exigencias del organismo, la
funcion del corazon.

El sistema nervioso autébnomo ejerce un efecto directo sobre la respuesta mecéanica del corazon,
tanto en la frecuencia cardiaca como en la fuerza de contraccion. En el Capitulo 2 se mostr6 un
diagrama a bloques en donde se esquematizan los procesos que hay detras de estos efectos
regulatorios para el sistema simpatico (Figura 2.2). En el desarrollo de este trabajo se ha
planteado, mediante dos técnicas experimentales, emular la accion simpatica y su repercusion
en la respuesta contractil del corazén mediante técnicas electro-fisiologicas. En la Figura 5.1,
como una modificacidon de la Figura 2.2, se muestra la interpretacion que existe entre la via
fisioldgica y las electro-estimulaciones propuestas para el control de la respuesta contractil del
coraz6n mediante la via simpatica. Ambos estimulos emulan la actividad eléctrica que tiene su
origen en el hipotalamo. Para el modelo de corazon aislado, el estimulo eléctrico que converge
en el nodo SA prescinde de muchos procesos biologicos que hay detras, como la propagacion del
impulso desde el sistema nervioso central, el proceso sinaptico y la actividad neuronal periférica.
Por consiguiente, se propuso llevar una serie de experimentos en los cuales sea posible estudiar
la interaccion del sistema nervioso simpatico y el corazéon como érgano objetivo (y de esta
manera, considerar condiciones fisioldgicas mas acordes a la realidad biolégica) con la
particularidad de anadir un parametro mas a esta interaccion: el ruido.

El ruido permea en todos los niveles del sistema nervioso, desde la percepcion de las senales
sensoriales hasta la generacion de respuestas motoras, y plantea un interesante punto de
analisis para el procesamiento de la informacion. En los dltimos anos, se ha estudiado de
manera cuantitativa el alcance a los cuales el ruido esta presente y como el ruido da forma a la
estructura y funcion del sistema nervioso. Sin embargo, no se tiene evidencia de cémo el ruido
asociado a la actividad neuronal pudiera repercutir en el corazon.

En el Capitulo 1 (en la secciéon 1.2) se mostraron algunos antecedentes en los cuales se ha
demostrado que el ruido juega un papel importante en la actividad neuronal y también se
mostro el primer estudio enfocado en analizar el rol del ruido en la respuesta contractil de
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Figura 5.1 Aproximaciones experimentales de electro-estimulacion para estudiar el efecto del
ruido en la respuesta contractil del corazén debida al sistema nervioso simpatico. Emulando los
procesos fisioldgicos que hay detras de la actividad neuronal en la inervacién del corazoén, se llevaron a cabo
procesos de electro-estimulacion con ruido inducido a dos escalas diferentes: estimulos directamente en el
nodo SA (modelo de corazén aislado) y estimulos desde la médula espinal sobre las fibras nerviosas simpaticas

que inervan al corazon (corazon in vivo).
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corazon aislado. En ambos escenarios, se demostré que la resonancia estocastica esti presente.
En el Capitulo 4 se demostr6 nuevamente la presencia de resonancia estocastica en el modelo de
corazOn aislado, al variar tanto la intensidad y frecuencia de la electro-estimulacion con
diferentes intensidades de ruido inducido. En este Capitulo se presenta la metodologia
propuesta para llevar a cabo el estudio del ruido (asociado a la actividad neuronal) sobre la
respuesta mecanica del corazén debida a electro-estimulaciones con ruido inducido
directamente desde la médula espinal sobre los pares nerviosos simpaticos que inervan al
corazon (Figura 5.2) asi como los resultados obtenidos.
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Interaccion entre el sistema simpatico
y el corazén como 6rgano objetivo

Figura 5.2. Representacion de la inervaciéon del corazén debido a la actividad neuronal y el

efecto del ruido. A nivel neuronal asi como en la escala de 6rgano completo, se ha demostrado la presencia

de resonancia estocastica. En esta parte del trabajo se propone estudiar la interaccién del sistema nervioso
simpatico y el corazén como o6rgano objetivo, debido a una electro-estimulacién con ruido inducido,
directamente sobre la médula espinal en los pares nerviosos simpaticos que inervan al corazén (curva de
resonancia estocéstica neuronal obtenida de Douglass et al, 1993; representacion del sistema nervioso central
y el corazoén, dibujadas especificamente para este trabajo por Oscar Gallardo, 2018).
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5.1 Metodologia y desarrollo experimental

El corazon esta en constante comunicacion con otros sistemas que regulan su actividad, como el
sistema nervioso central asi como por los sistemas respiratorio y sistema renina-angiotensina, y
ambos a su vez son inervados por el sistema nervioso central. Para poder llevar a cabo el estudio
de la interaccion del sistema nervioso simpético con el corazon debida al ruido, es necesario
destruir el sistema nervioso central y, de esta manera, desconectar al corazéon con los demas
sistemas. El animal queda en un estado vegetativo, esto es, no puede responder voluntariamente
a estimulos externos y tUnicamente entraran en juego los mecanismos autorreguladores del
corazon. Para poder llevar a cabo la destruccion del sistema nervioso central, es necesario
romper primeramente la retroalimentacién que existe entre el corazén con el sistema nervioso
auténomo. Este proceso se conoce como vagotomia bilateral. Posteriormente, destruir el sistema
nervioso central per sé, mediante un proceso conocido como descerebraciéon y desmedulacion
(Pithed Rat). Importante resaltar que en este montaje experimental, no entra en juego el
sistema parasimpatico (Figura 5.3). Por consiguiente, el restablecimiento del corazén a sus
condiciones basales se da por medios homeostaticos.
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Figura 5.3 Inervacion del corazon por medio del sistema nervioso simpatico mediante electro-
estimulacién en la médula espinal. Al desconectar al corazén del sistema nervioso central y,
posteriormente, destruir el sistema nervioso central per sé, el animal queda en un estado vegetativo. En este
montaje experimental, Gnicamente entrard en juego el sistema nervioso simpéatico debido a la electro-
estimulacion. El corazon recupera nuevamente sus condiciones basales por medios homeostaticos.
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Método de descerebracion y desmedulacion (Pithed rat)

El modelo de descerebracion y desmedulacion fue descrito originalmente en 1947 por Shipley y
Tilden para estudiar los efectos de diversos farmacos vasoconstrictores sobre la presion arterial
(Shipley & Tilden, 1947). Posteriormente, fue modificado en 1967 por Gillespie y colaboradores
para investigar los efectos de la estimulacién simpatica en arterias en la variacion de la presion
arterial en un modelo in vivo. Ellos demostraron que la estimulacion eléctrica desde la médula
espinal puede producir un aumento en la presion arterial al inervar los pares nerviosos T7 a Tg
de la zona toracica, que corresponden a los nervios vasoconstrictores (Gillespie & Muir, 1967).

En este protocolo experimental, pueden estimularse selectivamente otros segmentos de la
médula espinal para producir una respuesta especifica en un érgano objetivo (Gillespie et al,
1970). Por ejemplo, limitandonos al sistema cardiovascular, al estimular los segmentos T7 a Tg
se produce un incremento significativo en la presion arterial periférica sin alterar
significativamente la frecuencia cardiaca (Figura 5.4). De la misma manera, una estimulacién
selectiva de los pares nerviosos C7 a T1 (transicidon entre la zona cervical y la zona toracica)
produce incrementos en la frecuencia cardiaca sin modificar significativamente la presion
arterial.

Figura 5.4. Inervacién simpatica en la respuesta cardiovascular mediante una estimulacion
eléctrica en segmentos de la médula espinal bajo el modelo de descerebracién y
desmedulaciéon (modificado de Gillespie et al, 1970). Al estimular la zona toracica inferior (T a T9) se
observa un aumento en la presién arterial sin ver cambios significativos en la frecuencia cardiaca.
Similarmente, una estimulacion en los pares nerviosos Cy a T1 producird un aumento considerable en la
frecuencia cardiaca sin observar cambios significativos en la presion arterial.
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Debido a las complejidades experimentales que involucra la realizaciéon de estos experimentos,
se opto por utilizar ratas de la cepa Wistar. Todos los procedimientos animales fueron llevados a
cabo de acuerdo con las Regulaciones Federales para la Experimentacion Animal y Cuidado y
fueron aprobados por el Comité de Cuidado de Animales de Cinvestav (Cinvestav Zacatenco,
D.F., México).

5.1.1 Destruccion del sistema nervioso central

Para el proyecto se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar entre 7 y 8 semanas de edad con
una masa corporal controlada entre 250 y 300g. Los animales se obtuvieron del Centro de
Cuidado de Animales Experimentales de Cinvestav-IPN México y fueron aclimatados durante
una semana previa a la experimentacion en jaulas metabdlicas (Nalgene, USA) en una
habitacién dentro del bioterio de Cinvestav Unidad Monterrey con una temperatura controlada
(22°C) y ciclo de luz-oscuridad de 12 hrs.

Los animales fueron anestesiados via intraperitoneal con pentobarbital sédico (6omg/kg)
(Rivera-Mancilla et al, 2017). Posteriormente fueron inyectados también via intraperitoneal con
so0ul de heparina de una solucion 5000 U/ml para evitar la generacién de trombos
intracoronarios. Acto seguido, se practicdé una traqueostomia y se indujo ventilacion mecéanica
con un ventilador (RoVent, Kent Scientific, USA), adaptado en el laboratorio de farmacologia del
Cinvestav Unidad Monterrey para roedores, con un volumen corriente de 2oml/kg y una
frecuencia de 56 ciclos por minuto (Villalon et al, 1998). Dado que los estimulos eléctricos se
dan directamente desde la médula espinal, algunos mecanismos neuromotores del sistema
nervioso somético pueden activarse. Para evitar las contracciones involuntarias del musculo
esquelético (espasmos musculares) se suministré galamina (25mg/kg) via femoral mediante una
inyeccion en bolo intravenoso (Avilés-Rosas et al, 2017).

Mediante una incision en planos, se llevé a cabo la seccién cervical de ambos nervios vagos que
se localizan paralelos a las arterias carotidas con el objetivo de impedir la activacion del sistema
reflejo barorreceptor prescindiendo, a su vez, de la inervacion parasimpatica (Centurién et al,
2009). Posteriormente, se introdujo un estilete fino de acero inoxidable a través del globo ocular
hasta la zona cerebral y posteriormente se introdujo a través de la columna vertebral, desde la
zona cervical hasta la zona sacra, con el objetivo de romper todos los pares nerviosos de la
médula espinal y, de esta manera, inhabilitar el sistema nervioso central (Gillespie et al, 1970).

5.1.2 ECG y presion arterial sistémica

Tras acondicionar al animal 20 minutos después de la descerebracién y desmedulacion para
establecer condiciones basales, se propuso obtener registros de ECG y de presién arterial con el
objetivo de validar el montaje experimental (Figura 5.5). Para lograr esto, se llevd a cabo una
canulacion en la carétida derecha con una tubo de poliestireno PE50 (Intramedic, USA)
conectado a un transductor de presion (Biopac SS13L) y para el registro de ECG se colocaron
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electrodos de aguja unipolares (Biopac: EL450, EL451, EL452) en las extremidades del animal
para obtener, por convencion, la segunda derivacion (Farraj et al, 2011). Ambas senales fueron
procesadas simultdneamente mediante un sistema de adquisicion de datos (Biopac MP36, USA)
y analizadas mediante el software Biopac BSL 4.1.
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Figura 5.5. Registro de ECG y presion arterial sistémica para validar el montaje experimental.
Mediante registros simultaneos de incrementos en la presiéon arterial sistémica y de la frecuencia cardiaca
debidos a estimulos eléctricos en distintos segmentos de la médula espinal, es posible observar que la
interdependencia de ambos sistemas no existe en el protocolo experimental de descerebracion y
desmedulacion.

Con este protocolo experimental es posible corroborar de manera efectiva que, al inervar los
pares nervios simpaticos del corazon, se pueden ver cambios en la frecuencia cardiaca sin
observar cambios significativos en la presion arterial ya que el sistema nervioso central esta
inhabilitado, asi como los mecanismos de retroalimentacién cardiovascular.

5.1.3 Parametros de medicion en montaje in vivo

Independientemente de las variables registradas para validar el montaje experimental, con el
objetivo de monitorear la respuesta mecénica del corazon debida estimulos eléctricos con ruido
inducido desde la médula espinal, se optd por registrar nuevamente la actividad eléctrica del
corazon mediante ECG II y, correspondiente a la actividad mecénica, la velocidad del flujo de
sangre a través del arco adértico como consecuencia de un evento sistdlico ventricular.

Registro de ECG

Para obtener esta variable el animal es montado en una plataforma con terminales conductoras
(Indus Instruments, USA) para las extremidades del animal (Figura 5.6). El animal es colocado
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en posiciéon supina y sus extremidades son adheridas a las terminales conductoras. De esta
manera, es posible registrar de manera fidedigna la actividad eléctrica del corazon. La
plataforma tiene, a su vez, una superficie térmica que permite mantener una temperatura
corporal de 37°C. Este sistema permite registrar en tiempo real la actividad eléctrica del corazén
en sus tres derivaciones frontales, asi como la temperatura corporal y la frecuencia respiratoria.
Los registros de temperatura corporal y de frecuencia respiratoria son ttiles para monitorear el
estado actual del corazon (Mouse Monitor, USA); una temperatura corporal de 37°C y una
frecuencia respiratoria entre 60-80 eventos respiratorios por minuto son indicativos de buenas
condiciones.
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Figura 5.6 Registro de la actividad eléctrica del corazén en el modelo in vivo (del manual de
usuario Indus Instruments, USA). El animal es montado en una superficie térmica con terminales
conductoras. Este sistema permite monitorear en tiempo real las tres derivaciones frontales de ECG asi como
la frecuencia respiratoria y la temperatura corporal.

