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CAPITULD I

INTRODUCCION

1. ESTRUCTURA Y FUNCION DEL MUSCULO CARDIACO.

El misculo cardiaco de mamifero presenta numerosas peculiaridades bioqui-
micas, fisiolégicas as{ como también caracteristicas ultraseatructurales que
se adaptan a su funcién de bomba aspirante e impelente.

En general, su organizacion subcelular es similar a la de otros misculos
en cuanto & la disposicidn longitudinal de sus fibras musculares, como asi
también en la organizacion de las miofibrillas y de las organelas tales co-
mo mitocondrias, reticulo sarcoplasmatico y tibulo transversa.

Sin embargo, se distinguen diferencias significativas con respecto a la
cantided de organelas y a la composicidn de la membrana; y son precisamente
las variaciones macromoleculares en los componentes de la membrana las que
proveen las bases estructurales de las caracteristicas funcionales propias
del miocardio (244).

El misculo cardiaco es mucho més complejo que el misculo esquelético
tanto en estructura como en funcién. Sus célulaa musculares contienen un
complejo sistema de control que modula su funcion; de modo tal que los im-
pulsos excitatorios que asctivan al miocardic no son iniciados ni conduci-
dos a través del tejido nervioso; sino que las células musculares especia-
lizadas del corazdn tienen la capacidad de iniciar el potencial de accion
que luego se propaga a todas lae reglones del miocardio por medio de otras
células especializades en la conduccion; asi, los nervios que abastecen al
corazon s6lo desempefian un papel modulatorio sin participar directamente
ni en la iniciacion ni en la propsgacion del estimulo para la actividad

contractil del musculo (S03).



l.l. Ultraestructura del miocardio,.

En el miocardio se encuentran varios tipos celulares, los cuales repre-
sentan a las células musculares estriadas especializadas para diferentes
funciones. Las mas importantes son: las células miocardicas de auriculas
y ventriculos (que estan especializadas para la contraccion), las fibras
de Purkinje (que realizan la répida conduccidn del impulso eléctrico a
través del corazén) y las células nodales (que, pertenecientes a los na-
dulos sinoauricular y auriculo-ventricular, son responsables de la activi-
dad marcapasc y de la conduccibn atricventricular del impulsao) (57).

Las células miocardicas contractiles son unidades celulares ramificadas,
atravesadas por estrias y conectadas por uniones celulares especializadas
denominadas discos intercalares (458). Eatos discos intercalares, que re-
presentan verdaderas uniones célula-célile, son bandas transversas, densa-
mente coloreadas, orientadas formando un angulo recto con el eje longitudi-
nal de las miofibrillas cardiacas (500,131,441). Estan formados por la
unién de dos membranas celulares yuxtapuestas gseparadas por un espacio in-
tercelular delgado. Son estructuras heteragéneas que exhiben al mencs tres
tipos de areas de union especializadas: fascia adherens, macula adherens
(desmosoma) y nexus o uniones estrechas (45%,336). Si se reconoce que los
discos intercalares delimiten células musculares cardiacas individuales,
el antiguo concepto del miocardio como un verdadero sincicio anatémico es
insastenible; pero al representar estos discos regiones de baja resisten-
cla eléectrica entre células adyacentes (son libremente permeables a par-
ticulas cargadas), permite que se considere al corazbn como un sincicio
desde el punto de vista funcional (546,527). La cepacidad de los discos
intercalares de permitir libremente el paso de particulas cargadas de una
célula a otra facilits la propsgacion repida del impulso excitatorio por

todo el corazon.



Las células miocardicas contréctiles, ademés del sarcolema que delimita
el contenido celular, tienen otros dos sistemas de membranas intracelula-~
res: el sistems tubular transverso (sistema-T) y el reficulo sarcoplas-
matico (Figura 1 A). Estas estructuras ocupan casi el 90% del volumen
celulsr miocardico (372). Las caracteristicas del sarcolema y de los
eiatemas intracelularesa de meﬁhranaa ce describen en el punto l.4.

Las células del miocardio contienen un gran nimerc de miofibrillas
y mitocondrias (Figura 1 AR). El1 volumen cardiaco ocupado por las mito-
condrias es de gran proporcibn, lo cual esta reflejandoc la dependencia
del masculo cardiaco con el metesbolismo oxidativo. Las mitocondrias estan
{ntimamente aplicadas a la superficie de los miofilamentos (191); este
hecho presumiblemente es importante para reducir la distancia de difusibn
del ATP desde la mitocondria haclia los miofilamentos. También es sabido

2+

que la mitocondria puede secuestrar Ca® e intercambiarlo con el Na* y,

por 1o tanto, al igual que el reticulo sarcoplasmatico, jugaria un papel
importante en la regulacién del metabolismo del Ca2* (75,77).

La caracteristica estructural mas sobresaliente del misculo cardiaco
es el alto grado de organizacion de las proteinas contractiles dentro
de la célula muscular (205). Las miofibrillas del miocerdio son estria-
das y repiten un patron de bandas transversas claras y oscuras (458).
Una de las bandas es altamente birrefringente, o anisotropica y, por lo
tanto, es denominada banda A. La otra banda, que es débilmente birre-
fringente, o isotrépica, es denominada banda I. Cada banda I esta bi-
seccionada por una linea densa y estrecha denominada linea Z. En el cen-
tro de la banda A se encuentra una banda sncha y densa denominada banda
M. E1 sarcomero, la unidad morfologica y funcional fundamental del miscu-
lo estriado, se define como la regién comprendida entre dos lineas Z,

por lo tanto abarca una banda A mas las dos mitades adyacentes de las
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Figura 1 A: ULTRAESTRUCTURA DEL MUSCULD CARDIACO.

Diagrema de una célula o fibra miocérdica sobre la base de foto-
micrografias electronicas. E1 panel superior muestra la disposi-
cidn paralela de las maltiples fibrillas gque componen la célula
y de los sarcomeros conectados en serie que componen las fibri-
lles. En el panel inferior izquierdo se muestra un sarcémero
aislado de una miofibrilla, con una representacion esquematicsa
de la disposicion de los miofilementos que componen el sarcome-
ro: filemento grueso de miosina y filemento fino de actina. Los
filamentos gruesos estan presentes solo en la banda A y los fi-
nos se extienden de uno a otro lado del sarcomero (de una linea
Z a la otra), de modo que sdlo en la bands A se superponen smbos
filamentos. En el panel inferior derecho se muestra al filamen=-
to en seccidtn transversal, a diferentes niveles del sarcomero:
bandas A,I y M. Segin Braunwald y Sonnenblick (62).



bandas 1 (458,336) (Figuraa 1 A y B).

Hanson y Huxley (204,242,205) demostraron que las estriaciones que cru-
zan al misculo corresponden al camino caracteristico dejado por las pro-
tefnas contractiles que se organizan en filamentos gruesos (miosina) y en
filamentos delgados (actina).

La contraccién muscular reéulta de las interacciones entre estos dos ti-
pos de filamentos.

El filamento grueso es el componente predominante y caracteristico de
la banda A. Como puede verse en las figuras 1 A y B, éste se extiende des-
de un extremo de la banda A hacia el otro. Los filamentos gruesos son de
aproximadamente 1.6/im de longitud y 12 nm de espesor. Este filamento pre-
genta una "zona central uniforme* y una “zona rugoss" en ambas extremos.
Estas zonas estan determinadas por la disposicitn de las moléculas de mio-
sina en el filamento (Figura 2 AR). As{,el filamento grueso estéd compuesto
de dos medios-filamentos en los cuslese la molécula de miosina estd orien-
tada en direccién opuesta (245). En la"zona central uniforme® (seudo 2ona H)
las moléculas se tocan una a otra por el extremo de la “cola®. Las "cabe-
zas" de la miosina no ocupan esta zona del filamento (Figurs 2 A). Esto es
importante porque la porcibn de la "cabeza" de la molécula de miosina o
*puentes” es ls que estd involucrada en el mecanismo de contraccion. Es por
ello que la seudo zona H podria ser conslderada como el segmento no con-
tractil del filamento grueso. La seudo zona H de los filamentos gruesos es-
ta dividida por la banda M. Es de interés destacar que la banda M contie-
ne creatina quinasa,la enzima responsable de la rapida generacion de ATP,
que es el "combustible" de la contraccifn muscular.

Mis 8lla de la "zona central uniforme¥, las porciones correspondientes
a las "cabezas" de la miosina asoman del centro del filamento a un perio-

do de repeticibn de 43 nm (Figura 2 A). E1 nimero de moléculas de miosina
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Figura 1 B: ULTRAESTRUCTURA DEL MUSCULO CARDIACO.

Se muestra una representacidn esquematica de la disposicidn
de los miofilamentos en el sarcomero durante la diastole (A)
y la sistole (B). Puede observarse que durante la diastole,
los "puentes" de miosina son perpendiculares al eje longi-
tudinal del filamento grueso y durante la sistole los "puen=-
tes" de miosina se proyectan a partir de los filamentos grue-
sos para establecer enlace con los filamentos delgados adya-
centes, produciéndose un movimiento de "remado" al ser trac-
cionados los filamentos delgados hacia el centro del sarco-
mero. Segun Reedy (403).




contenidas en cada filamentao grueso estd en el orden de varios cientos (458).
El principal componente del filamento delnado es la actina (20%).También
contiene las proteinas requlatorias tropomiosina y troponina (85). Estos
filamentos (aproximadamente yu,m de longitud v S nm de diametro) se origi-
nan en la linea Z, se extienden a través de las bandas I y penetran en la
banda A,interdigitandose con 163 filamentos gruesos. Donde los filamentos
gruesos no se superponen con los filamentos delgados,esto es en la porcibn
central de la banda A, se denomina zona H.

Se puede observar en la figura 1 A que la banda I estéd compuesta solo
por filamentos delgados, mientras que la banda A contiene no sblo los fi-
lamentos gruescs sino también los terminales de los filamentos delgados,
los cuales se extienden hacia el centro de la banda A (458,413).

La medida en que los filamentos delqados se sobreponen a8 los filsmentos
gruesos depende de la longitud del sarcomero, que a su vez esta determina-
da por la longitud del misculoc. Por lo tanto, el grado de sobreposicibn en-
tre los filamentos delgados y gruesos en la porcibn central del sarcomero
es variable. En comdiciones fisiolégicas de reposo, en el misculo cardiaco,
los filamentos delgados se extienden caesi hasta el centro de la banda A
(Figura 1 B). En una seccibn transversal, la banda A presenta uns dispo-
sicidn hexagonal de los filamentos gruesos, cada uno de l0s cuales se encuen-
tra rodeado por seis filamentos delgados, que se ubican en los puntos tri-
gonales entre los filamentos gruesos adyacentes (Figura 1 A). En la banda
I, la disposicidon de los filamentos delgados es menoe ordenada que en la
banda A, y la banda M (en el centro de la banda A) contiene filamentos grue-
sos distribuidos en una disposicibn hexagonal y conectados radialmente por
filamentos delgados (Figura 1 A) (243),

La teori{a del “deslizamiento” de filamentos que explica la contraccion
muscular se basa en el hecho que, a medida que el misculo se acorta, la lon-

gitud de los filamentos gruesove y delgados permanece constante. Asi, a me-



dida que la longitud del sarcomeroc disminuye, las bandas ]I se hacen mas
estrechas mientras que el ancho de las bandas R permanece constante. Estos
conceptos surgieron de estudios con difraccion de rayos X realizados por
H.E.Huxley y posteriormente confirmadoa en estudios con microscopio elec-
tronico (205,248,249,247,245), E1 acortamiento del sarcOmero se produce
cuando los filamentos delgados se "deslizan" entre los fllamentos gruesos.
Durante la contraccion los filamentos delgados son traccionados hacia el
centro del sarcomero, haclendo que la banda I se estreche sin que cambie la
longitud de los filamentos gruesos ni de los filamentos delgados (Figura 1 B)
(247,249). Se piensa gue este proceso contractil seria realizado por los
“puentes", que se proyecten a partir de los filamentos gruesos para esta-
blecer enlaces con los filamentos delgadoa sdyascentes (Figura 1 B8). El mo-
vimiento de los puentes srrastraria al filemento delgado hacia el centro
del sarcomero logrando, por lo tanto, que el misculo se contreiga (Figura

1 8).

1.2. Proteinas contractiles.

Las bases moleculares para ls contraccion cardiaca y su control pueden
entenderse en términos de las interacciones entre cuatro protefinaa (mio-
sina, actina, tropomiocsina y troponina), les cuales reunidas “in vitro",
poseen las ptopiédades necesarias que reflejan los tres heschos sobresalien-
tes de ls contreccion cardiaca: a) hidrolizan el ATP y por ende, liberan
energia quimica; b) estdn sujetas a cambios en sus propiedades fisicoqui-
micas tal que asocciados con la hidrolisie del ATP son manifestaciones del
desarrollo de tensién y acortamiento y c) sus interacciones estan sujetas
2+)

al control por el ién calcio (Ca“"), reflejando la capacidad de este catién

para acoplar la excitacion en la superficie celular con la inicliacion de

la contraccion en el misculo vivao.

Vamoe a considerar cada una de las proteinas contréctiles por separado.



La miosina es la proteina del filamento grueso del misculo. Se trata
de una molécula lerqgas, elongada, con un terminal globular o “cabeza“,
donde estin localizadas las actividades bioldogicas importantes de las
proteinas, y un terminal filamentoso o "cola" que mantiene la rigidez
estructural del filsmento gruesa (447,385) (Figura 2 R). La longitud de
la molécula de miosina es de sproximadamente 1,600 8 v el pesc molecular
es de 4LB0.000 daltons. E1 terminal filamentoso de la molécula semeja una
*cola" enrollada, estructura no flexible formada por dos cadenas polipep-
tidicas alfa-hélice enrolladas una alrededor de la otra que le da rigidez
al filamento grueso (245) (Figura 2 A).

La miosina purificada posee dos importantes propiedades biolbgicas. La
primera,descubierta por Engelhardt y Ljubimova (124), es la actividad ATP&-
aita, es decir, que posee la capacidad de hidrolizer la cadena polifosfa-
tidica del ATP, liberando el fosfato terminzl produciendo, de esa manera,
la liberacién de energia quimica. La sequnda propiedad biolbgica, es la
capacidad de la miosina de unir la actina, fenbtmeno que representa la mani-
festacibn "in vitro* de la interaccibn entre los filamentos grueso y del-
gado del sarcbmero (25 . Ambas propiedades biolbgicas se localizan en la
"cabeza" globular de la molécula de miosine @25) y esta localizacibn es de
central importancia para los procesos contractiles. La “"cola' filamentosa
de la molécula de miosina carece de actividad enzimatica, no une actina, y
8blo confiere rigidez estructural al filamento grueso (245).

La miosina no se encuentra en un estado monomérico en la célula cardia-
ca, sino que estad sqregada en forma regular integrando el filamento grueso;
en el cual las "colas" de miosina forman un soporte rigido a partir del
cual se proyectan las cabezas de miosina para formar los “"puentes¥, gque se
extienden mas alla del centro del filamento gruesc a ambos lados del sar-
cbmero (243,248) (Figura 2 A).

En el misculo en reposo, los "puentes" son perpendiculares al eje lon-
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Figura 2 A: ORGANIZACION DE LAS MOLECULAS DE MIOSINA EN EL FILAMENTO GRUE-
S0.

Las "colas" de miosina forman un soporte rigido integrando el
esqueleto del filamento grueso (indicado por lineas punteadas).
Las “"cabezas" de miosina se proyectan desde el soporte rigido
formando los "puentes" que se extienden con polaridades opues-
tas en las dos mitades del sarcomero (derecha e izquierda). La
zona central uniforme del filamento grueso es lisa por no po-
seer "puentes" y corresponde a la seudo zona H (corte trans-

versal).
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gitudinal del filamento grueso, mientras que en el mlsculo activo sus ex-
tremidades se corren hacia el centro del sarcémero (Figura 1 B8). El resul-
tado de ciclos repetidos de esta traslacion especial se piensa que es un
movimiento Yde remado" que comienza cuando los filamentos gruesos se fi-
jan a los filamentos delgados, después de lo cual éstos (Gltimos son trac-
clonados hacia el centro del sércbmero provocando un acortamiento del mis-
mo (Figura 2 B). Si el terminal del misculo esta fijado de tal modo que el
acortamiento no se produzca, se desarrolla la tensitn isométrica.

La actina tiene un peso molecular de aproximadamente 42.000 daltons vy,
a diferencia de la miosina que es altamente asimétrica, la actina es una
proteina globular, con forma levemente ovoidea, can un diametro promedio
de aproximadamente 55 g. Cuendo se estudia "in vitro“, la actina puede ser
estabilizada en una forma monomérica denominade actina-G (G=globular) o en
un.pullmero altamente asimétrico, actina-F (F=fibroso) (475,206) (Figura 3).

Le sctina-G contiene un nuclebtido y un catibn divalente. E1 nuclebti-
do con alta afinidad que se une a la actina-G es el ATP, mientras que el

2+ o por el ng*.

sitio de unién para el metal puede ser ocupado por el Ca
Tento el nuclebtido como el catibn unidos a la actina-G son libremente in-
tercambisbles, aunque la remocion de éstos reduce la estabilidad de la ac-
tina-G y pierde rapidamente su habilidad para polimerizarse (476,326).

€l polimero actina-f esta formado por dos cadenas de monbmeros de acti-
na-G enrolladas una alrededor de la otra (Figura 3) y,a semejanza de acti-
na-G, tiene también unido un nuclebtido y un catién. Se piensa que el nu-
clebtido unido a actina y el catibn sblo serian importantes desde el pun-
to de vista estructural.

Les propledades biologicas de la actina, que parecen estar involucra-
das directamente en la contraccién muscular, son: la capacidad paras in-

teractuar fisicoquimicamente con la miosina y la capecidad para activar a

la ATPasa miosinica (121).
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Figura 2 B: "PUENTES" DE MIOSINA EN EL FILAMENTO GRUESO EN EL MUSCULO ACTI-
- VO Y EN EL MUSCULO EN REPOSO.

Puede observarse en el misculo en reposo,que los "puentes" son
perpendiculares al eje longitudinal del filemento gruesc; mien-
tras que en el misculo activo,sus extremidades se corren hacia
el centro del sarcomera, fijandose 8 los filamentos delgados,

8 los que traccione hacia el centro del sarcémero praovocando

un acortamiento del mismo.



13

La actina no esta presente en el misculo vive en su forme monomérica,
8ino que existe en el sarcomero como sy polimero, actina-F, que provee
el soporte del filamento delgedo del sarctmero. La estructura basica de
actina-F en el filamento delgado es la de una hélice de doble cordan
(Figura 3). Cada uno de los dos cordones de actina-F en el filamento
delgado estan formados por una cadena de mondmeros de actina, de modo
tal que la estructura de estos polimeros se asemeja a daos cordones de
perlas enrollados uno alrededor del otro (Figura 3). Las distancias
entre los nodos de actina-F es aproximadamente de 385 3 (274).

La tropomicsine no tiene actividad biologica, no hidroliza ATP ni

interactua con la miosina. Esta también tiene una estructura de “cola®
enrollada formada por dos cadenas polipeptidicas ligadas por un dUnico
puente disulfidrico. E1 peso molecular de cada una de ellas es de
36;000 daltons, dando un peso molecular total de 68.000 daltons para

1ls tropomiosina. En combinacibn con la actina, la tropomiosina tiene la
muy importante propiedad de modular las interacciones entre la actina y
la miosina (33,544).

Le accibn de la tropomiosina para modular las interacciones entre la
actina y le miosina es compleja en el sentido de que la tropomiosina
puede tanto inhibir como incrementar estas interacciones (96 ). Las
caracteristicas de estas funciones modulatorias dependen del estado de
las interacciones entre la actina y 1s miosina. E1 mas importante de
sus efectos requletorios es la capacidad de tropomiosina, junto con
troponina, de servir como mecaniamo receptor del Cal+ para el aparato
contractil. Una molécula de tropomiosina se ubica entre cada uno de
los dos surcos que corren longitudinalmente entre los dos cordones de
actina en el filamento delgado (Figura 3). Ademas de su funcidn regu-
latoria, la tropomiosina agregs rigidez estructural al filamento del-

gado (85).
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tropomiosina

complejos troponina

actina-G

Figura 3: COMPLEJOS TROPONINA, ACTINA Y TROPOMIOSINA EN EL FILAMENTO DEL-

GADOD.

Actina: proteina globular, estabilizada en forma monomérica o
actina-G; en el misculo vivo forma polimeros sltamente asimé-
tricos (actina-F), gque proveen el soporte del filamento del-
gado del sarcomero. La estructura basica de la actina-F es la
de una hélice de doble cordén. Tropomiosina: estructura de co-
la enrollada formada por dos cadenas polipeptidicas que se u-
bica entre los surcos que corren longitudinalmente entre dos
cordones de ectina. Complejo troponina: formado por tres pro-
teinas : troponina I, T y C; unida a la actina forma parte del
filamento delgado distribuido a intervalos de 40O A.
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€1l complejo troponina estédformado por tres proteinas: troponina I,

troponina T y troponina C (Figura 3 y 4). Junto con la tropomiosina
sirve para reqular las interacciones entre la actina y la miosina que
originan el proceso contractil. Tiene un pesoc molecular de 50.000 dal-
tons. Cada una de las tres proteinas que componen el complejo posee
una de las tres importantes prbpiedades biolbdgicas del complejo (142,
113,169).

La troponina I, a semejanza de la tropomiosina, tiene la capacidad
de controlar las interacciones entre la actina y la miosine. El efecto
regulatorio es el de una interaccion inhibitoria, de ahi la designa-
cién de troponina I. Ls troponina T sirve primariamente para unir el
comple jo troponina a 1la tropaomiosina. La troponina C cuenta con das

sitios de unidn de alta afinidad para el caZ*

y dos sitios de baja afi-
nidad (111,190).

A semejanza de la tropomiosina, el complejo tropanina.ae encuentra
Junto con la actina en el filamento delgado del sercomero donde el com-
plejo troponina estéd distribuido a lo largo del filamento delgado a in-
tervalos de eproximadamente 4LOO R. Esta distribucion estd determinada por
la separacion longitudinal de los sitios de unibn de troponina en los fi-
lamentos de tropomiosina elongadaos en el filamento delgado (Figura 3). La
unibn de los tres componentes de troponina a la actina y a la tropomiosina
del filamento delgado del sarcémera, probablemente siga el orden que se
muestra en la Figura b.

La unién entre troponina I y la actina (Figura 4) depende del

estado del misculo; es mayor durante el reposc y en ausencia de Caz*.

2+

burante la ectivacion del mGsculo se fija el Ca“ a la troponina C y

la troponina I se separa de la actina. De este modo, la variable afi-

fidad que posee la troponina I por la actina ser{a un elemento esen-

2+

eial en el mecanismo por el cual el Ca“ inicia el proceso contric-
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. troponina T
troponina C

tropomiosina

troponina I

Figura 4: SECCION TRANSVERSAL QUE REPRESENTA LA MITAD DEL FILAMENTO DELGA-
D0 A NIVEL DONDE SE LOCALIZAN LOS COMPLEJOS TROPONINA.

Las troponinas I y T se unen a la troponina C, mientras que la
tropomiosina y la troponina I ee unen a la actina. La linea pun-
teada indica la union entre la troponina I y la eactina. La con-
treccidon sobreviene cuando la troponine I se separa de la acti-
na desplazando a la tropomiosina. La relajacion se produce cuan-
do la troponina I se une a8 la actina, llevando a la tropomiocsina
® Bu posicion inhibitoria.
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til (382).

Con proteinas contractiles altamente purificadas es posible reconsti-
tuir una actomiosina que exhibe propledades "in vitro“ semejsntes a las
del misculo intacto. Estes propiedades son: a) hidrolisis de ATP, que co-
rresponde @ la liberacion de energia por el misculo; b) cambios fisico-
quimicos, en los cuasles, la energia quimica derivada de ls hidrblisis del
ATP es convertida en trabajo mecanico y c) regulacion por el calcio, que
corresponde a la respuesta de las pfoteinas contractiles al acoplamiento
excitacion-contraccion. Las dos primeras pueden ser identificadas en la do-
ble-proteina actomiosina (compuesta s6lo de actina y miosina) y la terce-
ra propiedsd requiere 1la presencia de las proteinas regulatorias tropo-
miosina y troponina y estd controlada por el calcio (109).

En general, "in vitro", la actividad ATPasice de la actomiosina es es-

&+ y el H92+. En contraste, la actividad de la ATPasa

2+

timulada por el Ca

, €3 inhibida por el H92+ (520).
2+

miosinica, si bien es estimulada por el Ca
La conversion del efectoc inhibitorio del Mg“ en la miosina en efecto
estimulatorio en la actomiosina, refleja el papel de este cation como un
cofactor de los efectos activedores de la actina. Concomitante con esta
capacidad para estimular la actividad de la ATPasa m}osinica en presen-

2+

cia de la actina; el Mg~ promusve las interacciones fisicoquimicas entre

la actina y la miosina, que representan una manifestacion "in vitro* de la

2+ g esencial para los procesos

contraccion muscular. De este modo, el Mg
contractiles en las actomiosinas estudiadas "in vitro* (390).

Cada una de las proteinas (miosina, actina, tropomiosina y los tres
componentes de troponina) juegan un rol importante en les interacciones
que hacen posible gue el misculo se contraiga y relaje. Estas interac-
ciones, desde el punto de vista del misculo intacto, pueden ser agrupa-

das en dos tipos: las responsables de los procesos contractiles en s{ mis-

mos y las que controlesn dichos procesos.
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Uno de los factores considerado como responsable de los procesos con-
tractiles en si mismos es el ca’* (221,112,382). La accion estimulente del
ca’* proviene de un efecto directo sobre las proteinas contractiles. Este
cation es necesario para activar las interacciones entre la actina y la
miosina, que originan las manifestaciones de la actividad contractil,tan-

to "in vitro* caomo *"in vivo" (524,168,2641,391).

1.3. Mecanismo y control del proceso contréctil.

Durante el reposo, las proteinass requladoras de la contraccion ejercen
un efecto inhibitorio, puesto que predominan los efectos de la troponina I
sobre la actina.

El arribo del Caz’ inicia los procesos contractiles al revertir el efec-
to inhibitorio ejercido por las proteinas reguladoras. Esto se produce cuan-
do el Caz+ se une a3 la tropanina C, que es la proteina receptora de Caz*
en .le miofibrilla (115,110).

Le Figure 5 representa la seccion transversal de la banda A en un miscu-
lo en reposo, mostrando la dispogicibn de la actina (A) y de los “puentes"
de miosina. Se puede observar que el soporte del filamento delgado es un
par de moléculas de actina y que las dos moléculas de tropomioaina (Tm) se
disponen paralelas al filamento delgado, ubicandose adyacentes a las cade-
nas pares de los monomeraos de actina y orientandose de tal modo que "blo-
quean® la formacion de uniones entre la actina y los "puentes" de miosina
@5).

El efecto inhibitorio de las proteinas reguladoras observado en ausen-
cia de Caz+, o sea durante el reposo, requiere que la tropomiosina esté
presente en el surco que corre @ lo largo de ambos lados del polimero de
actina-F que forma el soporte del filamento delgado del sarcomera.

2+

El complejo actina-tropomiosins sdlo puede responder al Ca“ liberado

durante el acoplamiento excitacion-contraccian en presencia del complejo
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¢<———— FILAMENTO
GRUESO

FILAMENTO
DELGADO

Figura 5: SECCION TRANSVERSAL DE UN SARCOMERO EN REPOSO.

La tropomiosina se dispone paralela al filamento delgado orien-
tandose de modo tal que "bloguea" lss uniones entre la actins y
los “"puentes' de miosina. Esta disposicion inhibitoria de la tro-
pomiosina esta asequrada por la union de la troponina I a la ac-
tina, fenomeno que se produce siempre que el Cal+ no esté fijedo
8 la troponina C. M:miosina, A: actina, Tm: tropomiosina, I: tro-
ponina I, T: troponina T, C: troponina C.
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troponina en el filamento delgado (114).

2+ se une a la troponina C. La Fi-

La contraccion se inicia cuando el Ca
gura 6 grafica la seccion transversal del sarcomero activo. Se puede ob-
gervar que 1la tropomiosina se desplaza hacia el centro del surco entre las
dos cadenas de actina. Es decir, que la tropomiosina se movilize para per-
mitir las interacciones fisicaé y quimicas entre los “puentes" de miasina
del filamento grueso y los sitios activos de actina en el filamento delga-
do.

E1 musculo retorna a su estado de relajaciagn cuando el ca* es removido
de la troponina C, haciendo que la tropomiosina retorne a su posicion in-
hibitoria original en el filamento delgado (34&4) (Figura S5).

2+ @ la troponina C podria pro-

El mecanismo por el cusl la union del Ca
vocer un desplazamiento en le posicion de la tropomiosina a lo largo del
filemento delgado, no esta bien esclarecido. Sin embargo, puede explicarse
8 partir de una serie de interacciones cooperativas entre la tropomiosina
y las tres proteinas del complejo troponina. Estudios de estas interac-
ciones,indican que las troponinas I y T se unen a troponina C; mientras
que la tropomiosina y ls troponina I se unen a la actina (Figuras 4L y 5).

2* 2 la troponina C rompe la unidn de la troponina I

Le fijacion del Ca
con la actina (190). Los cembios resultantes en los angulos de unidon entre
estas proteinas podrian provocar el desplazamiento de las moléculas elon-
gadas de tropomiosina hacia el centro del surco,entre las dos cadenas de
actina (Figure 6), permitiendo a los "puentes" de miosina aproximarse e
interactuar con los sitios activos de la actina en el filamento delgado.
La relajacion sobreviene cuando el Ca2+ es removido desde sus sitios de
unidn en la troponina C, uniéndose la troponina I a la actina. Los des-
plezamientos resultantes en los angulos de unian entre las proteinas del
filamento delgado posibilitan que la tropomiosina retorne a su posicién

2+

inhibitoria,permitiendo que la remociton del Ca lleve al musculo a rela-
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FILAMENTO
GRUESO

FILAMENTO
DELGADO

Figura 6: SECCION TRANSVERSAL DE UN SARCOMERO ACTIVO.

La contraccion se inicia cuando el Ca2+ se une a la troponina C,
se rompe la union de la troponina I con la actina, provocando

el desplazamiento de la tropomiosina hacis el centro del surco
entre las dos cadenas de actina permitiendo las interacciones
fisicoguimicas entre los "puentes” de miosina del filamento grue-
so y los sitios activos de la actina en el filamento delgado.

M: miosina, A: actina, Tm: tropomiosina, I: troponina I, T: tro-
ponina T, C: troponina C.
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Jarse (522,391,109) (Figura 5).

l.4, Ultraestructura y funcion de les membranas involucradas en el

proceso contractil.

l.4.1. Sarcolema.
£l sarcolena cardiaco eata formado por dos entidades distintas: una
-egion externa, gruesa y amorfa de 50-80 nm y una membrana plasmatica
trilaminar de 9 nm o plasmalema proplamente dicho (357).
La regi6n externa o envoltura amorfa, esta constituida por mucopoli-

4+
2 externo

sacaridos cuya funcion seria la de mantener un deposito de Ca
en ls membrana, unido 8 grupos carboxilos ionizados de acido sialico
(260,154). Langer (305) sugirido que este "ssco" representaria un depdsito
superficial de Ca2+ de facil intercambio y relacionado con el acopla-
miento excitacidn-contraccion y, por lo tanto, una de sus funclones po-
dria ser la union selectiva de lones (104). Este regidn del sarcolema de-
Tine la barrera entre los espacios intra y extracelular.

El plasmalema no sOlo se comporta como una barrera semipermeable (ba-
rrera ionica selectiva), =ino que también puede servir como matriz para
numerosos complejos enzimaticos como la Na*,Kk*-ATPasa (59,426) y la adenil
riclasa (278).

Existe una teoria que expone un modelo dinamico de la unidad de mem-
brana basado en la termodinamica de las interacciones hidrofobicas e hi-
drofilicas de los componentes de membrana. Este "mosaico" fluido de mem-
brana (440) esta compuesto de una doble capa lipidica o mstriz en la cual
estan intercaladass las proteinas globulares. Ademas de proteinas "integra-
lea" existen proteinas “periféericas" que podrisn servir como sitios de
union de ligandos (439).

