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INVESTIGACION BASICA

Actividad ritmica del misculo papilar inducida
por estimulacion de alta frecuencia; ritmosn: 1,
formasdetransicion e histéresis

Hortensia Gonzalez,* Araceli Torres,* Claudia Lerma,** Gabriela Arriola,* Gustavo

Pastelin,** Humberto Arce*

Resumen

Los tejidos cardiacos son capaces de trabajar
en un amplio intervalo de frecuencias con el fin
de atender las distintas demandas que el orga-
nismo impone al sistema cardiovascular. Sin em-
bargo, bajo un régimen de cambios de frecuen-
cia y con ciertas condiciones patoldgicas, pue-
den desarrollarse arritmias, como bloqueos,
taquicardias, fibrilaciones, etc. de posibles con-
secuencias fatales. Esto motiva la realizacion de
diversos arreglos experimentales en los cuales
se explora el comportamiento del corazén, o de
regiones de éste. En este articulo reportamos
diversos fenémenos que ocurren en el masculo
papilar de cobayo cuando se le estimula
eléctricamente, desde una frecuencia basal de
un pulso por segundo (pps) hasta frecuencias
muy altas, de varias decenas de pps, pero
incrementando paulatinamente la frecuencia de
estimulacion. Describimos que en nuestras con-
diciones experimentales, el musculo despliega
sucesivamente ritmos tipo n:1 (una respuesta
cada n estimulos) con n creciente; encontramos
también que entre uno y otro de estos ritmos
aparecen diversas formas de transicion, entre las
cuales describimos una totalmente nueva en este
sistema, que hemos denominado por “rafagas”;
finalmente mostramos que este sistema exhibe
de manera generalizada histéresis en la frecuen-
cia, siendo el primer reporte que se hace para
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Summary

ARRHYTHMIC ACTIVITY OF THE PAPILLARY MUSCLE
INDUCED BY HIGH FREQUENCY STIMULATION:
RHYTHM N:1, TRANSITION FORMS AND HYSTERESIS

Cardiac tissues are able to work within a wide
range of frequencies to respond to the changing
requirements an organism may have. However,
during these frequency variations and under cer-
tain pathologic conditions arrhythmias such as
blocks, tachycardia, fibrillation, etc, may arise
some with fatal consequences. For this reason
several experimental procedures have been de-
veloped that have shown to be useful in study-
ing whole heart properties, or as an alternative
from portions of it when changes in its work rate
are imposed. This study reports different phenom-
ena occurring in the papillary muscle of the
guinea pig heart when stimulated at very high
frequency, of several tens of pps, while analyz-
ing its responses during gradual increments start-
ing at 1 (pulses per second). We found that in
our conditions papillary muscles display N:1
rhythms with progressive higher N; further more
we found that between one and the next rhythm
diverse transition patterns appear, among them
a new one that we have named “burst pattern”.
Finally we show that our system exhibits a gen-
eralized process of hysteresis by frequency, be-
ing this the first report for guinea pig cardiac tis-
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esta especie y ademas el primer reporte en el
gue se muestran varias “asas” o regiones de
histéresis por frecuencia dentro de una misma
excursion experimental. Debido al gran volumen
de datos generados, hemos introducido una for-
ma de presentacion y analisis concisa y eficien-
te, basada en los espectros de potencia de los
datos obtenidos a través de la transformada réa-
pida de Fourier. Este método también se descri-
be brevemente en el articulo.
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sue and the first one to show also the presence
of several hysteresis loops in the same experi-
ment. Due to the large volume of generated data
we used a faster and easier way to analyze and
display them, based on the fast Fourier transform
(FFT). The method is briefly described.

(Arch Cardiol Mex 2004; 74:11-24).

Palabras clave: Electrofisiologia del musculo papilar. Ritmos cardiacos. Histéresis por frecuencia.
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Introduccién

os ritmosfisiol égicos no son estrictamen-
L te periddicos, susfluctuaciones surgen de

la combinacién de influencias del medio
ambiente y de variables internas del organismo.
Siendo €l ritmo cardiaco prototipo de esa capa-
cidad adaptativa, €l estudio de las diversas in-
fluencias quelo alteran hasido desde siempre de
interés paralafisiologia, en especial en situacio-
nes de enfermedad, cuando esta capacidad del
corazdn para gjustarse a demandas cambiantes
se ve disminuida o francamente alterada.*
En investigacion basica del sistema cardiovas-
cular, hasido (til el desarrollo de model os expe-
rimentales o computacional es para entender los
efectos de someter al corazdn, o algunas porcio-
nes de éste, adistintos patrones de estimulacion,
encontrandose que los efectos pueden ser muy
complejos. Asi, durante protocolos de estimula-
cion periddica se pueden observar diversos rit-
mos acoplados a la estimulacién y también rit-
mos asincrénicos.?® Por jemplo, existen diver-
sas condliciones patol 6gicas o experimentales, en
queregiones del corazon pasan de exhibir unrit-
mo de actividad 1:1 (estimulos: respuestas) aun
ritmo con blogqueo 2:1,° esto es, de cada dos esti-
mulos recibidos se produce s6lo una respuesta.
Este tipo de actividad puede observarse cuando
se aumenta la frecuencia de estimulacién (f.e.),
cuando se reduce laintensidad de estimulacién,
0 bien cuando existe alguna condicion de excita-
bilidad disminuida, como por egemplo por un
descenso en latemperatura o ato potasio extra-
celular. Si se continda reduciendo €l intervalo
entre estimulos, o se deterioran mas las condi-
cionesdel tgjido, pueden verse otrosritmos o blo-
queos.>”® Con la ayuda de model os tebricos se

pueden organizar los diferentes patrones de res-
puesta en funcién de alguna de las variables es-
tudiadas: intensidad del estimulo, f.e. o dealgun
pardmetro asociado alaexcitabilidad del tejido,
como laconcentracién de potasi o extracelular.3*
En ciertos casos estas descripciones siguen se-
cuencias descritas por model os matemati cos de-
terministas, como en las secuencias de bifurca-
cion que predicen lastransicionesderitmos: 1:1
->2:2->4:4-> ...-> Caos.*® Sin embargo, enla
generalidad de |l os casos experimental es es difi-
cil lograr todos | os patrones de acoplamiento en-
trelos estimulosy respuestas que proponelateo-
ria, entre otras cosas debido a que en los orga-
nismos el propio patréon de actividad modifica
las propiedades del sistema alo largo del tiem-
po, lo cual es poco considerado en los modelos
tedricos.