Anilisis ECG

Para analizar los parametros mas importantes de un ECG (frecuencia cardiaca, intervalo PR
(asociado a un evento auricular), complejo QRS e intervalo QT (asociado a un evento
ventricular)) se consider6 una ventana de analisis que incluyera un evento cardiaco (Figura
5.7A) y se hizo un barrido sobre todo el registro para obtener un grafico promedio de todo el
registro, conocido cominmente como waterfall plot. Posteriormente, se cuantifico la duracion
de los parametros antes mencionados.
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Figura 5.7. Andlisis ECG. (A) Registro de un ECG de rata anestesiada con pentobarbital sédico. Para al
anélisis se selecciona la ventana correspondiente a un evento eléctrico (despolarizacién y repolarizaciéon de la
fibra cardiaca). Posteriormente se hace un barrido de todo el registro con esta ventana como referencia. (B)
Waterfall plot. Resultado promedio de todos los eventos eléctricos encontrados en un registro de ECG.

Registro de perfiles de velocidad de flujo adrtico

Por otro lado, para monitorear la actividad mecénica del corazén se utiliz6 un método no
invasivo mediante la técnica Doppler que consiste en medir la velocidad del flujo de sangre a
través del arco aértico como consecuencia de un evento sistdlico ventricular. Para lograr esto, se
coloca superficialmente una sonda ultrasonica de 10cm de longitud cerca de la zona
correspondiente al arco aortico. Esta sonda mide mide la velocidad de la sangre al detectar la
diferencia de frecuencia entre una rafaga de ultrasonido (10 MHz) y los ecos de retorno de la
sangre fluyendo a través de la pared aoértica (Hartley et al, 2002). Esta diferencia en frecuencia
es transducida posteriormente a perfiles de velocidad mediante un sistema de adquisicién de
datos (Indus Instruments, USA), como se muestra en la Figura 5.8. De esta manera es posible
obtener en tiempo real y simultineamente registros de la actividad cardiaca tanto eléctrica como
mecanica.
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Figura 5.8. Registro de la actividad mecanica del corazén en el modelo in vivo (del manual de
usuario Indus Instruments, USA). Mediante la técnica Doppler, se obtienen registros de la velocidad de
la sangre fluyendo a través del arco a6rtico como consecuencia de un evento contractil. Una sonda ultrasénica
se coloca superficialmente sobre el animal, que registra la diferencia en frecuencia entre una rafaga
ultrasénica de 10MHz y los ecos de retorno de la sangre fluyendo a través de la pared adrtica.

Este sistema permite medir la velocidad de la sangre fluyendo en cualquier arteria del
organismo. La morfologia de los perfiles de velocidad es caracteristica de cada arteria. El
proveedor del equipo proporciona una esquematizacion de la morfologia del perfil de las ondas,
dependiendo la zona arterial de anélisis (refiérase a los materiales suplementarios en el Capitulo
10). La morfologia del perfil de velocidad de la sangre fluyendo a través del arco aortico se
muestra en la Figura 5.9. Se puede observar que hay una sincronizacién entre el
electrocardiograma y el perfil de velocidad pues, a fin de cuentas, un evento contractil es la
consecuencia de un evento eléctrico. Se pueden observar también distintas variables, las cuales
se describen a continuacion:

A.

Tiempo de pre-eyeccion [ms]. Este parametro representa el tiempo que transcurre desde la
despolarizacion ventricular (onda R) hasta el inicio de la eyeccion de la sangre.

Tiempo de subida [ms]. Tiempo que transcurre desde que inicia la eyeccion de la sangre
hasta que alcanza la velocidad maxima.

Velocidad pico [cm/s]. Representa la velocidad méaxima de la sangre eyectada a través del
arco aortico.

Distancia de eyeccion (stroke distance) [cm]. Es el area bajo la curva de los perfiles de
velocidad, desde que inicia el evento contractil hasta que termina. También es considerada
una medida indirecta de la cantidad de sangre eyectada.

Tiempo de eyeccion [ms]. Tiempo total que dura la eyeccién de la sangre en un evento
sistdlico.
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Figura 5.9. Perfil de velocidad de la sangre fluyendo a través del arco adrtico en un evento
sistdlico ventricular. Distintas variables pueden ser consideradas de interés al estudiar los perfiles de
velocidad en un evento sist6lico: (A) tiempo de pre-eyeccion, (B) tiempo de subida, (C) velocidad pico, (D)
distancia de eyeccion y (E) tiempo de eyeccion.

La interrelacion entre ECG y los perfiles de velocidad son analizados en el software Doppler
Signal Processing Workstation, desarrollado por el fabricante del sistema.

5.1.4 Electro-estimulacién con ruido inducido

Para este montaje experimental se utilizaron pulsos eléctricos periddicos (2 ms de duraciéon) con
incrementos logaritimicos en frecuencia (0.1Hz, 0.3Hz, 1Hz, 3Hz y 10Hz) y 40V, durante
ventanas de 10 segundos de electro-estimulaciéon, como se muestra en la Figura 5.10. La adicion
de ruido blanco a distintas intensidades asi como el desarrollo del generador de funciones es el
mismo que en montaje experimental del modelo de corazén aislado (refiérase a la seccién 4.1.3
del Capitulo 4 para méas detalle).

Una vez descerebrado el animal, se reemplazo el estilete por un electrodo elaborado de un
material aislante de 10 cm de longitud, a excepcion de 1cm en la punta, correspondiente a una
zona conductiva (platino), colocado en el segmento toracico de la médula espinal
correspondiente a los pares nerviosos C7 a Ti que inervan al corazén. El segmento
correspondiente a los pares nerviosos del corazon se encuentran, aproximadamente, a 7cm del
globo ocular. Por consiguiente, el tamano del animal es muy importante para poder llevar a cabo
estimulos especificos del corazon. Tras una electro-estimulacion, no se llevd a cabo otro
estimulo hasta que el corazon regreso a sus condiciones basales de frecuencia cardiaca.
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Figura 5.10. Pulsos eléctricos para el modelo in vivo. La electro-estimulacion consistiéo en pulsos
eléctricos periddicos de 2 ms de duraciéon a 40V con incrementos logaritmicos en frecuencia (0.1-10Hz).

5.1.5 Métodos estadisticos

Los valores en este trabajo se informan valor promedio + error estandar. Las comparaciones
estadisticas se realizaron usando ANOVA de una o dos vias seguido de la prueba post hoc de
Tukey. Un valor de P<0.05 se considerd estadisticamente significativo. Todo el anélisis fue
llevado a cabo en MATLAB (The MathWorks, Natick, MA).
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5.2 Resultados

El modelo de descerebracion y desmedulacion (Pithed rat) es una preparacion util y versatil
para estudiar los efectos cardiovasculares de una amplia gama de medicamentos y su
mecanismo de accion (Centurion et al, 2009). En este montaje pueden estimularse
selectivamente diversos pares nerviosos simpaticos en la médula espinal para analizar la
respuesta de cierto 6rgano objetivo debido a estimulos eléctricos. Sin embargo, la principal
limitacion radica en que esta preparacion excluye aquellos mecanismos centrales (como el
sistema reflejo barocerreptor) que pueden modificar considerablemente la respuesta del corazén
(Gillespie et al, 1970). A pesar de esta limitacion, este modelo experimental es til para explorar
el efecto del ruido inducido en la electro-estimulacion sobre la respuesta contractil del corazon,
como oOrgano objetivo.

5.2.1 Caracterizacion de ECG

Cuando el animal es anestesiado su frecuencia cardiaca basal disminuye considerablemente
(350 lpm, aproximadamente) comparada cuando esta consciente (600 Ipm, aproximadamente)
y estos cambios se ven reflejados en el electrocardiograma (Konopelski & Ufnal, 2016). Cuando
el animal es descerebrado y desmedulado, su frecuencia cardiaca disminuye atin més, hasta 300
latidos por minuto, en promedio (Villalon et al, 1998). Para asegurar una buena medicion de la
actividad eléctrica del corazon, el primer paso consistio en reproducir los resultados obtenidos
por otro estudio. En la Tabla 5.1 se muestra el resultado promedio de diez animales que fueron
anestesiados con pentobarbital s6dico via intraperitoneal (refiérase a la seccion 5.1.1 para mas
detalle). Los resultados son comparados con un estudio previo (Konopelski & Ufnal, 2016).

Tabla 5.1 Parametros de ECG de animales anestesiados con pentobarbital s6dico. Se muestran los
resultados promedio de los parametros relevantes en un ECG para diez animales diferentes que fueron
anestesiados con pentobarbital sédico.

Parimenorce  KonopelMUtnal,  Lab Karmacolosi
Frecuencia cardiaca (Ipm) 334 - 349 348.40
Intervalo PR (ms - 51.26
Complejo QRS (ms) 18-19.6 13.60
Intervalo QT (ms) 95 - 120 122.86
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Los resultados obtenidos en la Tabla 5.1 permiten demostrar que el protocolo empleado en el
laboratorio cumple con los resultados reportados previamente por otro grupo de investigacion.
Por otro lado, para caracterizar un ECG normal bajo las condiciones experimentales propuestas,
se propuso llevar a cabo una serie de registros de ECG bajo tres condiciones: cuando el animal es
anestesiado con pentobarbital sédico, cuando es ventilado y posteriormente cuando es
descerebrado y desmedulado. La Figura 5.11 muestra los ECG promedio de un animal que se
sometid a las tres condiciones experimentales antes mencionadas, mientras que la Tabla 5.2
muestra los resultados cuantitativos de los pardmetros de ECG para diez animales diferentes.
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Figura 5.11. ECG de animal anestesiado, ventilado mecanicamente y descerebrado y
desmedulado. ECG promedio de un animal sometido a anestesia con pentobarbital sédico (azul),
ventilacion mecanica (anaranjado) y descerebraciéon y desmedulacion (pithed, verde). Cuando el
animal es descerebrado y desmedulado se observa un cambio considerable en la duracién de los
intervalos PR y QT debido a que la frecuencia cardiaca disminuye, comparada cuando el animal es
anestesiado.

Cuando el animal es ventilado, su frecuencia cardiaca aumenta ligeramente con respecto al
animal cuando es anestesiado con pentobarbital sédico. Sin embargo, los parametros promedio
de ECG no varian considerablemente. La principal diferencia se observa cuando el animal es
descerebrado y desmedulado, pues se observan respuestas bradicardicas (310 lpm, en
promedio) comparadas cuando el animal es anestesiado (348 lpm, en promedio), haciendo que
los intervalos PR y QT sean més largos. No obstante, los ECG obtenidos cuando el animal es
descerebrado y desmedulado cumplen con la morfologia de un ECG normal, sirviéndose de
referencia para compararlos cuando el animal es electro-estimulado con y sin ruido inducido.
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Tabla 5.2. Parametros de ECG cuando el animal es anestesiado, ventilado y descerebrado y
desmedulado. Resultados promedio de diez animales cuando el animal es anestesiado con pentobarbital
sbdico, ventilado mecanicamente y descerebrado y desmedulado.

Parametro ECG Anestesia Ventilacion Descerebrado y

mecanica desmedulado
Frecuencia cardiaca
(lpm) 348.40 400.33 310.50
Intervalo PR (ms 51.26 51.43 56.57
Complejo QRS (ms) 13.60 13.53 14.50
Intervalo QT (ms) 122.86 95.60 147.57

5.2.2 Validacion del montaje experimental

Como se mencioné en la seccion 5.1, al descerebrar y desmedular al animal, el sistema nervioso
central no ejerce mas el control sobre los 6rganos efectores. Como consecuencia, no existe una
retroalimentacion que regule sus funciones y de esta manera, todos siguen llevando a cabo sus
funciones de manera independiente. En cuanto al sistema cardiovascular, el sistema reflejo
activado por los barorreceptores no volvera a regular la presién arterial ni la funcién contractil
del corazon.

La manera de asegurar que el protocolo experimental cumple con estimular selectivamente las
fibras nerviosas que inervan al corazén, consiste en corroborar los resultados reportados en
otros estudios (Gillespie et al, 1970). Como se muestra en la Figura 5.4, se propuso llevar a cabo
electro-estimulaciones con distintas frecuencias (refiérase a la seccion 5.1.4 correspondiente al
protocolo de estimulacidn eléctrica) sin ruido en los pares nerviosos C7 a Ti, asociada a la
inervacion del corazén como 6rgano efector, con el objetivo de ver cambios en la frecuencia de
respuesta cardiaca sin observar cambios significativos en la presion sistémica. Por otro lado, se
procedio a llevar a cabo electro-estimulaciones en la zona toracica inferior (pares nerviosos T7 a
T9) para observar cambios en la presion sistémica sin ver cambios significativos en la presion
arterial. El protocolo experimental para la obtencion de estos parametros se encuentra en la
seccion 5.1.2.

La Figura 5.12 muestra dos registros representativos de la frecuencia cardiaca y de la presiéon
arterial sistémica tras la inervacién simpatica de los pares nerviosos que estimulan la
vasoconstriccion arterial (pares nerviosos T7 a T9) para las diferentes frecuencias de electro-
estimulacion. Como es de esperarse, al estimular la zona asociada a la inervacion arterial, los
cambios en la frecuencia cardiaca (trazo verde) para todas las frecuencias de estimulacion no
son significativos, comparados con los incrementos en la presion (trazo azul). Para cuantificar
los incrementos tanto de la presién como de la frecuencia cardiaca, se rest6 el maximo valor
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alcanzado tras la estimulacion para cada uno de los parametros menos el promedio de la
respuesta basal justo antes del estimulo. Tras diez segundos de estimulacién, ambos sistemas
comienzan a regresar a sus condiciones basales por medios homeostéaticos.
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Figura 5.12. Registros representativos temporales de la respuesta cardiovascular ante
estimulos eléctricos en la médula espinal (T7 a T9). El registro azul (imagen superior) muestra los
cambios en la presion periférica mientras que el registro verde muestra los incrementos en la frecuencia
cardiaca (imagen inferior), debidos a estimulos eléctricos con distintas frecuencias. Las flechas rojas
indican el inicio de la electro-estimulacién. La recuperacién de la frecuencia cardiaca asi como de la presion
arterial de nuevo a condiciones basales se da por medios homeostaticos.