Estudios realizados en el reticulo sarcoplasmatico (utilizando el mé-

tndo de ruptura por congelemiento) y en membranes mitocondrisles, in-
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dican un papel dinédmico para los fosfolipidos en la estructura y funcion de
la membresna y no sblo el de un simple soporte para las proteinas (371),

La observacidn de sgregados macromoleculares de particulas en la su-
rerficie del sarcolema de misculo esquelético, permite suponer que estas
particules podrian representar los componentes de los canales del sodio (Na+).
potasio (k') y calcio (Ca?*) (401).

En el musculo cardiaco se ha confirmado la existencia de una continui-

dad entre el sarcolema y el siastema-T (234).

l.4.2. Sistema tubular transverso (sistema-T o tibulos-T).

Al sistema tubular transverso del miocardio de memifero lo forman inva-
ginaciones del sarcolema a nivel de las bandas Z (317).

El diametro interno del tibulo-T es mas ancho en el misculo cardiaco
(100-200 nm) que en el esquelético (40 nm).

En el miocardio, el “seco® de muccpolisacaridos que cubre el sarco-
lema trilaminar, se relaciona con los tubulos-T. Los tibulos-T de la
celula no son exclusivemente transversaos en orientacidn, sino que, exis-
ten numerosas conexiones longitudineles entre ellos en toda la longitud
de la célula, conectando asi, sarcomeros adyscentes (246,336). Estos tubu-
los estrechos entran en la célula en angulo recto a su eje y sus limenes
se sbren libremente en el espacic extracelular (122). £l contenido del flui-
do dentro de los tibulos transversos no puede aser snalizado directawmente,
pero es probable que, 8 semejanza del fluido extracelular, estas estructu-
ras contengan una solucidn con alto sodio y bejo potasio. En 1958, Huxley
y Taylor (250), indicaron que el sistema-T se conecta directamente con el
espacio extracelular, desembocando a modo de caveola muy pequefia (157).
Esta caveola presents un contorno circular que representa la transicién del

aarcolema con el sistema-T (549,126).
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€l sarcolema y las membranas del sistema-T actlan como una barrera gue
permite mantener un ambiente intracelular diferente sl del fluidu extrace-
lular. Estas membranas contienen bombas de iones que establecen importan-
tes diferencias quimicas y de cargas entre los ambientes intra y extrace-
lular. Tambifn poseen canales $6nicos que efectdan cambios transitorios
en el potencial de membrana., Varias enzimas requladoras, como la que sin-
tetiza AMP ciclico, estan también presentes en el sarcolema y posiblemen-
te en las merbranss del sistema-T (278).

De los trabajos de Constantin (84) ha sido posible postular que el sis-
tema-T es un canal que conduce electrotonicamente la despolarizacion de la
membrana superficial hacia el interior de la fibrs muscular y puede, ade-
mas, praducir una conduccién regenerativa del mismo modo que la membrana
superficial. Otros investigadores (376) han apoyado tembién este concepto.
La propagacion del potencial de accidn en los tdbulos-T puede facilitar la
répida activacion de estructuras profundas dentro de la célula muscular.
Debido & que la conduccion ce un potencial de accion regenerative es mucho
més rapids que la difusidn de una sustancia activadora, el potencial de ac-
cion que pasa por los tibulos-T puede acelerar la activecidn del interior
celular (250).

El sistema-T tiene, cualitativamente, las mismas propiedades electrofi-
siologicas que la membrana superficial ( 2 ). Desde el punto de vista cuan-
titativo, las propledades de la membrana del sistema-T se diferencian de
las del sercolema por: 8) el sistema-T, en el estado de reposo, tiene una muy
baja conductancia al C1~ (es aproximadamente 1/36 de la que carresponde a
la membrana superficial) (120); b) su conductancia al K' es sproximada-
mente 2/3 menor que la de la membrana superficial y c) lcs canales de Na'

y K*, involucrados en el proceso de excitacion, parecen ser mucho menores
en el sistema-T que en la membrane superficial. Adrian y col. mostraron gue

el potencial de accidn puede ser reconstituido asumiendo que las densidades
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de los canales de Na* y k* en la membrana del sistema-T serian de 1/20
y 1/33, respectivamente ( 3 ),

El sictema-T de los misculos esquelético y cardiaco de mamifero par-
ticipa en la transmision de la despolarizacién hacia el reticulo sarco-
plasmatico, el cusl lihera el Caz* gque se utiliza para la contraccion (89),

Franzini-Armstrong (155) describid la presencia de cisternas termina-
les en la desemhocadurs del sistema-T en el reticulo sarcoplasmatico. Es
ampliamente aceptado que estas estructures desempefian un papel crucial en
el acoplamiento entre el sistema-T y el reticulo sarcoplasmatico. Este a-
coplamientc tiene, en el misculo cardiaco, esencialmente las mismas carac-

teristices que el acoplamiento cel sarcolema y el sistema-T (256).

l.4,3, Reticulo sarcoplasmatico.

En 1947, Heilbrunn y Wiercinski (221), sugirieron que los iones calcio
(Ca?+) son 1los incductores fisiologicos del proceso contractil. En la dé-
cada del '50, varios investigadores (322,292) encontraron, en el extracto
acuoso de misculo, un factor copaz de inducir la relajecion de los heces
de miofibrillas. Ebagshi (108) mostrd que la actividad relajsnte estaba aso-
ciada con la fraccion particulada del misculo que posefa ura actividad de
ATPasa,Mgz*-dependiente. Esta fraccidn microsomal, que poseia una activi-
ded relajante, estaba formada por vesiculas de membrans que presumiblemen-
te derivasban del reticulo sarcoplasmatico. Porter (386) y Muscatello y col.
(350) fueron los primeros en sugerir que la actividad relsjante depende del
reticulo sarcoplasmatico.

Por lo tanto, es importante el conocimiento de la estructura y funcion
de este plexo de membranas, denominado reticulo sarcoplasmatico, implica-
do en el mecanismo contractil.

€1 reticulo sarcoplasmatico consiste en una estructura reticular (limi-

tada por membraenas) de vesiculas, tibulos y cisternas que rodea a las mio-
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fibrillas (375,148), y que se orienta en direccion longitudinal sobre la
superficie del aparato contractil.

Les células contractiles miocardicas poseen un reticulo endoplasmatico
libre de ribosomas (agrsnuler, l1iso) que se denoming reticulo sarcoplasma-
tico 1liso (RS) (14B). El reticulo sarcoplasmatico liso controla los flu-
Jos de iones dentro del miocardio, especislmente el del Ca2+ (337).

Este plexo de mewmbranas esta formado por dos reglones : las cisternas
subsarcolemales y la red Barcntubulér.

Las cisternas subsarcolemales se encuentran debajo del sarcolema y a lo
largo del sistema tubular trensverso (sistema-T) (Figura 1 A).

Donde el reticulo sarcoplasmatico se pone en contacto con el =arcolema
y el sistema-T,se convierte en una estructura sacular en la cual las mem-
branas del reticulo sarcoplasmdtico y del sistema-T se aproximen y se colo-
can paralelas entre si. Estas estructurac que estan furmadas por elementos
de cada una de las dos estructuras de membranas se denominan diadas. Homo-
logando las diadas con las triadas del mdsculo esquelético, seria razona-
ble postular que las cisternas subsarcolemales del misculo cardiaco re-
presentan un sitioc en el cual se inicia ls liberacion del ca%* (338). E1
término cisternas subsarcolemales es erroneo ya que las mismas son adya-
centes al sistema-T y al sarcolema, a menos que se considere al sistema-

T como una extensidn del sarcolema (451,373).

La red sarcotubular es la porcion del reticulo sarcoplasmatico que ro-
dea al sarcomero. Estas membranas tendrian la cepacidad de remover el Caz+
de los sitios de union de Ca2+ de alta afinidad en la troponina C y asequ-
rar la relajacion del musculo (112). En las preparaciones "in vitro" se
pueden encontrar los tres requerimientos principales para un sistema que
media el acoplamientn excitacion-contraccion: a)cepscidad pera retener una
cantidad de Ca2+ suficiente para activar a la troponina del misculo cardia-

co; b)cepacidad pare transportar este Ca2+ a una velocidad suficientemente
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réapida como para explicar ls velocidad de relajacion observada en el mio-

2+ lo suficlientemente 8ltes para per-

2

cardio aislado y c)afinidad por el Ca

* desde su sitio de unién
2+

mitir al reticulo sarcoplasmatico remover el Ca
a la troponina C. Funcionaria como un sitio para la acumulacion de Ca
(338).

Les membranas del reticulo sarcoplasmatico estan compuestas de varias
protef{nas y lipidos. Estudios estructurales con microscopio electronico
demostraron que estéan organizadas de una manera esencialmente compatible
con el modelo de "mosaico fluido" de Singer y Nicolson (440).

Las observaciones de que lzs células musculares poseen un sistema con-

tractil calcio-sensible y un sistema de membrana que acumula Caz*, ha lle-

2

vado al concepto fisiologico de que el Ca * liberado del reticulo sarca-

plasmatico puede inducir la contraccidn muscular y que la acumulacién de

Ca2

* por el reticulo sarcoplasmatico puede llevar al misculo = relajar-
se (112,335, 504, 152).

Huxley y Taylor (250) observaron que una corriente eléctrica debil apli-
cada & la superficie de una fibra muscular puede producir una contraccion
localizadz cuando es aplicada selectivamente a la region correspondiente
a la aspertura del sistema-T. Sugirieron entonces que el sistema-T puede me~
diar ls transmision del potencial de accitn hacis el interior de la fi-
bra, provocando asi la activacion localizada del reticulo sarcoplasmatico.
Esto fue corroborado cuando, al dafiar selectivamente el sistema-T con gli-
cerol hipertonico, se produjo una pérdida reversible de las respuesta con-
tractil (238).

La liberacion de Ca2+ desde el ret{culo sarcoplasmatico esta bajo el
control del potenciel de membrana del tubulo-T. La despolarizacion de la

membrana parece extenderse desde el sarcolema hacia el interior de la célu-

la, a8 lo largo de las membranas de los tibulos-T. E1 cambio en el potencial
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2

de membrana en los téibulos-T produce la liberacién de Ca’ desde las

cisternas subsarcolemaleas (257 k23),

Endo y Blinks (123) demostraron que la despolarizacion del reticulo
sarcoplasmatico produce una liberacién de Caz+ que inicia le contraccion.
Este seria una de lus tres funciones bien conocidas de este sistema de

membranas.
Otra de las funciones seria el hecho gue el reticulo sarcoplasmatico
es la Unica fuente de C52+ durante la ectivacion del mdsculo esquelético.

2+

Una vez liberado del reticulo sarcoplasmatico, el Ca ce une 3 la tropaoni-

na y remucve le inhibicion del complejo troponina-tropomiosina sobre el

sistema actomiosina. Se calcula que, durante la activacion, el eflujo de

2+ desde el reticulo ssrcoplasmatico se produce a una velocidad diez

Ca
veces mayor que en el reposo (324). La localizacitn de los sitios de li-
beracion de Csz+ no sp conoce, aunque se supone que deben estar locall-
zedos en la proximidad de los tGbulos-T (538, 156).

La tercera caracteristica funcional del reticulo sarcoplasmatico seria
su capecidad de reducir la concentracion de Caz* dentro del eapacio mio-
fibrilar a valores suficientemente bajos como para permitir la relajascion
(523). Es probable que ls liberacidn y reacumulacidn posterior de ca*

por el reticulo sarcoplasmatico se produzca en cada ciclo de contraccion

y relajacion (523).

Este sistema intracelular de membranas posee una bomba de Ca2+ que

2

acopla la hidrolisis del ATP al transporte de Ca * desde el citosol hacia

una region de alta concentracion de Caz* dentro de estas membranas. E1 he-
cho de que el Caz+ pueda ser disociado de la troponina en cualquier mo-
mento durante la relajacion, depende de ia afinidad que posea esta protei-

2+

na por el Ca y de la velocidad con la cusl el reticulo sarcoplasmatico

esté bombeando el Ca2+ (523).

Se ha podido observar la captacion de Caz* (ATP-dependiente) por ves{-
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culas microsomales y se considera que representa la manifestacion "in vitro"
de la ecumulacién de Ca2* por el reticulo sarcoplasmatico (521).

La Ca2*-ATPasa serviria como transportador en la translocacidn del
Ca2* (470).

Se encaontrd una relacién 2:1 entre el nimero de moles de Cal* transpor-

tados por cada mol de ATP hidrolizado (482).

2. ACOPLAMIENTO EXCITACION-CONTRACCION.

El proceso por el cual un fendmeno eléctrico (potencial de accion o
despolarizacion) induce la contraccion muscular, ha sido denominado aco-
plamiento excitacibn-contraccion (acoplamiento E-C) por Sandow en 1952
(L17).

Este proceso se puede resumir de la siguiente manera: a) el potencial
de eccion en el sarcolema es conducido al interior de la fibra muscular
a través del sistema-T; b) la despolarizacidon de la membrana del sistema-

T induce la liberacién del Ca* almacenado en el reticulo sarcoplasmatico;

c) el Ca¢+ asi liberado alcanza 1a troponina C del filamento deldado para
producir la contraccion; d) si la influencia de la despolarizacion fina-
liza, el Cal* es reacumulado por toda la superficie del ret{culc sarco-
plasmatico utilizando energia del ATP; la reduccion en la concentracion
del Ca?* induce la relajacion (112).

En la Tabla I se esquematiza la base estructural y funcional del aco-
p}amiento E-C.

€s bien sabido que los iones calcio (Cal*) son esenciales para el aco-
plamiento entre la excitacion de la membrana celular cardiaca y la acti-
vacion de las proteinas contractiles (113,345).

En el misculo cardiaco, el sitio a partir del cual el Cal+ es liberado
para iniciar la contraccion, no es el mismo hacia el cual este cation es

transportado en el proceso responsable de la relajacion (196). Estudios
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Tabla I: BASE ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DEL ACOPLAMIENTO EXCITACION-CONTRACCION.

ESTRUCTURA FUNCION

Propegacion del potencial de accion;

SARCOLEMA 24
control de los flujos de Ca™ .

Transmisidon del potencial de accion al

SISTEMA TUBULAR TRANSVERSO interior de la célula; control de los

flujos de Caz+.

Liberacién de Ca2+ a y remocion de Caz*

RETICULO SARCOPLASMATICO 24
desde la troponina C; depf6sito de Ca“".

Sitio de activacidn en el cusl se ini-

2+

CISTERNA SUBSARCOLEMAL cia la liberacion de Ca“” 8l comienzo

de la sistole.

Sitio de relesjacién en el cual el cas*

RED SARCOTUBULAR
es acumulado para terminar la sistole.

Receptor de Ce®* de las proteinas con-

TROPONINA C
tractiles.

Segin Henry (223).
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2+

del movimiento de Ca™ lebilizado (451,373,538) indican que los flujos de

calcio que paerticipan en el acoplamiento E-C, representan los movimientos

2+

del Ca“ entre el espacio extracelulsr y los depositos intracelulares. La

2+

Figura 7 esqucmatiza los diferentes flujos de Ca” que participan en el con-

trol de la contractilidad cardiaca. Existen por lo menos tres depOsitos de

2+ en el miocardio: 1) las cisternas subsarcolemales, que represcntan un

2+

Cs

depOsito activedor que inicia la liberacién del Ca®  haclie la red sarco-

tubular, posiblemente en respuesta a cambios en el potencial eléctrico a
través del reticulo sarcoplesmatico (130,40); 2) la red sarcotubular, gue

participa en la contraccidn y en la relajecidn durante la despolarizacidn

2+

del reticulo sarcoplasmatico. De este depdsito ee libers el Ca hacia la

troponine C y, a8 su vez, representa un sitio de relajacion debido a que

2+

pore fin a la sistole el remover Ca~" de la troponina C. Este proceson esté

2+ ATP-dependiente, que tiene afinidad por

2+

acompafiado por una bcmba de Ca

el Caz* 1o suficientemente alta como para bombear el Ca® hacia el inte-

rior de la red sarcotubular y, por lo tanto, disminuir la concentracion

e+ citostlico 8 niveles que hacen que el Ca2+ se disocie de la tropo-

2+

de Ca

nina C. 3) E1 tercer depAsito intracelular de Ca“" es el componente que

2+

une Ca® a le troponina C (338,159), Este fija el i6n sdlo durante la

sistole.
Debido a ls proximidad anatomica entre las cisternas subsarcolemales y

2+

el espacio extracelular, se propuso que @l Ca“ ,que entra a la célula con

la corriente lenta de entrada, es retenido dentro o cerca de las cisternas
subsarcolemales (338).

2+ pueden participar en el control de

Por lo tanto, cuatro flujos de Ca
la contractilidad cardiaca (Figura 7). Dos de ellos se realizan a través
del sarcolema y los otros dos pasiblemente representen el movimiento de
Ca%* entre los depositos intracelulares (276). Estos son: A) el influjo de

Caz+, representado por una corriente electrogenica, que coincide con el



INFLUJD DE
CALCIO

(corriente de
entrada;
electrogénica)

Activacion
(Ca2+ induce libe-
racién de Cal+)

(:::) CONTRACCION
(difuston pasiva)

ESPACIO EXTRACELULAR

!

R2*

¢ v

DEPOSITO ACTIVADOR

Cisternas subsarcolemales

e

A

(—-—_---

BEPOSITO INTRACELULAR

Red sarcotubular

DEPOSITO DE CONTRACCION

Troponina C
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INTERCAMBIO
Nat-Cal+

)

(no electrogénico)

RELAJACION
bomba de Cal+)

Figura 7: FLUJOS DE CALCID QUE PARTICIPAN EN EL ACOPLAMIENTO EXCITACION-

CONTRACCION.

Estan representados los movimientos del calcio entre el espa-
cio extracelular y los depositos intracelulares: activador (cis-
ternas subsarcolemales), activador propiamente dicho (red sarco-
tubular) y de contraccion (calcio unido a la troponina C). A, B,
C y D representan los flujos de Ca2+ involucrados en ceds paso
de la contractilidad cerdiaca. Segun Henry (223).
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potencial de accién cardiaca; B) intercambio electroneutro entre Na+/Caz+,

que acontece durante la siastole y la diastole; C) liberacion de Ca’* por

difusién pasiva desde el reticulo sarcoplasmatico hacia ls proteina con-

2+

tractil y D) captacidn de Ca“  por el reticulo sarcoplasmatico desde la

troponina C. Este Gltimo es un bombeo ATP-dependiente.

2+ en el acoplamiento E-C puede resumirse de la

La participacidn del Ca
siguiente manera: durante la despolarizacicn de la membrana, o sea, du-
rante el potencial de accion cerdiaco, los iones calcio (Caz+) fluyen a
través de ls membrana hacia el interior de la fibra muscular cerdiaca
(113,44,3L5), Este influjo, directa o indirectamente (posiblemente por 1li-
beracion regenerativa de Ca®t desde el reticulo sarcaoplasmatico), produce
un incremento en la concentracion de Caz+ libre en el mioplasma. En el
musculo relajado, esta concentracidon estda en el orden de 10-7M. Durante la
excitacion, la concentracion de cal* 1ibre mioplasmatico incrementa en

2+

unoc o dos ardenes de magnitud, lo cual permite unir Ca“" 8 la proteina tro-

ponina y finalmente conduce & la contraccion de las miofibrillas. Sin em-

bargo, el sistema de transporte del reticulo sarcoplasmatico, con alta a-

2+ mioplasmatico y por

lao tanto, produce relajacion de las proteinas contractiles. El Ca’* es

finidad por el Caz*, reduce le concentracidon de Ca

almacenado en el reticulo sercoplasmatico. Para evitar una sobrecarga de

2+

Ca®" en el reticulo sarcoplasmatico y en la mitocondria, estos iones son

bombeados fuera de la célula a través de ls membrana celular, aparente-
mente por un mecanismo de transporte que involucra el intercambio del Na®

2+

externo por el Ca“  interno (intercambio Na*/Caz+) (L09). Obviamente,el

sarcolema juega un papel importante en la regulacién de la concentracion de
Ca’* intracelular (358).

La concentracion de Caz+ citoplasmatico libre en el midsculo es manteni-
da 8 niveles de varios Ordenes de magnitud mas bajos que la concentracién

2

de Ca“* libre en los fluidos extracelulares debido & la existencia de un
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delicado balance entre los canales de Ca“* (canal pasiva de entrada del

cation y sistema de intercambio Na+/Caz+ para la extrusion del cation),

2+, proteinas que unen Ca2+ y

sistema de intercambio H*/Ca2+, bombas de Ca
otros componentes de union de Ca2+ presentes en abundancia en diferentes
celulaa y localizsdos en las membranas superficiales, mitocondria, reticu-
lo sarcoplasmatico, nicleo y cftosol (76 ).

Recientes observaciones sugieren que los cambios en la concentracion de
Caz+ intracelular libre podrian modular lcs elementcs reguladores de la con-

centracién de Ca®® en la célula en respuesta a los requerimientos fisiologi-

cos (325,193).

2.1. Corrientes de membrana v flujos idnicaos implicados en el fenémeno

excitatorio.

La corriente ionica total de membrana fue descripta por Hodgkin y Huxley
en 1952 (227), utilizando la técnice de fijscion de voltaje (procedimiento
desarrollado por Cole en el axdon del calamar) y que permite mantener el po-
tencial de membrana a un nivel constante durante un periodo de tiempon, mien-
tras se registran las corrientes requeridas pare el potencisl de accion (87 Je

El estudio electrofisiologico del potencial de accién, durante la fase
de despolarizecion del misculo cardiaco de varies especies de animales (o-
veja, ternero, cobayo, rata, gato y sapo), puso de manifiesto la presen-
cie e importancia de dos componentes separados que forman parte de la co-
rriente ionica de entrada: a) una corriente rapida, predominantemente de
Na*, correspandiente 8 ls elevacidn del potencial de accién y b) una co-

2+

rriente lents cosi exclusiva de Ca~ , correspondiente al "plateau® o me-

seta del potencial de accion.
En 1970, Beker, Hodgkin y Ridgeway (38), identificaron dos posibles “"fa-
ses" de un movimiento de entrada de C32+: a) un componente inicial, de rapi-

dae aparicion, dependiente del Na® externo, sensible a tetrodotoxina (TTX);
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2+ Ltilizando los canales del Na* y b) un se-

que podria representar el Ca
gundo componente de aparicion mas retrasada y dependiente, casi exclusiva-
mente, de la concentracion de Caz+ extracelular, que es insensible a TTX y
sensible a Mgz+, Mn2+, verapamil y a la disminucion de Caz+ extracelular.
Existen varias ceracteristicas que permiten distinguir un sistema de
corriente del otro: 1) la corriente iniciel de entrada es rapidamente abo-
lida por la remocion del Na® extracelular, pero la corriente lenta de en-
trada es poco afectada por esta remocién (40). 2) La corriente inicial de
entrada estd muy reducide o es eliminada en presencia de TTX o por la des-
polarizacion de la membrana con excesa de H+; pero la corriente lentis de
entrada no es afectada por estas sustancias (3465). 3) La corriente inicial
de entrada es completamente inactivada cuando el potencisl de membrana lle-
ga a. aproximadamente -50 mV, mientras que la corriente lenta de entrada se
comienza a registrar a potenciales mas positivoa que -50 mv (LOB). 4) La
corriente lenta de entrada es muy sensible a alteraciones en la concentra-
cion de Caz+ extracelular, mientras que las mismas modifican leve e indi-
rectamente la corriente rapida de entrada. E1 estroncio (Sr) y el bario (Ba)
pueden reemplazar al ca* en la generacion de la corriente lenta (495). Los
cationes La, Mn, Co o Ni reducen en gran medide o bien eliminan la corrien-
te lenta, pero la corriente iniciel es muy poca afectada (43). Los catio-
nes divalentes y trivalentes tienen diferentes efectos sobre la corrien-

te lenta: el La3+, Cuz+ v Ni2+ eliminan la corriente lenta, el Cu2+, Sr2¢

2+ la incrementan, Esta observacion se explica por el hecho de que

y Ba
estos cationes transportan carga a través de la membrana por canales de
conductancia especifica. Estos canales son bloqueados por lantanidos, me-
tales de transicion (Co, N y Mn) (4OB) y por drogas como el verapamil y
el D600 (un metoxiderivado del verapamil) (286). Laes catecolaminas y las

‘metilxantinas incrementan la corriente lenta de entrada, pero no tienen e-

fecto sobre la corriente inicial (4L08). Los efectos de estas drogas sobre
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la corriente lenta de entrada estan presentes aln cuando la corriente
inicial es eliminada por TTX, por despolarizacidn continua de la membre-
na con k¥ o por la ausencia de Na' externo. Las cetecolaminas incremen-
tan la conductancis maxima de estos canales de Caz+, favoreciendo la co-
rriente lenta. E1 dibutiril AMP ciclico mimetiza los efectos de las cate-
coleminas sobre ls corriente lenta de entrada. En la Table II se comparan
las propiedades de las corrientes lenta y répida de entrada.

Por lo tanto se puede resumir qué, la sensibilidad de la corriente ini-
cial rapida de entrada a variaciones en la concentracitn de Na' extrace-
lular, sugiere que es transportada por iones Na, La gran dependencia de la
corriente lenta de entrada con la presencie de iones Ca en el exterior y
su insensibilidad a los iones Na, suglere que los iones Ca son los transpor-
tadores de las cargas primarias, asi{, bajo condiciones normales este corrien-

2+. Sin embargo, se ha sugeri-

te es, fundamentalmente, una corriente de Ca
do'que los iones Ca pueden contribuir a las dos corrientes de manera vaeria-
ble en el tejido cardiaco (40B), asi, los canales de conductencia que trans-
portan corrientes no son perfectamente selectivos para los iones Cas

A la corriente lenta corresponde la meyor parte de la carga de entrada,
tranaferida durante la fase "plateau" del potencial de accidn; mientras
que la corriente rapida inicial coincide con la despolarizacion réapida o
elevacidn del potencial de accitn cardiaco (495).

Hodgkin y Huxley (227) hen postulado que laes corrientes que se requie-
ren para el potencial de accidn, son directsmente proporcionales a las co-
rrientes i6nicas que fluyen a través de la membrana durante los cambios
gque se producen en dicho potencial.

Los estudios de Hodgkin-Huxley (227) no han podido aclarar si los iones

atraviesan la membrana & través de poros o por medio de algin sistema de

transportadores. No ha sido posible, dilucidar la naturaleza de los pro-
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Tebla II: COMPARACION DE LAS PROPIEDADES DE LAS CORRIENTES RAPIDR Y LENTA

DE ENTRADA.

PROPIEDAD ELECTROFISIOLOGICA

CORRIENTE RAPIDA

CORRIENTE LENTA

Cinéticas de activacidén e inact Rapida Lenta
tivacion,
Dependencia de la concentra- Sodio Calcio

cion ionica extracelular de:

Abolida por:

Tetrodotoxina y exce-

Manganeso, cobalto,

so de K*. niquel, lantano,

verapamil, D600
Umbral de activacién -60 a =70 mv -30 a =40 mv
Potencial de reposoc de la mem- -80 a -95 mV -40 8 -70 mV

branae.

Velocidad de conduccion

0.5 - 3.0 M/seg

0.01 - 001 M/Beg

0a +l15my

Pico del potencial de accidn +20 a8 +35 mv

Velocidad de la elevacidon

(dv/dt) del potencisl de sccidon 200 - 1000 V/seg 1 - 10 V/seg
Amplitud del potencial de ac- 100 - 130 mv 35 =75 mV

cibn,.

Respuesta al estimulo

Todo o neda

Afecteda por las ca-
racteristicas del
estimulo.

Factor de segurided pare la
conduccion.

Alta

Baja

Recuperacion de la excitabi-
lidad.

Pronta, finaliza con
la repolarizacion.

Retardada, termina
después de completa-
da la repolarizacion.

Segun Zipes (552).
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cesos de "compuerta® que modularian la entrada y selida de iones en res-
puesta a los cambhios en el potencial de membrana. Se considera que la ac-
tividad de los caneles se deberia a cambios muy rapidos en el voltaje. En
realided, el potencial de membrena es el principal determinante del esta-
do dinamico de los canales. Los flujos ionicos son extremadamente complica-
dos e involucran canales especiales para cada 1on (26).

Los cdatos disponibles sobre las corrientes ionicas edlo aportan infor-
macion de los canales que estan abiertos (como funciones del voltaje de
menbrana y del tiempo); pero no se han aclarada aun los mecanismos de *com-
puertas" que abren y cierran los canales.

Cada canal de Na' esta controlado por dos "compuertas" : de activacion
del Ne* y de inactivacién del Na® (Figura 8).

Armstrong (26), usando técnices pare la medicion de corrientes, dedujo
que existen dos juegos ceparados de cenales (para el Nat y para el H+): y
que ademés los canales de Na® estan controlados por factaores independientes.
El tetrsetilamonio (TEA) elimina la corriente transportada por potasio (IH)’
respetando la corriente que transporta Na® (INa)' A su vez, la tetrodoto-
xina (TTX) elimina la INa' respetando la IK y la enzima proteolitica pro-
nasa destruyb solo los canales de inactivacion para la INa' lo que sugiere
que el canal de Na' tiene su propia fuerza de inactivacidn (349). La des-
truccion del mecanismo de inactivacidn por la enzima proteolitica pronasa
sugeriris que el mecanismo de inactivacion seria probablemente una estruc-

ture proteica.

2+

2.2. Flujo de Ca" durante el acaplamiento E-C.

Los conceptos de poro ionico proteico en las membranas excitables, se
ubican perfectamente dentro del modelo denominado “mosaico flufido" cuyas
proteinas intercaladas en la membrana, pueden ser energizadas por co-

rrientes de acceso especiales u otras influencias externas originando un
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Figura 8: ESQUEMA DE UN CANAL DE SODIO.

El influjo de iones sodio a través del canal esta controlado por
un mecanismo "compuerta" de activacion e inactivacion: la tetro-
dotoxina inhibe especificamente los canales activadores del in-
flujo del sodio (Inm), mientras que la pronasa destruye sus ca-
nales de inactivacion.
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influjo o eflujo idénico.
Le Figura 9 representa a ls membrana como un mosaico fluido de doble
cepa lipidica con porecs ionicos proteicos, complejos enzimaticos y trans-

2+

portadores, sugiriendo distintas rutas por las cusles el Ca puede en-

trar 2 la célula cardiace & traves del sarcolema y estar disponible para

la contraccion. As{ se puede observar que: 1) con la generacion del po-
tencial de accion se despolariza ls membrana que, s través del tabulo-T,
envia sefiales al reticulc sarcoplasmatico y éste libera el Caz+. Este
fendmeno coincide con el pico del potencial de accion y con la entrada de
Na+, que represents el influjo ibnico rapido. A su vez, durante el "plateau"
del potencial de accion entra el Ca2+, fenomeno que es también elctroge-
nico, y es denaminado corriente lenta de Caz+. 2) Este Caz+ que entra pone
en marcha el mecanismo Ca2+-11bera Ca2+ desde el reticulo sarcoplasmatico.

2+

3) Le entrada de Na' también pone de manifiesto ls liberacibn de Ca“* del

reticulo sarcoplasmatico y de las mitocondriss. Los otros mecanismos, por

2+ entra a la célula, son no electrogénicos, o sea, que oCu-

2+

el cuel el Ca

rren por intercambio ionico. &) Intercambio na*/Ccat: este mecanisme invo-

2+ '] Na+. 0 sea que se produce durante la

2+

lucra el influjo y el eflujo de Ca

sistole y la diastole. Dos iones Na* vy un ion Ca“  compiten por un trans-

portador; vy el intercambio Na+/Ca2+ va a depender de la concentracion de
smbos iones dentro y fuera de la membrana. 5) Otro mecanismo no electro-
génico es el intercambio K*/Caz*. €1 K* es el catidn intraczlular mas

abundante, ésto hace gue se produzca una pérdida casi constante de K'Y

por la célula. Por cada dos iones K* que salen, entra un 1on Caz+.