En este trabgj o revisamos | os patrones de activi-
dad del musculo papilar de cobayo cuando lo
sometemos a estimul acion de frecuenciacrecien-
te, alcanzando varias decenas de pulsos por se-
gundo. Observamos que laactividad pasapor rit-
mos en los que el nimero de respuestas que se
bloquean aumenta con la frecuencia. Ademas,
estos ritmos que se denominan n: 1,2 son estables
en interval os de frecuencias cada vez menores,
es decir, conforme aumentalaf.e. el tejido pue-
de sostener cada vez durante menos tiempo un
ritmo determinado. Encontramostambién que el
tgjido bajo estas condiciones exhibe histéresis,
lasucesion deritmos que sedespliegaen lasdis-
tintas frecuencias dependen del sentido delava-
riacion delafrecuencia. Dadalaimportanciacli-
nica del patron de actividad [lamado 2:1, hemos
prestado especial interés alas formas de transi-
ciondel ritmo 1:1 a ritmo 2:1. Encontramos que
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alasformas de transicién yadescritasen lalite-
ratura: directa, por alternanciasy tipo Wencke-
bach (refs. 1-4 en 11), se agrega una que hemos
denominado por “réfagas’, y consiste en que para
unamismaf.e. el sistemafluctiiaespontaneamen-
teentrelosritmos1:1y 2:1 repetidasveces. Hasta
donde conocemos, no se habia obtenido ni estu-
diado estetipo de actividad de manera sisteméti-
ca, S bien existe una referencia a actividad se-
mejante observada en fibras de Purkinje de pe-
rro reportada por Chialvo y Jalife.'?

Método.

Preparacion biolégica

Se emplearon cobayos machos de 600 a 800 g
de peso, que fueron anestesiados con Pentobar-
bital por v.i.p. aunadosis de 0.1 mL por cada
100 g de peso del animal. Se diseco uno de los
muscul os papilares izquierdos, que fue rapida-
mente trasladado a una camarade perfusién con-
teniendo solucién salina de Krebs a 36° C, pH
7.4 y burbujeo de gas carbdgeno. La composi-
cion de la solucion salina fue, expresada como
mM: NaCl 117.8, NaH,PO, 1.2, EDTA 0.027,
KCI 4.6, CaCl, 1.6, NaHCO, 25, Dextrosa5.5y
MgSO, 1.2. Laadicion de EDTA aseguralacap-
turadel calcio excedente en el agua.

La estimulacién al tejido se realizd en lare-
gién apical de misculo mediante el ectrodos bi-
polares finos impolarizables de plata/cloruro
de plata, que en el rango de frecuencias utili-
zado (1-50 pps) y paralaintensidad de corriente
empleada, no modifican sus propiedades.’* Se
aplicaron pulsos de intensidad dos veces umbral
y 2 ms de duracién, generados por un estimula-
dor en modo de corriente constante (1-5mA, Fre-
derick Haer 6bp) cuyo funcionamiento fue veri-
ficado mediante calibracion con resistencias de
precision. Este modelo tiene integrada una uni-
dad para €l aislamiento éptico de los pulsos de
la referencia a tierra fisica. Los electrodos de
estimulacién se colocaron en €l apice del mus-
culo con una separacion entreellosde 1 mm. En
todos los casos las frecuencias basales de esti-
mulacién fueron 1 pps. En un grupo de (n= 14)
experimentos la frecuencia se incremento hasta
alcanzar laméaximafrecuenciaparalacual € sis-
tema pudo generar respuestas con un patron re-
gular perceptible durante el tiempo de registro.
En otro grupo (n= 18), una vez alcanzada esta
frecuenciamaxima, se disminuyo conintervalos
semejantes alos que se utilizaron durante lafase
de incremento.

13

El registro de los potenciales de accion (PA) se
hizo intracelularmente empleando pipetas de vi-
drio que contenian KCI 2 M y de resistencias
entre 40y 80 MQ. Los electrodos, colocados en
laregion basal de musculo, a una distancia pro-
medio de 3.1 + 0.13 mm respecto del punto de
estimulacion, se conectaron a un electrémetro
WHPI-Electro 705 con impedancia de entrada de
10%y modo de rechazo > 10*:1. Losregistros se
desplegaron en un osciloscopio digital (OD)
TEKTRONIX-TDS 3012 y simultdneamente se
grabaron en videocasetes a través de una digita-
lizadora Instrutrech VR10B con frecuencia de
muestreo de 94.4 Kmps y unaresolucion de 14
bits. Cada corrida experimental se inicio dejan-
do estabilizar la actividad del musculo papilar a
1 pps durante 15 minutos. A partir de ese mo-
mento se hicieron incrementos en lafrecuencia,
dejando al musculo trabajar durante 30 segun-
dos en cadaf.e., antes de dar €l siguiente incre-
mento.