La estadistica de los resultados de los incrementos tanto de la presion como la frecuencia
cardiaca en funcion del segmento de electro-estimulacion en la médula espinal se muestran en
la Figura 5.13. En la Figura 5.13A se muestran los incrementos tanto de la presion arterial
sistémica (azul) como los de la frecuencia cardiaca (roja) para cada una de las frecuencias de
electro-estimulacion, cuando se inervan los pares nerviosos simpaticos (C7-T1) del corazon. Se
puede observar que no hay cambios significativos en el incremento de presiéon con respecto a las
condiciones basales para todos los valores de frecuencia del estimulo. No obstante, para la
frecuencia cardiaca se observan incrementos cada vez mas significativos conforme incrementa la
frecuencia de estimulacion, hasta llegar a un limite fisiolégico a partir de 3Hz de electro-
estimulacion, con incrementos superiores a 100 latidos por minuto con respecto a la frecuencia
basal.

Por otro lado, al inervar los pares nerviosos vasoconstrictores (Figura 5.13B) se observan
incrementos significativos en la presiéon con respecto a la presiéon basal, mientras que no se
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observan incrementos considerables en la frecuencia cardiaca. Al comparar particularmente las
curvas azules de ambas figuras, se observa claramente que tanto el sistema vasoconstrictor
como el corazén operan de manera independiente. Los incrementos de presion coinciden con
estudios previos de descerebracion y desmedulacion (Villalén et al, 1998; Rivera-Mancilla et al,
2017). Por consiguiente, se puede afirmar que se est4 llevando a cabo una inervacion selectiva de
los pares nerviosos del corazon, sin ver repercusiones considerables en el sistema
vasoconstrictor.
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Figura 5.13. Inervaciéon simpatica independiente del corazén y del sistema vasoconstrictor
arterial. (A) Inervacion de los pares nerviosos (C7-T1) del corazon. Se observan incrementos graduales en la
frecuencia cardiaca (rojo) como consecuencia de distintas intensidades de electro-estimulaciéon hasta un limite
fisiol6gico, mientras que la presion arterial sistémica no cambia considerablemente (azul). (B) Inervacion de
los pares nerviosos (T7-T9) vasoconstrictores. A diferencia de la inervacion en el corazoén, al estimular el
sistema vasoconstrictor se observan cambios significativos en le presion arterial mientras que no se observan
incrementos considerables en la frecuencia cardiaca. (FC = frecuencia cardiaca; P = presion arterial: FC(C7-
T1) vs FC(t7-t9) P=0.0000, PA(C7-T1) vs PA(t7-t9) P=0.0000). Los resultados se muestran como
valor promedio + desviacion estandar (n=5). El anélisis estadistico se llevo mediante ANOVA 1 via, seguido de
una prueba Tukey.

5.2.3 Efecto del ruido en la respuesta cardiaca en la interaccién del sistema
nervioso simpatico y el corazéon como 6rgano objetivo

Una vez validado el montaje experimental, se procedi6 a tomar registros de la respuesta eléctrica
(ECG) y mecanica del corazén (espectrogramas de velocidad flujo aortico) debidas a electro-
estimulaciones con ruido inducido. En la Figura 5.14 se muestran registros representativos tanto
de la actividad eléctrica como de la eyeccidon de la sangre a través del arco aoértico como
consecuencia de un evento sistolico ventricular. En la Figura 5.14A se muestran las condiciones
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basales del animal mientras que en la Figura 5.14B los cambios en la respuesta debido a una
electro-estimulaciéon. En el ECG se observan cambios tinicamente en la duracién del intervalo
QT, lo cual es fisiologicamente normal ya que al aumentar la frecuencia cardiaca, como
consecuencia de una liberacién de noradrenalina debida a los estimulos eléctricos, los eventos
contractiles son mas rapidos. En cuanto a los perfiles de velocidad, se observan cambios
morfologicos en los perfiles de respuesta: mas angostos y de mayor amplitud asociada a una
mayor velocidad de eyeccidon de la sangre. Una vez retirado el estimulo, el corazon regresa de
manera gradual a sus condiciones basales.

Figura 5.14. Cambios en la respuesta cardiaca como consecuencia de una electro-estimulacion
en la médula espinal. (A) Se muestra un registro representativo de la actividad eléctrica (ECG) y mecanica
(perfiles de velocidad de flujo aortico) de un animal cuando se encuentra en condiciones basales. (B) Cambios
morfologicos debidos a una electro-estimulacién. Se observan perfiles de velocidad mas angostos y de mayor
amplitud, asociados a una mayor velocidad de flujo, mientras que en el ECG se observan cambios en el
intervalo QT.

Primeramente, para observar cambios en la ritmicidad y relajaciéon del corazén debidos a
estimulos provenientes de la médula espinal, se obtuvieron registros de la frecuencia de
respuesta cardiaca a partir de los intervalos R-R de los ECG, como se muestra en la Figura 5.15.
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De estas curvas se obtienen dos parametros: incrementos en la frecuencia cardiaca con respecto
a la basal (AFC) y el tiempo de relajacion (tiempo que demoran los corazones en regresar a sus
condiciones basales, tr).
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Figura 5.15. Incrementos en la frecuencia cardiaca debidos a electro-estimulaciones a
diferentes frecuencias en la médula espinal. Los parametros de interés son: incrementos en frecuencia
cardiaca (AFC) y tiempo de relajacion (tr). Las flechas rojas indican el inicio de la electro-estimulacion para
cada una de las frecuencias.

Incrementos taquicardicos debido a electro-estimulaciones con ruido

La Figura 5.16 muestra la estadistica de los incrementos de frecuencia cardiaca debidas a
electro-estimulaciones con distintas frecuencias y distintas intensidades de ruido, para siete
animales diferentes. En el grupo control (azul) como era de esperarse, existe un aumento
gradual en los incrementos de frecuencia cardiaca conforme incrementa la frecuencia del
estimulo. Sin embargo, ya desde 3Hz de electro-estimulacion se observa que comienza a
alcanzarse un limite fisioldgico maximo de frecuencia cardiaca. Estos resultados coinciden con
otros estudios experimentales de descerebracion y desmedulacion (Sanchez-Lopez et al, 2003;
Centurion et al, 2009). La estadistica para 10% de ruido se muestra en la curva magenta. Para
bajas frecuencias de estimulacién (0.1 y 0.3Hz) se observan respuestas taquicardicas superiores
con respecto a los controles. De manera interesante, los corazones alcanzaron el limite de
saturacion fisiologica de frecuencia cardiaca desde 1Hz y este limite fisioloégico es mayor
comparado con los experimentos control. Los incrementos taquicardicos para 20% de ruido se
muestran en el trazo verde. Se puede observar nuevamente que para bajas frecuencias de
electro-estimulacion, se tienen incrementos taquicardicos superiores con respecto a los
controles y que se alcanza el limite de saturacion fisiolégica desde 0.3Hz. Sin embargo, esta
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saturacion esta por debajo de la saturacion de los grupos control. Con 30% de ruido sucede algo
similar que con 20% de ruido (anaranjado). Los corazones electro-estimulados con bajas
frecuencias alcanzan respuestas taquicardicas superiores con respecto al grupo control y se
alcanza un limite de saturacion fisiologica desde 0.3Hz. Sin embargo, dos animales no
sobrevivieron a electro-estimulos superiores a 1Hz. El valor promedio para los resultados a 3Hz
y 10Hz corresponden tnicamente a 5 animales. Por consiguiente, para esos cinco animales el
limite taquicardico es inferior al grupo control. Para los grupos con ruido, hubo diferencia
significativa con respecto al control.
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Figura 5.16. Incrementos en la frecuencia cardiaca (taquicardicos) como respuesta a electro-
estimulaciones a distintas frecuencias y distintas intensidades de ruido. El trazo azul corresponde
al grupo control, y magenta, verde y anaranjado para 10%, 20% y 30% de ruido, respectivamente. Con 10% de
ruido, se obtienen respuestas taquicardicas superiores comparadas con el grupo control. Sin embargo, con
20% y 30% de ruido los incrementos taquicardicos son menores para altas frecuencias de electro-estimulacion
(control vs 10% ruido P=0.0040, control vs 20% ruido P=0.0096, 10% ruido vs 20% ruido
P=0.9928). Los resultados se muestran como valor promedio + error estandar. El analisis estadistico se llevo
mediante ANOVA 2 vias, seguido de una prueba Tukey.

Tiempos de relajacion debido a electro-estimulaciones con ruido

La estadistica para los tiempos de relajacion (tiempo que demoraron los corazones en regresar a
su frecuencia basal) tras una electro-estimulacion a se muestra en la Figura 5.17, para las
distintas intensidades de ruido inducido en el estimulo. En el trazo azul se muestran los
resultados para el grupo control. Se observa que al incrementar el valor de la frecuencia del
estimulo y por ende méas incrementos taquicardicos, los corazones requieren cada vez mas
tiempo para regresar a su frecuencia cardiaca basal. Con 10% de ruido inducido en el estimulo,
se observa que para bajas frecuencias de electro-estimulacion los corazones demoran casi el
mismo tiempo que los controles en regresar a su frecuencia basal. No obstante, para 3Hz y 10Hz
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los corazones restablecieron su frecuencia basal en menos tiempo. Por otro lado, para 20% y
30% de ruido, para bajas frecuencias de electro-estimulaciéon los corazones requieren mas
tiempo para regresar a sus condiciones basales, comparado con el control. Sin embargo, para
3Hz y 10Hz, al igual que el grupo con 10% de ruido, los corazones restablecen su periodicidad
basal mas rapido que los controles.
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Figura 5.17 Tiempos de relajacion cardiaca. El trazo azul corresponde al grupo control, magenta para el
grupo con 10% de ruido inducido en el estimulo, verde y anaranjado para 20% y 30% de ruido,
respectivamente. Ante la presencia de ruido, para altas frecuencias de electro-estimulacién los tiempos de
relajacién son menores comparados con el grupo control. (control vs 10% ruido P=0.0488, control vs
20% ruido P=0.0100, 10% ruido vs 20%ruido P=0.8220). Los resultados se muestran como valor promedio
+ error estandar. El andlisis estadistico se llevd mediante ANOVA 2 vias, seguido de una prueba Tukey.

5.2.4 Medida del desempefio del corazén como bomba ante la presencia de
ruido: gasto cardiaco

El interés particular de este trabajo es estudiar cambios en la respuesta contractil del corazén
debidos a la presencia de ruido en la electro-estimulacién en la espina dorsal. El gasto cardiaco
es la cantidad de sangre que se bombea desde el corazén en cierto intervalo de tiempo, y este
parametro es una medida del desempefio del corazén como bomba.

Para calcular una aproximacién del gasto cardiaco con las variables que se obtienen de este
montaje experimental, se hace uso de la siguiente ecuacion alométrica (Hartley et al, 2002):

Gasto cardiaco = (Distancia de eyeccion, “stroke distance”)(Frecuencia cardiaca)
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Ambos parametros se obtienen de los registros de ECG y de los perfiles de velocidad, como se
muestra en la Figura 5.18. El parametro correspondiente a la distancia de eyeccion se obtiene de
calcular el area bajo la curva de los perfiles de velocidad de la sangre fluyendo a través del arco
aortico, normalizado con respecto a la duracién de la eyecciéon (tiempo de eyeccion). Por otro

lado, la frecuencia cardiaca se calcula a partir de la distancia entre los picos R-R de los registros
de ECG.

’.\“

l‘bﬁfi e

0' .:‘p.’. 'ﬂ.ﬁo ™ ..'";..“‘,....

Figura 5.18. Variables para calcular el gasto cardiaco. El area bajo la curva de los perfiles de velocidad
corresponde a la distancia de eyecciéon mientras que la frecuencia cardiaca se obtiene de la distancia entre los
picos R-R de los registros ECG.

La Figura 5.19 muestra los resultados obtenidos del promedio del gasto cardiaco (normalizado
con respecto al gasto cardiaco en condiciones basales) ante la presencia de distintas
intensidades de ruido en la electro-estimulaciéon para siete animales diferentes. La curva azul
corresponde a los resultados control. Se observa que al incrementar la frecuencia de electro-
estimulacion, existe un aumento gradual en el gasto cardiaco con respecto al gasto cardiaco
basal, hasta un limite fisiologico alcanzado a partir de 3Hz. De manera sorprendente, ante la
presencia de 10% de ruido inducido en el estimulo (trazo magenta), el gasto cardiaco aumenta
considerablemente comparado con el grupo control, para todas las frecuencias de electro-
estimulacion. Con 20% de ruido ocurre lo contrario (verde). Si bien es cierto que para 0.1Hz de
electro-estimulacion existe un aumento en el gasto cardiaco superior con respecto al grupo
control, conforme incrementa la frecuencia de electro-estimulacion el gasto cardiaco tiende a
disminuir hasta valores muy cercanos al grupo control para 3Hz y 10Hz. Con 30% de ruido
ocurre algo similar que con 20% de ruido (trazo anaranjado). Sin embargo, sabiendo de
antemano que dos animales no sobrevivieron al protocolo de electro-estimulacién mas alla de
1Hz, el valor promedio para 3Hz y 10Hz corresponde a cinco animales. De haber sobrevivido
todos los animales, probablemente la tendencia hubiera sido muy similar que con 20% de ruido.
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Figura 5.19. Incrementos en el gasto cardiaco debidos a electro-estimulaciones con distintas
intensidades de ruido. El trazo azul corresponde al grupo control. Se observa que al incrementar la
frecuencia de electro-estimulacion, el gasto cardiaco incrementa gradualmente desde un valor basal hasta
alcanzar un limite fisiol6gico. Con 10% de ruido (magenta) se obtienen incrementos superiores que los
controles. Con 20% (verde) y 30% (anaranjado) de ruido, se obtienen incrementos superiores de gasto
cardiaco a 0.3Hz de electro-estimulacion con respecto al grupo control, pero el gasto cardiaco tiende a
disminuir conforme incrementa la frecuencia del estimulo. El gasto cardiaco esta normalizado con respecto al
gasto cardiaco en condiciones basales. (Control vs 10% ruido P=0.0012, control vs 20% ruido P=0.0596,
10% ruido vs 20%ruido P=0.4147). Los resultados se muestran como valor promedio + error estindar. El
analisis estadistico se llevo mediante ANOVA 2 via, seguido de una prueba Tukey.