2+

6) Otro mecanismo de entrada de Ca“ es la estimulacion de la enzima

Na*,ﬁ’-ATPaaa. Le activacidn de esta enzima hace entrar el K* y salir
el Na' contra un gradiente de concentracidn y en este intercambio entra

2+

el Ca” , poesiblemente en intercambio con el Ne*. Este intercambio Na’/Ca2+

es sensible a la ouabaina, en cambio, el del sistema del punto &)
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TROPONNA /MIOSINA

Co_ .
t &
Co (-g_w % (3)

T T ROPOMIQSINA

Figura 9: REPRESENTACION DE LA MEMBRANA COMO UN MOSAICO FLUIDO DE DOBLE CA=-
PA LIPIDICA CON MODULOS INTERCALADOS COMO PDRDS IONICOS PROTEICES,
COMPLEJOS ENZIMATICOS Y TRANSPORTADORES. RUTAS POR LAS CUALES EL
Cal* PUEDE ENTRAR A LA CELULA CARDIACA Y ESTAR DISPONIBLE PARA LA
INTERACCION CON TROPONINA:

1) electrogénica y flujo lento de Caz+: 2) liberacion de Ca?* in-
ducida por Ca* desde el reticulo sarcoplasmético; 3) liberacién

de Ca2* mitocondrial por Na*; 4) transporte de intercambio Na*:CaZ*
electroneutral; 5) transporte de intercambio K*:Ca* electronsu-
tral; 6) transporte fosfolipido-Nas*,Kk*-ATPasa:Ca2*; 7) intercam-
bio Ca2+:K* ligado a la bomba Na*,Kk*-ATpasa. Segin Van Winkle y
Schwartz (504).
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es insensible a ouabaina. 7) Schwartz (504) postula un intercambiao l‘u+/Caz+
8 través de la bomba de K' que saca K* y entra Ca2+, pero que en este mo-

mento no es totalmente aceptada.

2+

El influjo de Ca“ &8 pertir del fluido extracelulsr durente la fase

"platesu" del potenciel de accion, que da lugar a le corriente lenta de en-
trada, ha sido considerado coumo muy importante para el desarrollo de la

fuerza contractil (&S5 ,312,490). Las caracteristicas de la corriente lenta

del Caz+ estan indicadas en la Tabla II. Este influjo creciente de Caz* ex-

2

tracelular, a través de los caenales de Ca * localizados en la membrana su-

perficial, nov s6lo es importante en la activacion del misculo cardisco si-

no también en el misculo esquelético y en otras células que tienen pobremen-

2

te desarrollado los depésitos de Ca“* intracelulares (152,128). Pero el pe-

quefio incremento en la concentracion de Caz+ intracelular por esta via pa-

rece insuficiente para la completa sctivacidn de la contraccién (359,409).

2+ "reabastece" los depbsitos intrscelu-

2+

Se ha sugerido que el influjo de Ca
lares depletados (543,147) o bien resbastece y posteriarmente libera Ca
de porciones especializades del reticulo sarcoplasmatico para iniciar el

evento contractil (359).

2+

Las condiciones pera el influjo pasivo de Ca“ en el misculo cardiaco

durante la excitacion son: a) la existencis de un gradiente electroqui-

2+ a través del sarcolema y b) cambios

2

mico de entrade directo pars el Cs

en la permeabilidad de la membrans al Ca * durante la despolarizacion.

El potencisl de reposo de la membrana de las células cardiscas es sproxi-

mademente de -80 mV (el interior negativo) y el radio estimado entre ls

2+ 2+

extracelular ( [032+ :]a) y la concentracion de Ca
2

concentracion de Ca
intracelulsr ( [Ca2+ ]i) es mayor de 10.000:1. Les centidad de Ca + que es
movido & través de la membrana con cada potencisl varias entre 0.13 y 1.l
picomoles por centimetro cuadrado de impulso (4LOB). Este cantidad no es

suficiente para afectar spreciable y directamente la contraccibén, pero pue-
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de iniciar importantes cambios regenerativos involucrados en el proceso
contractil por ser responsable de la liberacion de Caz+ de los depdsitos

intracelulares (127).

2+

La cinetice de la corriente lenta de entrada de Ca es extremadamente

comple ja, pero impaortante debido a su relacién con el control de la con-

tractilidad cardiaca. Si la energia para el transporte de Caz+ a traves

de la membrana deriva solamente del gradiente electrogquimico para gl Ca2+,

la contraccion tendria que estar relacionada con este gradiente (ECa)'

La ecuacidn de Nernst da una aproximacidn del potencial de equilibrio para

2+ ):

la distribucion del Ca (E

Ca

£ RT [:Ca]e

Ca = 1n -
oF [Ca y

donde Eca: potencial de equilibrio, R: constante universal de los gases,

T: temperatura absoluta, F: constante de Faraday, [Ca]E : concentracion

: concentracién de Ca2+ intracelular.
4

de Ca2+ extracelular, [Ca]i

S1 se considera que [Ca]e es aproximadamente 2 X 10~
8

My que [Ca i

estd en un valor aproximado de 5 X 10°°M 6 10""M (estos valores son sélo

una aproximacion ya que las concentracicnes intracelulares no han sida

bien determinadas en el misculo), por lo tanto E 8~ 104 mv, de modo que

c
el influjo de Ca2+ opera con potenciales intracelulares positivos (276).

Debido a que el l382+ entra pasivamente a la célula miocardica durante
cada potencial de accion, debe existir algin mecanismo que bombee este
ion fuera de las células, para que la misma no se saobrecargue con iones
positivos.

2+

Este eflujo de Ca se produce contra un gradiente de concentracicén

y contra un gradiente electrico, ya que la concentracion de caZ* extra-

celuler ([baz;]e) es considerablemente mayor que la concentracion de Caz+
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intracelular ([Cazf]i). y durante la diastole el exterior de la céluls
estd positivamente cargado con respecto al interior celular. Por esta
razon, el movimiento de Caz+ fuera de la célula requiere un gasto de

energia (409).

2+

Se podris pensar que el eflujo de Ca“ , al igual gue el del Na*, fuera

mediado por una bomba ATP-dependiente, pero no ha sido aiun identificada
una ATPasa activada por Ca?‘+ en el sarcolema cardiaco (16).

£l eflujo de Ca2+ involucra una interaccién con Na' altamente especia-
lizada que parece ser diferente a la de la Na’,H*-ATPasa. Estudios sobre
el eflujo de Ca2+ demuestran que més del 80% del eflujo de Ca2+ requiere

que el Nat o el Caz* eastén presentes en el exterior de las células (263).

La mayor parte del eflujo de Caz* se produce por intercambio del Ca2+ in-

terno por el Na* externo o viceversa (intercambio Na+/Caz+) y sdlo una

pequefia fraccion es un intercambio con Ca2+ externo (intercambio Ca2+/Ea2*).

2

Desde el punto de vista cuantitativo el intercambio Na’/Ca * involucra

la competencia de dos Na® por un Ca2+ en el interior y exterior de la mem-

brana. Este comportamiento puede explicarse sl el transporte de Ca2+ in-

volucra un transportador anionico divalente (Xzf) gque pueda unir compe-

2+

titivamente 1 Ca“* & 2 Na* (263) (Figura 10). La carga de los transpor-

tadores depende de la concentracion de ambos iones a cada lado de la

+ es similar a ambaos lados de la membrana.

2+

membrana. E1 intercambio Na*/Ca2
El transporte de Ca2+ por este mecanismao de intercambio (Na*/Ca ), 8
diferencia del realizado por la Na+,K+-ATPasa, es insensible a los glu-
cbsldos cerdiacos. Asi, Reuter (4OB,409) considera un sisteme de eflujo
e influjo de Ca2+ que depende del Na® y que es insensible a los glucdsidos
cerdiacos.

El factor primaric que promueve el eflujo de Caz+ podria ser un incre-

2

mento en la [#azf]i debido a la activaciftin de las bombas de Ca + ATP-de-

pendientes, localizadas en otras membranas, como por ejemplo el reticulo
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sarcoplasmatico, la mitocondria o ambos (50 ), Este seria el mecanismo de
accibn de la cafeina, que libera Caz+ del reticulo ssrcoplasmatico (521,

2+

368) e incremente el eflujo de Ca“  a semejanza de los inhibidores meta-

2+ iniciado por los inhibidores metabo-

bolicos (355,55). El eflujo de Ca
licos y el que resulta de la administraclén de cafeina depende del Na® ex-
tracelular, por lo tento, ambhos son sbolidoe en un medio libre de Na' (50 ’
355). E1 hecho de gque el efluja de Ca’' esté incrementado por los venenas
metabolicos y cafeina, refleja la disponibilidad aumentada de Caz+ en el
lado interno del sarcolema, lo que se traduce por le contractura que se
produce cuando el eflujo de Caz+ es prevenido al remover el Ne* extracelu-
lar. El agregado de Na* extracelular puede relajar esta contractura, lo cual
concuerda con el papel del Na+. que permite el eflujo de Ca2+ por medio del
mecanismo de intercambio (412).

El intercambio no electragénico de 2 Na® por 1 Ca2+ conduce, en el equi-

librio, a la siguiente relacidn de distribucion:

_[_°“2+]1 i [“f]f
[Caz*]e [Na" ]f

Esta relacion predice que cualgquier cambio en el gradiente de Na* a tra-

ves de la membrana también afects el gradiente de Caz+.

Le reduccidn del Na' extracelular hace que el equilibrio descripto en

la ecuacidn se desplace de modo tal que la relacidn [Caz+]1/ [Caz{]e incre-

2+

mente, es decir que se produce una ganancia de Ca~ . Cuando la {Cazf]e es

mantenida constante, una disminucién en la [.Na{]e origina un incremento
en la [Paz;]i. En el modelo que se muestra en la Figura 10, el efecto i-
nicial de una reduccion en la [N°+]e ea una disminucion en el movimiento

de entpada de Na‘ vy un incremento correspondiente en el influjo de Caz*.
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EXTERIOR MEMBRANA INTERIOR

CaX_ CaX

ca2® T=x2° x? ca?t
\ \
\ \
2Nat 1= X2 X 2 Nat
\ A

V \
2 NaX == 2 NaX

Figura 10: ESQUEMA DEL TRANSPORTADOR PARA EL INTERCAMBIO Na‘/Caz+ A TRAVES
DE LA MEMBRANA.

El intercambic electroneutral de 2 Na' por 1 Ca2+ depende de la
relacion de distribucidn de embos iones entre el interior y el
exterior de la c@lula. Segin Jundt y col. (263).
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El incremento en el influjo de Ca2+ hace que la [Caz;]i aumente hasta que

2+

las velocidades relativas del eflujo de Na® y Ca“” marque uns nueva relacidn

2+

establecids entre el influjo de Na* y de Ca“ ., Este nuevo equilibrio es al-

2+

canzado por un incremento en el Ca intracelu)ar. Si tanto la [Na+]e co-

mo la [Caz+]e son reducidas, de tal modo que la relacion [Caz*]e/ [Na*]e
permanezca constante, no existe cambio en las velocidades relativas del in-

flujo de Na* y de Ca2+

v as{ no existen cembios en las velocidades relati-
vas del eflujo de Na* Y Ca2+. Esto se desprende de la ecuaclién, en la cual,
la reduccion proporcional en los numeradores.a ambos lados de la ecuacidn, no
tiene efecto en los denominadores (360),

Los efectos de la inhibicion de la Na*,ﬁ+-ATPasa pueden también enten-
derse en términos de la ecuacién. Drogas como los gluctsidos cardiascos, gue
impiden el eflujo de Na® e incrementan asi 1la [Na+]1, producen un aumento
en la relacian [-Ndﬂ f / [Na{]s . Segin esta ecuacidn, la relecion [Caz+ g /

CBZi
2+

e también se incrementa, de tal manera que a un nivel constante de

Ca“" extracelular, la inhibicién de la bombs de sodio podris provocar una

2+

ganancia neta de Ca intracelular y, de ese modo, elevar los niveles de

la contraccian (303,179),
Sin embargo, desde el punto de vista cuantitativo, la relacion del sis-
tema de transporte presente en el corazén de mamifero es menos clara. Si

se asume que la relascion entre [Na{li / [Na{le esta entre 1:10 y 1:20,

2+

segin la ecuacidn la relacion paras [:Caz* g /LG, deberie encontrarse

entre 1:100 y 1:400, es decir gue cuando la [C82+]a es aproximadamente IO-JM,

6 5

el valor predicho para la [Caz+]1 estd entre 2.5 X 10" My 1 X 10 7M. Sin

2+ libre en el citoplasma son mayores

embargo, estas concentraciones de Ca
que las gque permiten relajarse al miocardio (aproximadamente 10-7M) debido
a la alta afinidad de la troponina cardiaca por el Caz*. Esta discrepancia

puede explicarse si un mecenismo adicional de eflujo de Caz* (por ejempla,
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uno que involucre una homba de Caz*, ATP-dependiente en el sarcolema) tam-
bién participe en el eflujo de Caz*. Es posible que existe un "compartimlien-
to" pera el Caz+, justo debajo del sarcolema, en el cual la concentracion
de C32+ sea mas alta que en el citosol que rodea las proteinas contractiies

(275). Un aitio posible para el “compartimiento® de Cat son, como ya se

indicd, las cisternas subsarcolemales en las cuales la concentracion de Caz+

puede ser mantenida a un nivel relativamente alto pera la bomba de Ca‘* del

reticulo sarcoplasmatico (334). Si este explicacian es correcta, el eflujo
de Ca2+ desde el mioplasma involucra un sistema de dos pasos. El primero
es el transporte de Ca2+ hacia el interior del reticulo sarcoplasmatico por

una bomba de l382+ que utiliza cantidades estequiométricas de ATP para el

2+ 2+ desde el

transporte activa de Ca“ . E1 sequndo seria el transporte de Ca
reticulo sarcoplasmatico hacia fuera de ls célula, utilizando el gradiente
del Na' a través del sarcolema. Este segundo paso podria no usar ATP direc-
tamente, sin embargo, debe recordarse que la energia derivada de este gra-
diente de Na* es generado por la Na',Kk*-ATPasa (409).

Existen todavia slgunas dudas sobre el mecanismo molecular del inter-
cambio Na’/E32+. Sin embargo, este sistems de transporte es un mecanismo
regulatorio importante en el control de la concentracion de Ca2+ en los de-
positos intrecelulares. Esto es muy importante pare explicar el bien_co-

nocido efecto antagonico del Na* y del Ca2+ sobre la contractilidad del

musculo cardiaco (L24).

3. POTENCIAL DE ACCION CARDIACO. BASES IONICAS.

Las caracteristicas del potencial de accion son marcademente diferentes
de una especie animal 8 otra y reflejan las diferenciss en los mecanismos
ionicos. AUn en una misma especie de memiferos, los multiples tipos mor-
fologicos de las fibras cardiacas hacen que la actividad eléctrica posea

caracteristicas propias en cada uno de ellos (258).
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Los diferentes potenciales de accion de trunsmembrana de las diversas
fibras cerdiscas dentro del mismo corazon se deben a diferencias en las
propiedades de la membrana, corrientes transportadoras de lones despolari-
zantes y repolarizantes, y constantes de tiempo para la activaclon e inac-
tivacion de estas corrientes. Cuando existen varios iones involucrados,
por ejemplo, durante la fase de despolarizacitn, la contribucion relativa
de cada ibn puede variar de un tipo de fibra a otro. Todas estas considera-
ciones afectan el modo por el cual la actividad eléectrica de una deter-
mingda célula es directamente modificada por un agente farmacologico que
actle sobre dicha célula. Por lo tanto, un agente que sea capaz de modi-
ficar directamente el potencial de accion de transmembrana de una fibra
muscular auricular, puede no tener efecto sobre el potencial de accion de
una fibra muscular ventricular en el mismo corazon.

En el corazén, el potencial de acclon tiene una duracion de aproximada-
mente 300 msegs. y consiste, al menos, de cinco fases morfologicamente
definidas (Figura 11 A): a) "upstroke" o elevacion del potencial de ac-
cion (fase 0): corresponde a la despolarizacion de la fibra muscular
cardiaca, es extremadamente rapida. En la mayor parte de las regiones
del corazon, la despolarizacion es seguida de dos fases que no tienen
equivalentes en el nervioc y en el musculo esquelético: b) una fase breve
de repolarizacion temprana (fase 1) que es seguida por c) un "plateau" o
meseta (fase 2), que, eH gran medida es responsable de la larga duracibn
del potencial de accion cardlaco; y luego sobreviene d) la repolarizacion
(fase 3); alcanzandose, finalmente, e) el potencial de reposo (fase 4)
del potencisl de accidn cardiaco, que es similar al de otras celulas
excitables. Algunas células cardiacas muestran una despolarizacian
diastolica o prepotencial, gque es responsable de la actividad marcapaso
(107)., *

Laes bases ionicas para esta compleja serie de eventos que da origen
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al potencial de accion, estén graficadas en la Figura 11l. A continuacibn
se detellan las caracteristicas de las diferentes fases del potencial de
accion cardiaco, asi como también los mecaniemps idnicos responsables del

mismo.

3.1. Potencial de reposo.

Ls hipotesis i6nica de Hodgkin-Huxley indica que, la diferencias de po-
tencial a través de la membrana celular de ciertas células excitables, se
debe a la separacion de soluciones (que contienen diferentes concentra-
clones de K*) por una membrana selectivemente permeable al k* (226). El1

potencial tebdrico que resulta de esta separacion puede ser calculado de

) RT . [K*]i
B Lt

es el potencial resultante de la diferencia en la concen-

acuerdo a la ecuacion de Nernst:

en la cual EK
tracién entre el K* en el interior de la célula ([:K* ]1) y el K* en el
exterior de la ceélula ([ H’]e),'ﬂ, T y F son la constante de los gases,
la temperatura abscoluta y la constante de Faraday, respectivamente.

La evidencia experimental también sugliere que el potencial de reposo
de membrana de fibras auriculares, ventriculares y de Purkinje estan de-
terminados por la permeabilidad selectiva de la membrana celular al K.
La permeabilidad 8 otros iones en el reposo (incluyendo el Cl™) es baja
(78). La conclusidn de que el potencisl de reposo se debe 8 la permeabi-
lidad selectiva de la membrana al K* v 8l gradiente de concentracion del
K*, deriva de observaciones sobre el efecto que producen las variaciones
en la [ H{]e sobre el potencisl de reposo y de la comparacion de las
alteraciones medidas en el potencial de membrana con los valores teoricos

calculedos a partir de la ecuacion de Nernst usando valores para la

[ K+]i determinsdos experimentalmente (509).
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Figura 11: CARACTERISTICAS DE LAS DIFERENTES FASES DEL POTENCIAL DE ACCION
CARDIACO Y SU RELACION CON LOS MECANISMOS IONICOS.

A: trazado del potencial de acciéon tipico correspondiente a unea
fibra de Purkinje: fase O: "upstroke" o elevacion, fase 1: repo-
larizacion temprana, fase 2: "plateau" o meseta, fase 4: poten-
ciel de reposo (diastole); B: conductancia al K+ (gK); C: con-
ductancia al sodio (gNa); D: conductancia al cloro (gCl) y E:
conductancia al calcio (gCa). Un incremento en la gNa o en la
gCa aumenta el flujo de corriente de entrada, mientras gue el
incremento en la gk o en la gCl aumenta el flujo de corriente

de salida.
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Un factor adicional, que es importante para el mantenimiento del poten-
cial de membrana en reposo en las fibras cardiacas, es un sistema de trans-
porte i16nico o bomba descripto con anterioridad. E1 bombeo ionico activo
es necesario para remover Na' ( y Caz*) desde el interior celular y para
mantener la [H+Ji vy, por lo tanto, contrarrestar los efectos de los flu-
jJos pasivos de estos iones. En las fibras cardiacas existe un bombeo ioni-
co electroneutral y electrogenico, ambos dependientes de la Na+,K+-adenoein-
trifosfatasa (ATPasa) para las reactiones que producen energia (4&30,194).
Esta ATPasa mantiene un gradiente de concentracion, bombea el Na' .fuera de
la célula en intercambic con el K* que entra a la célula. Por lo tanto,
puede decirse que, en el estado de reposo, la concentracion del ion potasio
es mayor dentro de la célula que en el espacio extracelular. Comoc el sar-
colema de la célula en reposc es permeable al H+, este 16n tiende a mover-
se a favor de su gradiente de concentracion, por lo tanto, tiende a salir
de 'la célulé. Cuando los iones potasio dejan el interior celular transpor-
tan una carga positiva al exterior de la celula, originando la aparicion
de un gradiente eléctrico a través del sarcolema, en el cual el exterior
esta positivamente cargado. Es esta diferencia en la densidad de carga e-
lectrica a ambos lados del sarcolema lo que da origen a una diferencia del
potencial de reposo entre el interior y el exterior de la célula cardiaca (226).

En el caso del misculo cardiaco en reposo el valor EK calculado por la
ecuacion de Nernst es de -95 mV. Esta estimacion se basa en la considera-
cion de que el sarcolema cardiaco es libremente permeable al k* solamente
durante la diéstoie vy que es impermeable a otros iones para los cuales exis-
te un gradiente de concentracion entre el interior y el exterior celular.
Con fines practicos estas aproximaciones son validas si el potencial de re-
poso estd en un rango normal de -80 a -95 my (545,230),

En las regiones del corazon en las cuales el potencial diastolico es es-

table (o sea en las regiones que no poseen despolarizacion espontanea o ac-
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tividad marcapaso), el potencisl de reposc tiene un valor muy proximo al
calculado por la ecuacion de Nernst en base 8 la distribucién del K'.

Las variaciones en la [:Kf]e tienden a influenciar directamente el po-
tencial de reposo: una elevacion en la[:K{]e provoca la despolarizacion,
mientras que una reduccion en la [}V]e tiende a hiperpolarizar la membra-
na. El nivel del potencial de reposc no sigue la ecuacion de Nernst para
el k' cuando 1= [,H{]e es o bien muy baja o bien muy alta. Cuando la [Hf]e
es muy baje (menor de 3 mM), el grado de hiperpolarizacion es menor que
el calculado por la ecuacion de Nernst debido a que la permeabilidad al k'
se reduce, permitiendo que la permeabilidad a otros iocnes (por ejemplo el
Na’) se vuelva mas importante en la determinacion del potencial de membra-
na. AUn a niveles normales del potencial de reposo, la membrans no es 1li-
bremente permeable al K+, tsl que agentes gque incrementan la conductancia
al Kk* (por ejemplo, acetilcolina) pueden originar un leve incremento en el
potencial de reposo (539).

Las modificaciones del potencial de membrana en reposc tienen efectos
importantes sobre les propiedades de excitabilidad y conduccidén de las fi-
bras miocérdicas. La excitabilidad de las fibras cardiacas esti indicada
por los requerimientos comunes para despolarizar una célula desde el po-
tencial de membrana en reposc hasta un potencial umbral, resultando en la
iniciacion de un potenciel de accion regenerativo (67 ). Drogas gue cam-
bien el potencisl de membrana sin altersr el potencial umbral, pueden al-
terar los requerimientos para la excitacién. Las drogas que alteran el po-
tencial de membrana pueden actuar cambiando las conductancias ionicas de la

membrana o bien estimular o inhibir el sistema de transporte 1onico activo.

3.1.1. Potencial marcspaso.

El potenciel de membrana durante la diastole no permanece en un valor

negativo constante en todas las células cardiacss, sino que, el potencial
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de membrana en las células del nodo sinusel y de las filbras de Purkinje
en el sistema de conduccion ventricular especializado, bajo cliertas cir-
cunstancies, después de la fase de repolarizacidn, tiende gradualmente
hacia valores mas negativos hasta gue alcanza espontaneamente el umbral
para la iniciacion de la fase de despolarizacion regenerativa (507,363).
Por lo tanto, estas células se excitan a s{ mismas. La declinacion en el
potencial de membrana durante la diéstole (despolarizacidn diastélica es-
pontanea, fase 4 de despolarizacion o potencial marcapaso) en les fibras
de Purkinje es debido a una disminucion en la conductancia de la membra-
na al K’, tiempo y voltaje-dependiente (379).

Durente la repolarizacion de estas células existe un marcado incremen-
to en la conductancia al K* y la corriente de salida de k' ayuda en la re-
polarizacion. En las fibras automaticas, este incremento en la conductsan-
cia al K* puede durar mas que la repolarizacion completa (507). St el po-
tencisl de membrana se fija, después de la repolarizacion, en un voltaje
diastdlico maximo se produce una corriente de entrada gque incrementa progre-
sivamente con el tiempo, ésta es la corriente marcapaso (379). Los voltajes
de membrana por los cuales la direccidn de la corriente marcapaso se revier-
te, son slterados por cambios en la[:Kf]e. La corriente marcapaso se debe a
una disminucion progresiva en la cnnducfancia al k' (o corriente de salida
de k') (496). La corriente de entrada, responsable del potencial marcapaso,
podria ser transportada por Na'* 81 la conductancia al Na' de la membrana
en reposo es alta (la conductancia al Na' en el reposc permanece constan-
te, pero en presencia de una conductancia al K* disminuida, resulta en una
corriente de entrada de Na'. Esto se sugiere por la marcada disminucion
en la pendiente del potencial marcapasc cuando la [Na*]e esta significati-
vamente reducida. La presencia de una despolarizacion diastdlica espontanea en

2+

las fibras de Purkinje en un medio libre de Nafdnnde el Ca“" es el Unico ca-
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tidn, sugiere que este ion podria también contribuir a la corriente de en-

trada (496,28).

3.2, Potencial de accion.

La onda de despolerizacion propageda que inicia la contraccion cardiaca
es ccnducida de célula a célula por potenciales de accion regenerativos.
Aungue algunas reqiones del miocardio estan especializedas para la conduc-
cion (por ejemplo, las fibras de Purkinje del Haz de His y haces colate-
rales), todos los impulsos en el corazon son transmitidoa por la comunica-
cion célula a ceélula. Los nervios cardiacos, que provienen del sistema
nervioso simpatico y parasimpatico, sirven sblo para modular la funcion
miocardica pero no participan en la propagacion de la onda de excitacion
a traveés del corazon (277).

Un potencial de accién propagado se inicia cuando el potenqial de mem-
brana se despolariza mas alla de un umbral (Figura 11 A). Los niveles de
despolarizacion que na logran alcanzar este umbral no inician un poten-
cial de accitn, sino que posteriormente se recuperan y se inicia la onda
de despolarizacion no propagada. Cuando el grado de despolarizacibén ex-
cede este umbral, la membrana continia despolarizandaose aun cuando el
estimulo despolarizante inicial esté reducido. Asi{, una vez que el um-
brsl es alcanzado, la despolarizacion posterior se vuelve independiente
del estimulo despolarizante inicial (277).

La configuracion del potencisl de eccion cardiaco difiere de una re-

gion a otra del corazdn.

3.2.1. Fase de despolarizacion rapida (fase 0 & elevacion).

Una vez producida la excitacion, se pone de manifiesto una disminu-
cion en el potencial de membrana durante la elevacion del potencial
de accion. La despolarizacion de la célula reflejas, primariamente, una
caida en la permeabilidad al Kt (363 364 ) (Figura 11 B). De los prime-

ros reglstros del potencial de membrana con microelectrodos intrace-
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lulares, se pudo observar que el potencial de membrana no solo disminu-

ye hacla cero durante el potencial de accion (como podria esperarse sl la
conductancia al K* (gK) disminuyera hasta un valor bajo), sino qua el po-
tencial de membrana se revierte cuando se produce la elevacion del poten-
cial de accidn, tal que el interior de la celules se carga positivamente con
respecto al medio circundante (Figura 11 A). Este efectoc no solo puede ser
atribuido & cambios en le permeabilidad de la membrana al k*. La reversion
del potencial de membrsna en el pico del potencial de accion podria expli-
carse si el potencial de wmembrana, en ese momento, eatéa influencisdo por
la distribucién del Na®. La distribucién de este 16n, que estéd presente en
concentraciones mas altas en el fluido extracelular que en el interior ce-
lular, podris producir potenciales de accidn de signo opuesto a aquellos
originados por la distribucion del k*. Por lo tanto, mientras la célula en
reposo posee una slte permeabilided al k* y una baja permeabilidad al Na+,
durante la elevacién del potencial de accién la permeabilidad sl K* es ba-
Jja mientras que la del Na* s alta (63,364 ,365) (Figura 11 8 y C).

La despolarizacion que se produce durante la excitacién en le mayoris de
(sunque no en todas) las regiones del corazdn estd determinada, en gran me-
dida, por la distribucién cdel Na® a trevés del sarcolema (527). El Na® es-
té presente en concentraciones de aproximadamente 140 mM en el fluido ex-
tracelular y de 30 mM en el interior celular. Como resultado, segin la e-
cuacion de Nernst, se produce un potencial de membrana positivo (ya que
Em= + 41 mV). E1 hecho de que el potencial de accién no alcance el alto
nivel de positividad predicho por la ecuacion de Nernst, refleja ls inca-
pacidad de la membrana de volverse libremente permeeble al Na' (ain duran-
te la elevacion del potencial de accion), as{ como también existiria una
permeabilidad residuel al K% y &l C1~ (363,364) (Figura 11 D).

La rapide elevacidn del potencial de accién en la fibra de Purkinje es
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originade por un flujo de corriente de entrade rapida a través de la mem-
brana celular (Figura 11 C). Esta corriente de entrada raplide es trans-
portada por Na*. weidmann (526) demostrd que esta corriente rapida de Na*
es inactivada en escessos moeg.

Como se sefialara en el punto 2.1., relacionsdo el acoplamiento E-C,
la membrana celular tiene una naturaleza lipoproteica, por lo tanto, no
es libremente permeable a iones, Se postula que el Na' entra a la célula
pasando a través de un "canal de sodio" especial cuya sbertura y cierre
seme jan la abertura y cierre de una compuerta. El1 flujo de Na* involucra-
ria un "transportador" que permitiria al i6n cargado atravesar la mem-
brana lipidica.

La velocidad de despolarizacion {dV/dt) y la amplitud del potencial de
accion en muchas células cardiaces seria determinada por la abertura de
un canal ("canal de sodio"), volteje-dependiente (incrementa a medida que
cee el potencial de membrana), que permite un irncremento extremadamente
rapido en la conductancia al Nat ; con el consiguiente rapido flujo de Na*
hacia el interior de la céluls miocdrdica (corriente rapida de entrada),
determinando as{ la forma de la elevacion del potenciasl de accién (Figure
11 C). En la célula en reposo, el canal de Na® estd casi enieramente ce-
rrado, mientras que el del k' esté abierto. Como resultado, la conductancia
al Na* es baja y la conductancia al k' es alta (78) (Figura 11 B y C).
Cuando la membrana esta parcialmente despolarizada, a niveles por debajo
del umbral, los canales de Nat estan parcialmente abliertos. E1 gradiente
de abertura de estos canales incremente 8 medida que el potencial de mem-
brana cae, tal gque la sbertura de los canales de Na' puede considerarse
voltaje-dependiente ( 78 ).

Cuando el potencial de membrana de reposo es cambiado abruptamente en
una direccidn despolarizante, tal que alcance un potencial umbral, la

ebertura del canal de Na* se hace regenerativa, o sea que, la despolari-
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zacion originada por el influjo de Na* hace que mas canales de Na' se abren.
Por lo tanto, la corriente de entrada de Na* promueve la entrada posterior
de Na* y por consiguiente se denomina regenerativa. Esto se debe a una
dependencia del voltaje de la abertura de los canales de Na'. Ese abrup-

to incremento en la conductancia al Na® y el flujo muy rapido de Na* ha-
cia el interior de la célula miocédrdica produce una corriente rapida de
entrada y determina la forra de la elevacidn del potencial de accién (78).

El cierre de los canales de Na' es también un proceso rapido. Una vez
que la- membrana se ha despolarizado, estos canales se cierran, finalizan-
do la corriente rapida de entrada (Figura 11 C). Una vez producido el
clerre de las canales rapidos, el sistema se "inactiva" tal que estos ca-
nales no pueden ser reablertos inmediatamente. La recuperacion de la ha-
bilidad de estos canales para reabrirse lleva hasta 100 mseg 0 mas, al(n
después que el potencial de membrana ha retornado a su nivel de reposo.

La conductancia al K* en las fibras cardiacas difiere de la correspon-~
diente a las fibras nerviosas, ya que en estas GUltimas la conductancia al
k* aumenta en la despolarizacion y cae en la repolarizacion. En las fi-
bras musculares cardiacas, la conductancia al k* cae en la despolariza-
cién por debajo del nivel de reposo, pero aumenta instantaneamente en la
repolarizacion a un nivel alto, desde el cual declina hasta su estado de
reposo (Figura 11 B). La calda de la gy en la despolarizacion (llamada
rectificacion anomala) es una propiedad de la conductancia al k* y es
tiempo y voltaje-dependiente (363,364), La calda en la g, que se produce
con la despolserizacion tiende 8 mantener a la célula en un estado despola-
rizado al evitar que el k* transporte una corriente de salida que restau-
raria el potencial de reposo. Debido a que se retarda el eflujo de K* y la
generacion de una corriente de salida, la rectificacidon andmala seria res-
ponsable del "plateau" del potencisl de accidn cardiaco (ver repolariza-

cibn).
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Existe otro tipo de rectificecion en misculc cardiaco, en el cual la
corriente de H+, a un potencial constante de membranae,aumenta lentamen-
te con el tiempo (rectificacion de salida dilatada). Este mecanismo, se-
gun Noble y Tsien (364,365), seria el responsable de la mesata y de su ter-

minacion en las fibras de Purkinje.