Andlisis de los datos

L as series de datos grabadas se analizaron nue-
vamente en el OD, se seleccionaron 20 segun-
dosdelos 30 que correspondian acadaf.e. estu-
diada. Con estos datos se generaron archivospara
PC mediante el programna WAVESTAR™ auna
velocidad de muestreo de 500 mps de manera
gue la serie completa de datos consté de 10,000
puntos. L os archivos generados fueron almace-
nados con formato ASCII. Debido aqueel volu-
men de datos generados fue muy grande, se di-
sefid una rutina de procesamiento para facilitar
su andlisis. Se obtuvo el espectro de potenciade
las series 0 subseries de datos mediante la Trans-
formada Rapidade Fourier (por sussiglasenin-
glés FFT) con una aplicacion de MathLab
(V5.3.1, The MathWorks Inc 99), para ello: a)
Pasamos una ventana de promediacion por la
seriededatos, queincluiados puntos antesy dos
puntos después de cada punto, esto para elimi-
nar el ruido de alta frecuencia; b) Se elimind
cualquier tendencia lineal que pudiese tener €l
nivel basal de la serie de datos, paralo cual se
gjusto unarectaalaserie de datos por el método
de minimos cuadrados (m.c.), restando después
punto a punto los datos de |a serie con sus equi-
valentes de la recta gjustada; c) Se trasladé la
serie de datos para que €l promedio del poten-
cial de reposo coincidieracon €l cero; d) Se eli-
minaron o redujeron los artefactos debidos alos
pulsosdel estimulador, usando un método de de-
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teccion de umbral; y €) Se obtuvo el espectro de
potencias a partir de la FFT. f) Se detect6 cud
erael arménico principal y su frecuenciaasocia-
da. El conjunto de frecuencias de |os armonicos
principal es de cada serie experimental segrafico
contralasfrecuencias de estimul acion correspon-
dientes, y se gjustaron lineas rectas alos conjun-
tos de puntos agrupados en torno a una misma
pendiente. Se abtuvieron los valores de la pen-
diente mediante m.c. y del coeficiente de deter-
minacion (r?) para cada segmento de recta ajus-
tado.

Resultados

Como respuesta a las frecuencias iniciales de
estimulacion el resultado tipico encontrado es el
gue desplegamos en la parte superior de lafigu-
ral. En el panel A de estafigura se muestra el
espectro de potencias de un tren de PA produci-
dos cuando se estimulaa6 pps. El arménico prin-
cipal es €l primeroy ademés su frecuencia coin-
cide con laf.e. Los picos restantes tienen fre-
cuencias que corresponden amultiplos delafre-
cuencia del arménico principal y tienen ampli-
tudes cada vez menores. Estos picos de amplitud
menor son subarménicos y se deben a tipo de
operador mateméti co que se uso paracalcular el
espectro de potencia, laFFT, y alaforma carac-
teristica de las sefiales a la que se aplica, un PA
con un perfil casi rectangular. En el panel B de
esamismafigura, desplegamos parte del tren de
potenciales de accion que dieron lugar a este es-
pectro. En ese panel hemos marcado con lineas
gruesas verticales la posicion temporal de los
estimulos, dejando en la sefia original un rema-
nente de | os artefactos de estimul acion paramos-
trar su coincidencia con los marcadores antes
descritos. A estafrecuenciacadaestimulo dispa-
raun PA, cuyas caracteristicas (duracién, ampli-
tud, Vmax, etc) se repiten unay otra vez. Este
patrén de actividad se denomina 1.1, puesto que
con cada estimulo se dispara un PA y todos los
potenciales del tren tienen las mismas caracte-
risticas. Este ritmo ocurre en un ancho intervalo
de frecuencias, de los 32 experimentos realiza-
dos se encontré desde 1 pps hasta 10.19 + 2.79
pps (media + d.e.).

El siguiente ritmo encontrado en un amplio in-
tervalo de frecuencias es el 2:1 (desde 10.19 +
2.79 pps hasta 19 + 7.66). En la corrida experi-
mental que hemos seleccionado para ilustrar la
mayoriade las figuras de este manuscrito, € rit-
mo 2:1 hizo su aparicion aunaf.e. de 7 pps, es
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decir, lasiguiente f.e. que se exploré después de
la usada para producir los paneles A y B de la
figura 1. Puede verse en el panel C delamisma
figura 1 que el espectro de potencias para 7 pps
esmuy parecido a de 6 pps, sin embargo su ar-
monico principal, que estambién el primero, cae
alamitad delaf.e. correspondiente. Laexplica-
cion de este hecho puede verse en el panel D, en
el cual hemos efectuado un pequefio corrimien-
to temporal de los datos, para hacer coincidir la
posicion de cada uno de los estimulos iniciales
mostrados en los paneles B y D. Comparando
ambas gréaficas puede notarse que  intervalo de
tiempo entre estimulos es semejante, de hecho
hay una diferencia de 23.75 milisegundos entre
el primero y el segundo, no obstante, basta esta
pequefia diferencia para impedir en el segundo
caso la adecuada recuperacion fisioldgica del
papilar y provocar ladesaparicién de uno de cada
dos pulsos. Entonces, el complejo que se repite
lo hace cada 280 milisegundos, lo cual nos redu-
ce lafrecuencia del primer armonico ala mitad
delaf.e. En el espectro se observan subarmoni-
cos con frecuencias multiplos de la principal.
Notese que este efecto aumenta el tiempo de re-
cuperacion del PA que consigue dispararse, de
manera que los PA a 7 pps son de mayor dura-
ciony amplitud quelos PA a6 pps.