De la grafica anterior, resalta el hecho de que para 20% y 30% de ruido, el gasto cardiaco tiende
a disminuir conforme incrementa la frecuencia de electro-estimulacién. Para dilucidar a qué se
debe lo anterior, se analizaron los ECG y su repercusiéon en la eyeccion de sangre en el arco
aortico. Los resultados se muestran en la siguiente seccién.

5.2.5 Analisis de ECG y su repercusion en la respuesta mecanica del
corazén

Las Figuras 5.20 y 5.21, muestran registros representativos tanto ECG como perfiles de
velocidad de la eyeccidn de la sangre a través del arco aortico, tanto en condiciones basales como
con 0.1Hz, 1 Hz y 10Hz para las distintas intensidades de ruido inducido en la electro-
estimulacion. El experimento control y el experimento con 10% de ruido inducido se muestran
en la Figura 5.20, mientras que para 20% de ruido y 30% de ruido en la Figura 5.21. Se observa
que tanto para los controles (Figura 5.20A) y para experimentos con 10% de ruido inducido en
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Figura 5.20. Interrelaciéon entre un evento eléctrico y su respuesta mecanica. (A) Experimento
control. (B) Experimento con 10% de ruido en la electro-estimulacion. Sin la presencia de ruido en la electro-
estimulacién, asi como con 10% de ruido inducido, se observa que conforme incrementa la frecuencia de
electro-estimulacion, la duracion del intervalo QT disminuye sin verse cambios en la duracién del intervalo
QT. Como respuesta, se tienen contracciones mecénicas mas rapidas.
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Figura 5.21. Interrelacién entre un evento eléctrico y su respuesta mecanica con altas
intensidades de ruido en la electro-estimulacién. (A) Experimento con 20% de ruido en la electro-
estimulacion. (B) Experimento con 30% de ruido. Conforme incrementa la frecuencia de electro-estimulacion,
se observan irregularidades en el ECG: aumento en la duracién del complejo QRS y una alternancia en la onda
T, que se ven reflejadas en un déficit en la respuesta contractil, con una disminucién dréstica en la velocidad y
en la cantidad de la sangre eyectada.
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la electro-estimulacion (Figura 5.20B), conforme incrementa la frecuencia del estimulo, hay un
aumento en la frecuencia cardiaca, en donde la duracion del intervalo QT se hace cada vez mas
corto sin ver modificaciones en la duracion del intervalo PR ni del complejo QRS. Esto es
fisioldgicamente normal, pues al incrementar la frecuencia cardiaca, los eventos contractiles de
los ventriculos son cada vez mas rapidos. Asimismo, al analizar los eventos contraciles como
respuesta al evento eléctrico, se observa que el perfil de onda es més alargado y més angosto,
para compensar el aumento en la frecuencia cardiaca, la velocidad de la sangre eyectada de los
ventriculos es mayor.

Por otro lado, con altas intensidades de ruido inducido en el estimulo se observan
irregularidades en el ECG. Para experimentos con 20% de ruido inducido (Figura 5.21A) y 30%
de ruido (Figura 5.21B) se observa una alternancia progresiva en la onda T conforme incrementa
la frecuencia de electro-estimulacion. Al comparar los ECG con respecto a las condiciones
basales, se observa que la amplitud de la onda T es cada vez mas grande y que la duracién del
complejo QRS es mayor. Como consecuencia, se tiene eventos contractiles angostos pero de baja
amplitud, lo que se traduce en una disminucion considerable en la velocidad de eyeccion de la
sangre. Siendo el area bajo la curva una medida aproximada de la cantidad de sangre eyectada,
se observa que se tienen contracciones sostenidas de baja intensidad que repercuten en el
desempeiio del corazén como bomba.

En la Figura 5.9 se mostraron todos los pardmetros de interés en el perfil de velocidad de la
sangre fluyendo a través del arco aortico. La estadistica correspondiente a cada uno de ellos se
encuentra en la seccion de material suplementario (Capitulo 10).

Déficit en la contractilidad del corazon: hiperpotasemia

De los ECG de la Figura 5.21 se observa que ante la presencia de altas intensidades de ruido se
tienen irregularidades en la duracion del complejo QRS asi como alteraciones en la morfologia
de la onda T, asociadas a una despolarizacién y repolarizaciéon ventricular anormales. La
duracion del intervalo PR no se ve afectado por la presencia de altas intensidades de ruido en el
estimulo, por consiguiente se determina que el dano en la respuesta contractil del corazon es
meramente ventricular. Como consecuencia de ello se tienen contracciones sostenidas y de baja
intensidad.

Como se mencion6 en el Capitulo 1 (seccion 1.1.8) es posible determinar alternancias en el ECG
desde la perspectiva de flujos i6nicos. Dado que las alteraciones en el ECG debidas al ruido se
encuentran en la etapa asociada a un evento ventricular, de la Figura 1.9 podemos observar que
dichas anomalias pueden deberse a una alteraciéon de los flujos i6nicos de potasio y calcio.

En la literatura clinica se ha encontrado que una alteracion en el flujo de calcio induce una
alteracion en el intervalo QT pero sin ver una alteracion en la amplitud de la onda T (Figura
5.22). Un acortamiento anémalo del intervalo QT es debido a una hipercalcemia mientras que
una prolongacion en el intervalo QT es debida a una hipocalcemia (Bronsky et al, 1961). En
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ninguno de los dos casos, se observa una alteracion en la duracién del intervalo PR (Schaferand
& Shoback, 2013). Por otro lado, en cuanto alteraciones en el flujo de potasio, existe una
prolongacion en el intervalo QT debida a una hipopotasemia en donde se observa una onda
aplanada o en algunos casos negativa asi como la posible apariciéon prominente de la onda U.
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Figura 5.22. Alternancias en la despolarizacion y repolarizacion ventricular debidas a flujos
an6malos de potasio y calcio (modificado de Guyton & Hall, 2006). Una alteracion en el flujo de
calcio se ve reflejada en una alteracion en la duracion del intervalo QT mientras que una alteracion en el flujo
de potasio induce cambios en la duracion del complejo QRS y en la amplitud de la onda T.

Ante la presencia de hiperpotasemia, los cambios son mas llamativos y pueden desencadenar en
una arritmia mortal. Se presenta una onda T picuda y estrecha en los primeros escenarios de
hiperpotasemia y al aumentar los niveles de potasio, el complejo QRS y la onda T se ensanchan.
(Figura 5.23). En casos mas severos, la onda P se prolonga, asi como una severa prolongacién en
el intervalo PR (Asmar et al, 2012).

Hiperpotasemia

Figura 5.23. Patrones electrocardiograficos en la hipopotasemia e hiperpotasemia (Conti,
2010). Una alteracion en la concentracion de potasio en el sérum, debida a cambios anémalos en el flujo de
potasio inducen cambios en la duraciéon del complejo QRS asi como en la amplitud de la onda T. La potasemia
se expresa en mEq/L.
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En la Figura 5.24 se muestran los registros de ECG de un animal electro-estimulado con 20% de
ruido inducido, desde las condiciones basales, asi como los ECG resultado de todos los valores
de frecuencia de electro-estimulacion. Al comparar la morfologia de las ondas T, asi como la
duracion de los complejos QRS con los patrones electrocardiograficos de la Figura 5.23,
posiblemente la alteracién en la respuesta contractil del corazén sea debida a una
hiperpotasemia. No obstante, se requiere llevar a cabo un anélisis vectorial mediante el sistema
hexaxial para calcular el vector cardiaco y, de esta manera, aseverar que es precisamente debido
a una hiperpotasemia la causa de una disminucion en el gasto cardiaco. En este montaje
experimental no se obtuvieron los registros de las tres derivaciones frontales aumentadas
(derivaciones monopolares) para poder llevar a cabo un anélisis vectorial.
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Figura 5.24. Registros ECG de un animal electro-estimulado con 20% de ruido inducido. Al
incrementar la frecuencia de electro-estimulacion, se observa un incremento en la amplitud de la onda T asi
como un ensanchamiento en el complejo QRS, comparado con las condiciones basales. Estos cambios
pudieran deberse a una hiperpotasemia.
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Discusidon

Ruido en sistemas biologicos: presencia de resonancia estocastica

El ruido esta inevitablemente presente en sistemas biolégicos (Lindner et al, 2004). En las
reacciones quimicas moleculares, el ruido esta inducido por todas aquellas fluctuaciones rapidas
y estocésticas, fundamentales para la vida. Particularmente, ha sido de especial interés el
estudiar este ruido de fondo que existe en sistemas excitables y como se ven afectados estos
sistemas bajo su presencia y en algunos casos, se ha observado que lejos de ser un factor
evitable, hay sistemas que aprovechan la presencia del ruido para llevar a cabo sus funciones
bioldgicas. De manera general, este principio es aplicable en aquellos sistemas excitables los
cuales parten de un umbral virtual de detecciéon y de la detectabilidad de una sefial para su
funcionamiento (la presencia de ruido en una senal favorece su deteccion). El grado en que una
sefial se beneficia depende en gran medida de agregar la cantidad justa de ruido aleatorio. Si se
agrega muy poco ruido, la detectabilidad de la sefial no incrementa significativamente. Del
mismo modo, agregar demasiado ruido apantalla la sefial mejorada. Por consiguiente, hay una
cantidad 6ptima de ruido que transmite la mayor cantidad de informacién. A este fenémeno se
le conoce como resonancia estocastica. Este hallazgo donde el ruido a veces es una ventaja mas
que una molestia ha provocado un interés reciente, no sdlo en la fisica sino también en areas
biologicas, en donde se interrelacionan el ruido y los umbrales de deteccion (Moss & Wiesenfeld,
1995).

Las neuronas son notoriamente ruidosas, y en algunos aspectos actiian tanto como sistemas
excitables como dependientes de un umbral de deteccion (Wiesenfeld & Jaramillo, 1998). En
1993, Douglas y colaboradores reportaron resultados de experimentos llevados a cabo con
mecanorreceptores de cangrejo de rio en donde notaron una notoria mejoria en la deteccion de
impulsos eléctricos ante la presencia de ruido (Douglass et al, 1993) gracias a técnicas
electrofisioldgicas mediante patch-clamp. Con esto, fue posible demostrar que estas células
neuronales pueden traducir estas perturbaciones en el animal dependiendo de su intensidad, ya
sea para huir de un depredador o bien en busca de alimento. Dos afios més tarde Bezrukov y
Vodyanoy reportaron la presencia de resonancia estocastica a nivel subcelular al estudiar la
estocasticidad en la apertura y cierre de canales ionicos dependientes de voltaje (Bezrukov &
Vodyanoy, 1995). Ellos reportaron una mayor diferencia de voltaje debido a la apertura de
canales i6nicos conformados por el péptido alameticina sobre una membrana lipidica, ante la
presencia de ruido en electro-estimulaciones. La medicion en la cual demostraron la presencia
de resonancia estocastica fue a través de la relacion sefial a ruido la cual se define como la
relacion entre la potencia de una senal con la potencia del ruido que la corrompe. Cuanto mas
alto es la sefal sobre el ruido, la sefial es mas clara y por ende méas detectable. Debido a esto,
frecuentemente la definicion de resonancia estocastica se asocio a la existencia de un maximo en
la relacion senal a ruido como funcién de una entrada con ruido (Wiesenfeld & Jaramillo, 1998).
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Aunque la relacién sefial a ruido se consider6 como la opcién estandar en diversas publicaciones
en los 90’s para cuantificar la presencia de resonancia estocastica en un sistema biologico
excitable (dado que hasta ese entonces sblo habia sido estudiado en el campo de la
neurociencia), recientemente se ha debatido sobre su cuantificaciéon en aquellos sistemas en los
cuales no estan actuando precisamente las neuronas. Algunos cientificos prefieren llamar
facilitacion estocdstica a la mejoria en el desempefio de un sistema biologico ante la presencia
de ruido (McDonnell & Ward, 2011). No obstante, dado el creciente interés en demostrar que la
mejoria del desempefio de un sistema biologico se debe universalmente hablando al concepto de
resonancia estocastica, en este trabajo se ha optado también por llamar a este fenémeno en
cualquier sistema biologico (McDonnell & Abbott, 2009).

En este estudio se utilizaron roedores como modelo animal para la experimentacién bajo la
supervision de estrictos protocolos éticos. El uso de modelos animales es esencial para el
desarrollo del conocimiento médico contemporaneo pues permite estudiar el cuerpo y sus
funciones. Aunque la comprension médica se deriva esencialmente de las observaciones clinicas
y pruebas con pacientes humanos, es posible sustentar ese conocimiento primeramente
mediante la experimentacion animal a partir de sus similitudes anatémicas (Birke, 2012). Bajo
esta perspectiva es posible mimetizar condiciones patolégicas humanas en animales. AGn mas
importante, el uso de pruebas electrofisiologicas invasivas en humanos no solamente es poco
ético sino ilegal.

Ruido en el corazon aislado: presencia de patrones de sincronizacion

El corazoén es también un sistema excitable. Su autonomia como oscilador cardiaco depende del
disparo de potenciales de accion cardiacos periddicos a partir de sobrepasar un umbral de
deteccién dependiente del potencial de membrana, lo cual se logra a través de la permeabilidad
de la membrana a iones sodio a través de canales i6nicos dependientes de voltaje. No obstante,
hay muy pocos trabajos relacionados a estudiar la presencia de resonancia estocéstica en el
sistema cardiaco; de hecho, el trabajo mas orientado a estudiar siquiera la presencia de ruido se
llevo a cabo a nivel celular para demostrar como la estocasticidad de canales dependientes de
voltaje altera la liberacion de calcio del reticulo sarcoplasmaético a través de los mecanismos de
la liberacion del calcio por calcio inducido (Wang et al, 2001). Entonces, la presencia del ruido
intrinseco a nivel celular parece afectar el mecanismo fundamental de la contraccion del
musculo cardiaco. Sin embargo, a la escala de 6rgano completo no habia un estudio enfocado en
analizar la respuesta contractil en la escala de 6rgano completo.