3.2.2. Repolarizrcidon temprana (fase 1).

La fase 1 consiste en una repolarizacion réapida a partir de la cresta
del potencial de accion hacia la meseta (Figura 11 A). La transicion hacia
la meseta puede ser suave o bien un poco sbrupta con, eventualmentr, algu-
na oscilacion. E1 breve periodo de repolarizacion rapida que sigue a la e-
levacion del potencial de accion cardiaco es llamado fase 1. Esta repolari-
zacién temprana se debe principalmente a una calda en la conductancia al Na*
(Figura 11 C). Un incremento transitorio en la conductancia al Cl~ durante
la repolarizacion temprana contribuye sl retorno del potencial de membrana
hacia un nivel canatante (meseta). Debido a que la concentracion extracelu-
lar de Cl~ es aproximadamente 140 mM, 0 sea mas de cuatro veces mayor gue la
concentracién en el interior celular (aproximadamente 30 mM), el incremer-
to en la permeabilidad 8l C1l~ permite a este anion fluir hacis el interior
celuler, dandoc origen a una corriente de salida. Eata corriente de C1l™ de
salida es voltaje-dependiente, cae a un nivel bajo & medida que el poten-
cial de membrana retorna s cero casi en la fase "plateau” (105) (Figura 11 D).

Las corrientes idnicas importantes que generan la fase de repolariza-
cién temprana son: la inactivacién de la corriente rapida de Na' (calda
en la conductancia al Na') (526,172,90 ), y la activacién de la corriente
dinémica positiva (aumento transitorio en la conductancia al Cl~, por lo
tanto, seria transportada por Cl~) (378,153) que llevaran a la membrana

8 repolarizarse hasta el nivel de meseta; una calda en la conductancia
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al k¥ (253) junto con una activaecién dilatada de la corriente lenta de en-
trade (transportada principalmente por 032+) (6408, 411), contrarrestara el
efecto despolarizante de las dos primeras corrientes y detendra la repola-

rizacion en el nivel de meseta (Figura 11 B, L y D).

3.2.3. Meseta (fase 2).

El hecho mas caracteristico de la despolarizaclon eléctrica del masculo
cardiaco es el "plateau", gue es responsable del potencial de eccién pro-
longado. El nivel de la meseta no es el mismo en los diferentes tipos de
células cardiacas. Por ejemplo, en las fibres de Purkinje, este nivel es
mas negativo que en las fibras musculares cardiacas (36b4).

Los procesos implicados en la meseta o "plateau" fueron estudiados en
detalle en las fibras de Purkinje. La aplicacion del método de fijacion del
voltaje permitio a Deck, Kern y Trautwein (100) el analisis intensivo de
los mecanismos ionicos responsables del “plateau®.

Weidmann (525) mostrd que durante las fases iniciales del "plateau", la
conductancia de le membrana es relativamente alte, por lo tanto éstz puece
ser atribuida a las corrientes ionicas que se neutralizen una a la ctra
con el fin de mantener a la membrana en un estado despolarizado, mientras
que, durante la meseta, el retrasc de la repolarizacion se deberia a la
disminucion de la conductancia de la membranas para las corrientes de sa-
lida de C1” y de K*.

La.caida en la conductancia de la membrana durante el "plateau" del po-
tencial de accién cardiaco, puede ser atribuido parcialmente al fendmeno
de rectificacién anémala. El cierre de los canales de k' reduce el eflu-
Jo de este cation y disminuye as{ la corriente de salida (508).

Tempranamente, durante el "platesu" del potencisl de accién cardiaco,
se produce una corriente despolarizante (de entrada). Esta corriente,

llemada corriente lenta de entrada, resulta de la abertura de un “canal
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2+

lento" que permite al Ca entrar a la célula. En el miocardio de perro,

gato y oveja, la corriente lentas de entrada es transportada por Ca2+ (303,
412,327,359).
Reuter (407) encontrd, en una solucidn libre de Na', una corriente de

2+ que era ectiva durante el "plateau" del potencial de accion. La exis-

Ca
tencia de esta corriente fue confirmada posteriormente por Vitek y Trautwein
(513), quienea demostraron que ésta Ultima no era un componzcnte de la co-
rriente rapida de Na+, sino que se trateba de una segunda corriente de en-
trada, que era inactivada con una constante de tiempo de aproximadamente

100 mseg y que acontecia durante el comienzo de la meseta en las fibras de
Purkinje. En el misculo ventricular, la inactivecion se produce con una
constante de tiempo de aproximadamente 40 a 60 mseg a 0 mV. A potenclales

mas positivos (-40 mv), la inactivacion se produce en aproximadamente 280
maeg (513).

Las ceracteristicas de esta corriente ya fueron descriptas con anterio-
ridad; solo podemos sgregar que tanto el potencial registrado durante el
"platesu” como la magnitud de la corriente lenta de entrada dependen de la
[Caz{le y aumentan cuando incremente la [Caz*]e o viceversa (L07).

Le distribucién de Ca2t

a través de la membrana origina una corriente
de entrada (despolarizante) (Figura 11 E) cuyo verdadero potencial de e-
quilibrio i6nico podria estar muy proximo a +70 mV, debido a la "compar-

timentalizacion® del Caz*

intracelular (407).

Durante la fase "plateau", la velocidad de cambio de potencial es muy
lente, indicando une corriente neta pequeiia y un fino balance entre las
corrientes de entrada y salida. Debido a que las corrientes individuales
son también pequefias,cembios menores en la corriente seran suficientes pa-
ra provocar ls repolarizacion. La existencie de un umbral para la repola-

rizacion en les fibras de Purkinje y en preparaciones musculares, indican

que durante la meseta los cambios en la conductancia son voltaje y tiempo-
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dependientes (361).

La corriente de entrada se inactiva favoreciendo la repolarizacion. En
el proceso de repolesrizacion durante el "plateau", los siguientes fenome-
nos podrian desempefiar un rol; a) activacion de una corriente de salida,
transportada principalmente por w* (1x1) (36,365,497, 68 ); b) inactiva-
cidn de una corriente de entrada lenta (161) (4L0,174,235); c) incremento
en la corriente "preexistente" de salides transportada por K' (1k1) (105,

+ +
2 interno o K externo o trans-

332,362), debido a la acumulacion de Ca
portada por Na® (bombe electrogenica de Na') secundaris s la acumulacidn

de Na* interno (254).

3,2.4. Repolarizacion final (fase 3).

La repolarizacidn del misculo cardiaco se produce cuando la permeasbili-
dad de la membrana sl H+, que inicialmente cae durante la fase de despo-
larizacion répida (debido a la rectificacion anomala), retorna al fineal
del "plateau" a los niveles altos caracteristicos de la célula en reposo.
Le aberturas de los canales de H+, en combinacion con el cierre de los
canales lentos, permite el retorno al estado de una alta conductancia al
k', permitiendo sl k* fluir fuera de la célula, generando una corriente
de salida (repolarizante).

El mecanismo "compuerta", que permite a la corriente de k* fluir fue-
ra de la célula cardiaca durante la repolarizacitn, es muy complejo. Es-
tas corrientes repolarizantes podrian involucrar mée de un canal iénico
selectivo que facilite el eflujo de k*. La corriente de salida neta to-
tel, frecuentemente llemada 1x, sigue una evolucion en el tiempo que ha
sido interpretada como evidencia de la existencia de dos canales separa-
dos, siendo uno (1xl) levemente mas rapido que el otro (1x2)' La abertura
de estos cenales es tiempo y voltaje-dependiente. Su dependencis del

tiempo se manifiesta por 21 hecho de que las corrientes de k* incremen-
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tan con el tiempo después del pico del potencisl de accibn, adn si el
voltaje de membrana es mantenitdo constante experimentalmente. El hecho
de que tembién son voltaje-dependiente, se puede ver durante interven-
ciones que son interpuestss experimentalmente con el fin de conducir el
potencial de membrana hacias niveles mas negativos (reposao) durante la
meseto. Se encontro que estas intervenciones repolarizantes incrementan
le aberture de los canales que transportan ix’ acelerando el retornoc a
niveles normales del potencisl de réposo al incrementar el flujo de co-
rriente de salida del K'. Esta cepacidad de la repolarizacion de la nem-
brana para promover el flujo de corrientes de salida (que conducen a la
repolarizacion posterior de la membrana) permite a areas repolarizadas
del miocardio promover la repolarizacion de otras arees que estan toda-
via en un estado despolarizadn. Esto aignifica que la repolarizacion es,
de alguna manera, regenerativa (208).

‘Se ha encontrado otra corriente (i, ,) que contribuye a la repolerize-
cion., Del mismo modo que las corrientes descriptas como ixl e ix2' @ésta
es transporteda por k*. A diferencia de las otras corrientes iénicas,
ikl parece no variar con el tiempo, aunque se ha encontrado que incremen-
ta a medida que el potencial de membrsna se hace mas positivo, o sea, du-
rante la despolarizacion. Existe evidencia que esta corriente "preexisten-
te" se debe en parte a ls naturaleza electrogéenica de la bomba de Na+, que
transporta 3 k* fuera de la célula en intercambio con 2 Na'. La tranefe-
rencia neta resultante de carga positiva desde el interior hacie el exte-
rior por la bomba de Na* puede generar una corriente neta de salida que
podria contribuir a 1, ( 208).

Los canales selectivos de K llevan al potenciel de membrana hacia su
nivel de reposo al permitir al k* transportar corriente hacia fuera de la
célula miocardics (Figura 11 B). Al mismo tiempo, ellos restablecen la
conductancia al k' normalmente alte que caracteriza al miocardio en reposo.

Los movimientos lonicos, que son responsables de la despolarizacion

y de la repolarizacion, son electrogénicos, moviéndose a favor de un gra-
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diente electroquimico y por lo tanto, no son transportados activamente.
La especificidad de algunos de los canales i0nicos no es absoluta. Por ejem-
plo, el Na* puede entrar & la celula con el Ca2+ durante la corriente len-
ta de entrada y se puede producir el movimiento de otros iones, ademas del
k*, cuando los canales de K* se abren durante la repolarizacién (277).

A su vez, como se indico ccﬁ anterioridad, no todos los movimientos io-
nicos a través del sarcolema son electrogénicos. Por ejemplo, gran parte
del Na* que deja la célula, por via de la bomba de Na', es intercambiado
por k', anulando la mayor parte del movimiento neto de cerga eléctrica (164).

2+ fuere de la célula se produciria

a travées de un proceso no electrogénico en el cual, cada mol de Ca2+ que

Del mismo modo, el transporte de Ca

se mueve fuera de la célula, es intercambiado por dos moles de Na*.
Después de que el potenclial de sccibn ha pasado a lo largo del sarcole-
ma, la composicion quimica de la célula cardiaca ha cambiado levemente. E1l

2+

Na+, el Ca“" y el C1™ han entrado a la célula, y el k* ha salido de la mis-

ma. Por lo tanto, para que la compoeicion ionica de les celula retorne a su

estado original, el Na+, el Cazf

y el C1” deben ser eliminados, y la célu-
la debe, nuevamente, reganar K*. A diferencia de los flujos ionicos pasi-
vos que producen el potencial de accidn, todos los flujos "restauracores”
son activos. La mayor parte de ellos no son electrogenicos, ya que involu-
cran el intercambio de una especie catidnica por otra. El1 hecha de que el
eflujo activo de Na® esté ligado en su mayor parte al influjo de K* (por
vis de la bomba de Na') neutraliza el trabsjo eléctrico que de otra manera
tendria que realizarse para transportar Ne* cargedo positivamente haclia el
exterior de la celula cuyo interior es electronegatlvo. Del mismo modo, el

2+ es afectado por el intercambio con Na* (409,277).

eflujo de Ca
Por lo tanto, es véalida las generalizacion de que los movimientos ioni-

cos pasivos en el corazon son electrogénicos, mientras que las bombas que

mueven iones contra un gradiente electroquimico no son electrogénicas. Des-

de el punto de vista de gesto de energia por la célula, se puede apreciar

que la naturaleza no electrogénice de los mecanismos de transporte idnico
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Figura 12: ESQUEMA REPRESENTATIVO DE LDS CAMBIDS DEL VOLTAJE CON RESPECTD
A LOS DIFERENTES COMPONENTES OE CORRIENTE DURANTE EL DESARROLLO
DEL POTENCIAL DE ACCION.

iNa:
181:
ixl:
1go:
iqr:

corriente de entreda de Na‘
corriente lenta de entrada
corriente de salida
corriente marcapaso
corriente temprana de salida.

Segun Hauswirth y Singh (208).
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activo reducen el gradiente clectroquimico efectivo contra el cual son mo-
vidos loe ioncs (277).

Ea un error comin esumir que durante el potencial de accion los gradien-
tes de concentracidn para el Na® y el K* a través de la membrana se pierdan.
De hecho, sbdlo una muy pequefia fraccién del W' celular es intercambiado por
Na* durante un unico potencial de accidon. Como resultado, aGn cuando las
bombas de iones estén inhibidas, se pueden generar un gran nimero de poten-
clales de accion antes de que la celula gane una cantidad significativas de
Na* o plerda una cantidad medible de k* intracelular.

En la Figura 12 se resuren los cambios en el voltaje con respecto al flu-
Jo de varios componentes de corrientes durante el desarrollo del potencial

de accion normal (208).

4. ENZIMA Na',k'-ATPasa.

La membrana celuler, en virtud de su compleja estructura, es cepz2z de
controlar no solo el pasaje de iones y sustratos hacia adentro y fuera de
la célula, sino que también contiene numerosos complejos enzimaticos que
constituyen importantes sitios receptivos inmunologicos, hormonales y far-
macologicos.

El1 uso de técnicas de fraccionamiento tisular, purificacion enzimatica,
cromatografia y radioligandos, han ayudado a la localizacion de estos re-
ceptcres en la membrana celular.

Desde el punto de viste evolutivo, una de las funciones primarias de la
membrana celular es el mantenimiento de concentraciones intracelulsres a-
propiadas de Na* y k*. Por lo tanto, una de }as primeras funciones enzi-
matices de la membrana celular es la de bombeo de estos iones.

El transporte activo de Na* y k* es una propiedad de la membrana de
las células animales,que participa en varias funciones: mantenimiento del
volumen celulsr y gradientes electroliticos, procesos de absorcion, re-
gulacidn del flujo de agua, termogénesis y mantenimiento de la excitabi-

lidad eléctrica ( 35). La ATPasa, que regula este transporte fue identifi-
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cada en el misculo cerdiaca (59,426). Esta representa una proteina tipo
“receptor" que tiene actividad funcional y que esti ssociada con la mem-
brana celular. Este importante sistema enzimatico, denominado Na+,K+-ATPasa,
parece ser el receptor de los gluctsidos cardiacos (5 , 8 ). Con el uso de
ousbaina tritieda y radicautografia se ha confirmado a esta enzima como la
localizacion especifica del sitio de accidn de los digitalicos (437).

La Na’,k¥-ATPasa no shlo estd zsociada con los movimientos activas del
Na® y del H+, sino que tsmbién controla indirectamente los flujos de cal-
cio. También se han descripto interacciones con otras enzimas, existiendo
evidencias gue sugleren una relacidon antagonista entre el sistema Na+,K’-
ATPasa con la adenil ciclasa (347).

Gran parte de las células de mamifero requieren un ambiente intracelu-
lar que posea bajo contenido de sodio y alto contenido de potasio, sunque
estan rodeadss por un medio que contiene alto sodio y bajo potasio. A sy
vez, la membrana celular, se caracteriza por una baja pero finita permea-
bilidad al sodio y una alte permeabilidad sl potasio, lo que lleva a un
potencial de membrane con el interior de la célula eléctricamente neca-
tivo con respecto al exterior. Se piensa que la bomba de sodio desempe-
fia un papel clave en el mantenimiento del potencial de membrane y de es-
tos gradientes catidnicos. E1 efecto neto de la bomba es transportar los
fones sodio (Na') hacia fuera de la célula contras un gradiente electrogui-
mico y los icnes potasic (k%) hacia el interior de la célula a favor de un
gradiente eléctrico, pero en contra de un gradiente quimico con energia de-
rivada de la hidrolisis del ATP (Figura 13). Los estudios en axon gigante
de calamar, células rojas fantasmas y otras preparaciones, han demostrado
que el eflujo activo del Na*. acoplado con el influjo activo del K’, ambos
en contra de un gradiente quimico, es realizado a expensas de ATP que es
hidrolizedo a ADP (457); y es reelizado en la superficie interna de la mem-

brana celular (445,183,446, 94 )., Hoffman (229) demostrd que el ATP era la
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3 Na* son bombeedos fuera de la célule por cada 2 Kk* gque entran
8 la misma. Por lo tanto, la bomba es electrogénica con pérdida
neta de una carga positiva intracelular. El resultado final de
la reaccion es que la energis, liberada por hidrolisis del ATP,
se transforma en energia potencial para el transpurte de ambos
cationes. Seqgun Garrahan y Glynn (164 ).
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fuente de energia para el bombec del Na' en la célula roja sanguinea. Va-
rios hsllazgos han confirmado la relacion que existe entre la hidrolisis
del ATP y el tranaporte Na'-K': 1) requieren idénticas condiciones opti-

2+ o ATP (388,536); 2) tienen la misma selectividad 1a-

mas de Na+, H‘, Mq
nica ( 35); 3) ambos son inhibidos por esteroides cardiotaniceos (1 )y

L) Na* y RTP activan funciones sdlo en el lado interno de la membrana, mien-
tras que el k* y los esteroides cardioténicos las afectan solo desde el ex-
terior celular (535,536,380). .

La estequiometr{a de esta reaccion seria de tres iones sodioc bombeados
fuera de la celula por dos iornes potasip bombeados hacia el interior celu-
lar por molécula de ATP hidrolizado (163,633,537,164,489). Esta estimacion
en otros tejidos es variable, pero es sproximadamente 3:2. Por la tanto,
la bomba es electrogénica ya que una carga neta positiva es movida hacia
fuera de la celula (Figura 13). La contribucion de esta electrocgenicidad
al potencial de membrana en reposo varis de un tejido a otro (429). El re-
sultado final de la reaccidn es que 8l menos parte de la energia liberads
por la hidralisis del ATP se traduce en un incremento en las energias po-
tenciales de los cetiones transportados.

En preparaciones de membrana fragmentada, la bomba ce sodio puede ser
identificada como una ATPasa (ATP fosfohidrolasa) que es activada por la
presencie simultanea de Na* Y K+, ¥ que requiere Mg2+ como cofector. Por
lo tenta, la manifestacion de la bomba de sodio en prepsraciones de mem-
brana fragmentada es una actividad de la Na+,K+-ATPasa, descubierta por Skou
(442,443 ,LLL ). Este investigador publico los primeros trabajos impaortan-
tes relacionando el transporte ionico activo de Na* y k* con una enzima
de una fraccion particulada de los nervios de cangrejo. Skou (443 ) obaer-
vd que el glucosido cardiaco, ouabaina, inhibfa la hidrolisis del ATP es-
timulada por Na* Y H*; pero no afectaba la hidrolisis del ATP estimulada
por Mgz+. Las concentraciones del glucosido requeridas para inhibir

1ls sctividad enzimatica, eran altas debido a la insensibilidad re -
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letiva del nervio periférico de cangrejo a este agente. Estos hallazgas son
consistentes con los trabajos de Schatzmann (421) quien observd que los di-
gitélicos son potentes inhibidores del transporte de Na* v k' en la célula
roja de le sangre. También Glynn (180) pudo observar la hidrdlisis especi-
fica de la bomba de sodic en sistema de transporte con células intactas
(180). Pasteriormente, Bonting y col. (58), demostraron que la Na',k*-ATPasa
se encuentra en todos los tejidos animales que poseen un gradiente de trans-
membrana al Na'. .

Debido a que los flujos de sodio y potesio no pueden ser medidos en pre-
paraciones de membrana fragmentada que tienen actividad de Na*,K+-ATPasa.
las similitudes de estas preparaciones comparadas con las de los sistemas
de transporte intactos sugliere que la actividad de la Na*,K+-ATPaaa es la
expresion catelitica del complejo enzimatico del transporte acoplado y com-
pleto (389,445), As{, se usan los términos "Na',k*-ATPesa" y "bomba de so-
dio" pera denotar el sistema en preparscicnes de membrana fregmentada y en
sistemas de transporte intactos, respectivamente; pero los términos, en

realidad, se splican al mismo sistema (443,182,489,9 ).

L.,1, Localizacidn en el sercolema y orientacion en la membrana.

La Na*,K+-ATPaaa es una proteina integral de membrana. Esta proteina ha
sido aislada y purificeda a partir de verios tejidos: organo eléctrico de
anguila (381), sinaptosomas de cerebro de vaca (499), rifion de perro (294).
vy glandule rectal de tiburon (231). La enzima purificada de estos tejidos
perece ser la misma macromolécule cuyo peso molecular, segin Kepner y Macey
(279) se encuentra entre 190.000 y 300.000 daltons. Kyte (297) obtuvo un
peso similer 8 estos valores. Posiblemente este peso molecular corresponda
a la formacion de un dimero o de un oligomerc ya que el pesoc moleculsr de
un monémero de Na',k*-ATPasa seris aproximadamente 100.000 (295,301,232,

261,354 ). Estos hallezgos eon consistentes con las observaciones de Jédrgensen
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(262) de que stlo uno de los dos polipéptidos de 100.000 daltons es capaz
de sufrir fosforilacidn. Perece asi que,para ¢l transporte activo de Ne* y
H*,es un paso esenciel le formacion del dimero de la enzima.

En la membrena intacta, la molécula de Na',K*-ATPass estd rodeada por
‘1{pidos. La enzima eislada de glindula rectal de tiburon, con una pureze
de aproximadamente 95%, esta ssociade con fosfolipidos en una relacibn mo-
lar fosfolipidos-proteina de aproximadamente 120:1 (381). Le molécula de
Na*,K’-ATPasa (o al menos su subunidad catalitica) atraviesa la doble capa
lipidica de la membrana (415,296). Le forma y eastructura molecular de la
Na*,K*-ATPaBa en la membrana es desconocide. La reaccidn de la Na*,H+-ATPaaa
requiere la presencie de fosfolipidos. Cuando éstos son completamente de-
pletedos de una preparacidn soluble o de una preparecian de ATPasa unida
8 membrana o por tratamiento con solventes orgénicos (4L14) o con fosfoli-
pasa (189), se produce la inacctivacibn reversible de la ATPasa. Por otra
parte, una deplecidn parcial de fosfolipidos produce una inactivacibn com-
pleta de la ATPasa, que puede ser revertida con la incorporacién de fos-
folipidos.

La localizacion del sistema Na’,K*-ATPasa en el plasmaleme esta bien do-
cumentado. E1 8itio de interaccidn de esta enzima con los glucoeidos cardia-
cos esta localizado estrictamente en la superficie externa del sarcolema.
Los gluctsidos hidrofilicos como ouabaina, no serisn capaces de ejercer su
efecto eobre la ATPasa 81 se sproximan a la membrana desde el lado inco-
rrecto. Asi, cuando la droga es colocada en el madio intracelular no tie-
ne efecto, esto suglere que el glucésido reacciona con sitios localizadas
en las superficie de la membrana (181,422,433,37 ).

Los estudios de la naturaleza de la bomba de sodio revelaron que éste
88 encuentra orientada asiméatricsmente en la membrana. Li:llmann y Peters
(317) han demostrado la presencie de una alta concentracién de Na‘,k*-ATPaea
en la fraccibn sarcolemal del miocardio.

El sodio, para activar las reaccion enzimatica, interactiis con los sitios
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localizedos @n la superficic interna de la menbrana. Estos sitios tienen
une efinidad relativamente alta por el sodioc y una baja afinidad por el po-
tasio y pueden ser referidos como "sitios de activacion por sodio". €1 po-
tasio reacciona con sitios localizzdos en la superficie externa de la mem-
brana ("sitios de activacion por potasic") gque poseen una relativamente ba-
ja afinidad por el sodioc pero alta afinidad por el potasio. La interaccifn
del potesio con los sitics de activacidn por sodio o del sodio con los si-
tios de sctivaciaon por potasia, préviene 0 retarda la reaccion hidrolisis-
transporte ( 88 ). Otros cationes monovalentes (incluyendo el sodio) son
eustitutos efectivos del potasioc en los sitios de sctivacion por potasio,
pero los cationes monovalentes no pueden sustituir al sodio en los sitios
de activacion por sodio (535,536,4L5).

‘Debido a que los movimientos de sodic y potasio se producen a través de
la membrans, es razonable suponer que la bomba penetra completamente la es-
tructura, con las superficies opuestas de la bomba expuestas a los espaclos
intra y extracelular. Se asumid que la bomba "per se" es una proteina (3);
por lo tanto, la penetracién.cnhpleta es consistente con los conceptos mo-
dernos de estructura de membrana (505,440,63).

Shaw en 1954 (436) propuso un modelo simple para explicar el transporte
activo acoplado de sodio y potasio. Sugirid gque la reaccion involucra un
tronsportador con altas afiinidades alternentes por los dos cationes. Un es-
tado del transportador podria tener alta afinidad por el sodio y baja a-
finidad por el potasio, y otro segundo estado podria tener alta afinidad
por el potasio y una baja afinidad por el sodio. Cada estado del transpor-
tador varia en orientacidn (interna o externa) con respecto a les superfi-
cies de la membrana de acuerdo a su sfinidad alternante. Estas transforma-
cianes entre los estados en las superficies externa e interna, podrian es-

tar asociadas con cambios quimicos en el estado de la bomba.
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b.2. Mecanismo molecular de la accitn enzimatica.

En homogenatos de tejidos o en preparaciones de Na+,K+-ATPasa parcial-
mente purificadas, no es posible observar translocaciones de Na* y k* de-
bido a la destruccion de la integridad de la membrana celuler y a la pér-
dida de la compartimentalizacidn. Sin embargo, la enzima puede sufrir un
ciclo de transiciones conformacionales en fragmentos de membrana a medida
que hidroliza ATP. Las transicionea, precumiblemente, corréspundan al trans-

porte de Na* y K* a trevés de la membrana citoplasmatica. En presencia de

2+

Nat y Mg“ se produce le transfosforilacion del fosfato terminal del ATP

2+ 2+

a la enzima (Figura 14). E1l Ca“ puede sustituir al Mg® en este paso (491).

Poateriormente se produce una transicion conformacional de la proteina fas-

2+ 2+ e inhi-

forilade en presencia de Mg~ . El Ca2+ puede competir con el Mg
bir este cambio conformacional. E1 k¥ se une a la forma EZ-P de la enzi-
ma y origina una transicién conformacional intermedia a una forma E-P.

En este Gltimo estado, la enzima fosforilada reacciona con HZD criginando
la liberacldn de fosfato inorganico. Mientras que la accién del Na' en es-
te ciclo no es mimetizada por otros cationes monovalentes, excepio por el

+, varios cationes monovalentes, como el Rb+, Cs’, NH‘.+ Yy T1+, pueden

L
sustituir al K' (L42,64). E1 Li* tiene una propledad importante ya gue,ba-
jo clertas condiciones, puede sustituir parcialmente al Na' o al K* (492,
202). Sin embargo, el ey ,por s{ mismo, no altera la actividad basal de
la ATPasa. Si el Li' fuera capaz de sustituir sl Wa' y al k¥, sélo deberia
incrementar la actividad de la ATPasa de igual modo que la presencia simul-
téanea de Na* y k*.

En el sistema Na’,ﬁ+-RTPasa el transporte idnico es la expresion fisio-
logica de la liberacion de enaergia quimica a partir del ATP. En general,
se puede decir, que los pasos especificos en esta secuencia de reaccion re-

flejen la formacidn y translocacion de complejos entre la enzima y los ca-

tiones que transporta (LbL&4,445).
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4L,2.1. Interaccion glucosido cardieco-enzima.

Los digitaloides, como ouabaina, se unen a la enzime bajo condiciones
especificas (431). La union de estos asgentes a la forma fosforilada de es-
ta enzima, representada por EZ-P en la Figura 14, parece corresponder con
la unidn que se produce en el corazon intacto (11). Debido a que se requie-

e+ Vv Na* para la formacion de esta forma de la fosfoenzima, y de-

re ATP, Mg
bido a que el k¥ disminuye la conformacién E,-P, la union dve los glucosi-
dos cardiacos a la Na+,K*-ATPana ob%ervada "{in vitro" se incrementa en pre-

2+

sencia de ATP, Mg“* y Na' y e8 inhibida por K* (431). E1 Li* puede susti-

tuir al Na* para promover le unidn,mientras que la accion del k* para in-
bibir la unioén puede ser imitada por Rb+, Caz+, NHQ* o T1* (34). Los sitios
de union de digitadlicos en la enzima, parecen estar mas disponibles cuando
la enzima esta primariamente en la conformacion E,-P, y menos disponible
cuando la enzima asume otras conformaciones (14 ). Cuando el gluctsido esta
préunidn a la Na+,K*-ATPasa es poeibie demostrar que la liberacitn del di-
gitaloide deede le enzima estd reducida en presencia de k*(8 ). Otros ca-
tiones son también capaces de reducir le velocidad de liberacion de digité-

licos desde la enzima. E1l H+, Rb*

, cst, 11* o NH“+, por lo tanto, no sblo
reducen la unidn de los glucdsidos cardiacos & la enzima, sino que también
retardan su liberacion una vez que el complejo se ha formado.

Cuando un glucbsido cardiaco, como ouabaina, se une a la Na+,K+-ATPasa,
la enzima pierde su habilidad para unir ATP (387,203). Esta unidn de oua-
baina a 18 enzime también produce une pérdida de la actividad enzimatica
( 18). Lae liberacidn posterior de cusbaina del complejo ouabaina-enzima da
como resultado una reactivacion de le actividad enzimatica (8 ). Por lo
tanto, la interaccién de los digitélicos con la Na',k*-ATPasa produciria
uns reduccion en las actividades de la Na+,K+-ATPaaa y de la bomba de so-
dio.

Como ya se menciond, en las células intactas la bomba de sodio funcio-
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Figura 14: SECUENCIA EN LA REACCION DE UNION DE LA Na+,H+-ATPasa CON LOS
DIGITALICOS.

El, E» v Ex representan diferentes conformaciones de la enzima.
Le enzima en la conformacion E,-P estd mas disponible para la
unibn con los digitalicos. Segun Tobin y cal. (L94).
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nal representa al sistema Na*,H+-ATPaaa. En las células de mamifero se ha
reconocido que el Nae® se une a la enzima desde el lado interno de la membra-
na celular y es transportado hecia el exterior. Inversamente, la union del
k* a la Na+,K+-ATPa9a se produce 8 la parte de la membrana en contacto con
el ambiente extracelular. Por lo tanto, la [Na*]1 y la [H;]e serian los de-
terminantes primarios de la actividad enzimatica. Sin embargo, el 50% de
la activacion maxima (Hm) de la Na*,k*-ATPasa por k' se produce a una con-
centracion de 1 mM, que es sustancialmente menor que la [K+] que se encuen-
tra en el fluldo extracelular (5-6 mM). Aparentemente, en la célula intac-
ta, la actividad de la Na+,H+-nTPasa es primerismente regulada por la[:Na{]i.
Como consecuencia, la concentracion del 16n que debe ser transportado con-
trola la actividsd de la bomba de sodio (4L89).
Se ha demostrado en preparaciones intactass que los glucbsidos se unen
a la Na',k*-ATPasa desde la superficie externa de la membrana celular (430).
Los sitios de unidn de K' estén también localizados en la parte externa
de la membrana, pero los glucdsidos y el K* parecen unirse a dos sitios
distintos de le enzima en la superficie externa de la membrana. El k' dis-
minuye la union de ousbsina. Esto se debe a que se encuentra alterads la
conformacién de la porcién de la proteina que une al glucbeido mas avida-
wente. Este fenomeno habia sido interpretado como un indice de la existen-
cia de una relacion competitiva entre el K* vy ouabaina como resultado de
la union a un mismo sitio. Sin embargo, el k* afecta las caracteristicas
del complejo glucosido-enzima y,por lo tanto, puede combinarse con la en-
zima cuando los sitios de unitn del glucdsido ya estan ocupados (8 , 1 ).
Debido a que el k' es transportado desde el exferior hacia el interior
de la célula después de la union, del mismo modo podrias pensarse que oua-
baina podria ser transportada hacia el interior celular después de unir-
se & la enzima. E1l k¥ induce una trensicidn conformacional del comple jo

ouabaina-fosfoenzima. No se sabe ain si esta transicion conformacional pro-
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duce una internalizacidn del sitioc de unitn de ouabaina y su posterior 1i-
beracion en el citoplasma de la célula (5 ).