Obtuvimos el espectro de potencias para todas
las frecuencias de estimulacion de las distintas
corridas experimentales. En la mayoria de los
casos €l espectro tiene la apariencia que hemos
mostrado en los panelesalaizquierdadelafigu-
ral. Enlafigura 2 hemos concentrado losresul -
tados de unacorrida experimental, graficando la
frecuencia del primer armonico de cada espec-
tro de potencias contralaf.e. alacual fue produ-
cida la serie de datos correspondiente. Los cir-
culos de lafigura 2 se organizan casi todos en
lineasrectas, cuyas pendientestoman los siguien-
tes valores: ritmo 1:1 m = 0.996 con r? = 0.998;
ritmo 2:1 m = 0.57 con r? = 0.995; ritmo 3:1 m =
0.36 con r> = 0.981; con €l ritmo 4:1 tenemos
s6lo dos puntos entre |os cual es se puede calcu-
lar la pendiente 0.25. La primera pendiente re-
flgja el hecho de que la mayoria de sus puntos
coinciden la frecuencia armoénica principal y la
f.e, esto es, son trenes de PA conritmo 1:1. La
pendiente de la segunda recta consiste de los
puntos que tienen la frecuencia de su arménico
principal ala mitad de laf.e., es decir, corres-
ponden a comportamientostipo 2:1. En laterce-
ray cuarta region de puntos la mayoria corres-
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Fig. 1. Ritmos 1:1y 2:1. En los paneles Ay C se muestran los espectros de potencia obtenidos mediante la FFT
aplicada a trenes de PA del musculo papilar de cobayo; la f.e. fue de 6 y 7 pps respectivamente. Las series de PA
se muestran en los paneles B y D. En éstos las lineas verticales representan la posicion de los estimulos. Nétese
que en el panel A, la frecuencia del armonico principal coincide con la f.e., mientras que en el panel C la frecuen-
cia del armonico principal es exactamente la mitad de la f.e. correspondiente, esto a pesar de que ambas frecuen-

cias de estimulacion son muy parecidas.

ponden atrenes de potencial es de accion con rit-
mos 3:1y 4:1, de manera que la frecuencia del
arménico principal cae en un tercio y un cuarto
de las frecuencias de estimulacién respectivas.
Finalmente tenemos un punto en el extremo de-
recho de esta serie de datos donde | os potencia-
les de accién se comportaron con un ritmo 5:1.
En la figura 3 mostramos algunos patrones de
potenciales a ritmos 3:1, 4:1y 5:1, que se han
tomado de |os datos experimental es usados para
construir lafigura 2.

Enlos péarrafos anteriores hemos matizado, dicien-
do que el comportamiento descrito corresponde a
lamayoriade los datos experimentales y no ato-
dos. Hemos tenido que introducir este viso por-
guelos datos muestran pequefias desviaciones del
comportamiento general, por giemplo, en el tren
de PA tomado paracalcular € espectro de poten-

cias desplegado en el panel A delafigural, pue-
den ocurrir que algunos PA aparezcan con ritmo
2:1 0 2:2. Laocurrenciade estos ritmos alternan-
tesaumenta el error de gjuste en los extremos de
|asrectas que agrupan nuestros datos, y de alguna
manera prefiguran que ocurrird un cambio en €l
ritmo. Algunas veces encontramos en estasregio-
nes de laf.e. patrones de comportamiento que no
segjustan aladescripcion tipo n:1, que son relati-
vamente establesy son llamadospatronesdetran-
sicién. Hemos estudiado con més cuidado los pa
trones que aparecen entre losritmos 1:1y 2:1 por
ser estos ritmos de mayor importancia clinica,
aunque las caracteristicas descritas para estos pa
trones ocurren en genera para las transiciones
entre |os otros ritmos.

Encontramos ademas de la transicion directa,
ilustradaen lafigura 1, trestipos detransiciones
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Fig. 2. Armonicos principales de una corrida experimental. Cada punto fue
calculado de los periodos de 20 segundos de estimulacién a frecuencia
constante. Los incrementos en la f.e. se presentan en las abscisas de la
gréafica, las ordenadas corresponden a la frecuencia del arménico principal
en el espectro de potencia correspondiente. La organizacion de los puntos
en torno a lineas rectas refleja que los ritmos dominantes son del tipo n:1,
es decir, cada n estimulos se dispara un PA. Las desviaciones del compor-
tamiento lineal se dan cerca de los extremos de las lineas rectas debido a
que el sistema se inestabiliza cuando se encuentra cerca de los cambios
de ritmo. Los Ultimos ritmos se mantienen por intervalos de frecuencias
cada vez menores.

indirectas que ilustramos en lafigura 4. Unade
ellas, latransicién via alternancias o ritmo 2:2
hasido ampliamente descritaen laliteratura;*+*
otratransicién llamadatipo Wenckebach, hasido
descrita desde hace mucho tiempo para el nodo
auriculo-ventricular®® y paraotro tipo de estruc-
turas cardiacas.®® Sin embargo un tercer tipo
de transicién que hemos denominado por rafa-
gas, no hasido reportada de manera sistemética
hasta donde tenemos noticia. Debemos recordar
gue para estudiar los datos correspondientes a
las transiciones hemos trabajado con subseries
de los 20 segundos capturados, pues en €l curso
de un mismo periodo de estimulacion pueden
presentarse varios comportamientos, tal como
han reportado otros autores.”

En lafigura 4 pueden verse del lado izquierdo
los patrones de actividad de cadaunadelastran-
siciones encontradas. En |os paneles de la dere-
chase muestran | os espectros de potenciade cada
patrén de actividad. En el panel A mostramos un
patrén de alternancias, que ocurrié a 12.8 pps.
En este tipo de ritmo se repite el patron de acti-
vidad cada dos estimulos. El patron de actividad
consta de dos PA bien desarrollados, pero dis-
tintosentresi, generamenteladiferenciase nota
en laamplitud o duracién. El espectro de poten-
ciasdeesteritmo es caracteristico (panel B), pues
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lafrecuenciadel armdnico principal coincide con
la de estimulacién, pero existe un pequefio pico
alamitad de laf.e.. Este pico se debe a que la
alternancia de amplitudes en los PA se traduce
en unaoscilacion de frecuenciabaja que serepi-
te cada dos PA. Cuanto mayor sealadiferencia
de amplitud entre potencial es sucesivos, mayor
serd el tamafio de su subarmonico asociado.