Como se mencion6 en el Capitulo 2, la motivacion de este trabajo surge a partir de recientes
descubrimientos en nuestro laboratorio en donde, a escala de 6rgano completo, la presencia de
ruido en una electro-estimulacién extrinseca al corazon indujo una ventana de sincronizacion
1:1 entre el estimulo eléctrico y su consecuente evento mecanico mayor, comparada con
experimentos llevados a cabo sin ruido (Pefia-Romo et al, 2016). Sin embargo, al analizar la
respuesta contractil en aquellas regiones de frecuencia de electro-estimulacién en donde
aparentemente se pierde la sincronizacion, se observd que el corazéon, en lugar de perder
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completamente la sincronizacion con la estimulacion, continu6 latiendo periddicamente aunque
a una frecuencia diferente que la del estimulo, incitando entonces la presencia de un patrén de
sincronizacion anémalo. Por consiguiente, para continuar con la caracterizacion de la respuesta
contractil del corazon debida a estimulos eléctricos periddicos perturbados con distintas
intensidades de ruido, en la primera parte de este trabajo se opt6 por llevar a cabo un analisis de
la identificacién de patrones de sincronizacion anémalos debidos al ruido.

La presencia de patrones de sincronizacion debidos al ruido en sistemas bioldgicos excitables no
es un tema de investigaciéon inexplorado. Se ha demostrado que la presencia de diversas fuentes
de ruido inducen sincronizacién en neuronas, de acuerdo a estudios tanto teéricos como
experimentales (Moss et al, 2004; Faisal et al, 2008; McDonnell & Ward, 2011). AGn mas, se ha
observado que en modelos neuronales, la presencia de ruido induce n:m patrones de
sincronizacion (n estimulos desencadenando m disparos) para diversas intensidades y
frecuencias en la estimulaciéon (Longtin, 2000). En las neuronas, el ruido surge de muchas
fuentes diferentes, como la liberacion casi aleatoria de neurotransmisores por las sinapsis, la
conmutacion aleatoria de los canales i6nicos asi como la entrada sinaptica aleatoria de otras
neuronas (Moss et al, 2004). Enfocandonos en el corazon, se tienen diversas fuentes de ruido
intrinsecas al 6rgano en la escala celular como en la interaccion célula-célula. No obstante, al ser
un organo inervado por el sistema nervioso auténomo, diversas fuentes de ruido extrinseco
asociadas a la actividad neuronal pueden afectar el desempeno de este 6rgano. Entonces es
posible explorar sistematicamente el papel del ruido extrinseco sobre la contractilidad del
corazon utilizando técnicas electro-fisioldgicas.

Si bien es cierto que en el sistema cardiaco se ha demostrado que variando tanto la intensidad
como la frecuencia de electro-estimulacion en células excitables del nodo SA, es posible observar
patrones de sincronizacion anémalos en la generacion de potenciales de accion cardiacos
(Guevara et al, 1981), no se habia demostrado que la presencia del ruido es una variable
adicional a tener en cuenta en la generacion andémala de patrones de sincronizacién en el nodo
SA ya que puede repercutir en la respuesta contractil de todo el 6rgano. Se ha demostrado que el
nodo SA no es una zona perfectamente homogénea (Boyett et al, 2000), esto es, la localizacion
especifica del nodo SA en la auricula derecha puede variar entre un corazén y otro. El protocolo
experimental para electro-estimular el nodo SA y con esto alterar la ritmicidad del corazon,
consiste en colocar dos electrodos superficialmente sobre la auricula derecha y, de esta manera,
inducir un campo eléctrico lo suficientemente grande para asegurar la electro-estimulacion del
nodo SA, independientemente de su localizacién. No obstante, no se tiene un control especifico
sobre la posible inervacion de fibras nerviosas parasimpaticas que pudieran quedar presentes en
la fibra cardiaca en la zona del nodo SA debida a una estimulacion, una vez que el corazon es
aislado. Sin embargo, al observar inicamente incrementos taquicardicos como respuesta a
estimulos eléctricos periodicos, esta posible dependencia parasimpatica se considera
despreciable.

La mayoria de estudios experimentales en donde se demostr6 la presencia de resonancia
estocastica, consistié en inducir ruido al sistema ya sea mediante la induccion de corrientes
eléctricas que aumentaran la estocasticidad de los mecanismos moleculares (Stacey & Durand,
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2001) o bien, mediante la induccion de ruido blanco Gaussiano en técnicas electro-fisioldgicas
(Douglass et al, 1993). En el modelo de corazon aislado, la incorporaciéon de ruido también
puede llevarse a cabo mediante dos técnicas, la inyeccion de farmacos que modifiquen la
dindmica de los canales i6nicos o bien, mediante pulsos eléctricos perioédicos perturbados con
ruido blanco. Ante el nulo control del ruido mediante técnicas farmacolbgicas, se opt6 por
desarrollar un generador de funciones en donde sea posible controlar la amplitud (V) y la
frecuencia de los pulsos eléctricos (Hz) asi como la intensidad del ruido (mV). Estrictamente
hablando, la sefial de ruido blanco utilizado en estos experimentos es un ruido blanco acotado
por una frecuencia de corte de 1KHz. No obstante, dado que las frecuencias fisiologicas en las
cuales opera el corazén aislado de raton oscilan entre 6 y 20Hz (Bell et al, 2011), podriamos
considerar esta frecuencia de corte mas que aceptable para seguir siendo considerada la sefial
como ruido blanco.

Los resultados concernientes a los experimentos llevados a cabo en el modelo de corazén aislado
se encuentran en el Capitulo 4 (seccién 4.2). En el Capitulo 1 (seccién 1.1.10) se explicod que el
corazon puede analizarse bajo la perspectiva de un oscilador cardiaco pues cumple las cuatro
caracteristicas fundamentales de un oscilador biol6gico, mismas que pueden comprobarse
analizando los registros de la Figura 4.9. Primeramente, el corazén es un sistema auténomo.
Posee su propia fuente de energia a partir de la metabolizaciéon de ATP y otros nutrientes que
obtienen las células al ser continuamente perfundidas en el montaje experimental. Por otro lado,
su ritmicidad esta determinada por los parametros del sistema. Se observa que, ain en estado
basal, el corazéon contintia latiendo de manera periodica y regular debido a los principios
fisioldgicos que hay detras de su ritmicidad a partir de la permeabilidad de membrana en las
células cardiacas del nodo SA a iones sodio. Por otro lado, la morfologia de las oscilaciones es
propia del sistema cardiaco al ser también determinada por un principio fisioldgico propio: la
liberaciéon de calcio por calcio inducido en donde, al aumentar la frecuencia de electro-
estimulacion, la amplitud tiende a disminuir pues disminuyen a su vez los tiempos de relajacion
ventricular. Cuando se termina la electro-estimulacion periodica, el corazon regresa nuevamente
a sus condiciones basales tras unos segundos. Y finalmente, no es posible alterar la ritmicidad
del corazén si la frecuencia de electro-estimulacion se da por debajo de sus frecuencia cardiaca
basal. El corazon aislado de ratén late, en promedio, a 380 Ipm (6.33Hz). En los experimentos
se observd que el limite minimo necesario para inducir un cambio en la ritmicidad de los
corazones fue de 6Hz. El limite maximo de frecuencia de electro-estimulacion se determiné a
partir de conocer previamente el valor umbral a partir del cual los corazones pierden la
sincronizacién 1:1 con el estimulo (Kass et al, 1998) (12Hz), determinando el valor de 17Hz lo
suficientemente elevado para encontrarse en una frecuencia supra de electro-estimulacion.

En este trabajo, conceptos como acoplamiento y sincronizacién se pusieron a prueba bajo el
modelo de corazon aislado. Se sabe que si la frecuencia de electro-estimulacién es inferior a la
6Hz no se puede observar un acoplamiento entre el estimulo y el corazon. Por otro lado, para
frecuencias de electro-estimulacion superiores a 20Hz nunca existira una sincronizacion dado
que la diferencia en frecuencia entre el estimulo y la respuesta cardiaca es muy grande
(Wakimoto et al, 2001). La determinacién de los valores de intensidad de estimulacién fue de
manera heuristica. Si bien esta reportado que la ritmicidad del corazén aislado de ratéon puede
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perturbarse de manera 6ptima con 2V (Knollmann et al, 2006), era necesario establecer un
margen en el cual fuera posible alterar la ritmicidad del corazén sin comprometer el desempeino
contractil. Valores de electro-estimulacién mayores a 8V tinicamente ocasionaban un deterioro
en la fibra cardiaca. Por consiguiente, la ventana de intensidad de estimulacion se determiné
entre 2V a 6V con incrementos de 1V.

La eleccion de un modelo experimental depende en gran medida del problema que se va a
examinar y de la hipotesis que se va a someter a prueba. La técnica de Langendorff para corazon
aislado sigue siendo ampliamente utilizada en la actualidad atin cuando su descubrimiento data
ya desde hace mas de cien anos (Langendorff, 1895). Gracias ella se han logrado importantes
avances en la comprension de la fisiologia cardiaca, tales como la ley de Frank-Starling o el
papel del calcio en la contraccion cardiaca (Gao et al, 2004), entre otros. Dentro de las ventajas
de este modelo experimental estan su reproducibilidad, la cantidad de datos que puede aportar
debido a la facilidad de realizar muchos experimentos con una sola preparacién y su bajo costo.
Como modelo de 6rgano aislado, tiene la gran ventaja de poder medir variables en la ausencia de
factores derivados de la accién reguladora extrinseca, como por ejemplo, la circulacion
sistémica, los factores neurohumorales circulantes y las células sanguineas (Sutherland et al,
2003). Asimismo, al poder controlar la composicion del liquido de perfusion, se pueden llevar a
cabo estudios precisos y exactos de dosis-respuesta a intervenciones metabolicas o
farmacologicas (Aistrup et al, 2006). Sin embargo, hay que tener en cuenta que esta preparacion
se deteriora rapidamente (en promedio 10% cada hora) (Sutherland et al, 2003), requiriendo
estricto control de la temperatura y la presion de perfusion para ser viable al desarrollar una
funcién contractil adecuada y no falsear la interpretacion en estudios de extension de tejido
infartado (Gauthier et al, 1998). En cuanto a la temperatura, se ha demostrado que a 37°C la
solucion de perfusion es mas efectiva pues mantiene al tejido dentro del rango fisiol6gico
aceptable (Sutherland et al, 2003). Por otro lado, los registros de presion obtenidos son
utilizados tinicamente para monitorear el estado actual del corazén y no tiene un analisis mas
detallado en este estudio. Para la eleccion de los ratones no es importante discernir entre sexos
pues, pese a que los efectos hormonales en hembras debidas al ciclo estral podrian alterar los
resultados in vivo, en un anélisis de corazon aislado se prescinde de este problema.

Las variables de frecuencia cardiaca e intensidad de fuerza contractil a partir de registros de la
actividad mecénica del corazén proporcionan la informacion suficiente para identificar patrones
de sincronizaciéon anormales debidos a una estimulacion eléctrica externa con y sin ruido blanco
inducido. Cabe resaltar que al no haber una precarga y una postcarga en el modelo de corazéon
aislado, la intensidad de fuerza contractil es solamente una aproximaciéon de la fuerza de
contraccion, tal y como se determina normalmente mediante la ley de Frank-Starling (Endoh,
2004). No obstante, permite conocer otra caracteristica importante del corazéon, como es su
excitabilidad

Para validar el montaje experimental del corazon aislado, se reprodujeron resultados reportados
por otros estudios, tanto para la intensidad de la fuerza contractil como para la frecuencia
cardiaca. Los resultados de la Figura 4.10 y 4.14 permiten corroborar que, para corazon aislado
de raton, la intensidad de la fuerza contractil tiende a decrecer conforme incrementa la
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frecuencia de estimulacion, independientemente de la intensidad del estimulo asi como de la
intensidad de ruido inducido (Sutherland & Hearse, 2000; Sutherland et al., 2003; Slabaugh et
al, 2012). Cuando se interrumpe la estimulacion externa, las condiciones mecanicas del corazon
se restablecen a sus condiciones basales (Figura 4.9). No se encontrd una diferencia significativa
entre los experimentos control para el analisis de amplitud de las senales de respuesta contractil
con distintas intensidades de ruido inducido (P<0.05).

Diversos patrones de sincronizaciéon diferentes del 1:1 se encontraron en el modelo de corazén
aislado sin y con la presencia de ruido en la electro-estimulacién. Ante la ausencia de ruido,
fueron observados diversos m:n patrones de sincronizacion al variar tanto la amplitud como la
frecuencia del estimulo eléctrico, de manera similar a estudios previos con células excitables
como neuronas (Longtin, 2000) o cardiomiocitos (Guevara et al, 1981; Glass, 2001). El minimo
voltaje de electro-estimulaciéon empleado en este estudio produce una transicién entre
diferentes patrones de sincronizaciéon. Para 2V, el patron 1:1 se observa en un rango
fisiologicamente estable (6-11Hz, Figuras 4.11A y 4.16A), mientras que al incrementar la
frecuencia del estimulo a partir de 12Hz (Kass et al., 1998), la sincronizacién en el acoplamiento
eléctrico-mecanico se pierde (Figura 4.12A). Sin embargo, analizando los datos individualmente,
es claro que algunos corazones cambiaron su patrén de sincronizacion en lugar de una total falta
de sincronizacion (Figura. 4.11C). Detalladamente, los resultados para 2V y frecuencias de
estimulacion entre 12-16Hz mostraron un patrén de sincronizacion 2:1 (la frecuencia cardiaca
disminuy6 a la mitad del valor de la frecuencia del estimulo, Figura. 4.166A). Finalmente, para
2V y 17Hz, no es posible determinar una sincronizacion clara puesto que la respuesta mecanica
presenta un comportamiento no periédico con sobreimpulsos irregulares (Figuras 4.9D, 4.12D y
4.16A). Por otro lado, con el maximo valor de electro-estimulacion, el patrén 1:1 fue observado
en un amplio rango de frecuencias de estimulacion (6-15Hz, Figuras 4.11B, 4.11D y 4.16A). Estos
resultados coinciden con el hecho de que para conservar el régimen 1:1 en el oscilador cardiaco,
la intensidad del estimulo debe ser mayor para compensar la diferencia de la frecuencia basal
(Pikovsky et al, 2001). Con esto se concluye que el montaje experimental propuesto es
apropiado para identificar patrones de sincronizacién anormales en respuesta a estimulos
eléctricos perturbados con ruido.