Debido a que ouabaina tritiada se une mas avidamente a la Na*, 1« -ATPasa
cardiaca en presencia de una alta concentracion de Na' y en menor medida
cuando la concentracidn de Ne' es baja, se ha sugerido que el glucdsido
que se une a la enzima en la superficie externa de la membrana celular, es
translocado a través de la membrana y luego liberado en un compartimiento
interno de la célula (158), donde la concentrecion de Na* es mas baja. Cuan-

2+ \ ATP,

do el complejo ouabaina-enzima es formado en presencies de Na+, Mg
la remocién del Na' del medio de incubacidn incrementa la velocidad de 1i-
beracion de la ouabaine unida (11). El cambio conformacionel del complejo,
inducido por K+, sin embargo, reduce mas que facilita la liberacion de la
ousbaina unida (8, 14).
Como ya ha sido puntualizedo, en la célula intacta, la actividad enzi-

matica es influenclada por la concentracion de Na* intracelular,por el M92+,
por el ATP y por la concentracion de k* extracelular. En preparaciones en-

2+ inhite completamente le actividad de la Na*,ﬁ+-

zimdticas aisladas, el Ca
ATPase 8l bloquear las transicion de la enzima a su forma E2-P (L91). Sin
embargo, esto se produciria stlo a concentraciones que se encuentran nor-
melmente en el medio extracelular. En la céluls miocardica que late espun-
taneamente, si la bomba de sodio fuera requlads por la [#az{}e. el siste-
ms estaria inhibido en todo mumento. No se ha demostrado un efecto del Ca2+
sobre la actividad de ls Na’.K+-ATPasa a8 concentraciones que existen nor-

malmente en el compartimiento intracelular (10'7M).

5. GLUCOSIDOS CARDIACOS.

5.1. Natursleza quimica v propiedades de los alucdsidos cardiacos.

Los digitalicos y ciertas drogas estrechamente relecionadas comparten

una acclon especifica y poderosa sobre el miocardio. Estas drogas cardia-
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cas se encuentran en ciertas plantes y en venanosde varias especies de sa-
po.

Lss preparaciones que se emplean mas frecuentemente provienen de la Di-
gital y del Estrofanto. También se han reslizado preparaciunes a partir
de la Esclla.

El términc "digitalico® es frecuentemente utilizado para designar sl
grupo completo de "glucosidos cardiacos",

Loe gluctsidas cardiacaos constit&yen un grupo destacado de drogas muy
potentes y, desde el punto de vista cualitativo, las acciones de los com-
puestos que forman parte de este grupo son similares, lo cual significe
que existe una similitud fundementel en sus mecanismos de accion. Sin em-
bargo, cuantitativamente, los miembros de esta clase de compuestos presen-
tan considerables diferencias en cuanto a potencias y duracion de la accitne.
Estas diferencias podrisn relacionarse con variaciones menores en la estruc-
tura de la molécula, lo que a su vez estariea influenciando ciertas variables
como solubilidad, absorcion, accesibilidad y fuerza de union a los sitiaos
receptores, inactivacion metabdlica y velocidsd de eliminacion del organis~
mo.

La Figura 15 muestra que los glucAsidos cardiacos estan constituldos
por un nucleo esteroide (ciclopentanc-perhidrofenantrenc) orientado de mo-
do tal que los anillos B y C tienen una configuracion-trans, mientras que
Ay By también C y D poseen una configuracidn-cis (483). Unido al ricleo
esteroide, en la posicion-17, se encuentra un anillo lactona no saturado.
La combinacion del nicleo esteroide con el anillo de lactona se conoce con
el nombre de aglicona o genina y constituye el requerimiento estructural
minimo para la activided cardiaca. En general, estss drogas poseen szica-
res unidos via una unidn glucosidica al nicleo esteroide en la posicién-3
vy este compuesto es el verdadero glucosido cardiaco. Le unidn de los azica-

res a8 18 aglicona modifice la solubilidad en agua,ls penetrebilidsd en la



figura 15: ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS DIGITALICOS.

A: Estructure quimica basica de los glucosidos cerdiacos;
B8: Estructura quimica de la ouabains.
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célula, ls potencia y le duracion de la accién de los correspondientes glu-
cosidos (40S).

Ademas puzden unirse grupos metilo, hidroxilo y aldehido en posiciones
especificas que verian con la oglicona en perticular. Todas las agliconas
puseen grupos OH en la poeicién-l4 y algunos grupos OH adicionales, parti-
cularmente en la posicién-3, donde se unen comGnmente los aziéicares. E1l
grupo hidroxil en el C3 es altamente reactivo y los derivadas semisinteé-
ticos se han formedso por ls reaccidn de agliconas con acidos organicos,
azﬁcarga, xantina y otros agentes. La mayoris de las agliconas tienen un
gQrupo CH3 en el C,,, pero en algunas esté presente un grupo sldehido o
un grupo alcohol. También es necesario un arregle espacial del anilla
esteroide (483). Las agliconas pueden libherarse de los gluctsidos cardia-
cos por hidrolisis. Se relacionan gquimicemente con los acidoa bhilisres,
esteroides y hormonas sexuales y adrenocorticsles. En generel, las agli-
conas son menos potentes en sus scclones miocardicas que los glucdsidoa
correspondientes, pero producen efectos toxiccs simileres. La seturacién
del enillo lactona reduce diez o mas veces la activided e incrementa la
velocidad de desarrollo de las acciones cardiaces ( 92, 91,510,138,323,
160).

Los gluchsidos cardiacos existen en los vegztales como precursores de-
nominados glucocidas "nativos", "naturales® o "genuinos".

Las scciones mas importantes de los glucbdsidaos cardiscos se ejercen
scbre el corazon, asunque también son de considerable importancia sus
efectos sobre el sistema nervioso central y rifion en el tratamientao de

pacientes cardiacos (370,484, 186).

5.2. Mecanismo de accion de los digitélicos.

En 1785, William Withering (540) introdujo los digit3licos como sgentes

terapéuticos en ciertas formas de hidropesis. Sin embargo, su acciaon
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inotropica directa sobre el misculo cardiaco no fue establecida hasta que
los experimentos de Cattell y Gold (79) demostraron que los digitalicos in-
crementaban la fuerza de contraccitn en el musculo papilar aisledo de ga-
to. En las Oltimas dos décades se ha demostrado en varies oportunidades que
las drogas digitélicas incrementcn le fuerza de contraccitn de los cora-
zones de cobayo (418), perro (519) y humano (328).

Con el fin de aclsrar €l mecanismo de accidn de los glucdsidos cardia-
cos, se han realizado estudios sabre metabolismo energética, tsl como res-
piraci@n, fosforilacion oxidativa, efectos Pasteur y Crabtree, glicogenoli-
gis, concentracion intracelular de nucledtidoa, estimulacidn de la sintesis
proteica y sobre el usoc mas eficlente de la energia celuler ( 9 ). También
fueron investigados los efectos de les glucbsidous cardiacos sobre lae pro-
teinee contractiles, incluyendo la interaccidon actina-miosina (superpreci-
pitacién), miosina v actcniosina-ATpasa y polimerizecidn de actina ( 9 );
pero no existen evidenciass que demuestren una interaccién entre los gluci-
sidos cardiacos y las proteiras contractiles o moduledoras de la célula
miocsrdica. Otras areas gue tsmbién han sido estuoiades incluyen efcoctaos
de estoe agentes sobre el reticulo sarcoplasmitico, captecion y liberacién
de catecoleminas, el llamado factor inotropico intrinseco, inhibicion y es-
timylacion de la Na*,k*-ATPasa y el metabolismo de calcio. Por la década
del '70, varios de estos efectos citedos han sids descartados como sitios
0 mecanismos prehables pora la accién inotrdpicea "terapéutica ® o "toxica
de los digitalicas (309).

Debido a la importancia del calcio en el process de contraccion miocar-
dics, varios investigadores han demostrado un incrementoc en el calcio in-
tercambiable como resultado de le exposicion a concentraclones terapéuti-
cas de gluctsidos cardiacos (308,309), asumiendo que el calcio desempefia
un papel fundsmental en la accidn de los digitalicos. Sin embargo, como

estas drogas no afectan ninguno de los pasos conoccidos que llevan al in-
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cremento directo en la concentracian intracelular del ién calcio durante

la contraccion cardiaca (309), v debido 8 que les glucdaidos cardi{acos en
concentraciones “no toxices", nu incrementan la tension de reposo del mas-
culo cardisca, el punto critico pareceris ser 1las manera por la cual los
digitalicaos incrementan el calcio intracelular transitorio. Se sefiala co-
mo tal, al incremento ciclico de la concentracién intracelular del ién cal-
cio libre ([:Caz+]i), que sigus a cada excitacion de la membrana. Segun
Besch y col. (49), los digitalicos ejercen un leve efecto directo sobre la

* por el retfculo sarcoplasmitico o por la

captacion o liberacion de ca®
mitocondris.

Lee y Klsaus (309) han establecidu que el efecto de los gluctsidos car-
diacos se ejerce sobre uns entidad bien definida; ésta es su sccidn es-
pec{fica sobre la Na*,H+-ATPasa. Es peelble que los efectos de inhibicién
o estimulacién de la Na',k*-ATPasa por los glucdsidos cerdiacos pueda, in-
directamente, influencisr los movimientos de calcia. txiéte un gradoc de co-
rrelacion entre potencia inotropica y potencis inhibitoria de los glucosi-
dos sobre la Na*,K+-ATPaaa, que parece indicar una intima relacion entre
estas dos acciones de los gluctsidos cerdiacos. £8ta conclusion coincide
con la de otros investigadores ascerca de la estrecha ssociacion de la ac-
cion farmacologica de los digit5licos y las alteraciones en el transporte
ionico (197,182). No obstante, la relacion entre inhibicion de la Na+,K+-
ATPasa por digitalicos y el incremento en el calcio transitorio no ha si-
do aln aclarada. Akera y Brocy (9 ) sostienen que la Na*,k*-ATPasa es el
receptor para la accion inotropica de los digitalicos y de otros agentes
cardiotdnicos relacionados; y que le inhibician de la actividad de la bom-

ba de sodio (resultante de la interaccion droga-receptor), produce el e-

fecto inotropico positivo ohservado.

5.2.1. Accibn de los digitalicos sobre la actividad de la Na' 4'-

ATPass.

La eccion de los digitalicos sobre el movimiento id6nico de transmem-
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brane fue reconocids entes del descubrimiento del sistema enzimatico (ATP-
asa). La inhibicidn del transporte lonico por los digitalicos se ha demos-
trado en varios tejidos animales como rifdn, células rojas sanguineas, va-
sos sanguincos, estomago, intestino delgado y tiroides. Se ha sugerido una
ssociacion entre los efectos terapéeuticos de los digitalicos y su habili-
dad para eltersr el transporte de Nat Y k¥ a través de 1a membrara celular.
Hedju y Leonard (197) postularon que los glucdsidus cardiacos provocan una
pérdida de K del misculo cardiaco, sin modificar directamente al calcio
celuiar.

Cuando en un principio se describid la actividad de la Na+,K+-ATFasa,
se examind tamhién la accibén de los digitalicos y se ccnsiderd la inhibi-
citn de la actividad enzimatica como evidencia para indicar que este sis-
tems enzimatico se relaciona con el transporte ionico (Lb3,445). Sin em-
bargo, no fue posible relacionzar la inhibicion del tranaportesiﬁnicc con
la accidn terapéutica de este agente. Glynn (182), estudianda la accion de
los glucosidas cardiacos socbre el movimiento idnico, concluyd que si bien
el mecanismo de trangporte de Na* v k* (debido a su sensibilidad a los glu-
cosidos cardiscoa) se altera en presencia ce concentraciones terapéuticas
de estas drogss, ponia en duds si tales concentraciones del glucfside eren
capaces de producir una disminucidn apreciable en la concentracidn de k'
intracelular ([K+]i)' sugiriendo gque la sccion inotrapica positive de los
glucésidos estaba prohablemente csociada con un incremento en la captacidn
de Caz*.

Del analisis de la bibliografia resulta dificil generalizer y definir
8l los digitalicos ejercen sus efectos terapéuticos por estimulacian o in-
hibicion de le actividad enzimatica; lo que esta fehacientemente demostra-
do es que el efecto toxico de estas drogas se relacionan con la inhibicién
de la actividad de la Na',K*-ATPasa.

Vamos 8 pasar revista, en forma somera, # las estudios que postulan la
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estimulacion y/o la inhibicidn de la enzima como resultante de los efectos
de los glucosidos cardiacos.

- Eatimulacion de la sctividad enzimatica.

Varinoa investigadores han publicadq que los glucosidos cardiacos son ca-
peces de incrementar la actividad de la Na*,k*-ATPesa (309). La estimula-
cion se puede observar en preparaciones enzimaticas expuestas a concentra-
ciones extremadamente bajae de la drega. En elgunos estudios, utilizarndo
uns Unica concentracion de glucésido cardiacoc, se ha observado un breve pe-
riodo estimulatorio inicial, que progresivamente se va haciendo inhibito-
rio (310).

Estudios electrofisiolcgicos apoyan el hecho de que la bomba de sodio
es estimulada por el glucosido bajo ciertas condiclones. Los mas interesan-
tes son los estudios de Cchan vy col. (83), gque proveen evidencia de gque
los gluctsidos cardiacos estimulan la bomba de sodio en las fibras de
Purkinje de oveja. Estos investigasdores estimaron los cambios en el gra-
diente de K midiendo el potencial de reversion pars una corriente espec{-
fice de K* y monitorizaron las relaciones corriente de reposo versus volta-
jes En presencia de 8 mM de K* extracelular, la adicion de bajas concentra-
ciones de ouabasina desplazd este potencial en una direccidn negativa, sugi-
riendo que ouabsina podrie estimuiar la bomba de intercambio. Na*-k*. Cuan-
do la [K;]e era 5.4 mM, el gradiente de k* podie cambiar en ambas direc-
ciones, reflejando o una inhibicion o bien une estimulacién de le bombe de
sodio. Finalmente, con una baja{:ﬁ¥]e en el rango de 2.7 a 4.0 mM, y con
bajas concentraciones de ouabaina, la bomba de intercambio Na*-Kk* estaba
siempre inhibida. La fuerza de contraccibn no fue registrada simultaénea-
mente en estas preparaciones, y, por lo tanto, no es posible saber ai el
evento inotropico estabs relacionado con la estimulscién o con la inhibi-
cién de la bomba de sodio. Generalmente, la accion inotropica de los di-

gitédlicos es observada cuando 1&![%"]‘3 es baja ( 188). En varios estudios
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se ha demostrado que bajas concentrsciones de glucésidos cardiacos incre-
mentan el transporte idnico, p=2ro no se ha intentado correlacionar la es-
timulacion con la fuerza de contraccitén en estas preparaciones (309).
Recientemente, se demostro en aurficuls aislada de cobayu, que bajas
concentraciones de ouabaina (1-3 nM) producen un leve incremento en el K*
intreceiular y una disminucion en el Na*, hallezgas que parecen consis-
tentes con una estimulacion de la actividad de la bomba de sodio (184).
A concentracicnes mayores de la droga (10 nM 6 mayores) se producen los
cambios ocpuestos. Los cambios en la fusrze de contraccion no fueron esti-
medos simultaneamente. En general, en el cobayo, se reconoce que la con-
centracidn mas baja de ouabmsina gque incrementa la fuerza de contraccion
miocardica, es aproximadamente 50 nM, concentracion que provocaria una pér-
dida de K y una acumulacidn de Ne' en el tejido suricular (184). No se
sabe que sucede con la funcibdn del miocardio cuando el corazon es expuesto
a concentraciones de digitalicos dos ordenes de magnitud mas besjas (6 1/300)
con respectn & le concentracion que produce 40% de inhibicibn enzimética.
El intercambio de 3 Na* por 2 K’, con cada moléculs de ATP consumida, se
produce mas facilmente si el Na* y el k¥ son abundantes en los sitics des-
de los cusles estos cationes son transportados (16&4). Sin embargo, el coe-
ficiente de Hill pare el Na*. es generalmente menor cde 2 cuando es deter-
minado usando preperaciones enzimaticas aisladas (453). Esto indica que,
8(in cuando menos de tres sitios de unidn de sodio estan ocupedos, la enzi-
ma es aun cepaz de completar su ciclo o de cambiar su conformacion. Se pue-
de dasumir que bajo condiciones normales, la enzima puede cambiar su confor-
macién con menos de tres sitics de unidn ocupados con Na* (9 ). 51 el glu-
cosido cardiaco induce un leve incremento en la concentracién de Ne* en
el sitio donde el Na* es transportado, la ocupacion completa de los si-
tios de unién de 3 Na' podria producirse antes del mismo cambio conforma-

cional., Esto alteraria la electrogenicidad de la bomba de sodio, y los pa-



rametros electrofisjoldgicos podrian alterarse de manera de ser interpre-
tadoa como una estimulacion de la actividad de la bomba de sodio. Cohen y
col. (83) concluyeron de sus estudios que la estimulacidn de le bomba po-
dris producirse en algunos sitios aln cuando se observa la inhibicidn to-

tﬂlo

~ Inhibicion de la actividad enzimatica.

Repke (406), basandose en las concentraciones terspeuticas de los digi-
talicos en pacientes y en estudios de sensibilidad a los gluctsidos en pre-
paraciones aislades de Na+,H*-ATPasa, postuld que dosis terapéuticas de la
droga podrian estar inhibiendo en un 40% la actividad de la enzima. Poste-
riormente se demostro, en perros anestesiados durante la administracion in-
travenosa de ouabaina, una inhibicién de la Na+,K*-ATPasa de similar mag-
nitud (12,13,188). E1 mismo grado de inhihicion se encontré en corazon ce
perro perfundido "in situ® con sangre (49) y en corazones sislados perfun-
didos (290) tratadus con concentraciones adecundass de glucosidos psra pro-
ducir efectos inotropicos positivos. Pero, si en lugar de utilizarse perro,
se hubiera recurrido a otras especies con menos sensibilidad & los gluco-
sidos cardiacos, el cambio en la actividad de le Na’,K+-RTPaaa praobable-
mente no se hublera podido ohaervar (428). Cuendo se determina el efecto
de la infusidn de ouabaina sobre la fuerzes de contraccion cardiaca,
presidn sanguinea, actividad de la Na',Kk” -ATPasa y de ATPasa, Mgz+-depen~
diente en perro anestesiado & torax abierto, se observa una correlacion
positiva entre ls activided de la Na’,ﬁ*-ATPaaa y la fuerza de contrac-
cién. La exposicidén a ousbaina a corto plazo, que produce un 26% de in-
cremento en 13 fuerza de contraccién,did como resultado una actividad de
Na*,K*-ATPasa un 28% menor que la de los corszones de los animales contro-
les. Cuando la droga es infundida por un periodo de tiempo mayor, existe

un mayor incremento en ls fuerza de contraccién y unu mayor reduccion en
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la actividad de la Na*,K+-ATPaBa. Por lo tanto, parecerie existir una co-
rrelacion entre la actividad de la Na*,K*-RTPasa y el incremento en la
fuerza de contraccion, Ls actividad de la ATPasa, Mgz+-dependiente no fue
afectada por ouabaina;mientras que la actividad de le Na*,H*-ATPaBa nao

fue afectada por isoproterenol o por la estimulacion continua del nervio
cardiaco inferior, ambas intervenclones incrementaron tamhiéen la fuerza de
contraccion (13).

Todas las investigzcicnes realizadas estimando la concentracion de Na*
intracelular ([ Na{}i) con el objeto de demnstrar la inhibicion de la enzi-
ma durante la sccion inotropica, nc srribaron a resultados definitivos, ya
que no dempstraron que estos eventas estén causalmente relacionados (309).

Akera y Broudy (9 ) asumieron gque loes glucésidos inhiben moderadamente
la actividad de la bomba de sodio y como resultada de esta inhibicidn,exis-
te un leve incremento en la concentracién de Na* en el sitio a partir del
cual el Na®* es trensportado fuera de la célula. Esto podrie luego incremen-
tar la actividad residual de la bomba de sodio (o no inhibirla) y podria
detectarse uns acumulacion significativa de nat.

Hougen y Smith (237) observaron, en el miocerdio de perros anestesia-
dos con el sistema nervioso intacto, que concentraciones terapéuticas de
ouabaina inhiben el transporte activo de cationes monovalentes. Asf, uti-
lizando una técnica de biopsia, se obtuvieron muestras ventriculares mio-
cérdicas antes del agregado de ouabaina y durante dos periodos de tiempo
posteriores a la administracion del glucosido. La maxima tension ventricu-
lar izquierda estaba incrementada significativamente 1 y 2 hr después del
tratemiento con el glucdsido, a la vez que el transporte cationico monova-
lente del miocardio estsbe inhibido en esos momentos. Por lo tsnto, ls in-
hibicién del transporte activo de cationes monovalentes parece correlacio-
narse con un incremento en la fuerza de contracciébn producida por concen-

traciones no toxicas de ouebaina.



Ciertos estudios perecen indicar que existe un pequefioc, peroc consisten-
te incremento en la concentracion de Na® intracelular ( [Na*]i) despues
que se ha usado concentracliones terap2uticas de digitalicus (3gg). Sin em-
bergo, debe destacarse que este incremento es siempre mucho mas pequefio Que
la magnitud de la inhibicion de la bombe de sodio. Se podris concluir que
la bomba de eodio miocardica tiene una capacidad de reserva y es capaz de
compensar una moderada inhibicion de la misma.

Langer (304) afirma quaz la inhibicion de la Na*,k*-ATPasa produce un pe-

quefio incremento en la [:Na*j]i, lo que a su vez aumenta el influjo de C52+

2+

vie la reaccifn de intercambio Wa®/Ca*. Este incremento en el influjo de

2+ sobre los niveles normzles eumenta la fuerza de contraccion (Figura 16).

Ca
Este concepto es similar al propuesto por Baker y col. (36) para el axon
gigante de caleomar.

Las dosis toxicas de digitdlicos producen una inhibiclon de méas del 60%
de la actividsd de la bomba de sodio, con un incremento progresivo en la
concentracidn de Na' dentro de 1s célula miocardica (13 ). Debido & que los
movimientos de Na* y K' estén scoplados, esta acumulacidn podra producir
une pérdida de k* con la posterior reduccidon de loe gradientes de membra-
na de Na' y k*. Este fenémeno ha side descripto en corazores expuestos a
concentraciones téoxicas de digitalicos (309).

Debido a que el corazén acumula Na* y pierde k' durante le cardiotoxi-
cidad inducida por glucésidos y dado que estos camblos pueden producir
la elevacion del potencial de accidn y una despolarizacidn parcisl de las
células miocéardicas, la hipotesis de que la inhibicidn enzimitice es -
té causalmente relacionada con la cardiotoxicidad, es ampliamente aceptada.
Los desplazamientos idnicos pueden tembién contribuir a los cambios en el
automatismo muscular ventricular. La relacion entre la inhibicién de la
Na+.K+-ATPaaa v la cardiotoxicidad (arritmias) es probablemente més comple-

Ja. Cuando corazcnes aisledos de cobayo son expuestos a concentraciones
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tbxicas de digitalicos y luego perfundidos con una solucidn libre de droga
después del comienzo de las arritmias, el tiempo de restauracion de un
ritmo normal es relativemente largo. E1 tiempo-medio para la recuperacion
de la sctividad enzimédtica bajo estas condiciones, sin embargo, es rapido
y menor de 10 min ( 6 ,290). As{, los eventos que ligan la inhibicion de
la Na*,k*-ATPasa con las arritmias cardiacas podrian tener una larga res-
puesta en el tiempo (quizés el tiempo requerido para efectuar una pérdica
significative de potasia), mientras que la relacidn entre inhibicion en-
zimatice y accion inotropics parece ser mas dirscta. Se ha documentado
que la correlacidn entre la inhibicién de le Na*,k*-ATPasa y la accién
cardiotonica de verios derivados digitalicos es mejor gque la relacidn
existente entre la inhibicioén de la Na+,H+-ATPaaa y las acclones arritmo-~
génicas de estos compuestos (207). As{, la relacion entre la inhibicidn
de le enzima y la cerdiotoxicidad podria ser més compleja. Ademas, es
posible que la accion arritmogénica de los digitalicos en el animal in-
tacto, pueda provenir de una accion extracardisca de les drcga, sungue
los digitédlicos producen arritmia en preparaciones cardiacas aisladas
denervadas ( 9 ).

Existen tres teoriss gue treten de explicar el mecaniemo de accitn
de los digitalicos: 1) segin Dutta y col. (107), los digitalicos se
unen a la Na*,K+-ATPaaa y son transportados a traveés del sarcolema.
Este movimienio del glucésido esté intimamente relacionadc con el trans-
porte activo de lones sodio y potasio. Los digitalicos, por algin meca-
nismo no descripto, interactian con el receptor durente la accion
inotropica para producir su efecto cardiotadnico. 2) Schwartz (427) pro-
puso que la unidon de los digitélicos a la Na+,K+—ATPaaa es necesaria pa-
ra wmodular ls enzima en una conformacion poarticular alterando la efini-

2+

ded por el Ca“" de los lipidos msociados a la enzima. Esta hipoiesis da

la demostracion definitiva de que los digitalicos modificen las interac-

ciones Caz+-lipidu de tal manera que facilitan la liberacion de Ca2+
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después de la excitacion de la membrana. Seris necesaria la interaccion

del glucosido ton la enzima, pero no requeriris que la bomba de sodio esté
inhibida. 3) Akera y Brody (9 ) puntualizaron que el glucteldo inhibe le
enzima, lo cual reduce la sctividad de la bomba de sndio. Como conasecuen-
cis de una disminuzion en la funciOn de la bombe, se produce un incremen-
to transitorio en la [ Na+:]i cercano al sarcolema, gue se produce solamen-
te durante la fsge temprana del ciclo cardisco. El1 incremento en la con-
centracidn de Na* resulta en un influjo incrementzdo de Ca2+, que esta re-
flejadq en la accifn cardiotonica de la droga. Esta hipttesis es una va-
riante de la de Langer (Figurz 16) y difiere de la hipotesis criginal en
que el incremento en la concentracitn de Na* es ciclico y no acumulativo.
La presente hipbtesis es también consistente con las obeervaciones de que
concentraciones terapéuticas de digitalicos no provocsn una scumulacion ce-
lular de aa+ marcada, y también explica purqué el intercambio Na+/Ca2+ ocu-
rre 8010 durente un periodo de tiempo corto después de la despolarizacién
de la membrana, produciendo un calcio traneitorioc. Una mayor magnitud de

la inhibicién de la enzima resulta en un influjo de Caz+ en erxceso, en una

pérdida de K* y en cardiotoxicidad.

6. NEUROTRANSMISION ADRENERGICA.

Se denomina neurotransmisor a un compuesto quimice gue, liberado por u-
na terminzcion nervicca, es fijado y reconocido por une sustancia recep-
tora ubicsda en un clemento celulsr postsindptico (otra neurona, uns ce-
lula efectora) donde media una respuesta excitatoria (despolarizacion
propagada) o inhibitoria (hiperpolarizacion y estabilizacién de la mem-
brana).

Un compuesto quimico para ser considerado como neurctransmisor, debe
cumplir clertos requisitos: a) debe ser sintetizedo y almacenacdo por el

nervio; b) debe ser liberado par el nervioc durante los periodos de es-
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timulacidn nerviosa y, en menor cuantia, en susencia de estimulo; c) debe
actuar sobre el elemento postsinaptico produciendo une respuests biolbgica
igual a la inducida por le estimulacion eléctrica del nerviao; d) deben
existir mecanismos adecuados psra terminar la accidn del agente rapida-
mente y permitir una subsiguiente actividad sinaptics; e) las drogas an-
tagonistas deben modificer las respuestas s la estimulacion eléctrica del
nervio de la misma manera que & la droga inyectada; f) debe existir un
periodo de latencis irreductible entre la despolarizacion del terminal y
el comienzo de la actividad postsinaptica (0.5 a 2 mseg). De acuerdo a
estos reguisitos, dos compuestos son ccnsiderados neurotransmisores en el
corazon: la noradrenalina y le ascetilcolina; y los nervios gque las libe-

ren se designan adrenérgicos y colinérgicos, respectivamente (L74).

6.1. Etapas v requlscinn del proceso de la neurotransmisidn adrenérgica.

El neurotransmisor noradrenergico es sintetizado generalmente en la re-
gion de los terminales nerviosos adrenérgicos, aungue también pueden serlo
en otras partes de la célula nerviosa.

Existen mecanismos que permiten regular la sintesis del neurctransmi-
sor, tanto en reposo ccmo en 1los per{cdos de estimulacion, con el fin de
mantener conatantes los niveles neuronales; ectos mecanismos estan rela-
cionados con 1ls velocidad de sintesis e inactivacion del mismo (4LLB8).

Farmacologicamente, la sintesis del neurotransmisor, puede ser modi-
ficada de miltiples maneras, ya sea por inhibicidn de alguna de las en-
zimas involucradas o por aumento o disminucidn de los precursaores o sus-
tratos utilizedos por el nervio en este ﬁrocesn (LLB).

En los brganos efectores, las terminaciones adrenérgicas se caracteri-
zan por presentar abundantes ramificaciones. A su vez, cada remificacion
hace contacto (sinapsis o union neurcefectora) con los tejidos por medio

de dilastaciones terminales denominacas varicosidades o botones adrenergi-
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cos. Les varicosidedes se caracterizan por contener particulas subcelula-
res de LOO-500 g de diametro que estan delimitadss por una membrena, for-
mando las vesiculas adrenérgicas (173,348). Estas ves{iculas constituyen
el sitio de sintesis, slmacenamiento y liberacién de noradrenalina (392,
239,268,173 ,348).

Le llegada del potencisl de accion a los terminales axonales inicia
una serie de eventos que afecta la transmision neurohumaral mediante un
impulso excitatorio o inhibitorio a través de la sinapsis o unitn neuro-
efectora (117,273,333,118,288). La informacion conducida por las neurao-
nas adrenérgicas hacle los tejidos efectores se transmite a través de la
liberacitn de noradrenalina (71,165).

La neurctransmision se divide en cinco etapas fundamentsles : 1) sinte-
sis del neurotransmisor adrenérgico; 2) almacenamiento de noradrenalina;
3) liberacién del mediador quimico; &4) inducclion de la actividsd en los
receptores adrenérgicos y 5) terminacion de la actividad del neurctrans-
misor.

La sintesis de norepinefrina, propuesta por 8laschko (52,54), Axelrod
(31) y Stjirne (471), se inicia cuando la neurona adrenérgica capta tiro-
sina a partir del fluido extracelular (proceso activo). La tirosina es
transformada en el neuroplesma en L-dopa por accion de ls enzima tirosina-
hidroxilasa (éste constituye el paso limitante en la sintesis de narepine-
frina) (313,351). La enzime neuroplasmatica L-aminodecarboxilasa convier-
te L-dopa en dopamina, que es captada por les vesiculas de almacenamien-
to. Eate proceso puede ser bloqueado por reserpina (516). La daopemina es
convertida en norepinefrina por accion de la enzima dopamina-'ﬁ -hidroxi-
lasa (DP H) presente en las vesiculas de almacenamiento y en sus membranas
(24 ,2829). Durante el proceso de liberacidn por exocitosis,la enzima dopa-
mina-ﬁ ~-hidroxilasa es liberada junto con norepinefrine (165).