En el panel C delafigura 4, hemos desplegado
unade lastransicionestipo Wenckebach. Apare-
ci6 alos 6 pps; estas transiciones se caracterizan
porquede cadan estimulos, n-1 disparan PA y €l
ultimo se bloguea. En este caso de cada cuatro
estimulos se producen tres PA. El espectro de
potencias (panel D) presenta su arménico prin-
cipal enlaf.e. (6 Hz). Laamplitud de los subar-
monicos que son multiplos delaf.e. (se muestra
€l de 12 Hz), disminuye més lentamente que lo
observado para los subarménicos del ritmo 1:1
delafigura 1. Se puede ver ademas que apare-
cen pequefios subarménicos en frecuencias que
no son multiplos del arménico principal. Ellos
se deben al uso de la FFT en regiones en que la
serie detiempo carece de sefiales, PA, por lo que
€l agoritmo introduce un armdnico de frecuen-
ciasméashbajaqueel principal, pero sin ser multi-
plodelaf.e

La transicion tipo rafaga fue encontrada 7 ve-
ces en 32 de los experimentos realizados. En el
panel E puede verse uno de |os patrones carac-
teristicos de este tipo de transicion. Nétese que
|aescala de tiempo esta fuertemente comprimi-
daparamostrar varias de las secciones con tre-
nes de potenciales de accion con ritmo 1:1 (los
mas obscuros) y 2:1 (los més claros). Este pa-
tron de actividad se encontro en el experimento
que se toma para construir la figura a los 11
pps. El espectro de potencias de estetipo detran-
sicidn es muy caracteristico (panel F). Tiene pi-
cosen laf.e. y sumitad, ambos con una poten-
cia comparable, pero lo mas llamativo es que
ambos picos se encuentran rodeados por mu-
chos picos de menor tamafio, en frecuencias y
con amplitudes irregulares, y que se agrupan
alrededor de los dos primeros. Nuevamente,
estos picos de menor tamarfio son consecuencia
del algoritmo empleado. Hay un pequefio gru-
po de arménicos de frecuencia muy baja, cer-
cana a 0 Hz, que aparecen por la subita alter-
nancia de amplitudes entre los potenciales del
ritmo 1:1 y el ritmo 2:1, lo que el método de
Fourier traduce como una oscilacion de muy
baja frecuencia.
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Fig. 3. Ritmos 3:1, 4:1 y 5:1. Series de PA a 18 pps en el panel A, a 26 en
el panel B y a 28 en el panel C. El periodo efectivo entre PA es muy seme-
jante a pesar de la fuerte disparidad entre las frecuencias de estimulacién
que se aplicaron.

Fenémenos de histéresis

Finalmente, pasaremos a describir nuestros re-
sultadosrelativos alaocurrenciade histéresis por
cambios en laf.e., los cuales fueron obtenidos
en 18 experimentos en | os que se disminuy6 pau-
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latinamente laf.e. apartir del valor méas alto al-
canzado. En lafigura 5 desplegamos | os puntos
obtenidos a partir de los espectros de potencias
de dos series experimentales con incremento y
decremento gradual delafrecuencia. Al igual que
en lafigura 2 cada punto representa la frecuen-
ciadel armonico principal obtenida a unacierta
f.e. Loscirculos marcan los datos obtenidos para
incrementos de frecuencia, los triangul os aque-
Ilos en que la frecuencia se disminuyd. Las li-
neas continuas indican €l sentido de “ida’ y las
lineas punteadas €l recorrido de “vuelta’.

En el panel A hemosrepetido lagraficadesplega-
daenlafigura 2, pero ahoraincluyendo losresul-
tados obtenidos en el descenso. Como puede ver-
seel sistemavisito todoslosritmostipo n:1, des-
dee 5:1 hastael 1:1. Sin embargo no siempre se
visitaron los mismos puntos. Esto llevo a que se
produjerantresregioneso“asas’ dehistéresis. Una
entrelosritmos5:1y 4:1, otraentrelosritmos4:1
y 3:1, y lamayor entre 221y 1:1. En e panel B
hemos desplegado un segundo grupo de resulta-
dosen e cua seforman solo dos asas de histére-
sis. El producido entre losritmos 1:1y 2:1 tiene
unaformamuy semejante al asa respectiva en el

panel A, sin embargo, en este caso larama supe-
rior pertenece alatrayectoriadeida, mientrasque
en el panel A laramasuperior correspondea cur-
so del regreso. En cuanto ala segunda asa, tiene
una trayectoria relativamente irregular, que sin
embargo resulta comun en algunos de nuestros
experimentos, suformase explicaporqueal fina

del recorrido de ida € sistema llega a un estado
defatiga. Esto puede verseen el panel B: a fina

delaseriedepuntosconritmo 3:1, e sistemasal-
taalosritmos4:1, 5:1y 7:1 sin estabilizarse en
ninguno de ellos. Al iniciar €l regreso desde esta
condicién de aguda pérdida de excitabilidad, el

sistema se recupera muy lentamente y consigue
hacer contacto con algunos de los puntos de la
respuestainicial, hastalos 15 pps.