Independientemente de la intensidad y frecuencia de la estimulacién, asi como de la intensidad
de ruido inducido, la presencia de los patrones de sincronizacion en la Figura 4.16 nos permite
observar la robustez del corazon para mantener el régimen 1:1. Estos resultados coinciden con
los publicados por Guevara y colaboradores para células cardiacas, en donde al incrementar la
intensidad de perturbacion en un oscilador cardiaco, se compensa la diferencia entre la
frecuencia basal y altos valores de frecuencia de estimulacion (Guevara et al, 1981). Ain mas, la
presencia de grupos experimentales asociados a diferentes patrones de sincronizacién, como
consecuencia de estimulos eléctricos con diversas intensidades de ruido, es una evidencia de que
estos comportamientos no se tratan de eventos aislados.

Los patrones de sincronizacidon que se presentaron debido a estimulos con bajas intensidades de
ruido se muestran en las Figuras 4.16B para 10% ruido y 4.16C para 20% ruido. En ambos casos,
puede observarse el rol benéfico del ruido al mantener el régimen 1:1 en mas experimentos,
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comparado con los experimentos control (Figura 4.16A). Sin embargo, aunque se presentaron
grupos experimentales asociados con patrones de sincronizacién 2:1y 1:2 como en los controles,
se registraron otros patrones. Para 10% ruido, se observd un grupo asociado al patrén 3:1.
Interesantemente, el nimero de experimentos asociados a grupos que conforman los patrones
1:2'y 2:1 es menor comparado con los controles. Por otro lado, con 20% ruido pueden observarse
grupos asociados a los patrones de sincronizacion 3:2, 2:1 y 1:2. No obstante, altas intensidades
de ruido inducido en el estimulo (30% ruido) inducen severas irregularidades en la respuesta
cardiaca. En la Figura 4.16D pueden observarse grupos asociados con los patrones 3:2 y 1:2,
pero la total pérdida de de sincronizacion esta presente en la mayoria de los experimentos.

Los resultados para corazon aislado implican que la sincronizacion en el acoplamiento eléctrico-
mecanico depende no sélo en la intensidad y frecuencia del estimulo, sino de ruido extrinseco
como un parametro adicional a ser considerado. El montaje experimental propuesto permite
tener un control fino en los parametros asociados con el ruido inducido. Las diferencias en las
intensidades de ruido utilizadas en este estudio son probablemente asociadas a diferentes
fuentes de ruido relacionadas con la actividad del sistema nervioso autbnomo (para mas detalle,
refiérase a la Figura 2.5). El ruido eléctrico en neuronas causa fluctuaciones en el potencial de
membrana, incluso ante la ausencia de impulsos sindpticos (Longtin, 2000). Este trabajo
sugiere que el corazon, un 6rgano que esté inervado por el sistema nervioso, también esté siendo
afectado por este fendbmeno. Esto proporciona un ejemplo concreto en donde las nociones de
patrones de sincronizacién y sintonizacién de ruido en células excitables pueden ser aplicados
también en la escala de 6rgano completo. Se ha utilizado el término “pueden” a propoésito puesto
que los mecanismos involucrados en la nocién de ruido intrinseco no fueron considerados en
este estudio (no se llevaron a cabo registros de la actividad intracelular) y una pequena
fluctuacion bioquimica o electroquimica puede afectar significativamente la respuesta a nivel
celular (Faisal et al, 2008).

Trabajos anteriores han demostrado que los ritmos anormales del corazén son un foco de
interés en la investigacion biomédica, no sé6lo por su relevancia en el analisis y tratamiento de
arritmias cardiacas, sino también por su importancia en la incorporacion de conceptos fisicos y
matematicos de su dindmica (Franz, 1991; Glass, 2001). La presencia del patron de
sincronizacion 1:1 esta asociada a una respuesta fisiolégicamente normal en el corazon. Esto se
debe a que, al incrementar la ritmicidad de las células marcapaso, se sigue presentando el
fenomeno de supresion por marcha. La ritmicidad de disparo de las células del nodo SA es de
60-100 despolarizaciones por minuto, mientras que las del nodo AV y células marcapaso
ventriculares son 40-50 y 30-40 despolarizaciones por minuto, respectivamente. Al ser el nodo
SA mas rapidas que las demas, el nodo SA sigue imperando como el marcapasos maestro sobre
otras células marcapaso en la circuiteria eléctrica encargada de transmitir el impulso. Mientras
se mantenga esta ritmicidad, en el corazdén existird un evento contractil como respuesta a un
evento eléctrico (Vasalle, 1977).

Explicar los mecanismos celulares que hay detras de las contracciones anémalas como resultado
de patrones de sincronizacion diferentes del 1:1 es complicado dado que en este trabajo no se
tiene registro de la actividad eléctrica del corazén aislado. Registros electrogramicos (a
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diferencia de un electrocardiograma, los electrogramas miden la actividad eléctrica del corazon
directamente de la fibra cardiaca mediante dos electrodos monopolares y no mediante
derivaciones en los miembros) podrian explicar el deterioro de la actividad eléctrica que
desencadenan estas contracciones arritmicas (Kolarova et al, 2010). No obstante, otros autores
han demostrado que al cambiar la proporciéon entre un evento eléctrico y uno mecanico n:m,
donde n>1y a su vez n>m, se presenta el caso de una arritmia por bloqueo (patrones 2:1, 3:1, y
3:2). Tal es el caso de los ritmos Wenckebach, en los cuales el pulso eléctrico originario del nodo
SA no se propaga hacia los ventriculos por un bloqueo en el nodo AV (comtinmente debido a una
hiperpotasemia). Por consiguiente, se tienen més eventos auriculares que ventriculares (Levy et
al, 1974; Guevara et al, 1981).

La situacion es mas extrafia cuando se tienen mas eventos ventriculares que eventos eléctricos
en el nodo SA (n:m, donde m>n) como es el caso del patrén de sincronizaciéon encontrado 1:2.
Una posible causa de este patrén de sincronizaciéon se debe al fendémeno de latencia. La fase de
latencia en un potencial de accion cardiaco se encuentra en la region refractaria relativa (fase del
periodo refractario en donde es posible inducir una nueva despolarizacion) y esté caracterizada
por el hecho de que en esta fase el musculo cardiaco responde a una electro-estimulacion, pero
con cierto retraso (Csapd, 1972). No obstante, esto se presenta ante elevadas frecuencias de
estimulacion y, al observar los resultados experimentales, ante la ausencia de ruido asi como
bajo la presencia de ruido inducido, este patron de sincronizacién se encontrdé en bajas
frecuencias de estimulacion (7-10Hz). Por consiguiente, se considera que el efecto de latencia no
es responsable de la generacidn de este patron de sincronizacion. Por otro lado, algunos autores
sugieren que la presencia latidos ventriculares prematuros (mas eventos contractiles
ventriculares que auriculares) esta asociada a impulsos ventriculares ectopicos que inducen
tanto una taquicardia ventricular asi como estadios tempranos de una fibrilaciéon (Janse et al,
1980). En este escenario, en una contraccion ventricular prematura el ventriculo no alcanza a
llenarse adecuadamente de sangre y se tienen contracciones de menor intensidad. Analizando
las ventanas de sincronizacién 1:2 (Figuras 4.12C y 4.15B) se observa que la morfologia de la
sefial es una onda completa acompafiada de una de menor intensidad. Posiblemente esto sea el
reflejo de un evento contractil prematuro. Es necesario llevar a cabo registros de electrograma
para dilucidar con certeza la causa.

Para cada mapa de interaccion de la Figura 4.16, se calcul6 el porcentaje de experimentos que
presentaron el patréon de sincronizaciéon 1:1, al ser éste una métrica del desempefio de un
corazon fisiologicamente sano. El maximo desempeiio obtenido se logré para aquellos corazones
que fueron estimulados con 10% de ruido inducido (Figura 4.17). El fen6meno de resonancia
estocastica esta presente en aquellos sistemas en donde bajas intensidades de ruido generan un
aumento en el desempefio de la respuesta en lugar de disminuirlo (Moss et al, 2004). Puesto
que bajas intensidades de ruido (10% y 20% ruido) proporcionan un 6ptimo desempeio en la
respuesta cardiaca (comparado con experimentos control, 0% ruido) mientras que para altas
intensidades de ruido inducido (30% ruido) la respuesta estd dominada por el ruido (Faisal et
al, 2008), se puede concluir que la resonancia estocastica esta presente también en el modelo de
corazon aislado. Esto abre ampliamente las posibilidades de estudiar el papel del ruido (tanto
intrinseco como extrinseco) en el analisis y prevencion de ritmos anémalos en el corazon.
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Ruido en la interaccion entre el sistema nervioso autonomo y el corazén como
organo objetivo

El segundo escenario de este proyecto consistié en estudiar el efecto del ruido en la inervacion
del corazén como 6rgano objetivo por el sistema nervioso autbnomo mediante un modelo in
vivo. Para lograr esto, fue necesario desconectar al corazén de otros sistemas que influyen en su
autorregulacion, mediante la descerebracién y la desmedulacion del animal. De esta manera es
posible monitorear cambios en la actividad contractil del corazén como respuesta inicamente a
electro-estimulaciones con ruido inducido directamente sobre la actividad neuronal. Los
resultados de este segundo bloque se encuentran en el Capitulo 5 (seccion 5.2).

En este montaje experimental pueden ser estimulados diferentes segmentos de la médula
espinal para producir una respuesta especifica (Gillespie et al, 1970). Por ejemplo, una
estimulacion selectiva de los segmentos T7, T8 y Tg de la zona toracica inferior produce un
incremento en la presion arterial sistémica sin modificar significativamente la frecuencia
cardiaca. De la misma manera, una estimulacion selectiva de los segmentos C7 y T1 produce
incrementos en la frecuencia cardiaca sin modificar significativamente la presion arterial
(Centurion et al, 2009). Los resultados de la Figura 5.13 permiten observar que al estimular
selectivamente cada uno de estos sistemas (corazén y vasoconstriccion arterial) no es posible
evitar del todo la influencia de un sistema sobre el otro. En la Figura 5.13B se observa que al
inervar el segmento asociado a la vasoconstriccion arterial se observan también cambios en la
frecuencia cardiaca, aunque estos cambios permanecen constantes para todos los valores de
frecuencia de electro-estimulacion. Esto se debe a que al utilizar un electrodo para inervar un
segmento de la médula espinal se genera un campo eléctrico que, aunque es mas fuerte en la
zona de interés, puede afectar de manera indirecta otras regiones, sobre todo cuando la
diferencia en longitud entre la zona toracica superior (corazén) e inferior (sistema
vasoconstrictor) es apenas de 2cm en ratas. Sin embargo, al comparar los incrementos de
presion arterial en ambos sistemas asi como los incrementos en frecuencia cardiaca existe una
diferencia significativa entre ambos y se puede concluir que se esta llevando a cabo una
inervacion especifica del corazon.

Aunque el modelo de descerebracion y desmedulacion es utilizado frecuentemente para
investigar respuestas cardiovasculares mediadas por el flujo postganglionar autonomo, la
inervacion de los 6rganos efectores se da inicamente por el sistema simpatico. De esta manera,
el corazon pierde una propiedad muy importante que es la relajacién ventricular mediada por la
inervacion parasimpéitica y subsecuentemente la retroalimentacién por el sistema reflejo
barorreceptor. Entonces, una de las principales limitaciones de este montaje experimental es la
pérdida de la influencia del sistema nervioso central en la respuesta cardiovascular. No obstante,
este sistema permite estudiar la interaccion entre la actividad neuronal y la inervacion del
corazon, mediada por estimulos eléctricos con distintas intensidades de ruido inducido.

Una de las principales diferencias entre el modelo de descerebracion y desmedulacién con el
sistema de corazén aislado radica en los tiempos de respuesta cardiaca por una electro-
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estimulaciéon. En el modelo de corazén aislado, se observan incrementos en la frecuencia
cardiaca en apenas unos segundos después de que inicia el estimulo (Figura 4.9). Esto es debido
a que la dinamica depende unicamente de la activaciéon de canales idnicos dependientes de
voltaje, los cuales son rapidos comparados con la liberacion de neurotransmisores en el sistema
nervioso auténomo. En el modelo de descerebracion y desmedulaciéon una electro-estimulacion
se traduce en una liberacion de noradrenalina y, tras el fendmeno de sinapsis, se da la activacién
de canales i6nicos dependientes de voltaje que alteran la respuesta cardiaca (Figura 5.1). Otra
diferencia radica en que una vez retirado el estimulo, el corazon aislado regresa a sus
condiciones basales en pocos segundos mientras que en el modelo de descerebracion y
desmedulacién, ante la nula participacion del sistema parasimpatico, el corazén regresa a sus
condiciones basales incluso algunos minutos después de haber terminado la electro-
estimulacion (Figura 5.15).

El uso de fArmacos altera considerablemente la frecuencia basal del corazéon (Ho et al, 2011). En
el caso de pentobarbital, la frecuencia cardiaca cae en un rango promedio de 377 I[pm comparada
con los casi 600 lpm cuando el animal esta consciente (Ho et al, 2011). Por consiguiente, es
preferible llevar a cabo la anestesia con farmacos inhalatorios (Murakami et al, 2014), como
isoflurano, donde la frecuencia cardiaca basal se encuentra alrededor de 450 lpm (Ho et al,
2011). Esto no es posible en este montaje experimental. Para el uso de anestésicos inhalatorios,
se requiere un suministro constante del farmaco en el animal. Si se detiene el suministro, el
animal estara consciente pasados unos segundos. Dado que la metodologia empleada requiere
que se lleve a cabo una descerebracion y una desmedulacion, es necesario tener un control
estable del animal para llevar a cabo ese procedimiento. Por otro lado, tras la descerebracion y
desmedulacion la frecuencia cardiaca basal cae hasta 310 Ilpm, en promedio (Tabla 5.2). No
obstante, auin ante esta diferencia considerable en la frecuencia cardiaca, los registros de ECG
permiten observar un comportamiento estable en la actividad eléctrica donde es posible
determinar todos los elementos presentes en un electrocardiograma normal (Figura 5.11).