Existen por lo menos dos sitiaos de almacenamiento de norepinefrina en
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el terminal nerviosc: a) intracitoplasmitico o "1abil" y b) vesicular o
"estable". Ambos sitios estén en equilibrio (393,166, 30 ,343). La norepi-
nefrina slmacenada en el compartimiento vesicular o granular del terminal
nervioso, esta formandoc un complejo estable con el ATP y con proteinas es-
pecificas (cramograninas) (225,165,299). Este almacenamiento permite: a) el
mantenimiento de niveles endﬁgénns estables del neurotransmisor; b) la pre-
paracion del mediador quimico para su pusterior liberacién al espacio ex-
tracelular; y c¢) la proteccién del mediedor quimico de la posible degyraca-
cion enzimatica al impedir el ecceso hacia el mismo de las enzimas caotabd-
licas preainépticas, fundamentalmente, de 1la monocamincoxidasa (MAD) mito-
condrial (545, 498).

La liberacion del neurotransmisor adrenergico puede producirse por dos
mecanismos diferentes: 1) por despolarizacion neuronal, denominandose libe-
racion por estimuloc nervioso (44L9,487); y 2) sin despolarizacion previa,
denominado liberacion espontanea. La liberacifn espontéanea prcporcionas
una cantidad reducida del neurotransmisor, insuficiente para desencadenar
respuestas. Este mecanismo es independiente del calcioc y libera sdlo la
norepinefrina del compartimiento intracitoplasmatico. Por este mecanismo
asctian los llamsdos falsos neurotransmisores tales como la tiramina (72 ).

Ls liberascion por estimulo nervioso depende de las concentraciones de
celcio extracelular (259,547). Se produce, como consecuencia de la deepo-
larizacion neuronal, ya ses por estimulc nervioso o por agentes despolari-
zantes como el K' v la veratridina., E1 fenomeno implica un incremento en
la permeabilidad de la membrena celular al calcio (280,532), el cual in-
gresaria, favorecido por su gradiente electrogquimico, hacia el interior de
ls varicosidad a través del denominado flujo lento de celcic. De esta ma-
nera se elevaria en forme pasajera y reversible la concentracion de cal-
cio intraesxoplasmatico; favoreciéndose el adosamiento de la membrana ve-

sicular con la membrana celular, seguido por la fusion de ambas para pro-
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ducirse una especie de continuidad transitoria antre el compartimiento ve-
sicular y el espacia sinaptico, liberandose es{ el neurotransmisor. Este
proceso se denominp exocitosis (551,488)., La liberacién es un fendmeno ra-
pido, transitorio y reversible que genera una serie de eventos que culmi-
nan con la respuesta de ls celula efectora.

La inactivacion biologica dé norepinefrina depende de varios mecania-
mos que actan promoviendo la disminucidn de la concentracién efectiva de
la amina a nivel de la biofase, determinando la progresiva reduccibén de
sus efectos pre y postsinapticos. Estos mecanismos son: a) difusibn del
neuratransmisor en la biofase; b) captacién neuronal o captacion I (recap-
tacion desde la binfase hacla el axoplasma de la varicosidad); la nore-
pinefrina se puede incorporar a las vesiculas o bien sufrir metebalizacion
via monoaminooxidasa (MAO) mitocondrial (255,498); c) captacion extraneu-
ronal o captacidn II (captacidn del neurotransmisor por las células efec-
tores); por este mecanismc la norepinefrina sufre una degradacion metabo-
lica por accion de la MAD mitocondrial o por accion de la catecal-o-metil-
transferasa (COMT) (53,29,255, 86 ,269); d) accion sobre raceptores post-
sinapticos (Figura 17).

La norepinefrina se comporta como un agonista endogenc y por lo tanto,
pusee las dos propiedades que caracterizan a tales sustancias: 1) afini-
dad quimica por los receptores y por esc se combina con ellos y; 2) acti-
vidad intrinseca o eficacia, que es la capacidad de promover respuestas co-
mo consecuencia de la interaccion con el receptor (& ).

Los neurotransmisores adrenergicos pueden actuar sobre varios tipos de
receptores postinapticos (340).

En 1948, Ahlgquist (&4 ), basandose en lss distintas acciones de un gru-
po de aminas simpaticomiméticas y en los clasicos trabajos de Dale (95),
postuld la existencie de doa tipos de receptores asdrenergicos (Figura 18):

l)oL (alfa), que se caracterizan por tener alts afinidad por sustancias
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Figura 17: FACTORES QUE REGULAN LA TERMINACION DE LA ACTIVIDAD DEL NEURO-
TRANSMISOR ADRENERGICO.

NE: norepinefrina; MAO: monoaminooxidasa; COMT: catecol-o-me-
til transferasa.
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Fiqura 18: DIAGRAMA ESQUEMATICO QUE REPRESENTA LOS PROBABLES MECANISMOS IN-
VOLUCRADOS EN LA MODULACION LOCAL DE LA NEUROTRANSMISION ADRENER-
GICA POR MEDIADORES QUIMICOS.
Segin Westfall (532).
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como la fenilefrina y metoxamina y, en general, su ectivacion desencadena
respuestas estimulantes, tanto en el misculo liso como en el cardiaco;

2) (5 (beta), con gran afinidad por compuestos como el isoproterenol y nor-
epinefrinae, caracterizadas por desencadenar respuestas inhibitorias en el
musculo liso y respuestas estimulantes en el corazén.

El musculo cerdiaco respondé a las catecolaminas y al estimulo nervioso
adrenérgico con un incremento en la frecuencis y en la fuerza de las con-
tracciones (efectos cronotropico e inotropico positivos, respectivemente),
de modo que posee prcpiedades farmacologicas de respuestas estimulantes C{
v P -adrenéergices (aunque predominan los efectos (3 -adrenéergicos estimu-
lantes).

Con respecto a las respuestas p -adrenérgicas, existen multiples eviden-
cias experimentales que indicen la trascendente importancia de una enzi-
ma, la adenil ciclasa. Esta enzima se encuentra fisiolbgicamenie asoclada
con los beta-adrencreceptores localizsdos a nivel de la membrana de la cé-
lula efectora. A la estimulacion de lous adrenoreceptorea@> sucede la ac-
tivacion de 1s adenil ciclesa, la cual convierte el ATP en 3'-5' AMP o AMP
ciclico (70 ), Este es el “segundo mensajero" que media respuestas entre
varias hormonas y muchas actividades celulares estimuladas por esas hormo-
nas (402). E1 AMP ciclico, 8 su vez, activa @ un sistema de enzimas deno-
minadas proteinquinasss, las cuales activan otras enzimas (fosforilasas,
lipasss) para dar luger a los efectos correspondientes en distintos teji-
dos (542) (Figura 19). Los efectos inotrépico y cronotropico de norepine-
frinas sobre los adrenoreceptores @ estan relescionados con su cepaci-
dad de activar a la adenil ciclasa; como lo demuestra el hecho que los
blogueasntes especificos de los adrenoreceptores F inhiben simultanea-
mente la respuesta mecanica y el incremento en los niveles intracelulares
de 3'-5' AMP, inducido por la estimulacion nerviosa o por la presencla del

neurotransmisor exogeno (533).
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Figura 19: ESTIMULACION DE LOS ADRENDRECEPTORES BETA.

ATP: acido adenosintrifosfato,
3'5'AMP: 3'5' adenosinmonofosfato,
5'AMP: 5' adencsinmonofosfatao,
NE: norepinefrina,
DP H: dopamina § -hicroxilasa,

: adrenoreceptor bete,
A : adrenoreceptor alfae.
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En la modulacion locel de la neurotransmision adrenérgica estan involu-
crados cuatro probables mecanismos (Figura 18): a) Mecanismo 1: regulacian
por el mismo transmisor u otras sustencias iiberadas del nervio por esti-
wulacion nerviosa: la norepinefrina podria actuar, por un sistema de re-
troalimentacion, sobre sitios localizados en las varicosidades nerviosas
(sitio presinaptico) para incrémentar (retroalimentacion positiva) o diami-
nuir (retroalimentacidn negativa) ls liberacién de norepinefrina por el
terminal nerviaoso. Por lo tanto, a este tipo de control se lo identifica
como sutorreqgulecidn. Los receptorea presinapticos involucrasdos en este
mecanismo son de dos tipos: cL y C) +» LoB receptores c( presinapticos, el
ser estimulados, inhiben la liberscion del neurotransmisor; mientras que
la estimulacion de los receptores e3 presinapticos incrementa la libera-
cion de norepinefrina desde el terminal noradrenérgico (129,281,306,455,
L54,456). b) Mecanismo 2: regulacion por sustancias formadas localmente a
nivel de la c@lula efectora (prostaglandinas). Estas sustancies actlan
sobre receptores presinapticos espec{ficos, estimulando o inhibiendo la
liberacion del neurotransmisor (regulacion transinaptica) (454,456). c) Me-
canismo 3: control neursl contralateral por sustancias como acetilcolina
liberads de los nervios cercanos a las varicosidades de los nervios adre-
nérgicos (454,456). d) Mecanismo 4: control por mediedores formados a
distencia (por ejemplo, engiotensina) (&S5&,&56).

La liberacidn de norepinefrina es definida coma un incremento en la
cantidad del trensmisor que escapa hacia la biofase representada por el
fluidao de perfusion de un tejido aislado o por la circulacidén en el orga-
nismo, que se puede producir por un incrementc en la cantidad del trans-
misor liberado del nervio o por slguna alteracién en el proceso de inac-
tivacion, Esta liberacion de norepinefrina esta definida por la cantidad
de transmisor que es liberada desde las varicosidad nerviosa (532). La con-

centracion de norepinefrina en la hendidura sinaptica o biofase estsria en
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el rango de 10”m (umbral) a 10”4 (activaecion méxima) (315,676 ,42).

Le induccion de sctividades postsinépticas por agentes neurohumorales
es uno de los procesos susceptibles de modificacibén por farmacos. Estos
pueden ser sgonistas (imitan la accion del transmisor) o entagonistas, o
‘sea, cumpuestbs que poseyendo afinidad por el receptor, cerecen de activi-
dad intrinseca y por lo tanto,.no sblo son incapaces de mediar respuesta
alguna sino que impiden, por ocupacion del receptor, la accion del neuro-

transmisor fisiologico.

7. PROSTAGLANDINAS.

7.1. Generalidades.

Los trabajos de Bergstrom y col. (b7) y los de Van Dorp y col. (501)
demostraron que las prosteglendinas (PGs) constituyen un grupo de acidos
grassos no saturedos de 20 carbonos, estrechamente relacionados, que po-
seen un anillo ciclopentano en Ca-Clz con dos cadenas de carbongs latera-
les adyacentes, una de las cuales tiene un grupo carboxilo en la pesicion
terminel. Segin los sustituyentes del anillo pentano, las prostaglandinas
se clasifican en seis grupos: A, B, C, D, E y F. La mayoria de les prosta-
glandinas naturales pueden considerarse como derivados de un compuesto
originel hipotético: el acido prostancico (Figura 20 A). Los atomos de car-
bonoc se numeran tal como se muestra en la Figura 20. Los componentes de
les series de prostaglandinas se distinguen por el numerao, tipo y disposi-
cion del oxigeno y da los grupos hidroxile, y por el numero de uniones do-
bles o no saturadas en la molécula. Los grupos poseen une unign trans doble
en la posicion 13,14 y un grupo hidroxilc en la posicion 15. Las series E
y F poseen un hidroxilo adicional en el carbono 11 y se distinguen una de
otra por la presencia de un grupo cetona en la pasicion 9 para la serie E
vy un grupo hidroxilo en el carbono 9 pera la serie F (435). Las prosta-

glandinas de lss series A y B son producto de deshidrstacion de los com-
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puestos de la serie E, en los cuales la pérdida de agua se ha producido
por remocion del grupo hidroxilo en el carbono 11 y la formacidn de una
doble union en el anillo (Figura 20 B). Esta deshidratacién se produce
rapidamente y se plenca que aslgunss prostaglandinas de la serie A, obser-
vades en sistemas biologicos, podrian ser artefactos debido a que se for-
marian a partir de las prastajlandinas de la serie E durante los procedi-
mientos de extraccién y aislamiento. Se han eisladoc dos miembros de la se-
rie quinta que son isomeros de las series A y B que poseen una dable unign
en la posicion 13,14, Estos isomeros han sido denominados prostaglandina C.

Las PGe se encuentran distribuidas en varios tejidos de mamiferos co-
mo por ejemplo timo (48), cerebro (398), iris (23), flufdo menstrual hu-
manoc (119) y en muchos otros (21,82,270,399,93,514, 98,175,218,4133, €0 ,
434, 39,137,272). Estas sustancias participan en varios procesos fisiold-
gicos como reproduccibon, transmision nerviosa, secracion gastrica, vaso-
constriccion, broncoconstriccion, egregacion plaquetarie, etc. (383).

Los sustratos para lea sinteeis de las PGs deben estar en forma no este-
rificada (300,517), pero los niveles intracelulares de estos precursores
son muy bajos (293,416). Estos adcidos grasos precursores podrian derivar-
se en parte de la ruptura de fosfolipidos de las membranas celulares (14&4).

Las PGs son liberadas por una amplia variedad de estimulas fisiolégi-
cos, farmacologicos, patofisioclogicos y mecanicos. Debido a que se libers
mas PG que la que se puede extraer de un odrgano, se piensa que no se aima-
cenan en la célula y que, por lo tento, la liberacion implica sintesis. Es
decir, que la induccicn de la liberacidn de PG podria considerarse estimu-
lecion de la sintesis de PG (384,383). Las enzimas que sintetizan las PGs
parecen ester presentes en los tejidos de mamiferos, aunque su actividad
varia de un tejido a otro en un amplio rengo. Algunos de los estimulos ysa
mencionados interactlan con la membrena celular de modo que se activa le

fosfolipasa A, que cataliza la liberacion de acidos grasos precursoree 8



104

partir de fosfolipidos (311). Las PGs liberadas o inyectadas son rapida-~
mente inactivadas en el pulmon (236,213,550 ,331,330),

El complejo multi-enzima denominado “"prostaglandina-sintetasa" esta lo-
calizado en la fraccion microsomal, promueve la conversidn de &cidos gra-
sos de 20 carbonos en prostaglandinas y requiere consumo de oxigeno (143),
En trabsjos reelizados con microsomas de glandula seminal bovina, Yamamotn
y col. (548) demostraraon que la prostasglandina-sintetasa constaba de dos
fracciones: 8) le ciclo-oxigenasa (que cateliza la conversion del acido
8,11,l4-eicosatrienoico en PGE, y PGG, en PGHI) y b) una peroxidasa (que
catalize la conversion de PBHl en PGEl). Estas dos enzimas son las pri-
meras del complejo. En la conversion de los acidos grasos en PGs se for-
man verios intermediarios: los endoperoxidos PGG2 Y PGHZ, que son inesta-
bles. A pertir de PGHz_surgen las distintas PGs por accion de las diferen-
tes enzimas ( 143). Aunque la prostaglandina-sintetasa esta localizeda en
la fraccion de membrana de las células, pere una actividad sprecicble se
necesitan cofsctores termoestables de la fraccion soluble (143).

En los grupos ya mencionados, pueden observarse distintos grados de in-
saturacion:

- las prostaglandines formedas a partir del acido grasc esenciel 8,11,
l4-eicosatrienoico (acido di-homo-game-linclénico) son identificadas con
el sufijo “1" y se dice que forman ls “serie 1", Estas prostaglandinas
poseen una doble ligadura en una cadene lateral (Figura 20 C).

- las prostaglandinas formadas a partir del acido graso esencial ara-
quidonico (acido 5,8,11,l4-eicosatetraencico) integran la "serie 2" ( 47,
501). Poaeen dos dobles ligaduras en una cadena lateral (Figura 20 C).

- las prostaglandinas formadas a partir del acido graso noc esencial
5,8,11,14,17-eicosspentenoice forman parte de la "serie 3". Poseen tres

dobles ligaduras en una cadene latersl (501,143) (Figura 20 C).
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~ endoperoxidos: poseen dos atomos de ox{geno unidos a los Cgy Cll del
ciclopentano. E£1 PGH2 tiene cadeness laterales semejantes a las PGs clasi-
cas y el PGG, tiene un oxigeno extra en el C,5 v-el grupo hidroxilo (366,
198) (Figura 21 R).

- tromboxanos (TX): fueron descublertos por Hsmberg y col. (200,201)
cuando trabajaban con plagquetas humanas. Derivan del acido aragquidonico y
son compuestos no prosteglandinicos con un atomo de oxigeno insertado en el
anillo. El intermedisrio inestable es el TXA2 y el compuesto estable es el
TXB2 (Figura 21 B).

- prostaciclina (PGIZ): en este compussta, un puente de oxigeno une el
Cg del anillc al CB de la casdena lateral. Fue descublerta por Moncada y
col. (341) en microsomas preparados a partir de aorta de conejo o cerdo.
En principio fue denominada PGX pera, posteriormente se llamd PGI2 0 pros-
taciclina para seguir el orden alfabético y numérico de ls nemenclature
(395). Se trata de una sustencia inestable que inhibe la agregacion pla-
queteria (Figura 21 C).

Durante cierto tiempo se postulo que los tejidos producen primariamen-
te PGE2 Y PGF2 elfa. Sin embargo, Hamberg y col. (200,201) detectasron trom-
boxano en plagquetas humanas (200) y en pulmon de cobayo (199). La trom-
boxano-sintetasa, enzima responsable de su formacidn, se encuentra en va-
rios tejidos (478). La prostaciclina (PBIZ) es producida por la accion de
la prostaciclina -sintetasa. Esta enzima puede formar PGI2 en el endotelio
vascular,

Ciertas drogas antiinflamatorias no esteroides, como la aspirina y la
indometacina, ejercen una accion inhibitoria scbre la sintesis de las PGs.

Esta inhibicion se produciris a nivel de la ciclooxigenasa (506).

7.2. Influencia de lss prostaglancinas sobre el sistema cardiovascular.

Los efectos de las PGS sobre el sistema cardiovascular fueran estudis-

doa por Nakano (352). Les PGFl alfa y PGF2 alfs presentan una moderada ac-
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Figura 21: ESTRUCTURA QUIMICA DE LAS PROSTAGLANDINAS INESTABLES.
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cidn reductors en la presion sanguinea de gato y conejo y una leve sccion
presora en perrao y rata. £1 efecto presor de la PGF2 alfa es clnco veces
mas potente que PGF1 alfa en perro y rata, peroc es menos potente que nor-
epinefrina y angiotensins. Las PGe de la serie F incrementan el tono vaso-
motor, venomotor y la contractilidad miocardica. Sin embargo, las PGs de
la serie F tienen menor actividad, en el corazon y en el sistema venoso,
que la norepinefrina (532).

A diferencia de los moderados efectoa cerdiovasculares de las PGs de
1l serie F, los compuestos tipog-E figuran entre las sustancias vasodila-
tadoras mas potentes ( 46, 66 ), La administracion intravenosa de PGE, dis-
minuye la presion arterial sistémica y la resistencis periférica en va-
rias especies incluyendo el hombre, perro, gsto, conejo, ratéon, pollo y
rata (352). La PGE, incrementa ls frecuencia cardiaca y 21 volumen sis-
tolico incrementando, por lo tanto, el volumen minuto cardiaco. El1 incre-
mento en el volumen minuto cardisco es debido,en parte, a una accion re-
flejs en la frecuencia cardiaca que resulta de uns caida marcada en la
presion sanguinea. Le reduccion en la presion sanguinea es mayor cuando
la PGE1 es inyectada en la aorta con respecto a cuando es inyectada por
via intravenosa. Eata observacion indica que la PGE, es rapidamente inac-
tiveda en el pulman, Le PGEl es un vasodiletador en todos los lechos vas-
culares periféricos, con excepcidn del rifion perfundido aislado de rata
(352,318).En los lechos vasculares periféricos, la PGE1 es una de las sus-
tanciss vesodilatadorss mas potentes (352).

Los efectos de la PGE2 sobre el lecho vascular periférico son similares
8 los de la PBE1 (352). En varias especies, la inyeccidn intravenosa de
PGE, produjo una caida en la presion arterial sistémica y un incremento en
la frecuencia cardiaca y en la fuerzas contractil miocardica (352).

Las PGs de la serie A son mas resistentes a la inactivscion en el pul-
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mon que loa compuestos del tipo E. S5in embargo, los efectos de los compues-
tos de lus series A y E sobre el lecho vascular periferico son similares.

La PGAl y la PGA, disminuyen la presion arterial sistémica y la resisten-

2
cia vescular sistémica en verias especies incluyendo el hombre, perro, ga-
to y rate (46,66). Los compuestos de le serie A incrementan la frecuen-
cie cardiaca, volumen sitolico, fuerza contractil miocardica y volumen mi-
nuto cardiaco. La PGAl ha sido utilizada en el tratemiento de la hiperten-
sion (352). Las PGs del tipo B han recibido menos atencidn por parte de
los inyestigadores porque se piensa que son inactivas ya que estos agentes
poseen poco o ningin efecto sobre la presion sanguinea arterial en rata o
sobre la resistenclia vascular en la pata posterior de perra. Sin embargo,
recientes estudios han mostrado que las PGs de la serie B8 tienen una sig-
nificativa ectividad vasoconstrictora en el pancreas de rata y en el le-
cho vascular cutaneoc de perro. Sin embargo, en la pata posterior de perro,
se encontrd que PGBl v PGB2 son menos activas que anpglotensina o norepine-
frina. Las PGs de le serie B poseen una marcada actividad vasoconstrictora
en el lecho vasculsr pulmonar, donde son mucho mas poténtes que norepine-
frins o angiotensina (192).

Los endoperoxidos tienen efectos variables en los lechos vasculares
(vasodilatacidn o vasoconstriccion) y a veces inducen una constriccion se-
guida de dilatacion (406). Debido a que los endoperoxidos son sustratos
para la conversion a otrac PGs potentes, sus efectos son el resultado de
una actividad vasoconstrictora intrinseca acoplada con vasodilatacion de-
bido a la rapida conversidn en una PG que es vasodilatadora (probsblemen-
te prostaciclina (PGIZ)) (27).

Le ﬁ;ostacicltna (PGIZ) produce hipotensidn en animales de experimenta-
cién y en el humano (su efecto es casi cinco veces mas potente que el de

le PGEZ). Este compuesto produce dilatacidn en varios lechos vasculares y

en el mieculo esquelético; y relaja las prepaeraciones aisladas de wmusculo
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7.3, Influencia de las prostaglandinas sobre la transmisidn adrenéergica.

Existen sustancias liberadas como resultado de la interaccion del trans-
misor con la célula efectora, que podrian modular la transmision por un e-
fecto transinaptico. Las PGe podrian desempefiar dicha funcion debido a que
estarian involucrades en la regulecion local de la transmision adrenérgica
en ciertas uniones neuroefectoras. Pars que las PGs participen en la regu-
lacidn locsl de la neurotransmision adrenérgica, estas sustancias deberian
liberarse durente la estimulacitn nerviocss y, por lo tanto, estar presen-
tes en el sitio y momento apropiados.

Existen evidencias de que las PGs son liberadas después de la estimula-
ciéq nerviosa. Este hecho se ha podido comprobar en una amplia variedad
de tejidos y en por lo menos ocho eepecies animales: en el corazon perfun-
dido de corejo (264 ,339,56), vaso deferente de cobayo y rats (479 ), estod-
mago de rata (81), bazo perfundido y tejido adiposo de perrac (S8 , 93 ),
corteza cerebral (396,397) y bazo perfundido de gato (137), ridfon (97)
vy ojo de conejo (21), fluido cerebroespinal de humano (541). Por lo tan-
to, es licito decir que el rol modulatorio de las PGs sobre el neurotrans-
misor esta bien establecido. Sin embargo, el sitio de origen de las PGs
esta aun en discusidn., Tedricamente, estas sustanciss podrian provenir de
los mismos nervios, de las células satélites o gliales o bien de la célu-
la neurcefectors postsinaptica. Como ya se menciond, varios tipos de esti-
mulo, edemas de la estimulacitn nervioss, pueden provocar liberacion de
las PGs , sugiriendo que estas sustancias desempeiian otros roles ademas
de modular la neurotransmision adrenergice (4L38).

Les PGs pueden ser formadas en las células neurcefectoras postsinapti-
ceg ye que estos compuestos son liberados en respuesta a la epinefrina en

el bazo denervado (175). La principal PG liberada del tejido periferico
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parece ser la PGEZ, con pequeiies cantidades de PGA y de un material ti-
po-PGF, Por el contrario, en el asistema nervioso central, se formarian pre-
ferencislmente les PGs de la serie F en respuesta a la estimulacian (4LOO,
61).

Permanece a(n en discusion el significedo del incremento en el conteni-
do de PGs posterior a la estimulacidn nerviosa.

La primera evidencia experimental de que las PGs podrian moduler la 1i-
beracion de norepinefrina durante la estimulacion nervioss fue presenteda
por Brundin (69) y por Hedqvist y Brundin (209,215)., Estos autores obser-
veron que la PGE, producia una disminucion en la respuesta constrictora
en el oviducto de conejo o en el bazo de geto, en respuesta a la estimula-
cion nerviosa. Se pudo demostrar también gue, tento PGE1 ccmo PGE2 disminu-
yeron la liberacion de (H3)norepinefr1na luego de una estimulacion nervio-
sz (210). Basandase en estos resultados, Hedqvist postuld su hipotesis
(210,212) de que la PGEZ, movilizada localmente por la estimulecién nervio-
sa simpatica, podris contrarrestar la posterior liberacién de norepinefri-
ne por un mecanismo de retroalimentacién negativo, ejerciendo de esta mane-
ra un efecto de "freno" sobre el sistems neurcefector simpatico. A su vez,
la norepinefrina estimula la liberacion de PGE,, (532). También se postulo
que el rol modulatorio de PGE1 0 PGE2 podri{a basarse en sus efectus sobre
dos niveles diferentes del sistema neuroefector: a) inhibicion de la libe-
racidn de norepinefrina desde los nervios y b) inhibicion de la respuesta
efectora de la norepinefrina liberada. Se sugirid que la inhibicion de la
liberaciétn de narepinefrina es la acclén predominante y mas importante de
las PGE1 y PGEZ, al menos a bajas concentraciones (210,211, 216, 531, 266, 220,
528, 219, 251). En ciertos tejidos, las PGEl o PGE2 no tuvieron efecto o bien
incrementaron la respuesta a la estimulacion nerviosa o a catecoleminas a-
plicadas exbgenamente (477,80,318,319). Por lo tanto, existen marcadas di-

ferencias entre los tejidos y las especies snimales utilizados en cuanto
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8l efecto de las PGE1 Y PGE2 sobre la neurotransmision adrenérgica o sobre
le respuesta de la célula efectora al neurotransmisor. En cambio, las PGs
de la aerie F parecen ejercer un predominante incremento en la respuesta
de la celula efectora a la estimulaci6n nerviosa o a la administracion de
norepinefrina (220,318,99, 80,319).

Cuando se utilizan varias clases de inhibidores de la sintesis de PGs
(écido 5,8,11,14-eicosatetraincico (RETI), indometacina, acido meclofenimi-
co, clorpromazina) se observa una facilitacion tanto en la liberacion del
transmisor como en la respuesta mecanica de la celula efectora (271,134,
217,259,260,136,265). Este tipo de respuesta se observa con, al menos, cin-
co clases de inhibidores de la sintesis de PGs en varias especies y tejidos
animales. Los resultados de estos experimentos apoysn el concepto de que
las PGs de la serie E son mas importantes fisiologicamente que las PGs de
la serie F (532),

Existen varias evidencias que sustentan la hipotesis de que las PGs del
tipo € participan en la regulacion inhibitoria de la transmision adrenérgi-
cea, a saber:
1) las PGs de la serie £ son libersdas luego de le estimulecion de los ner-
vios sdrenérgicas o por norepinefrina exogens, en diversos tejidos de va-
rias especies,
2) lea administracion de PGE1 0 PGE2 disminuye la liberscion de norepine-
frina y, en muchos casos, la respuesta de la célula efectora a la estimu-
lacion de los nervios adrenérgicos en una gran variedad de tejidos y espe-
cies vy,
3) la inhibicion de la sintesis de PGs resultd en una facilitacién de la
liberacion de norepinefrina por estimulacion nerviosa y en la respuesta
efectora de numerosos tejidos y especies (532).

El sitio de origen de las PGe endogenas que participarian en la regula-

cion local de la liberacidn del neurotransmisor no ha podidc ser determina-
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do sun. Pareceri{a que son liberadas directamente de los nervios adrenérgi-
cos como resultado de una secrecion ascoplada, es decir que la norepinefri-
na actuaria sobre la varicosidad nerviosa adrenérgica para liberar PG, ©
bien a partir de la célula neurcefectora postsinaptica como resultado de

la interaccion entre el transmisor y su receptor. Existen muchas evidencias
que hablan a favor de un sitio de origen postsinaptico (21,81, 98 ,175,479,
132,530).
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CAPITULO 11

MATERIAL Y METODOS

Este estudio se llevd a cabo con el objeto de explorar los efectos de
ousbeina sobre le ectividad contractil del miocardic auricular aislado de
rata en relacion a diversos factcres capaces de modificar los flujos 16ni-
cos a través de la membrana plesmatica de la fibra muscular cardiaca.

Adicionalmente, se comperd la accidon de ouabaina con la de catecolami-
nas y de diversas prostaglandinas, a la vez que se investigd la influencie

que ejercen estos egentes sobre los efectos inotropicos de ouabaina.

1. INSTRUMENTAL Y EQUIPOS.

1.1. Instrumental y equipo basica.

El registro de la tensidn contractil isométrica de las suriculas aisla-
dss de rata se realizd mediante el empleo de un traensductor mecanceléctri-
co conectado a un oscilografo inscriptar directo luego de una etapea de em-
plificacion electronica. De esta maners, la sctividad contractil del teji-
do puede recogerse en la forma necesaria para su ulterior evaluacidn cusn-
titetiva.

La tensidn contractil desarrolleda por las aurfculas se detecto medisn-
te un transductor Statham modelo UC3-Gold Cell. El circuito del transduc-
tor, con balance y sensibilidad controlados, fue calibrado con pesas de va-
lor conocido, las que, siendo caspaces de defleccionar la pluma inscriptora
del registrador permiten, por comperacion, evaluar la magnitud de la ten-
8ién desarrollades por el misculo y expreserla en miligramos. Con el obje-
to de contar con el registro directo de la actividad contractil tisular,
la salida del transductor se conectd con un sistema amplificador-inscrip-
tor (SAN-EI 180), donde se inscribieron en forme inmediata y continua las

curvas producidas por la actividad mecénica del tejido (Figura 22).
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Flgura 22: ESQUEMA DEL EQUIPO QUE REGISTRA LA ACTIVIDAD CONTRACTIL DEL
TEJIDO AURICULAR AISLADO DE RATA.

T: transductor; SRA: sistema de registro y amplificacion;
EST: estimulador; P: preparado musculare.



115

En un grupc de experimentos, las prepareciones tisulares aisladas fue-
ron conducidas artificialmente empleando para ello pulsos eléctricos cua-
drados de 0.5 mseg. de durscion y de amplitud no mayor del 10% del umbral,
provenientes de un estimulador eléctrico convencional (Grasa SD9). Los pul-
sos eléctricos fueron aplicados al preparado por medio de dos electrodos
puntiformes de pletino, puestos en contacto con un extremo del preparado

muscular.

1.2. Instrumental vy equipo complementario.

El fejidu suricular se cumergid en una camara de vidrioc de doble pared
y de 20 cc. de volumen, capaz de contener la solucion tisular nutriente e
una temperatura constante (Figura 23).

Para el control térmico de la cémara tisuler se utilizo agua provenien-
te de un bafio exterior de gren volumen (Lauda, modeloc NB8S 15/12), que era
bombeada hasta la camera tisular y que se la hacia circular, mediante tu-
bos de goma, por el espacio comprendido entre sus dos parades. Un termos-
tato controlaba en forma constante ls temperatura del bafio exterior mante-
niéndose, de ese modo, la temperatura de la solucidn que baifia y nutre el
tejido a 300C I 0.02 (Figura 24).

El preparado tisuler se ubica en su camara dispuesto de tal maners que
hacia contacto, por su extremo inferior con un soporte tisular de vidrio
en forma de “J" y, por su extremo superior, a través de un hilo, con la pa-
ts sensible del transductor. Dicho soporte tisular posee en su extremo in-
ferior dos electrodos de estimulacion, de tal masnera que el tejido podia
ser conducido eléctricamente cuando las circunstancias lo requerian. €1 so-
porte tisular (Figura 25) posee una extremidad superior terminada en tres
tubitos menores (uno central y dos lasterales) y una extremidad inferior en-
sanchada (extremidad de estimulacion) sobre la que se aloja una pequeiia por-

cion del tejido que hace contacto con los electrodos de estimulacién. Este



Figura 23: CAMARA TISULAR,
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Figura 24: CAMARA TISULAR CONECTADA AL BAND EXTERIOR PROVISTO DE TERMOSTA-
T0.

l- céamara tisular; 2- bafic exterior; 3- termoststo.