Discusion y conclusiones

El método de exploracion de los patrones deres-
puesta basado en la FFT, tuvo como propdsito
inicial ayudar alarevisién de un gran volumen
de datos; sin embargo, resultd una cémoda he-
rrami enta de prospeccion pues revel argpidamen-
telos componentes esenciales de los patrones de
actividad para seriesmuy largas de datos. En par-
ticular en el caso delastransiciones por réfagas,
podria cuestionarse su aplicacion si se trata de
una serie de datos que no es estacionaria, sin
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embargo consideramos la FFT solo para preci- Existen hasta la fecha una gran cantidad de ex-
sar los dos componentes espectrales de la dina- perimentos en sistemas cardiacos en los que se
micay corroborar su coexistenciaparaunamis- explorael efecto del incremento en laf.e. %1122
ma condicidn experimental. en la mayoria de ellos los incrementos de fre-
12.8pps
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Fig. 4. Formas de transicion indirecta entre los ritmos 1:1 y 2:1. Los paneles de la izquierda contienen los registros de PA y los de la
derecha los espectros de potencia respectivos. A. Ritmo 2:2 o alternante obtenido a 12.8 pps. B. La frecuencia del arménico principal
coincide con la de estimulacién, ademas aparece un pequefio componente a la mitad de esta Ultima. C. Registro tipo Wenckebach con
periodicidad cada cuatro estimulos, encontrado a 6 pps de f.e. E. A una escala de tiempo muy cerrada se despliega el resultado mas
interesante de esta figura: un patrén de transicién por “rafagas” obtenido a 11 pps. Trenes de PA que exhiben ritmo 1:1 se intercalan
con trenes de ritmo 2:1, el sistema salta espontaneamente de uno a otro. F. El espectro de potencia es muy caracteristico, consta de
picos bien definidos que caen en la f.e. y su medio, y se ven picos menores agrupados irregularmente en derredor.
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Fig. 5. Histéresis por frecuencia en el papilar de cobayo. Excursiones de
incremento y decremento en la f.e. Datos extraidos de los periodos de 30
segundos a f.e. constante. Las abscisas corresponden a la f.e. y las ordena-
das a la frecuencia del arménico principal. Los circulos indican a las fre-
cuencias aplicadas durante la fase de incrementos y los triangulos la fase de
disminucion. Las lineas marcan el sentido de la variacién de la frecuencia.
En el panel A los datos se agrupan en tres regiones o asas de histéresis,
mientras que en el panel B se forman so6lo dos, una de ellas de forma irregu-
lar. La forma de las asas depende de la manera en que se alcance la fre-
cuencia mas alta de estimulacién durante la fase de aumento.

cuencias no son muy altos basicamente porque
las frecuencias quetienen importanciaclinicano
son extremadamente altas. Por ggemploen el caso
delafibrilacion auricular en el corazon humano,
las frecuencias mas altas de las que se estaria
hablando serian |os 10 pul sos por segundo.?” Sin
embargo, la exploracién de un sistema en un
amplio rango de frecuencias, que incluya valo-
res muy altos permite observar efectos que se
encuentran enmascarados en las frecuencias ba-
jas, pero que pueden tener un papel muy impor-
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tante en la dinamica cardiaca. Asi en el caso de
este reporte nos encontramos con €l incremento
y decremento de frecuenciamdiltiplesritmosn:1
(Fig. 3), que presentan diversas zonas de histére-
sis. Laforma de esas regiones esta fuertemente
determinada por la manera en que se llega alas
frecuencias més altas durante cada corrida expe-
rimental, Conviene recordar que un sistema ca-
paz de desarrollar histéresis implicala posibili-
dad de por 1o menos dos modos o estados para
funcionar, es decir, implica biestabilidad dina-
mica. Con lo cual tendriamos ya una huella en
este resultado de la posibilidad de por 10 menos
dos modos o ritmos para responder a unamisma
condicion de actividad, cuya manifestacién de-
pende de la actividad previa del sistema.

Variostrabgjos de laliteratura del areareportan
histéresis en sistemas experimentales, por gjem-
plo en células aisladas de auricula de congjo,**
en ventriculo de rana,®? en corazones enteros
de perros,® en el umbral de estimulacién de mar-
capasos artificiales® y en varios otros sistemas.
Histéresis por frecuencia se hareportado en cua-
tro especies: rana, perro,® cardiomiocitos em-
brionarios de pollo®*®y congjo.! En los cuatro
trabajos antes mencionados €l asa de histéresis
ocurrio entrelosritmos 1:1y 2:1. En nuestro caso
tenemos varias asas consecutivas, ocurriendo la
mas ampliaentrelosritmos 1:1y 2:1. Observa-
mos ademaés que la histéresis puede ocurrir de
manera positiva o negativa, correspondiendo la
rama superior delagraficaal ritmo 1:1oal 2:1,
esto es, latransicion del sistemaal ritmo alterna-
tivo 2:1 puede acanzarse durante la excursion
de incremento de frecuencias o durante la dis-
minucion. Las siguientes asas pueden tomar dis-
tintas formas. En el panel A delafigura 5 mos-
tramos un caso en que las asas van ocurriendo
précticamente entre todos los ritmos n: 1 conse-
cutivos. En el panel B sdlo existe un asaentre €l
ritmo més alto alcanzado y el ritmo 2:1.

Se sabe que la actividad de alta frecuencia au-
mentalaconcentracion de potasio extracel ular3l-*
depolarizando la membranay reduciendo la ex-
citabilidad. En el caso de la corrida experimen-
tal mostradaen el panel A delafigurab, el siste-
ma se mantuvo un total de 360 segundos en las
frecuencias altas a partir de que se le estimul6 a
10 pps. En €l caso de la corrida ilustrada en el
panel B de la misma figura, €l sistema estuvo
750 segundos en lasfrecuencias altas del mismo
intervalo de frecuencias. De manera que en el
segundo caso € sistema habria expulsado mas
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potasio a su medio extracelular, quedando en un
estado mas deprimido paracuando seinician los
decrementos de frecuencia, provocando con ello
que el sistema haga contacto con los puntos ori-
ginales solo después de 480 segundos deinicia-
daladisminucién de frecuencia

Pocos reportes refieren ritmos tipo n:1 con n
mayor atres. Sabemos de un reporte para célu-
las embrionarias de pollo en que sellego a rit-
mo 4:1. En un trabajo con fibras de Purkinje,
en el cua laintensidad del estimulo se incre-
menté y decremento por pasos,” se mencionan
ritmos con relacion de hasta 12:1. Una razén
de esta ausencia de reportes con ritmos n:1 de
bajo indice de respuesta, puede ser la arbitra-
riedad con que se define si se trata de ritmos
n:1 o n:0, pues en muchas ocasioneslarespuesta
obtenida no es claramente una espiga o su au-
sencia, sino que se observan pequefias deflexio-
nes en el registro de Vm, y lo que para un in-
vestigador puede ser un PA deprimido, paraotro
puede ser una respuesta subumbral. De cual-
quier manera, consideramos que nuestros resul -
tados muestran que el desarrollo de ritmos tipo
n:1 con n creciente debido aincrementos de la
frecuencia, y con la ocurrencia de varias asas
de histéresis consecutivas, es una propiedad
general delos sistemas cardiacos, que se hare-
portado poco porgue no se lleva alos sistemas
hasta frecuencias altas de estimulacion, y que
revela las capacidades multiestables de estos
tejidos.