El registro de electrocardiograma entre un humano y un roedor posee ciertas diferencias,
particularmente debidas a la frecuencia cardiaca. A diferencia de un electrocardiograma normal
humano, en los roedores no siempre est4 presente la onda Q, no existe un segmento ST y la onda
T es mas puntiaguda (Konopelski & Ufnal, 2016). Esto se debe a que los eventos contractiles son
mas rapidos. Dado que no hay muchos estudios enfocados en caracterizar un registro ECG para
ratas de una cepa en particular, es necesario llevar a cabo una caracterizaciéon de los elementos
que lo componen. Para este trabajo, los parametros ECG para los animales utilizados se
encuentran en la Tabla 5.2. Al tener una mediciéon de la actividad eléctrica (ECG) y mecanica
(perfiles de velocidad del flujo aortico a través del arco adrtico) del corazon mediante métodos
no invasivos proporciona ciertas ventajas: al tener el corazon intacto, no hay dafio en el tejido
debido a una posible incision en planos erronea, existe una estabilizacion de la temperatura
corporal y se evita una localizacion erronea de electrodos que pueden inducir un registro
incorrecto.

Aunque el animal se encuentra en un estado vegetativo después de la descerebracion y
desmedulacién y por ende no responde voluntariamente ante una perturbacién, pueden
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presentarse contracciones involuntarias del musculo esquelético (espasmos musculares) ante
electro-estimulaciones desde la médula espinal que pueden inervar las vias del sistema somatico
y por consiguiente, afectar el registro de los parametros de interés. A diferencia de otros
bloqueadores neuromusculares, el fairmaco galamina es utilizado ampliamente en el modelo de
descerebracion- desmedulacion pues evita el bloqueo ganglionar que puede afectar la
transmision neuronal en las vias del sistema auténomo (Elayan et al, 2008). Si bien es cierto
que la incorporacion de farmacos a un sistema biologico induce variabilidad entre los distintos
animales, no se demostr6 una diferencia considerable en las frecuencias basales entre los
animales utilizados en este estudio.

En este montaje experimental se encontraron cambios en la respuesta cardiaca ante la presencia
de ruido en la electro-estimulacién. Para los experimentos control se observa que conforme
incrementa la frecuencia de electro-estimulacién, hay una mayor liberaciéon de noradrenalina
que se traduce en un mayor aumento en la frecuencia cardiaca (Figura 5.15). De los resultados
en la Figuras 5.16 y 5.17 se puede observar que a diferencia del control, la presencia de 10% de
ruido en la electro-estimulacion induce mas incrementos taquicardicos y el restablecimiento a
condiciones basales una vez retirado el estimulo se da en menor tiempo, asociado a un buen
desempefio en la respuesta cardiaca. Por su parte, aunque con 20% y 30% de ruido los
corazones regresan a sus condiciones basales méas rapido que los controles, los incrementos
taquicardicos no son superiores comparados con los experimentos control. De hecho, se
presenta una respuesta en la cual el limite fisiol6gico a una frecuencia cardiaca maxima es
alcanzado con menos frecuencias de electro-estimulacion pero este limite fisiolo6gico es menor.
La incorporacion de altas intensidades de ruido en la electro-estimulacion (30% de ruido) es
perjudicial en la respuesta contractil para altas frecuencias de electro-estimulacién. Dos
animales, pese a encontrarse bajo las mismas condiciones que los grupos control antes de la
electro-estimulacién, no sobrevivieron a estimulos superiores a 1Hz. Se tiene entonces un limite
en la tolerancia del sistema cardiaco ante la presencia del ruido. Las comparativas entre los
distintos niveles de ruido con el grupo control para determinar la presencia de diferencia
significativa se llevd acabo tinicamente entre los grupos con 0%, 10% y 20% de ruido inducido,
considerando que la presencia de 30% de ruido es perjudicial.

Para cuantificar el desempeno del corazon como bomba se obtuvo una aproximaciéon del gasto
cardiaco. En este montaje experimental, al desconectar todos los mecanismos reguladores del
corazon, se pierde también una valiosa aportacion al gasto cardiaco: el volumen sanguineo de
retorno. Las venas son consideradas reservorios de sangre que satisfacen la cantidad de sangre
cuando hay un aumento en la frecuencia de contraccion. Mediante una vasoconstriccion
(activada por el sistema reflejo barorreceptor) las venas se contraen introduciendo mas sangre al
interior de la boveda cardiaca y compensando asi la falta de sangre necesaria para mantener un
flujo sanguineo constante. Cuando se lleva a cabo una inervaciéon simpatica, el gasto cardiaco
puede aumentar desde 5L/min (en humanos) hasta 20L/min (Guyton & Hall, 2006). Ante la
pérdida del aporte sanguineo por parte del sistema venoso, en este montaje experimental no es
posible observar esos incrementos masivos en el gasto cardiaco. Por consiguiente, lo que se
observa es mas bien una aproximacion al gasto cardiaco a diferencia del que se podria observar
si el animal no fuera descerebrado ni desmedulado (Bravo et al, 2004).
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De la Figura 5.19 se observa que con 10% de ruido se obtiene un mejor desempeio en la
contractilidad del corazéon al presentarse un aumento considerable en el gasto cardiaco
comparado con el control, para todas las frecuencias de electro-estimulacion. Esto significa que,
bajo las mismas condiciones de frecuencia e intensidad de estimulacion que el control, la
cantidad de sangre que es eyectada del corazén como consecuencia de un evento sistélico es
mayor Unicamente debido a la presencia de ruido. Por consiguiente, el corazon es capaz de
suplir de oxigeno y nutrientes en mayor volumen a todas las células que conforman al
organismo vivo. No obstante, para 20% y 30% de ruido se observa un aumento en el gasto
cardiaco para 0.1Hz y 0.3Hz de electro-estimulacion, pero posteriormente tiende a decrecer
conforme incrementa la frecuencia del estimulo. Este decremento en la respuesta contractil del
corazon se debe a una alteracién en la repolarizacion ventricular (Figura 5.24). Los registros de
ECG permiten demostrar una alternancia en la onda T que induce a la generacion de
contracciones sostenidas y de menor amplitud (Figura 5.21).

En la literatura est4 reportado que incrementos elevados en la frecuencia cardiaca inducen a su
vez incrementos transitorios en el potasio extracelular (Kunze, 1976). Al existir un incremento
masivo de potasio en el sérum sanguineo se presentan anormalidades en la propagacion del
impulso eléctrico. En la zona ventricular, esto induce alteraciones anormales en la
despolarizacion y repolarizacion de la fibra cardiaca y por consiguiente, contracciones
sostenidas y de baja intensidad. En el ECG, ante la presencia de una hiperpotasemia usualmente
se encuentra una onda T puntiaguda y de gran amplitud, con un complejo QRS més ancho
(Asmar et al, 2012). Los registros de ECG obtenidos en el montaje experimental para 20% y
30% de ruido inducido sugieren que la disminucién en el gasto cardiaco se debe a una
hiperpotasemia (Figuras 5.21 y 5.24). No obstante, en este estudio se maneja esta discusion con
ciertas reservas pues hace falta llevar a cabo un analisis vectorial de ECG (mediante el sistema
hexaxial) siguiendo protocolos de identificacion de arritmias conocidas en la clinica (Christini &
Glass, 2002) para determinar si efectivamente el dafio se debe a una alteraciéon en el flujo de
potasio y no a una isquemia subendocérdica, por ejemplo. Hasta el momento no se cuentan con
los registros suficientes para llevar a cabo un analisis vectorial pues, ademas de las tres
derivaciones frontales, se requieren las tres derivaciones aumentadas monopolares.

En la Figura 5.9 se hizo mencion de la variables de interés en los perfiles de velocidad del flujo
aortico: tiempo de pre-eyeccion, tiempo de subida, velocidad pico y distancia de eyeccidén; todas
estas variables normalizadas con respecto al tiempo total de eyeccidon. Si bien es cierto que
existieron algunas diferencias significativas particularmente con la variable de velocidad pico
para el grupo llevado a cabo con 10% de ruido, asi como algunas tendencias fisiolégicamente
normales como una disminucién en el tiempo de pre-eyeccién para los grupos control (como
consecuencia de un aumento en la frecuencia cardiaca), al comparar los resultados entre los
distintos grupos con ruido no se present6é ninguna diferencia significativa. Esto debido a las
limitaciones en el desempeno de la actividad contractil del corazén, como consecuencia de una
descerebracion y desmedulacion, anteriormente explicadas. Los resultados pueden encontrarse
en el material suplementario en el Capitulo 10.
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Hasta donde se tiene conocimiento, este es el primer trabajo experimental en el cual se estudia
el efecto del ruido en la interaccion entre el sistema nervioso y un 6rgano efector. Los resultados
permiten demostrar que la presencia del ruido en la electro-estimulacion llevada a cabo en la
médula espinal induce cambios en la actividad neuronal que repercute, a su vez, en el corazon
como Organo objetivo. Dilucidar la causa de estas alteraciones en el sistema nervioso periférico
simpético no es una tarea ficil pues no es posible obtener registros de la actividad eléctrica de
las neuronas en este montaje experimental. La aproximacién se hace con un caracter
especulativo. Sabiendo que estudios previos han demostrado que la presencia de ruido en
sistemas excitables como neuronas cuya actividad depende de la deteccion de una senal en un
umbral virtual induce un incremento en la cantidad de disparos, la presencia de ruido podria
sensibilizar las neuronas al inducir cambios en su potencial de membrana mediante el principio
de resonancia estocastica, discutido anteriormente. De esta manera, se tienen mas disparos
eléctricos que convergen en la sinapsis, liberando més noradrenalina y, por consiguiente, se
tienen incrementos taquicardicos superiores con respecto a la ausencia de ruido. No obstante,
esta aproximacion no es suficiente para explicar la presencia de aumentos taquicardicos
superiores ante la presencia de 10% de ruido y no asi con 20% ni 30%. Alin mas, la presencia de
ruido pareciera acelerar los mecanismos en la sinapsis neuronal pues los corazones estimulados
con ruido inducido regresaron a su ritmicidad basal en menos tiempo, comparado con el grupo
control. Asimismo, atin permanece inconcluso por qué el ruido proveniente del estimulo en la
médula espinal induce alteraciones en la actividad eléctrica del corazén para 20% y 30% de
ruido como consecuencia de una elevacion en la frecuencia de respuesta cardiaca, y no asi para
10% de ruido, donde los incrementos taquicardicos fueron incluso superiores. Un estudio
farmacologico para analizar la liberacién y recaptacion de catecolaminas en la sinapsis simpética
debidas al ruido podrian explicar estas posibles alteraciones. Por consiguiente, es necesario
llevar a cabo estudios focalizados en estos aspectos para dilucidar la fenomenologia que hay
detrés de estas anormalidades.

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren una implicacion en aplicaciones biomédicas.
Primeramente, el rol benéfico de la presencia del ruido en la respuesta contractil del corazon es
un aliciente para que se continte la investigacion para el potencial desarrollo de marcapasos
inteligentes que incorporen la presencia del ruido con el objetivo de disminuir la generacion de
ritmos anormales en el corazon. Si bien este trabajo no pretende ser un tratamiento contra una
arritmia cardiaca, al menos establece las bases para un potencial estudio en el futuro. Por otro
lado, pareciera sorprendente que alteraciones en el flujo del i6n potasio se encuentran presentes
en ambos montajes experimentales ante altas intensidades de ruido en la electro-estimulacion.
Este trabajo puede ser un incentivo para que se lleve a cabo un estudio electro-fisiologico
incorporando a su vez farmacos relacionados a la dinamica de potasio como un tratamiento
preventivo contra arritmias por bloqueo que induce la generacién de patrones de sincronizacion
anomalos y por consiguiente contracciones anormales.

El estudio del ruido en sistemas biologicos y la bisqueda de la presencia de resonancia
estocéstica ha sido muy gratificante para la ciencia en general. El cambio de perspectiva en el
contexto de las ciencias fisicas aplicadas en las ciencias de la vida ha llevado a los investigadores
a replantear incluso algunos fendmenos muy basicos, por ejemplo, la dinamica caracteristica de
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las neuronas como sistemas de activacién de umbrales excitables para una descripcion maés
detallada de su comportamiento biestable, asi como todas las repercusiones que pueden tener
en otros 6rganos esenciales para la vida, como el corazon.
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Conclusiones

En este trabajo, se analiz6 el efecto del ruido inducido en la electro-estimulaciéon sobre la
respuesta mecéanica del corazéon. Los resultados arrojados permiten concluir que las técnicas
electro-fisioldgicas propuestas en este estudio posibilitan cuantificar el efecto del ruido en la
respuesta contractil. Bajas intensidades de ruido inducido en la electro-estimulacion conducen
al maximo desempefio en la respuesta mecanica. En el modelo de corazén aislado se demostro la
presencia de resonancia estocastica al aumentar el desempeifio del corazén al mantener el patron
de sincronizacion 1:1 en mas experimentos, comparado con el grupo control. Por otro lado, los
efectos adrenérgicos, como consecuencia de bajas intensidades de ruido inducido en el estimulo
en el sistema nervioso simpatico, favorece la respuesta del corazon como bomba al aumentar el
gasto cardiaco.