Figura 25:

SOPORYE TISULAR CON LOS ELECTRODOS DE ESTIMULACION.
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soporte tisular se ublca y fijs en la camara tisular. Por los dos tubitos
laterales superiores penetran los electrodos provenientes del estimulador
que terminan en dos puntas de platino situadas en la extremidad de estimu-
lacion y sirven para conducir eléctricemente el tejido cardieco.a la fre-
cuencia deseada. E1 tubito central, por su perte, permite la introduccion
de un hilo que, cosido al extremo inferior del tejida, lo mantiene unido

a lus electrodos de la extremidad de estimulacicn.

En la camara tisular se introduce ademas un cilindro poroso (burbujeador)
que, conectado a una fuente de carbogeno, permite la oxigenacion del teji-
do durante el experimentn.

Adjuntoc 8 la camara tisuler se encuentra un dispositivo micrométrico el
que va unido al transductor. Este dispositivo se emplea para ajustar y con-
trolar adecuadamente le tensidn de rzposo que se aplice al preparado.muscu-
lar. E1 avance del dispositivo micrométrico, traccicnandc sobre el hilo uni-
do a un extremo (el superior) del tejido, le comunica 3 éste uns tensidn

registrable por el tranaductor (Figures 26 y 27).

2. PREPARACION TISULAR.

2.1. ObtenciGn del preparado miocardico.

Los presentes estudios se realizaron sobre el miocardio suricular de ra-
tas de la cepa Wistar, cuyos pesos oscilaban entre 250-300 gramos.

Se emplesron dos tipcs ce preparaciones:

a) euricular completa

b) auricular izquierda.

Las preparaciones suriculares completas, incluyendo les orejuelas dere-
che e izquierda, laten espontaneamente.

Para los experimentos en los cuales las auriculas fueron conducidas eléc-
tricamente, se escogid la preparacidn auricular izquierde que sdlo inclu-

ye la orejuele izquierda, porque en ella no se encuentra el marcapasc. De
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Figura 26: SOPORTE TISULAR, DISPOSITIVO MICROMETRICO Y BURBUJEADOR MONTA-
DOS5 EN LA CAMARA TISULAR.

l- camara tisuler; 2~ soporte tisular; 3- dispositivo microme-
trico; 4- burbujeadore.
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Figura 27: SOPORTE TISULAR Y TRANSDUCTOR EN DISPOSICION PARA OPERAR.

1- céamara tisular; 2- soporte tisular; 3- transductor.
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este moda, el tejido no presenta latidos espantaneos, evitandose asi el
inconveniente de la interferencia de los mismos con los que se inducen eléc-
tricamente (L66,467).

Se utilizaron auriculas provenientes de animales de ambos sexos, ya que
en experimentos similares (176) se demastrd la ausencia de diferencias sig-
nificetives en las ceracteristicas eléctricas y mecanicas de las mismas.

En todos los casos los animales se sacrificaron mediante decapitacion
por guillotina. A continuacidn se practicaba rapidamcnte una toracotomia,
se extraia el corazén y, con el objeto de que las contracciones cardiacas
eliminen gran parte de la ssngre contenida en las cavidades cardiacas, se
lo colocaba por algunos minutos en un recipiente con solucidon de Krebs-Ringer-
Bicarbonato (KRB) con glucosa (5.5 mM) como sustrato, convenientemente ga-
seada con una mezcla de 95% 02 - 5% CUZ' Su composiciton se expone en de-
talle mas edelante (ver Material y Métodos, punto 3).

El tejidao auriculer fue mantenido a temperatura y pH conatantes de 308GC
y 7.4 respectivamentc, a través de todo el experimento.

Se procedia luego a separar cuidadosamente las auriculas de los ventricu-
los medisnte una seccidn 8 la altura del surco auriculo-ventricular. E1 mioc-
cardio auricular asi aislado era entonces transferidoc a una capsule de Petri,
conteniendo solucitn nutriente oxigenada y conservada a temperatura ambien-
te, donde se las disecata cuidadosemente (separando la auricula izquierds
de la derecha para el caso de los experimentos con conduccion eléctrica)

con el fin de eliminar todo restoc de tejido extraiio.

2.2. Disposicién y montaje de los preparados.

Una vez aislado el tejido y disecado el miocardio suricular, se lo cosfa
mediante un hilo, previamente introducido en el tubito central del sopor-
te tisular de tsl manera gue uno de sus extremos (el inferior), al traccio-

nar del hilo, quedaba en contacto con la extremidad inferior del soporte
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Figura 28: DISPOSICION DEL TEJIDO MONTADD ENTRE SU SOPORTE Y EL TRANSDUCTOR.

1- trensductor; 2- preparado tisular; 3- spoporte tisular.
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(cuando las auriculas eran conducidas eléctricamente, el preparado hacia
contacto con los electrodos existentes en dicha extremidad). Innmediatamen-~
te después se cosia también el otro extremo del tejido (superior) y se su-
mergia todo el conjunto, incluyendo el soporte tisular, dentro de la solu-
cibn que ocupa la cémara tisular. Una vez alli, se procedi{a a conectar el
hilo fijado a este Gltimo extremo del preparado con la pata sensible del
transductor. De esats manera, la auricula quedeba suspendida en la solucion
nutriente, con un extremo fijo inferior del soporte tisuylar y con el otro
extremo opuesto conectado al transductor (Figura 28). Una vez montado el
preparado, se aplicaha una tension basal de reposo mediante el dispositivo
micrometrico ya descripto. Cxperimentos prevics realizados en auriculas de
rata, demostraron que el maximo de amplitud cantracti) se obtiene a una ten-
sion inicisl de reposo de 750 mg (476). En consecuencis, esta fue la tension
basal empleada en todos los experimentos.

Dado que el movimiento del tejido se encuentrs limitsdo por el desplaza-
miento del cabezal sensible del transductor, que es minimo, resulta licito
admitir entonces que en estes coundiciones de montaje, la contraccion auri-

cular que se estudia es esencialmente isométrica.

3. COMPOSICION DE LA SOLUCION TISULAR.

£l medio en que se sumergid el tejido fue una solucién Krebs-Ringer-Bi-
carbonato (KRB) modificada (233,177,298,466) cuya composicion se detelle a

continuacion:

Na* 145.00 mM
K* 6.02 mM
ca?*t 1.22 mM
Mg+ 1.36 mM

c1” 126.00 mM
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cn3u' 25.30 mM
Po, > 1.20 mM
50,2 1.33 oM
Glucosa 5.50 mM

Mediante el burbujeoc con una mezcla gaseosa de 95% de 0, vy 5% de C0,,
el pH de esta solucién ere ejustado a un valor de 7.4. Su temperatura se
conservd a 300C y su gasificacion se realizo a través de un cllindro poro-
80 ya mencionado, con un flujo constante de carbogeno de 200 cc. por minu-
to.

2+ empleadas en este estudio son dife-

La concentracién de iocnea k¥ y Ca
rentes a las utilizadas por otros autores en experimentos con auriculas de
rata. Las concentraciones fueron escogidas por considerarlas mas fisiolo-
gicas para la perfusion de Orgenos de rats, ys que se asemejan a las pre-
sentes en el suero de esta especie animal (224,287,450).

Por otro lado, experimentos similares han dewostrado que las caeracteris-
ticas eléctricas y mecinicas de las suriculas bafiadas en esta solucidn de

KRB modificada, son comparazbles 3 las de aquellas sumergidas en suers de

rata (176).

L. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

L.l., Analisis de la tension auriculsr.

Una vez que el tejido se encontraba montado en su cémara y después de
aplicarle (por medio del dispositivo micrométrico) una tensidn basal de re-
posoc de 750 miligramos, la actividad de las auriculas latiendo espontanea-
mente fue snalizeda en términos de : &) tension contractil isométrica efec-
tiva (contrscciones fasices dessrrolladas sobre le tension de reposo apli-
cada externamente y seguida de relsjacidn); b) tensidn tonica contractil

o0 contractura (manifestada por un incremento sostenido de la tensién de re-
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puso aplicada externamente y no seguida de relajacién) y c) frecuencia (nG-
mero de latidos por minuto).

Estas variables, medidas en los trazados del oscildgrafo, fueron desig-
nadss como: a) Tension Contractil Féeica (VCF), b) Tensién Ténica Contréac-
til (TTC) y c) Frecuencie de las Contracciones (FC). La tensidén contractil
fasica que aparece schre la tensidn tonica contractil, fue designada como
Tension Contractil Fasica Sobreimpuesta (TCFB). La TCF, TTC.y TCFS fueron
medidas en miligramos y la FC en ndmero de ciclos contrictiles por minuto.
La Figura 29 muestra en un trazado original, cada uno de los parametros men-
cionados.

Pare los experimentos realizados con actividad inducida, una vez aplica-
da la tensibn basal de reposo, se procedias a estimuler lss asuriculas median-
te pulsos eléectricos de Z.a 10 voltios de intensidad, 0.5 milisegundos de
duracién y frecuencis de 150 por minuto.

La intensidad del estimulo se eligid de acuerdo a las caracteristicas
peculiares corresponaientes a lus diversns preparadsos, empleénduqe ginm-
pre pulsos eléctricoe de amplituﬁ no mayor del 10% del umtral, evitandose
8si la liberacitn masive de catecolaminas endbgenas que se observa cuando
se emplean estimulos con intenaidad 10 veces superior sl umbral (284).

En estas preparaciones fueron evaluadas la tensibn contractil fasica y
la tension ténica contractil,

En smbos grupns experimentales (auriculas latiendo espontaneamentz o con-
ducidas eléctricamente), la amplitud de la tension contractil fasica (TCF)
desarrollada por el misculo auricular se midié desde el nivel de tensidn
basal de reposo hasta el punto de mayor tension desarrollada (tension pi-
co), segin indica ls Figura 30.

Experimentos anteriores demostraron que la tensibn desarrollsda por el
miaculo suricular tiende a ser irregular y disminuye sensiblemente después

de aislar y montar el preparado. Sin embargo, durante los 30-50 minutos de
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Figura 29: TRAZADD ORIGINAL DE LA ACTIVIDAD MECANICA DE LA AURICULA AIS-
LADR DE LA RATA,

TCF: Tension Contractil Fasica; TCF_: Tensidn Contréctil Fa-
sica sobreimpuesta; TTC: Tension Tanice Contréactile Los tres
parametros se expresan en mg. Cada cuadrado representa 100 mg
de tension. La TCF representa la actividad mecéanics normal au-~
ricular. La TTC y la TCF_ son manifestaciones "toxicas" de la
ouabaina. Frecuencia: niénero de ciclos contractiles por minuto.
6 cuadrados X 10 representan un minuto de actividad wmecanica.
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figura 30: PARAMETROS PARA MEDIR LA TENSION CONTRACTIL ISOMETRICA DESARRD-
LLADA POR EL TEJIDO AURICULAR.

a: trazado de calibracion (en mg); b: medida de la amplitud de
ls tension contractil isométrica (en mg).
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equilibrio, ésta crece progresivamente y se mentiene luego estable por pe-
riodos de mas de tres horas. Por lo tanto, antes de cada experimenta se de-
Jo estabilizar el preparado durante 60 minutos. Luego de tal perioda de
equlilibric se registraba la TCF control, para comenzar luego con el perio-
do experimental cuya duracidn fue variable de acuerdo al tipo de estudioc
que se efectusba.

Las modificaciones de la TCF y de la FC, producidas durante el periodo
experimental se expreasaron en porcentaje de cambio con respecto a los regis-
tros controles tomados inmediatamente después del equilibrio y considerados
como el 100%. Las variaciones de la TTC fueron expresadas en valores abso-
lutos como miligramos de incremento de la tenaidn basal de reposo, dandole
a éste un valor de U miligramos.

Les curvas dosis-resnuesta a las drogas fueron construidas empleando el
método acumulativo descripto por Van Rosaum (502). Las concentraciones se
incrementaron gradualmente sin lavar y el volumen agregado con cada dosis
nunca excedid 0.02 ml. E1 procedimiento permite velorar el efecto de la dro-
ga durante un prolongado intervalo de tiempo. Este periodo de tiempo fue
de 10 minutos, similar al publicado por otros autores (291).

En todos los casos los resultados se compararon por mecio dal test "t*®
de Student, seg(n las tablas de Fisher y Yates (139) y les diferenciass fue-

ron consideradss significativas si p= 0.05 © menor.

4.2. Eflujo de nerepinefrina.

Para esta serie de experimentos, se utilizaron preparaciones aurlculares
completas. Las mismas fueron expuestas a norepinefrina tritiada (NE-?-BH)

7M, 3 la que le corresponde una radioacti-

8 una concentracidon total de 10°
vidad de 1.5 mCi/ml y que fue incluida en 1 ml de solucidn KRB (469 ). En
este medio las auriculas fueron incubadss durente 2 horas, manteniéndolas

convenientemente oxigenedss y a temperatura de 300C. Lueqgo de este periodo
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de incubecidn, las auriculas fueron lavedas trese veces con la solucion de
KRB y montadas en un bafio tisular de 2 ml de capacidad, utilizéndose la mis-
ma disposicion y montzje que paro los experimentos de determinacion de la
actividad mecanica (ver Materinl y Métodos, punto 2.2.).

Las auriculas fueron sometidas 8 una tension inicial de 750 mg y con es-
ta metodologla se pudc medir simulténesmente el fendmeno mecanico y el eflu-
Jo de tritio.

Una vez montadas las preparacionea, fueron perfundidas con 1 ml de KR8,

a 300C, oxigenadas con carbidgeno y a pH 7.4 y lavadas cada 5 min. con una
nueva solucion de KRB, procedimiento que se repitid durante 80 minutos.

De cada uno de los tiempus de incubaclién se tomaron alicuotas de 75 mi-
crolitros de la solucion, las que fueron transferidas a un frasco cantenien-
do 10 ml de Aquasol. Las radiaciones fueron evaluadas en un contadar de cen-
telleo liquido.

Al final de los experimentos las auriculas fueron secadas en estufa a
75QC para valorar el pess seco del tejido.

El eflujo de tritioc total se expresod en dpm. 5 min-l. mg peso suco'l (L468B).
Cuando se calcularon los valores promedio el eflujo fue expresado como por-
centaje del valor maximo inicial (L69).

Para los experimentos en gque se valoraron los efectos dz prostaglandinas
sobre ls velocidad de liberacion de tritio, éstas fueron eqregadas al bafio a
los 50 minutos del periodo experimental. Se escoglé este tiempo porque es
cuando la pendiente de la curva del eflujo y la actividad mecénica del te-
jido estan equilibradas.

Con esta metodologia se pudo registrar simulténeamente la influencia de
les prostsglandinas sobre la tension y la velocidad de liberacidn del tri-

tio total (ver Resultsdos, Figura 48).

5. COMPUESTOS QUIMICOS UTILIZADOS.

Todas las drogas que se mencionan seguidamente,con excepcién de 6-hidro-
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xidopsmina, fueron utilizaedas “in vitrec" y la concentracion que se expre-
sa es la final por mililitro de solucion nutriente en que se suspende el
tejido.

En todos los casps se utilizaron drogas en forma pura vy las soluciones
se prepararon inmediatamente antes de su empleo. Les drogas adicionaedas al
bafio tisular fueron dieveltas én volumenes que en ningin caso excedieron
de 1 ml.

Los animales simpatectomizados guimicamente fueron tratados con 6-hidro-
xidopamina (6-OHDA) (16.5 mg.kg'l, I.V.), 24 horas previas al sacrificio. La
via de administracitn y la dosis utilizeda fueron escogidas siguienco el
criterio de Goldman y Jacobowitz (187), quienes demostraron que este trata-
miento con 6-0HDA produce una simpatectomia efectiva en ia auricula de ra-
ta con hipersensibilidad ante el agregado de norepinefrina exbgena. Con el
objeto de determinar =i la denervacitn era adecuada en eqte grupo de anima-
les, se exploraron los efectos Yin vitro" de tiramina (lD'SM) y de norepi-
nefrina.

Los compuestoa utilizados fueron loe siguientes:

- Acido acetil salicilico (Sigma Chemical Company)

- Aguasol (New England Nuclear)

- Diltiaszem (Marion Laboratory)

- D600 (Knoll A.G.)

~ 6-hidroxidopamina (Sigms Chemical Company)

- Indometacina (Merck, Sharp y Dohme)

- (-)-norepinefrina (bitartrato) (Sigma Chemical Company)

- NE-?-BH (actividad especifica 15 mCi/ml) (New England Nuclear)

- Ousbaina (octahidrato) (Sigma Chemical Company)

- Pertexilina (Merrel Laboratory)

- (-)-propranolol (Ayerst Laboratory)

- PGE, (Upjohn Co.)



PGE, (Upjohn Co.)

PGF, alfa (Upjohn Co.)

2
PGI, (Upjohn Co.)

SKF-525A (Smith,Kline v French)
Tiremina (Sigma Chemical Company)

Verapamil (Knoll A.G,)
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CAPITULD III

RESULTADOS

1. EFECTO "TERAPEUTICO" Y "TOXICO" DE OUABAINA SOBRE EL MIOCARDIO AURICLILAR.

En la Figura 31 se muestran los efectos de ouabaina sobre tres parame-
tros contréctiles del miocardio suricular aislado de la rata: a) Tensién
Contractil Fasica (TCF); b) Tensidn Tonica Contractil (YTC) y c) Frecuen-
cia de las Contracciones. Estos parametros nos perwmitiran definir en nues-
tro sistema, las acciones "terapéutica" y "toxica" de la droga.

Con este fin, se construyeron curvas acumulativas dosis-respuestes de oua-
baina en auriculas aisladas de rata latiendo espontanesmente y suspendidas
en una solucidn de Krebs-Ringer-Bicarbonato modificada, que posee concen-
traciones electroliticas simlleres a las que se encuentran en el plasma de

2+

la rata (1.22 mM de Ca* y 6.02 mM de K*).

Se pudo observar que ouabaina, en un rango de concentraciones comprendi-

do entre 0.36 X 102 4

My 1.5 X 10° 'M, produjo un incremento en la tensidn
contréctil fasica que recsultd ser directamente proporcional a su concentra-
cibén. Para este mismo rango no se observ@ incremento ni en la tensidr toni-
cs contractil ni en la frecuencia de las contracciones. Por lo tanto, estas
concentraciones de ouabaina que solo producen efecto inotropico positivo
seguido de relajacidn efectiva sin incrementar la tensidn ténica contractil
ni la frecuencia, son consideradas en nuestro sistema como "terapéuticas”

o "no tbxicas".

Con concentraciones del glucdsido cardiaco comprendidas entre 2 X lﬂ'hM

y b X 10”4 aparecieron signos de toxicidad digitalica: disminucidn progre-
siva de la tension contractil fasica, aumento de la tension ténica contrac-
til o contractura y sceleraclion de le frecuencie de las contracciones. De

modo que, la respuesta cronotropica positiva maxima (incremento maximo en

la frecuencia) aparecid s una concentracidn de ousbaina que produjo simul-
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Figura 31: CURVA ACUMULATIVA DOSIS-RESPUESTA DE DUARBAINA EN PREPARACIODNES
AURICULARES AISLADAS DE RATA LATIENDO ESPONTANEAMENTE.

Ordenada: TCF: Tension Contractil Féasica; TTC: Tensidn Tonica
Contractil y Frecuencia de las Contracciones. Abscisa: logarit-
mo negativo de la concentracion molar de ouabaina. La TCF y la

Frecuencia se expresan como porcentsje de cambio con respecto
8 los controles iniciales tomados previo al agregado de ouabai-

na; la TTC es expresada en mg.Los puntos indican los valores
promedio y las barres verticales representan el error tipico
de le media (2 ETM). La linea punteada vertical separa los fe-
nomenos mecanicos inducidos por concentraciones "no toxicas"
de ls droga de aquellos inducidos por concentraciones “"toxi-
ces", Las curvas representan los promedios de 20 experimentos.
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taneasmente el comienzo de la tensifn tbdnica contractil o contractura y la
disminucion de la tensidn contractil fasica. Por lo tanto, las dosis de
ouabaina que inician la accion cronotropica positiva, caen en el rango de
las concentraciones “toxicas" del glucésido cardiacao.

A concentraciones de la droga superiores s 4 X ID'uM se produce epl pa-
ro cardi{aco en sistole.

Pera destacar posibles accliones debldas a las modificaciones en la fre-
cuencia de los latidos, se realizaron experimentos en auriculas izquierdas
(que na poseen ectividad marcapaso) conducidas eléctricamente a una fre-
cuencia constante de 150 latidos/min. y con un voltaje del 10% superior al
umbral. La frecuencia de estimulacion fue seleccionada por encontrarse den-
tro del rango de frecuencia que poseen las auricules gque laten espontanea-
mentz. Bajo estas condiciones, las respuestaa a cusbasina fueron similares

en las suriculas conducides con pulsos eléctricos y en aquellas gque latfian

espontaneamente (Tabla III).

2. INFLUENCIA DE FACTORES QUE MODIFICAN EL FLUJO DE CALCIC SOBRE LOS EFEC-

TOS DE QUABAINA,.

En eota serie experimental se analizd la influencia de factores capa-
ces de alterar las concentraciones intracitoplasmaticas de Caz+ sgbre los
efectos "terapéutico” y "toxico" de ouabaina.

2

Con el objeto de modificar la concentracion de Ca * intracelular, se

realizaron dos grupos experimentales: 2.l.) uno en el que se alterd la con-

2* en la solucién nutriente (KRB) y 2.2.) otro utilizandao

centracion de Ca
agentes blogueentes del influjo lento de calclo con drogas conocidas como

antagonistas del cslclo.

2.1, Modificacidn de la concentracion de Ca2+ extracelular.

En esta serie experimentasl se analizaron las influencias "terapéuticas”
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y "toxica" de ouabaine en auriculas que latfan espontaneamente en un medio

2

al que se modifico la concentracion de Cs + por exceso o por defecto.

Cebe destacar,que se tomd como valor control de la concentracion de Caz*
extracelular ( [Ca2+:]e) a8 1.2 mM, por ser ésts la que se encuentra en el
plasma nurmal de la rata (450).

Se analizara, por separado, la influencia de la disminucion y del aumen-

to en la concentrecion de Ca2+ extracelular ( [Caz+ ]e) sobre los efectos

de ouabalina.

2+

2.1.1. Disminucidn en la concentracidn de Ca extracelular.

En las Figuras 32 y 33 se muestran los efectos de la disminucién en la

2+

concentraciaon de Ca“" en el medio nutriente, sobre los efectos "terapeuti-

cos" y "toxicos" de ouabaina.

Analizando la Figura 32 puede observarse que, para una con;entracién de

2+

Ca®" extraceluler ([:Caz+] e) de 1.2 mM, las dosis de ouabaina comprendidas

bM y 1.5X IO-QH, incrementaron en forme concentracidn-depen-

entre 0.36 X 107
diente 1a TCF,

Sin embsrgo, con concentraciones de ouabaina mayores de 1.5 X IO-QM, a-
parecieron signos de "toxicidad" (indicadoc por una flecha en dicha Figura).
Esta misma Figura muestra que la disminucibn en la concentracién de Ca2+
extracelular ([:Caz+] e) desde su valor normal (1.2 mM) hasta 0.3 mM pro-
duce un desplszamiento hacis le izquierda de les curvas dosis-respuesta
del efecto inotropico positivo de ouabaina, a la vez que aumenta la magni-
tud de la respuesta inotropica maxime previa a la sparicidn de la influen-
cia "toxica".

2+

Esta influencia potenciadora que ejerce la disminucién del Ca“’ extrace-

lular sobre e)] efecto "terapéutico" de ouabaina es mayor cuanto menor es

el Caz+ extracelular ([Caz*_‘]e).

Adicionalmente, cabe destacar que este fentmeno no esta relacionada con
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Figura 32: INFLUENCIA DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CALCID EXTRACELULAR
( [Ca?+])p) SOBRE LAS CURVAS ACUMULATIVAS DOSIS-RESPUESTA DEL

EFECTO "TERAPEUTICO"
LATIENDD ESPONTANEAMENTE.

DE OUABAINA EN PREPARACIONES AURICULARES

La Tension Contractil Fasica (TCF) se expresa en porcentaje de
cambio con respecto a los contreles tomados luego de 30 minu~
tos de someter las preparaciones a diferentes concentracliones
de Cal* extracelular. E1 histogrema de la derecha representa

los promedios de las tensiones iniciales o controles de las pre-
paraciones expuestas a las distintas ( [Ca2+]p) previas al agre-

gado de ousbaina. Las mismas estdn expresadas en valores abso-

lutos. Las flechas indican el comienzo del efecto "toxico" (Con-

tractura), Log nimeros al pie de cada barra indican las distin-
tas concentraciones de Cal+ extracelular empleadas; los nimeros

entre paréntesis indican el ndmero de casos estudiadus y las ba-~

rras horizentales el error tipico de la media (£ ETM).
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las tensiones contractiles iniciales del tejido previo sl agregado de oua-
baina, ya que la disminucion en la concentraclon de Ca2+ extracelular
([:Caz*] e) no modificHd sus valores. En efecto, las mismas fueron simila-
res en magnitud pera las diferentes concentraciones de Ca2+ extracelular.

S6lo con 0.3 mM de Ca2+

se registrd el 70% de la tension inicial (Histogrea-
ma de la Figura 32).
La Figura 33 muestra la influencia de la disminucion en 'la concentracian

2+ extracelular sobre el efecto "toxico" de ouabaina. Se graficaron

de Ca
s0lo las curvas de TTC, puesto que la frecuencia de las contracciunes no
sufrio modificaciones.

2+ extracelular desde su va-

Puede observarse que, la disminucion del Ca
lor normal 1.2 mM hasta 0.6 mM, desplaza hacia la derecha la curva daosis-
respuesta de ouabaina sobre le TTC o contractura, atenuando su msgnitud y
produciendo un retardo en su eparicién.

Con la concentracion de Caz+ extracelular de 0.3 mM no se ocbservb desa-
rrollo de TTC.

Estos resultados indican que le disminuciton en la concentracion de Ca2+

extracelular potencia el efecto "terapéutico® de ouabaina y 8 su vez, ate-

nba el efecto “toxico".

2.1.2. Aumentn en la concentracion de Caz* extracelular.

En las Figuras 32 y 33 se muestren los efectos "terapéutico" y "toxico"

2+

de ouabsina en un medioc que contiene concentracliones de Ca extracelular

mayores que el valor normal (1.2 mM).

Se puede observar en la Figura 32 que el incremento en la concentracion

de Ca2+

extracelular a partir de 1.2 mM hasta 2.1 mM, desplaza hacia las de-
rechs la curva dosis-respuesta de ouabaina sobre la TCF y atenla la res-
puesta maxima (indicada por una flecha). Esta influencia negativa que ejer-

cio el exceso de Ca2+ extracelular sobre la accidn inotropica positiva o
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"terapéutica" de ouabalina, no estd relacionada con las tensiones contrac-
tiles iniciales que presentan los preparados tisulares previo al agregsda
de la droga, ya que las mismas fueran similares para las diferentes con-

2+ extracelular (Histograma de la Figura 32).

centraciones de Ca
La influencia de concentraciones creclientes de Ca2+ extracelular sobre
el efecto “toxico" de ousbaina (TTC) se puede observar en la Figura 33.
Bajo estas condiciones, las curvas dasis-respuesta de ouabaina sobre la
TTC se desplazan hacia la izquierde y se incrementa la magnitud total de
las respuestas. Ambos fenbmenos resultaron ser directsmente proporcionales

2+ extracelular. Para concentraciones de Ca2+ extrace-

al incrementao del Ca
lular de 2.4 mM y 2.7 mM, la ouabaina no incrementd la TCF y solamente
produjo efecta "toxico"; razon por la cual no se grafican dichos efectos

en la Figura 32.

2.2. Influencia de las drones antagonistas del calcio.

Los efectos de agentes bloqueantes del flujo lento del calclo: verspa-
mil (5 X 10°8M). D600 (S5 X IU'BH) y diltiazem (5 X 107%4) sobre 1es eccio-
nes *no toxica® y "toxica" de ouabaina estan ilustrados en las Figuras 34
vy 35, respectivamente.

2+ extracelular empleada en estos grupos experi-

Le concentracion de Cs
mentales fue de 1.2 mM., Se hace notar que, a las dosis empleadas, estos
sgentes blogueantes del influjo del calcio no produjeron “per se" ninguna
influencias inotrbpica sobre la tensidon inicial (Histograma de la Figura 34),
tal como he sido descripto por atros investigadores (LOGL),

Sin embargo, nosotros hemos observado en la auricula aislada de rata,
que estas drogas son capaces de influenciar las curvas dosis-respuesta de
ouabaina sobre la TCF y la TTC sin modificar la frecuencia.

En._presencia de estos agentes bloqueantes del influjo del cslcio, las

curvas dosis-respuesta de ouabaina para la TCF se desplazaron hacia la iz-
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Figura 34: INFLUENCIA DE LOS AGENTES BLOQUEANTES DEL FLUJD LENTO DE Caz+
SOBRE LA CURVA ACUMULATIVA DOSIS-RESPUESTA DEL EFECTO "NO TO-
XICO" DE OUABAINA.

TCF: Tension Contractil Fasica, es expresada en porcentaje de
cambio con respecto al control tomado luego de 30 minutos de
estar las preparaciones incubadas con los distintos antagonis-
tas de Cal+. E1 histograma de la derecha representa los pro-
medios de tensiones inicisles o controles de las preparacio-
nes expuestas a: verapamil (V), D600(D) y diltiazem (Dilt) vy
de sguellas que no fueron expuestas a ningdn bloqueante (C).
Las tensiones iniciales se expresan en mg. Los numeros entre
paréntesis representan el nimero de casos. Otros detalles y
condiciones como en las Figuras 31 y 32.
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Figqura 35: INFLUENCIA DE VERAPAMIL, D600 Y DILTIAZEM SOBRE LA CURVA DOSIS-
RESPUESTA DE TIPO ACUMULATIVO DEL EFECTO "TOXICO" DE OUABRINA
EN AURICULAS QUE LATEN ESPONTANEAMENTE.

La TTC se expresa en mge £E1 nimero de casos para cada gQrupo co-
rresponde a los seilalados en el histograma de la Figura 3.
Otros detalles y condiciones como en la Figura 3l.
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quierda incrementéndose también la magnitud del efecto inotropico méaximo
previo a la sparicion del efecto "toxico" (indicado por flechas en la Fi-
gura 34).

En la Figura 35 se puede observar que la curve dosis-respuesta de la
ouabaina sobre la TTC se desplasz0 hacia la derecha en presencia de estos
compuestos,atenuando y retresando el comienzo de la contractura.

Cabe destacar gque, de los tres sgentes antagonistas del celcio utiliza-
dos, el diltiazem y el D600 fueron méas potentes que el verapamil para mo-
dificar las acciones de ouabaina.

Estos resultados sugieren que la disminucion en la concentracidn de cal-
cio intracelular ( [:Caz+] 1).producida por el blogueo en el influjo de Caz*,

potencia el efecto "terapéutico" de ouabaina y a su vez,atenis el efecto

"toxico".

3. INFLUENCIA DE FACTORES QUE MODIFICAN EL FLUJD DE POTASIO SOBRE LOS EFEC-

TOS DE OUNBAINA.

El objeto de estos experimentas fue el de explorar la influencia gue,
sobre los efectos "terapéutico" y “"téxico" de ouabaina, podrian ejercer
ciertos factores capsces de modificar la concentracidn de k* intracelular
([H*]i).

Con el proposito de modificar la concentracién de k* intracelular se rea-
lizaron dos tratamientos: 3.1.) se alterd la concentracidn de K* en la so-
lucion nutriente (KRB) y 3.2.) se utilizaron agentes moduladores del flujo

de k¥ tales como la perhexilina y el SKF-525A,

3.1. Mpdificacién de la concentracion del K extracelular.

Se analizaron los efectos "terapéuticos" y "toxicos" de ouabaina en au-
riculas que latian espontaneamente en una solucidon tisular en la cual se

habia modificado la concentracidn de K* por exceso o por defecto, toman-
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dose como valor control de K* extracelular ([ K+j]e) a 6 mM por ser éste
el que se encuentra en el plasma de la rata.
Se analizara por separado la influencia de ls disminucion y del aumen-

to en la concentracion de k' extracelular sobre los efectos de ouabaina.