Otro resultado importante que reportamos en
este trabajo es el patron de “transicién por ra-
fagas’. Chialvo y Jalife en un trabajo con fi-
bras de Purkinje de perro,'? analizan los pa-
trones de respuesta ante variaciones en lain-
tensidad del estimulo aplicado, describen en-
treotras, lasecuenciade patrones1:1, 3:2, 5:3,
2:1, 3:1, 41y 1:0; lacual sigue la prediccion
de la Secuencia de Farey, observada univer-
salmente en | os sistemas oscilantes. Dentro de
su segunda figura presentan un panel que des-
criben como fluctuaciones recurrentes ante la
aplicacion de pulsos constantes de 20 ms de
duracion y frecuencia de 2 pps que se mantie-
nen durante casi 20 segundos, solo se refieren
aél como un patrén inestable que se repite cada
40 6 50 latidos. En nuestro sistema este tipo
de patrén fue observado repetidamente y den-
tro de un intervalo definido de frecuencias,
como unaforma de transicion entre dos patro-
nes especificos, 1:1 a 2:1 o bien entre 2:1y
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3:1 (datos no mostrados), prefigurando siem-
pre el desarrollo de unainestabilidad anterior
a una transicién. Este comportamiento puede
pensarse como debido a oscilaciones en lacon-
centracion del potasio exterior, que reflgjan a
su vez un acoplamiento: el ritmo de PA y la
cinéticade labomba sodio-potasio. Varios re-
portes muestran que con el incremento de la
frecuencia de trabajo la diferencia de poten-
cial entre el interior y el exterior celular para
lacélulaen reposo se hace mas positiva, lo cual
se explica como consecuencia del incremento
del potasio extracelular.® Diversos plantea-
mientos tedricos®*® y resultados experimen-
tales,® muestran que con el incremento de po-
tasio extracelular o isquemia creciente se in-
ducen la aparicion de ritmos 2:1. En nuestros
experimentos, cuando efectuamos los incre-
mentos en laf.e., provocamos aumentos en la
concentracion de potasio extracelular, estosin-
crementos se producirian porque durante la
fase de repolarizacion cada PA estaria inyec-
tando potasio al medio extracelular. Cuando la
concentracion de potasio es tan alta que no
puede ser compensada por la bomba de sodio-
potasio, se induce un ritmo 2:1. La aparicion
de este ritmo produce que la pérdida de pota-
sio por la célula se reduzca a la mitad, pues
ahoratenemos un potencial de accién por cada
dos estimulos. Esta reduccion en el aporte de
potasio da una oportunidad a la bomba de so-
dio-potasio para reducir la concentracion ex-
terna. Si ésta es suficientemente baja, se recu-
peran las condiciones que hacen posible el rit-
mo 1:1y el mecanismo que produce el incre-
mento en el potasio externo opera nuevamen-
te. Sin embargo, la existencia de este tipo de
comportamiento deber adn ser confirmada,
para éste y otros sistemas experimentales de
tejido cardiaco.

Por otro lado, anivel celular el perfil especifico
deun PA ante un estimul o esti determinado fun-
damentalmente por €l nivel de polarizacion dela
membrana, las constantes cinéticasdelascorrien-
tes idnicas involucradas, el grado de recupera-
cion de las mismas conductancias y por la co-
nectividad especificadel tejido en estudio, asi se
combinan variabl es con determinaciones tempo-
rales muy distintas en el momento de recibir un
pulso de estimulacion. L afase rapida de depola-
rizacion es debida a una entrada stibita de sodio
cuyas constantes cinéticas han sido estudiadas
con detalle, con la salvedad de que esta caracte-
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rizacion se hahecho mayoritariamente bajo con-
diciones estacionarias, con la aplicacion de pul-
sos de voltaje comparativamente largos. No obs-
tante, en estudios recientes con técnicas de fija-
cion de voltaje empleando pulsos que simulan
losPA durantefibrilacion ventricular,® sehavisto
que las propiedades cinéticas del canal bajo es-
tas condiciones son otras, y que es posible obte-
ner espigas de voltaje importantes para niveles
considerablemente depolarizados delamembra-
na (-10 mV) con un desplazamiento de la curva
de activacion de casi 10 mV, con €l mismo pro-
tocolo se ha encontrado que la corriente rapida
desodio (l,,) esevidente paraintervalos de des-
canso tan reducidos como 20 ms.*” Los autores
concluyen que los periodos de descanso, la du-
racion de la depolarizacion de lamembranay el
potencial de membranainfluyen enlaactivacion,
inactivaciony recuperacion delainactivacion de
los canales répidos de sodio. Todo esto resulta
poco intuitivo si se consideran las propiedades
de estos canales obtenidas bajo condiciones es-
tables.

Si laimagen actual que podemos hacernos sobre
las propiedades de la |, en tejido cardiaco, es
quesu activacion, inactivacion y recuperacion de
la inactivacion estan influidas por los periodos
de descanso, la duracion de ladepolarizacion de
lamembranay el potencial de membrana, es de-
cir, por €l patron de actividad previo, tendriamos
gue considerar que las espigas que se registran
en nuestros resultados, con estimulacion a ata
frecuencia, pueden contener un componente con-
siderabledelal,, apesar deencontrarselamem-
brana notablemente depolarizada. Podriamos
pensar que un cambio subito de ritmo, con pér-
didade uno o més PA, se alcanza cuando repen-
tinamente el nimero de canal es disponibles para
ser activados a alta frecuencia no llega a mini-
mo requerido en una condicidn de por s cons-
trefiida, lo cual estaria ocurriendo en los ritmos
n:lconn> 1.