Incrementar la intensidad del ruido en la electro-estimulacion reduce la eficacia en la respuesta
mecanica del corazén debido a alteraciones en el acoplamiento eléctrico-mecanico, que inducen
la generacion de contracciones anémalas. En el modelo de corazon aislado se presentaron
diversos patrones de sincronizacién andémalos mas complejos, asi como a la total pérdida de
sincronizacion debido a un incremento elevado en la intensidad de ruido en la electro-
estimulacion. Por su parte, la disminucion en la eficacia en la respuesta cardiaca debida a altas
intensidades de ruido en el modelo in vivo se debe a alteraciones anémalas en la etapa de
repolarizacion ventricular, induciendo contracciones sostenidas y de baja intensidad,
disminuyendo el gasto cardiaco.
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8.1 Limitaciones del estudio

Para sistemas experimentales es dificil llevar a cabo variaciones finas de los parametros debido a
las limitaciones fisiol6gicas. Aunque en este estudio se propone un protocolo experimental para
identificar diversos patrones ritmicos en la respuesta mecanica de corazon aislado, los registros
obtenidos son sbélo una aproximacion fisiologica. Es necesario llevar a cabo mas experimentos
posteriores para medir la presion intraventricular asi como registros de ECG, con el objetivo de
caracterizar los patrones de sincronizacién anémalos encontrados en este estudio y relacionarlos
con una patologia cardiaca, desde una arritmia conocida hasta hasta casos severos como la
presencia de fibrilacién ante la total pérdida de sincronizacion.

Por convencion, el registro de la segunda derivacion frontal de un electrocardiograma es ttil
para monitorear el estado actual de la actividad eléctrica en el corazon. Para caracterizar una
arritmia, siguiendo procedimientos utilizados en la clinica, es necesario ademas llevar a cabo
registros de las seis derivaciones frontales (bipolares y monopolares aumentadas). Con estos
registros es posible dilucidar la extraordinaria dinamica de las arritmias cardiacas y establecer
pautas para su posible prevencion.

Por otro lado, el anélisis teorico de los resultados obtenidos podrian dilucidar mejor la dindmica
de los ritmos cardiacos, aprovechando a su vez el beneficio del papel del ruido en sistemas
biolégicos.
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8.2 Perspectivas

Las perspectivas propuestas para este trabajo parten de las limitaciones del estudio,
mencionadas en la seccion anterior. Por consiguiente, se sugiere:

1. Obtener registro de electrogramas en el modelo de corazoén aislado que permitan dilucidar la
presencia de patrones de sincronizacion anémalos.

2. Aunque la incorporaciéon de fArmacos induce variabilidad en las mediciones entre distintos
animales, se sugiere llevar a cabo un estudio farmacolégico para analizar la liberacién y
recaptacion de catecolaminas en la sinapsis simpética debidas al ruido.

3. Obtener registros de las tres derivaciones monopolares aumentadas en el plano frontal y con
esto realizar un estudio vectorial de ECG en el modelo in vivo para la deteccidon e
identificacion de arritmias conocidas en la clinica.

4. Llevar a cabo la identificacién de variables a partir de datos experimentales que pudieran
incorporarse a un modelo tedrico.
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10.1 Sintesis de acetilcolina y noradrenalina

10.1.1 Sintesis de acetilcolina

La Figura 10.1 muestra los procesos que se llevan a cabo para la sintesis de acetilcolina. La
acetilcolina se sintetiza a partir de la acetilcoenzima A y la colina mediante una reaccion en
extremo simple en la cual el grupo acetilico de la acetilcoenzima A se transfiere a la colina por
accion de una enzima llamada acetiltransferasa de colina. Por lo tanto, tal enzima representa el
marcador de eleccion de las neuronas colinérgicas (Conti, 2010).

[Acetiltransferasa de colina|

- +
H,C — C— S—CoA + H O — CH;— CH;,—N—(CH,),=——————HS—C0A + H ,C — C—0—CH;— CH,— N—(CH,),
] Acetilcoenzima A | | Coenzima A I Acetilcolina J

Figura 10.1. Sintesis de acetilcolina (Conti, 2010). La acetilcolina se sintetiza a partir de la unién de
acetilcoenzima A y colina.

10.1.2 Sintesis de noradrenalina

Los procesos detras de la sintesis de noradrenalina se encuentran en la Figura 10.2. La sintesis
de noradrenalina ocurre en las terminaciones presinapticas a través de un ntimero mayor de
etapas que las de la sintesis de acetilcolina. Estas comienzan desde el aminoacido tirosina, a su
vez derivado de la hidroxilacion de la fenilalanina, captada por los liquidos corporales. La
tirosina es hidroxilada a dihidroxifenilalanina (DOPA) por parte de la enzima hidroxilasa de
tirosina. La DOPA es sucesivamente descarbolixada a dopamina, que es transportada al interior
de las vesiculas donde es hidroxilada otra vez a noradrenalina por obra de la enzima hidroxilasa
beta de dopamina.
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Figura 10.2. Sintesis de noradrenalina (Conti, 2010). A diferencia de la acetilcolina, la noradrenalina
requiere mas etapas para su sintesis desde tirosina a partir de varios procesos de hidroxilacion y
descaboxilacion.
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10.2 Receptores adrenérgicos

La Tabla 10.1 muestra los efectos inducidos en los érganos asociados al sistema cardiovascular
por las acciones colinégicas (acetilcolina, ACh) y adrenérgicas (noradrenalina, NA) del sistema
nervioso auténomo.

Tabla 10.1. Efectos colinérgicos y adrenérgicos del sistema nervioso autéonomo segin la
activacion de los receptores adrenérgicos (Conti, 2010). Se muestran los efectos simpéticos y
parasimpéticos asociados a la activacion de los 6rganos asociados al sistema cardiovascular.

Efectos
Organo Receptores
ACh NA adrenérgicos
Corazo6n: nodo SA Disminucion de la Aumento de la B1,B2
frecuencia cardiaca frecuencia cardiaca
Corazoén: nodo AV Disminucion de la Aumento de la velocidad B1,B2
velocidad de conduccion de conducciéon
Corazon: ventriculos Escaso o ningin efecto Aumento de la B1,B2
contractilidad
Vasos arteriales Constriccién Constriccion / at, a2 / B2
coronarios Dilatacion
Venas sistémicas Escaso o ningtin efecto Constriccion / ai, a2 / B2
Dilatacion
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10.3 Perfiles de velocidad de la sangre fluyendo en
distintas arterias del arbol cardiovascular

La Figura 10.3 muestra la morfologia de los perfiles de velocidad segiin el punto de analisis
mediante tecnologia Doppler. En este estudio fue de particular interés analizar el flujo de sangre
a través del arco aértico como consecuencia de un evento sistolico.

left carotid

right carotid

ascending
& aorta

L, abdominal
aorta

left renal

Figura 10.3. Perfiles de velocidad del flujo de sangre en distintos sectores del arbol
cardiovascular (Hartley et al, 2002). La morfologia de la sefial depende de la arteria sobre la cual se
hace el anélisis.
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10.4 Medicion de variables del perfil de velocidad del
flujo de sangre en el arco aortico

A continuacion se muestra la estadistica obtenida en este estudio para las distintas variables de
interés en el perfil de velocidad del flujo adrtico (refiérase a la Figura 5.9 del Capitulo 5 para mas
detalle). Los resultados estan normalizados con respecto al tiempo total de eyeccion.

10.4.1 Tiempo de pre-eyeccion

° N00% N10%
5 14 ; , ; ; 1.4 ; : ;
ﬁ 1.2] 1.2}
= 1} 1t
g 08} 0.8l
& 0.6} 0.6}
& 04 0.4
: 0.2} 0.2}
\o 0 0
= basal 0.1 : ; 2 ] basal 0.1 03 1.0 3.0 10.0
o
@ N20% N30%
q>,- 1.4 : ; ; ; 1.4 : ; ;
1 1.2l 1.2+
o
a '
o 08 0.8}
T 06} 0.6}
O 04 0.4
g’ 0.2+ 0.2+
0 0
.l“:’ basal 0.1 0.3 1.0 3.0 100 basal 0.1 03 1.0 3.0 100

Estimulo (Hz)

Figura 10.4. Estadistica para el calculo de tiempo de pre-eyeccion para todos los niveles de
ruido inducido en la electro-estimulaciéon. Los resultados se muestran como valor promedio +
desviacion estandar (n=7). El analisis estadistico se llevé mediante ANOVA 2 vias, seguido de una prueba
Tukey.
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10.4.2 Tiempo de subida

Tiempo de subida (Normalizado)

NO00% N10%
1.4 . . . . 1.4 . .
1.2} 1 1.21
1t 1t
0.8} - 0.8}
0.6} - 0.6+
0.4} ] 0.4
0.2+ E 0.2+
0 0
basal 0.1 0.3 1.0 3.0 10.0 basal 0.1 0.3 1.0 3.0 10.0
N20% N30%
1.4 . . ' r 1.4 > .
1.2} 1.21
1t 1t
0.8} 0.8}
0.6} 0.6}
0.4+ 0.4
0.2t 0.2}
0 1 : 0
basal 0.1 03 1.0 3.0 10.0 basal 0.1 03 1.0 3.0 100

~ Estimulo (Hz)

Figura 10.5. Estadistica para el calculo de tiempo de subida para todos los niveles de ruido
inducido en la electro-estimulacion. Los resultados se muestran como valor promedio + desviaciéon
estandar (n=7). El anélisis estadistico se llevd mediante ANOVA 2 vias, seguido de una prueba Tukey.

10.4.3 Velocidad pico

Velocidad pico (Normalizada)
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3.5 : .

— n
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Figura 10.6. Estadistica para el calculo de velocidad pico para todos los niveles de ruido
inducido en la electro-estimulacion. Los resultados se muestran como valor promedio *
desviacién estandar (n=7). El andlisis estadistico se llevo mediante ANOVA 2 vias, seguido de una
prueba Tukey.
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10.4.4 Distancia de eyeccion (stroke distance)

N00% N10%

2 . - 2 . :
1.5 15
1t 1
0.5 0.5
0 0

basal 0.1 03 1.0 3.0 100 basal 01 03 1.0 3.0 100
N20% N30%
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—_
é)]

-t

o
&)

o

0
basal 0.1 03 1.0 3.0 100 basal 0.1 0.3 1.0 3.0 100
Estimulo (Hz)

Distancia de contraccion (normalizado)

Figura 10.7. Estadistica para el calculo de distancia de eyeccion para todos los niveles de ruido
inducido en la electro-estimulacién. El analisis estadistico se llevd mediante ANOVA 2 vias, seguido de
una prueba Tukey.
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10.5 Analisis vectorial de ECG

El objetivo de llevar a cabo un anélisis vectorial a partir de registros de ECG es encontrar el
vector cardiaco (también llamado eje eléctrico), el cual determina la direccion de la
despolarizacion de la fibra cardiaca a partir del anélisis de las seis derivaciones en el plano
frontal: tres monopolares estandar, I, II, III y tres monopolares aumentadas aVL, aVR y aVF
(Figura 10.8). Una alteracion en la direccion del vector cardiaco estd asociado a una patologia
cardiaca, desde la identificacion de una arritmia hasta la presencia de hipertrofia del musculo
como consecuencia de una insuficiencia cardiaca. Existen muchas maneras estandarizadas para
encontrar la direccion del vector. La mas comtn se explica a continuacion.

Figura 10.8. Vector de despolarizacion cardiaco. Determina la direccién de despolarizacién de la fibra
cardiaca. Se obtiene a partir del analisis de las seis derivaciones en el plano frontal. Una alteraciéon en la
direccion de este vector esta directamente relacionado a una patologia cardiaca.

Sistema hexaxial

El sistema hexaxial consiste en obtener los vectores de direccion de las seis derivaciones
frontales (Figura 10.8) y superponerlos a partir de un origen, como se muestra en la Figura 10.9.
Se considera una direccion positiva a aquella en la cual el vector corresponde a la direccion
fisioldgica estandar para la obtencion de ECG (lineas solidas) y direccién negativa cuando va en
sentido opuesto (lineas punteadas). De esta manera, es posible establecer los angulos de
direccion. Tomando como referencia el vector de la derivaciéon frontal DI (0°), los dngulos son
positivos cuando estan por debajo del eje y negativos cuando estan por encima de él.
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Figura 10.9. Sistema hexaxial. Se forma a partir de la superposiciéon de los vectores de direccion de las
seis derivaciones frontales. Tomando como referencia el eje de la primera derivacion frontal (DI), los angulos
de direccion seran positivos si los vectores se encuentran por debajo de éste y negativos si estan arriba.

Ahora bien, de los registros de ECG, se busca aquel en el cual la amplitud del complejo QRS es
mayor y posteriormente se identifica el vector correspondiente a esa derivacion en el sistema
hexaxial (llamese vector referencia, para efectos ilustrativos). Si el registro del vector que se
encuentra perpendicular al vector referencia presenta un comportamiento isobifasico en la onda
R, serd entonces la direccion del vector referencia la que determine la direccion del vector

cardiaco de despolarizacion.

Sirvase del siguiente ejemplo para esclarecer lo anterior. En la Figura 10.10 se muestran
registros de ECG de un evento cardiaco para las seis derivaciones frontales.
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aVR Y

(-180°)
DI
(+180°)
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- o

(-90°)
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DIl
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Figura 10.10. Calculo del vector cardiaco. De este ejemplo, se observa que el vector cardiaco se

encuentra orientado a 0°.
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De los seis registros observamos que aquel que presenta la mayor amplitud del complejo QRS se
encuentra en la derivaciéon I (DI). Sera entonces ese vector DI el vector referencia. El vector
perpendicular a DI corresponde a la derivacion aVF. El registro de aVF presenta una onda R
isobifasica. Por consiguiente, se determina que el vector de despolarizacién cardiaco se
encuentra orientado a 0°.

Segun estandarizaciones clinicas, se determina una despolarizacion de la fibra cardiaca normal
si el vector cardiaco se encuentra entre -30° y +90° (Guyton & Hall, 2006). Una patologia
cardiaca se vera reflejada en una direccion anormal del vector de despolarizacion. Se dice que
existe una desviacion hacia la izquierda cuando el vector cardiaco se encuentra entre -30° y -90°
y una desviacion hacia la derecha cuando se encuentra entre +90° y +180°. Se considera un
vector cardiaco indeterminado si se encuentra entre -90° y -180°.
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