También se han estudiado las condiciones de
activacion e inactivacion de los canal es de pota-
sio dependientes de voltaje, responsables de la
repolarizacion de las células cardiacas (1, ), de-
terminantes en laregulacién de la duracion PA.
Se sabe que | as cinéticas de desactivacion inclu-
sive de los canales de potasio rapidos (I, ), son
maés lentas que en el misculo esguelético o en
neuronas.®* Se ha descrito ademés unacorrien-
te de potasio llamada de fondo, activa durante la
meseta del PA de miocitos ventriculares del co-
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bayo, pero con ciertadistribucion regional y hay
evidencia de que su activacion influye en ladu-
racion del PA. Otros autores han sefialado que
las tasas rapidas de activacion del tegjido cardia-
o, conducen a una desactivacion incompletade
los canales de potasio (0 a una acumulacion de
activacion), que en consecuencia permanecen
abiertos, aumentan la tasa de repolarizacion y
reducen la duracién de la meseta de depolariza-
Cion.%4 Esto explicaria el progresivo acorta-
miento variable observado en laduracion delos
PA obtenidos en nuestros resultados mediante
estimulacion a alta frecuencia

La distribucion inhomogénea de los propios ca
nalesl, el , nosdlotransmural, sinolocal, con-
tribuyeadispersar larepolarizacion de tgido ven-
tricular.®t El resultado es que las células con me-
nor densidad de canales presentan prolongacion
deladuracion del PA abgjaf.e. y mayor robustez
antelos cambios defrecuencia, mayor adaptacion.
Encondicionesdebagadensidad del |, _lacorrien-
tel, ., cobramayor relevanciaen este proceso de
adaptabilidad. Dado que nuestros registros son
unicelulares, en diferentes experimentos podemos
empalar células con diferentes densidades de ca
nalesde potasio y esto explicar en algunamedida
lavariedad de patrones observada.

Otro factor determinante en la adaptacion a la
f.e. es € grado de acoplamiento eléctrico entre
las células. Considerando células bien acopladas,
longitudina mente, la dispersion maxima que se
ha medido llegaa 18 ms, si el grado de acopla-
miento se reduce un factor de 10, como ocurre
transversalmente, ladispersion deladuracion de
los PA acanza 44 ms. En nuestras condiciones
de registro intray unicelular, no podriamos va
lorar este factor, sin embargo en algunos experi-
mentos con registro simultaneo proximal y dis-
tal hemos encontrado casos con ritmosy secuen-
cias idénticas y otros en los que hay divergen-
cias (resultados no presentados), los cuales su-
geririan diferentes grados de acoplamiento
entrelas células.

La descripcion del fendmeno de ritmicidad car-
diacaesafin de cuentas un problema de organi-
zacion global que depende de propiedades loca
les fundamentales como la tasa de depolariza-
cién o lainactivacion de las conductanciasioni-
cas, y globales o extendidas como el grado de
acoplamiento electroténico entre las células.
Puesto que los estudios que logran una mejor
caracterizacion de estas propiedades bésicas se
hacen en células dispersas y casi siempre bajo
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condiciones estacionarias, no se tiene una ima-
gen claradelosfendmenos agregados cuando se
considera la propagacién y la conectividad in-
homogénea que prevalece en €l tgjido cardiaco.
Se han propuesto entonces model os que retinen
estas variables en una sola funcion monotonica,
la Curva de Restitucion Eléctrica, y con ella se
ha buscado predecir la actividad de un sistema
cardiaco segun € régimen de trabgjo a que se
sometey por las caracteristicas de sus respuestas
previas.*? Sin embargo, estos modelos no logran
explicar fenébmenos mas complejos, como las
bifurcaciones con doblamiento del periodo o di-
namicas muy irregulares.

Otro grupo de investigadores®* destaca que la
determinacion de la duracion de un PA no seli-
mitaalacondicionesfinalesdel cicloinmediato
anterior, sino que debe rastrearse ados o tres ci-
clos previos, paraincorporar estainfluenciahan
introducido lanocion de memoria, un factor que
se acumuladurante el PA y se disipa durante los
periodos de descanso. Estos model os buscan sim-
plificar larepresentacién de la dinamica cardia-
ca, asi como ampliar su potencialidad predicti-
va, ¥y sin embargo requieren ain de 13 o0 més
ecuaciones diferencial es acopladas que represen-
ten lasinteracciones del potencial de membrana
y las corrientes ionicas. Los nuevos model os de
mapeos sobre un diagrama de fases construido a
partir deladuracion del PA, € intervalo de des-
canso y el periodo de estimulacion, predicen las
dindmicasregulares, irregularesy las inestabili-
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dades que conducen a estas Ultimas. Un fendbme-
no de esta natural eza, de acumulacion o memo-
ria, podriaexplicar los procesos de histéresis que
hemos descrito en este trabajo.

En conclusién, €l estudio que hemosrealizado del
comportamiento del musculo papilar de cobayo
bajo estimulacion en un amplio intervalo de fre-
cuencias, con incrementos y decrementos paul a-
tinos, nos ha permitido encontrar sucesiones de
ritmostipo n:1, con indice de actividad decreciente
amedida que aumentalaf.e. Estos ritmos mues-
tran regiones de histéresis consecutivas, cuyafor-
ma especificaes muy sensible alamaneraen que
sealcanzan lasfrecuencias mas atas de estimula-
cion. Entre los ritmos n: 1 se pueden ver distintas
formasdetransicién, en particul ar reportamaos por
primeravez, la“transicion por raéfagas’, que con-
siste en la oscil aci 6n espontanea entre dos ritmos
cuando el sistemaestasujeto alamismaf.e. Tanto
€l fendmeno de histéresis como la transicién por
rafagas reflgjan una interrelacion muy complga
entre los distintos factores de los que depende el
disparo de potencia esdeaccidn. Seriaconveniente
explorar la pertinencia de los model os de mapeo
con memoria para describir resultados como los
agui mostrados.
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