3.1.1., Disminucidn en la concentracion de k' extracelular.

La Figura 36 muestra la influencie de modificaciones en la concentra-
cidén de K* en la solucién nutriente sobre las efectos "terapéuticos" y "té-
xicos" de ouabaina. Del analisis de la Figura 36 se desprende que, para u-
na concentracidn de K* extracelular ( [K+:]e) de 6 mM, la ouabaina, en do-

“y y 1.5 X IU'QM, produjo un incremento

sis comprendidas entre 0.36 X 10
en la TCF que resultd ser concentracion-dependiente. Con concentraciones

de ouabaina mayores de 1.5 X IO'QM, aparecieron signos de "toxicidad": in-
cremento en la TTC o contractura y aceleracion de la frecuencia de las con-
tracciones.

Esta misma Figura muestra que la disminucidn en la concentracioén de k*
extracelular ([:n*:]e) desde 6 mM a 3 mM desplaza hacia la izquierda la
curva acumulativa dosis-respuesta de ouabaina sobre les TCF; aumentando la
magnitud de la respuesta inotropica maxima.

AR su vez, la disminucidn en la concentracidn de K* extracelular también
traslada hacia la izquierda la curva dosis-respuesta de oubains sobre la
TTC y la frecuencia. Sin embargo, aungque incremento la respuesta cronotro-
pica positiva maxima, no modifico 1s magnitud de la TTC maxima.

Estos resultados sugieren que la disminucion en el k* extracelular po-

tencia tanto el efecto "terapeutico” como el efecto "toxico® de ouabaina.

3.1.2. Aumento en la concentraocion de k* extracelular.

En la Figura 36 pueden observarse los efectos "terapéeutico" y "toxico®
de ousbaina en un medio que contiene una concentracion de k* extracelular

mayor de 6.02 mM. Un incremento en el k' extracelular hasta 8 mM, desplaza
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Figura 36: INFLUENCIA DE DIFERENTES CCNCENTRACIONES DE POTASIO EXTRACELU-
LAR ( [ K* 1) SOBRE LAS CURVAS ACUMULATIVAS DOSIS-RESPUESTA DE
LOS EFECTOS "TERAPEUTICOS"™ Y "TOXICOS" DE CUABAINA.

Ordenada: TCF (Tension Contractil Fasica); TTC (Tension Tonica
Contractil) y; fFrecuencia de lzs Contracciones. La TCF y la fre-
cuencia se expresan en porcentaje de cambio con respecto a leos
controles tomados luego de 30 minutos de estar las preparaciones
sometidas a las diferentes concentraciones de K+ extracelular.
La TTC se expresa en mg. Abscisa: logaritmo negativo de la con-
centracion molar de ousbaina. £l histograma representa los pro-
medios de las tensiones iniciales o controles de las auriculas
suspendidas en soluciones con 3, 6 y 8 mM de [:H*]e; dichas ten-
siones se expresan en valores absolutos (mg). Otros detalles co-
mo en las Figura 31, 32 y 34,
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hacia la derecha ls curva dosis-respuesta de ouabainas sobre la TCF. Cabe
destacar que el incremento en la concentracidon de K* (8 mM) proguce una
respuesta maxima semejante a le cbtenida en un medio que contiene el k*
extracelular dieminuido (3 mM). Ambos resultaron ser de mayor magnitud gue
el ohservado en un medio con 6 mM de K*.

Analizendo la TTC se pone dé manifiesto que en presencia de una concen-
tracian de K* extracelular de 8 mM, la curva dosis-respuesta de ouabaina
se desplaza hacla ls derecha, estando muy atenuada en su magnitud.

Respecto a la frecuencia de las contracciones, ésta también se modifico.
En efecto, a la concentracion de k* extracelular de 8 mM, se produce una
marcada disminucion en el efecto cronotrbpico de la drogs (bradicardia).

Estos resultadaos indican gque el incremento en el k* extracelular aumen-
ta el efecto inotropico positivo (o "terapéutico") de ouabaina y disminuye
significativamente la accidn “toxica".

En estes condiciones, doslis normalmente "terapéuticas; son inefectivas
para producir efecto inotropico positivo, el cual sdlo se pone de manifies-
to 8 dosis "toxicas® de la droga. Por lo tanto, las concentraciones "to-
xicas" se comportan como “terapéuticas". Por su parte, las manifestacio-
nes %tboxicas" de ouabesina deseparecen con el incremento en la concentra-
cion de K* extracelular.

Cabe destacar que las tensiones iniciales sdloc han varisdo en menos de
un 10% al modificarse en més o en menos la concentracién del KW' extracelu-

lar (Histograma de la Figura 36).

3.2. Influencia de las drocas moduladoras del flujo de k.

Los efectos de agentes capaces de modular el flujo de K* tales coma:

6y y 10" 7M) sobre las acciones

perhexilina (5 X 107 M) y SKF-5258 (5 X 10~
inotropica positiva y "toxica" de ouabaina se ilustran en las Fipuras 37

y 38, respectivamente.
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Figura 37:INFLUENCIA DE PERHEXILINA Y SKF-525R SOBRE LA CURVA ACUMULATIVA
DOSIS-RESPUESTA DEL EFECTO "NO TOXICO® DE OUABAINA.

La Tensidn Contractil Fasica (TCF) es expresada en porcentaje

de cambio con respecto al control tomado luego de 30 minutos

de estar les preparaciones incubadas con los distintos agentes
inhibidores cel eflujo de K*. E1 histograma muestra las tensio-
nes iniciales o controles (expresadas en mg) de las preparacio-
nes expuestas a perhexilina (PERHEX) y SKF-525AR o equéllas no
expuestas a droga alguna (C) previo al agregado de ouabaina. Las
flechas indican la aparicién de la Contracture que sdlo se evi-
dencia en la curva control., Otros detalles y condiciones como

en las Figuras 31 y 32.
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Figura 38: INFLUENCIA DE PERHEXILINA Y SKF-525A SOBRE LA CURVA ACUMULATIVA
DOSIS-RESPULESTA DEL EFECTO "TOXICO" DE DURBAINA.

Ordenada: Tenaidn Tonica Contractil (TTC) expresada en mg y fre-
cuencia de las Contracciones expresada como porcentaje de cam-
bio con respecto al control previo al agregedo de la concentra-
cion de ouabaina capaz de incrementar la frecuencia. Otros da-
telles y condiciones como en las Figuras 31, 33 y 37.
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En este grupo de experimentos se utilizéd una concentracion de k¥ ex-
tracelular de 6 mM y las preparaciones auriculares fueron preincubadas con
los agentes blogqueantes durante 30 minutos.

La Figura 37 muestre curvas dosis-respuesta de ousbaina pare la TCF en
presencia de drogas que modulan el flujo de k*. Se puede observar que, con

61 y 10""M), lae curvas del efec-

perhexilina (5 X 10”’M) o SKF-5253 (5 X 10~
to "terapeutico" de ouabaina se desplazan hacia la izquierda con incremen-
to en la magnitud del efecto inotropico positivo maximo. Cabe destacar que
la perhexilina fue mas efectiva que el SKF-525A para modificar la accidn

de l» ouabaina.

En la Figure 38 se puede ocbservar que en presencia de la perhexilina
(5 X 10-7M) o del SKF-525A (10-7M) se produce una disminucién significa-
tiva de la TTC,

Sin embargo, bajo estas condiciones experimentales persiste uno de los
signos de "toxicidad“%, el incremento en la frecuencie de.las contracciones.
Asi{, la magnitud de la respuesta cronotrdpica es masyor en presencia de am-
bos bloqueantes, comparandola con el grupo control.

El hecho de que la perhexilina haya resultado mas efectiva que el SKF-
S$25A para potenciar el efecto "terspéutico" de ouabaina, hizo sospechar
que la misma podria ejercer una doble accion: como bloqueante del eflujo
de K* y como antagonista de la entrada de calcio (142,369). Por lo tanto,
resultt de interés investigar sl la asociacion de SKF-525AR con verapamil
(conocido antagonista de Ca2+) podria potenciar el efecto inotropico de oua-
baine de menera semejante a lo observado con la perhexilina, De la Figura 39
se desprende que la preincubacibon simulténea durante 30 minutos con ambos
egentes bloqueantes (SKF-525A y verapamil) no s8lo incrementd la accion ino-
tropica positiva maxima de ouabaina con respecto al grupo control y el gru-
po pretratadoc Gnicemente con SKF-525R, gino que tembién se sensibilizd el

tejido & los efectos *terapeuticos® de ouasbaina.
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Figura 39: EFECTO DE LA_ASOCIACION DEL BLOQUED DEL EFLUJO CEL k' ¥ DEL IN-
FLUJO DEL Cad* SOBRE LAS CURVAS ACUMULATIVAS DDSIS-RESPUESTA
DEL EFECTO INOTROPICO POSITIVO "NO TOXICO" DE OURBAINA.

La Tensidn Contractil Fasica (TCF) se expresa como porcentaje
de cembio respecto de los controles tomados luego de 30 minu-
tos de haber estado sometidos los preparados & SKF-525A o0 a

la asociaclidn de SKF-525RA + verapamil (VERAP). E1 histograma
muestra los promediocs de las tensiones iniciales o controles
de las preparaciones sin droga previa (C) y de las pretrata-
das con SKF-525A y SKF-525A + verapamil (VERAP). La flecha in-
dica el comienzo de la Contractura, que se pone de manifiesto
86lo en el control. Otros detalles y condiciones como en las
Figuras 31 y 32.
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Figura 40: INFLUENCIA DE PERHEXILINA Y DE SKF-525A + VERAPAMIL (VERAP) SO~
BRE LAS CURVAS ACUMULATIVAS DOSIS-RESPUESTA DEL EFECTO “TOXICO*"

(TTC) DE OUABAINA.

El nimero de los casos corresponde a los sefialados en el histo-
grama de la Figura 39. Otros detalles y condiciones como en las
Figuras 31 y 33.



153

En la Figura 4O se grafican curvas acumulativas dosis-respuesta de oua-
baina para la TTC. Se puede observar que en presencia de SKF-525A + verapa-
mil o de SKF-525A solo, se inhibe significativamente el incremento de la
TTC, resultando ser menor que el observado en el grupo control sin los blo-
queantes.,

Cabe destacar que,a las dosiﬁ empleadas, estos agentes bloqueantes del
eflujo de k* no produjeron "per se" ninguna influencia inotropica sobre la
tension inicial (Histogrema de las Figuras 37 y 39).

Estos resultados sugieren que los agentes moduladores del eflujo de K*
potencian y sensibilizan al tejido a los efectos "terapéuticos" de ousbal-
na, con una atenuacion significativa de la contractura y un incremento con-
sidersble en la frecuencis de las contracciones. La asociacidon del agente
blogqueante del eflujo del k* con el agente antagonista del Ca2+ potencia
aun més el efecto inotrOpico positivo de ouabaina, transformando a les do-

sis "toxicas" en "terapéuticas®.

L. INFLUENCIA DE OTRAS INTERVENCIONES INOTROPICAS SOBRE EL EFECTO DE OUA-

BAINA.

4.1, Influencias adrenérgicas modificando los efectos de anuabaina.

Con el objeto de explorar una probeble participacion adrenérgice en los
efectos "terapéuticos" y “toxicos" de ouabaina, se construyeron curvas acu-
wulativas dosis-respuesta de este gluctsido cardisco en presencis del neu-
rotransmisor adrenergico norepinefrina (NE).

La Figura 41 muestra el efecto de varias concentraclones subumbrales de
norepinefrina exbogena sobre la acclion inotrépica "terapéutica" de ouabaina.

15 -10

En un rango de concentraciones comprendido entre 10"~ a 10 M, la nor-

epinefrina inhibio parcialmente el incremento en la TCF ejercido por oua-

9

baina; y & una concentrscién de 10 °M, blogued tompletemente el efecto "te-

rapéutico® del glucdsido cardiaco.
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Figurs L1: INFLUENCIA DE DIFERENTES CONCENTRACIONES DE NOREPINEFRINA (NE)
SOBRE EL EFECTO INOTROPICD POSITIVO "NO TOXICO" DE OUABARINA.

Ordenada: Tension Contractil Fasica (TCF) se expresa en porcen-
taje de cambio sobre los controles tomados previos al agrega-
do de ouabaina. Abscisa: concentracién molar de ouabaina. La

NE fue agregade al baiic de 6rgano simultaneamente con la oua-
baina., Las concentraciones del neurotransmisor utilizadas no
produjeron "per se" efecto inotropico alguno. Las flechas in-
dican el comienzo del efecto “toxico". Los puntos y barras son
las medias de 8 experimentos y el ETM., Otros detalles y condi-
ciones como en la Figura 31.
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Figura 42: INFLUENCIA DE (-)-PROPRANOLOL (PROP) SOBRE LAS CURVAS ACUMULATI-
VAS DOSIS-RESPUESTA DEL EFECTO INOTROPICO POSITIVO "NO TOXICO
DE DUABAINA EN PRESENCIA DE NOREPINEFRINA (NE).

La Tensidn Contractil Fasica (TCF) se expresa como porcentaje
de cambio respecto a los controles tomados luego de 30 minutos
de estar suspendidas lss auriculas con (-)-propranolol (10-7M).
Otros detalles y condiciones como en les Figuras 31 y 41,
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Asi, esta influencia inhibitoria ejercida por norepinefrina resultd ser
concentracian-dependiente. Por su parte, la dosis de ouabaina necesaria pa-
ra iniclar los efectos "toxicos" (indicado con una flecha en la fFigura 4l)
no fue modificada por el agonista adrenéergico.

Se debe destacer que el neurotransmisor, a las concentraciones utiliza-
das, no produjo "per se" accién inotropica ni cronotropica alguna, de for-
ma tal que considersmos a las mismas como "dosis subumbrales®,

La Figura 42 muestra que el (-)-propranclol bloquea totalmente la in-
fluencia inhihitoria que ejerce norepinefrina sobre la accion inotrapica
positiva de ouabaina.

Analizendo la Figura L2 puede verse en forma comparativa la influencia

10, v 10"%M) sobre la curva acu-

de dos concentraciones de norepinefrina (10
mulativa dosis-respuesta de ouabaina y los efectos del bloqueo de beta-adre-
noreceptores. Se puede ohservar que ambas concentraciones de norepinefrina
inhibieron el incremento de la TCF producida por ouabaina. La preincuba-
cibén durante 30 minutos con un agente blogqueante de los adrenoreceptores
beta, el (-)-proprenolol (10'7M), revirtio totalmente el efecto inhibitorio
ejercido por 10'9H de norepinefrina sobre la accion inotropica positiva de
ocuabaina, llevando a ésta a los valores controles.

Estos resultados indican que la activacidn de adrenoreceptores beta del
miocardio auricular aislado de la rata ejerce una influencia inhibitoria
sobre la accion inotropica positiva "terapéutica" de ouabaina. La sccibn
inhibitoria ejefcida por el neurotransmisor adrenérgico estaria relacio-
nada con su concentracion a nivel del receptor postsinaptico; existiendo
una relacion directa entre le concentracion de norepinefrina en la biofa-

se y su efecto inhibitoria.

4L.2. Influencia de prostaglandinas exogenas e inhibidores de su sintesis.

En esta serie de experimentos se exploro la influencia que ejerce la

presencia de diferentes prostaglandinas (PGs) en el medio de incubscion,
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sobre el efecto inotropico positivo "terapéutico" de cuabaina.

Como se observara, a medida que presentemos los resultados, los efec-
tos de las prostaglandinas parecen estar relacionados con su capacidad pa-
ra modificar la actividad adrenérgica intrinseca del miccardio. Es por ellao,
que la influencia moduladora que ejercen las prostaglandinas sobre la accion
de ouabaina, pareceris ser indirecta y depender de la capacidad de las mis-
mas pares activar o inhibir la actividad adrenérgica cardiaca.

En primer término se analizard el efecto de cada una de las prostaglen-
dinas sobre el miocardio auricular y la relacion de las mismas con meca-
nismos adrenérgicos intramiocardicos. Mas tarde, se presentara la influen-
cis moduladora de las prostaglandinas y de agentes inhibidores de la sinte-
sis de las prostaglandinas endbdgenas, sobre el efecto "terapéutico" de oua-

bafna, explorando una posible participacién adrenérgica.

4,2.1. Efecto de las prostaglandinas de la serie E.

En la Figura 43 se pueden cobservar curvas acumulativas dosis-respuesta
del efecto inotropico de las prostaglandinas de la serie E: PGE1 Vi PGEZ.

Se pone de manifiesto que la PGE1 sblo produjo efectoc inotropico nega-
tivo en todas las concentraciones estudiasdas; mientras que la PGE2 indujo
una respuesta bifasica: a bajas concentraciones deprimit la tension con-
tréactil auricular, mientras que a concentraciones mas sltas incrementd la
TCF. La frecuencia de las contracciones no se modifico durante el desarro-
llo de las acciones inotrépica negativa y positiva wméximas de ambas prosia-

glandinas,.

En la Figura 4L se grafica la influencia ejercida por dosis subumbrales
del agonista adrenérgico norepinefrina sobre la curva dosis-respuesta de
PBEl. Se puede ohservar que, en presencia de dosis subumbrales de norepine-
frina’(lo-loﬂ). se pone de manifiesto un marcado efecto inotropico positi-

vo de la PGEl. As{, la presencia de norepinefrina exogena, revirtio el efec-
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Figura 43: CURVAS ACUMULATIVAS DOSIS-RESPUESTA DE PGE) (@—@) y PGE; (O—O)
EN PREPARACIONES AURICULARRES AISLADAS LATIENDO ESPONTANEAMENTE.

Ordenada: Tension Contractil Fasica (TCF) se expresa en porcen-
taje de cambio con respecto a controles previos sl agregado de
las prostaglandinas. Abscisa: indica el logaritmo negativo de
le concentracion de las prostaglandinas utilizadas. Los puntos
indican los valores promedios; las barras verticales represen-
tan el error tipico de la media (X £TM) y los numeros entre
paréntesis corresponden al nimerc de casos estudiados.
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Figura bk: INFLUENCIA DE NOREPINEFRINA (NE) (16"10M) SOBRE LA CURVA ACUMU-
LATIVA DDSIS-RESPUESTA DE PGE, EN AURICULAS AISLADAS DE RATA.

Se realizaron 9 experimentos por cade curva. Otros detalles y
condiciones como en las Figuras 42 y 43,
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Figura 45: INFLUENCIA DE NDREPINEFRINA (NE) (IU-IDH) SOBRE LA CURVA ACUMU-
LATIVA DOSIS-RESPUESTA DE PGE2 EN AURICULAS AISLADAS DE RATA.
Se realizaron 8 experimentos pesra cada curva. Otros detalles
como en la Figura 43,
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to inotropico negativo de la PGE,, transformandolo en un efecto inotropico
positivo.

La Figura 45 muestra la influencia ejercida por dosis subumbrales del
neurotransmisor adrenérgico sobre la curva acumulativa dosis-respuesta de

la PGE,. Puede verse gue la norepinefrins (ID'IDM) impide el efecto depre-

2
sor ejercido por dosis bejas de PGEZ, 2 le vez que no modifica la influen-
cia estimulante de dosis mayores de la misma prostaglandina.

Cabe destscar que el blogueo de los adrenoreceptores beta con (-)-pro-
pranclol, inhibe totalmente la sccion estimulatoria ejercida por el neuro-
transmisor adrenérgico sobre los efectos inotropicos de las prostaglandi-
nas de la serie E (no se muestre en laes Figuras).

De los resultados citados se desprende que, en el efecto inhibitorio que
ejercen las PGE, y PGE, sobre la tension contractil auricular, existiria

una participacion adrenérgics relacionade con una disminucion de la concen-

tracion del neurotransmisor adrenérgico s nivel del receptor postsinaptico.

L.2.2., Efecto de prostaciclina (PGIzl.

Mediante curvas acumulativas dosis-respuesta se estudiaron los efectos
inotropico y cronotrépico de PGI2 en el miocardio suricular. Como puede ob-
servarse en 1la Figura 46, la suricula aislada de rata, en presencis de PGIZ.
increments su tensidn contractil en forma proporcional a la concentracion

de prosteciclina dentro de un amplio rango que se extiende desde 1 X 10'15

hasta 1 X 10° M.

Una situacion similar se observa con la frecuencia de las contracciones
(Figura 47). As{, la F‘GI2 aumenta significativamente la frecuencia y lo ha-
ce en forms dosis-dependiente.

Las Figures también muestran el bloqueo completo de los efectos inotro-

picos y cronotropicos positivos de PGI2 cuando las auriculas son preincu-

badas durante 30 minutos con (-)-propranolol (10'7H), asi como tambiéen



162

e Control
a6-0HDA
o Propranolol
+5O 1 1 T ] | 1 1
—1
+40} ]
©
o +30f §
£
8
v
o
32 +20t i
W
O
—
+10F A
0 1 ] 6==::L—___l_‘—‘1
® 1B 1% N 10 9 8

PG'Z (-log M )

Figura 46: CURVAS ACUMULATIVAS DOSIS-RESPUESTA DEL EFECTO INOTROPICO PO-
SITIVO DE PGI2 EN PREPARACIONES AURICULARES AISLADAS LATIEN=-
DO ESPONTANEAMENTE. INFLUENCIA DEL BLOQUED DE LOS ADRENORECEP-
TORES BETA CON (-)~PROPRANCLOL Y DE LA SIMPATECTOMIA QUIMICA
CON 6-HIDROXIDOPAMINA (6-0HDA).

Se realizaron 6 experimentos en cada curva. Detalles y condi-
ciones comp en la Figura &43.
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Figura 47: CURVAS ACUMULATIVAS DOSIS-RESPUESTA DEL EFECTO CRONOTROPICO PO-
SITIVO DE PGIZ EN PREPARACIONES AURICULARES AISLADAS LATIENDO
ESPONTANEAMENTE. INFLUENCIA DE (-)-PROPRANOLOL (10-7M) Y DE LA
DENERVACION QUIMICA CON 6-HIDROXIDOPAMINA (6-0HDA).

Detalles y condiciones como en las Figuras 43 y 46.
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cuando provienen de enimales denervados quimicemente con 6-hidroxidopamina
(6-0HDA) (16.5 mg kg'l). 24 horas antes del sacrificio.

Estos resultasdcs indican que PGI2 ejerceria su efecto inotrbpico y cro-
notropico positivo en forma indirecta,a través de un incremento en la con-
centracion del neurotransmisor adrenérgico a nivel de receptores postsinap-

ticos.

4.2.3. Influencis de les prostaglandinas sobre la liberacién de

[JH] norepinefrinag.

En esta serie de experimentos se estudit la influencia de PGEl, PGE2 Y

PGF, alfa, sobre la velocidad de liberacion de tritic (NE-7—3H). En la Fi-

2
gura 4B se ilustran comparativamente los efectos de prostaglandinas sobre

la velocidad de liberacion de tritio y sobre la activided mecanice auricu-
lar. En este serie de experimentos se valora simultéaneamente la tension con-
tréctil y el eflujo de tritio. Las prostaglandinas fueron agregadas a los

50 minutos del periodo experimental (ver Material y Métodos).

Se pudo aobservar que, en presencia de PGIZ, la tensidn contractil fasi-
ca sumenta,coincidiendo ello con un mayor porcentaje de liberacion de tri-
tio.

Por su parte, la PGE1 deprime la tensién contractil fasica, al mismo
tiempo que inhibe la liberacién de tritia.

Por Gltimo, la PGF, alfa no modifica la tensién contractil auricular,

2
ni es capaz de alterar la liberacion de tritio (Figura 48).

En todos los casos la concentracidn de prostaglandinas utilizadas fue la
de 10-9M porque, como veremos mas adelante, es aquella capaz de influenciar
la accibn inotropica positiva de ouabaina.

Estos resultados indican gque existe una relacion directa entre los dife-

rentes efectos mecanicos de las prostaglandinas y su capacidad para modu-

lar la liberacidn del neurotransmisor adrenérgico. Asi, aquellas prosta-
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Figura 4LB8: RELACION ENTRE EL EFECTO MECANICO DE LAS PROSTAGLANDINRS Y SU
CAPACIDAD PARA MDDULAR EL EFLUJO DE NE TRITIADA (NE- 7- 3H).
EFECTO DE PGI (10~3M), PGE (10°5M) ¥ PGF2 ALFR (10-9 M),

Ordenada: Tenainn Contractil Féasica (TCF) y velocidad de libe-
racion de tritio total (°H totsl); ambos parametros se expre-
san en porcentsje de cambie con respecto al conirol tomado co-
mo 100%. Abscisa: tiempo en minutos (min). Los puntos pars la
TCF y el eflujo del 3K total representan los promedios de 6 ex-
perimentaos para cada grupo. Las barras verticales representan
el error tipico de la medis (¢ ETM). Las flechas sefalan el mo-

wento del agregado de le PGIZ, PGEl o PGF2 alfa.
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glendinas, tales como las PGE1 y PGE2 que disminuyeron la tensién contrac-
til fasica, inhiben la liberacion de tritio; por el contrario, la PGIZ, que
incrementa la tension contractil fisica, promueve la liberacion de tritio

y la PGF2 alfa no modifica ninguno de los dos parametros.

L.2.4, Influencia de las prostaglsndinas sobre las accicnes de oua-

En la Figure 49 se puede observar la influencia de PGEl. PGEZ, PGF2 al-
fay PGIZ. a una misma concentracion (10-9M). sobre el efecto inotropico
positivo o "terapeutico® de ouabaina.

Como puede verse, en presencia de PGE1 y PGEZ. la curva dosis-respues-
ta del efecto inotropico positivo de ouabaina se desplaza hacia la izquier-
da, potenciandose la magnitud del efecto maximo previo a la aparicion del
efecto "tbxico" del glucésido cardiaco (sefialado con flechas en la Figura 49).

Por el contrario, la PGI2 desplaza hacia la dereche la curva inotropica
positiva o "terapéutica® de ousbaina, encontrandose atenuado el efecto ma-
ximo con respecto al control.

En presencia de la PGF2 alfa el efecto "terapéutico® de ousbaina no se
modifico.

Para investigar la existencia de una posible intervencién adrenérgica
que pueda estar involucrada en la accion inhibitoria ejercida por PGI2 80~
bre los efectos de ousbaina, se realizaron curvas acumulativas dosis-res-
puests de ouabaina en presencia de PGI2 sobre auriculas incubadas previa-
mente con (-)-propranclol (10'7M) o bien provenientes de animales dener-
vados quimicamente con 6-hidroxidopamina (Figure 50).

Se puede observar en la Figura 50 que, en presencia de PGIZ. el efecto
inotrépico positivo de ouabaina sufre una marcada inhibicion respecto el

control,

Tras el blogueo de adrenofeceptorea beta o en auriculas provenientes
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Figura 49: INFLUENCIA DE PGE;, PGE2, PGF2 ALFA ¥V PGIp SOBRE LAS CURVAS RCU-
MULATIVAS DOSIS-RESPUESTA DEL EFECTO INOTROPICO POSITIVO "NO TO-

XICO" DE OUABAINA.

Ordenada: Tension Contractil Fasice (TCF) expresada en porcen-
taje de cambio respecto a controles obtenidas en presencia de
les diferentes prosteglandinas previo al agregado de ouabaina.
Abscisa: logaritmo negativo de la concentracion molar de oua-
baina. Las flechas indican el comienzo del efecto "toxico" (Con-
tractura). A cada curva le corresponden 9 experimentos. Detalles

y condiciones como en la Figura Jl.
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Figura 50: EFECTO DE PGI, (107°M) SOBRE LA CURVA ACUMULATIVA DOSIS-RESPUES-
TR DE DUABAINA EN AURICULAS AISLADAS DE RATA. INFLUENCIA DEL BLO-
QUED DE LOS ADRENDRECEPTORES BETA Y DE LA SIMPATECTOMIA QUIMICA.

Ordenada: Tensidn Contractil Fasica (TCF) se expresa en porcen-
taje de cambio con respecto a controles tomados luego de 30 mi-
nutos de estar las preparaciones expuestas al (-)-propranolol
(PROP) (10-7M) o de auriculas simpatectomizadas con 6-hidroxi-
dopamina. Ambos contraoles fueron tomados previos sl agregado

de ouabaina. Abscisa: representa la concentracion moler de cua-
baina. Se realizaron 7 experimentos en cada grupo. Otros deta-
lles y condiciones como en la Figura 31.
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de los animales simpatectomizados, 1a influencia inhibitoria ejercida por
PGI2 fue revertida, alcenzando valores similares al control.

Esta serie de experimentos indican la existencia de una probable inter-
vencion adrenergica en la influencia gque ejercen las prostaglandinas sobre
el efecto inotropico positivo de ouabaina. Asi, aguellas prostaglendinas
que inhiben la liberacion del neurotransmisor, tales como las prostaglan-
dinas de la serie E, potencian el efecto "terapéutico® de ousbaina. Por
el contrario, la PGIZ, que incrementa la liberacidn del neurotransmisor
noradrenérgico, inhibe el efecto inotropico positivo de ouabaina; y la
PGF2 alfa, que no tiene influencia sobre la liberaciodon de [3H:]norepine-
frina, tampoco modificd la accion de ouabaina.

De este modo, se puede deducir gque la influencia moduladora que ejercen
las prostaglandinas sobre el efecto "terapéutico" de ouabsina varia segin
la disponibilidad de norepinefrina en la biofase: es inhibitoria cuando la
concentracidén de norepinefrina en el receptor postsinaptico esta aumentads,

vy es de tipo estimulastoris cuando dicha concentracion estad disminuida.

4,2.5, Efecto de los inhibidores de la si{ntesis de las prostaglan-

dinas endobgenas.

Pare eata serie de egperimentos se utilizaron inhibidores de la sinte-
sis de las prostaglendinas endogenas: indometacina (2.5 X ID'EM) y acido
acetil salicilico (1.8 X 107°M).

En la Figura 51 se puede observar que, en presencia de estos agentes,
se incrementan los efectos estimulantes del glucdsido cardiaco sobre la
tension contractil fasica.

Cebe destacar que, 8 las concentraciones empleadas, estos agentes blo-
queantes de la ciclooxigenase no modificaron "per se® la actividad que pre-
sentan las aur{culas previo al egregado de ouabsina.

Estos resultados indicen que las prostaglandinas endogenas ejercerian
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Figura 51: INFLUENCIA DEL BLOQUED DE LA SINTESIS DE PROSTAGLANDINAS ENDO-
GENAS SOBRE LA ACCION INOTROPICA POSITIVA “NO TOXICA" DE OUA-

BAINA,

Le Tension Contractil Fasica (TCF) se expresa como porcentaje

de cambio respecto a los controles obtenidos luego de 30 minu-
tos de estar las preparaciones incubadas con indometacina (INDO)
y acido acetil salicilico (ASA). Corresponde 8 8 preparaciones
para cade grupo experimental. Ctros detalles y condiciones como
en las Figuras 31 y 50.
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un efecto inhibitorio sobre la sccidn inotropica positiva de ouabaina. Es-
te efecto inhibitorio, probablemente, esté relacionado con la PGIZ, ya gque,
de todas las prostaglandinas explorades, fue la unica capaz de ejercer una

accidn bloqueante de la influencia "terapéutica® de ouabaina.
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CAPITULD IV

DISCUSION

£l objetive principal de este estudio fue el de analizar los efectos de
ouabaina sobre la actividad mecanica del misculo suricular aislado de ra-
ta, relacionando a los mismos con la accidn de ciertos mediadores enddge-
nos de conocido efecto inotropico, tales como las prostaglandinas y las
catecolaminas.

Con el proposito de esclarecer los probables mecanismaos fisiofarmacolo-
gicos implicados en la accion "terapéutica® y "toxica® de ouabaina, se es-
tudio la influencia de diversos factores capaces de wmodificar los flujos
ionicos a través de la membrana plasmatica.

A su vez, se investigd la influencia gque ejercen los mediadores enddge-
nos,entes citados, sobre los efectos inotropicos de oquaina, relacionando
los mecanismos de accidn de la droga con la estimulacion noradrenérgica y

los flujos ionicos de membrana.

1. IDENTIFICACION DE LAS ACCIONES "TERAPEUTICA® Y “TOXICA®" DE OUABRINA SO-

BRE EL MIOCARDIO AURICULAR AISLADO DE RATA.

Los glucosidos cardiacos hen sido motivo de repetidos estudios, perticu-
larmente con respecto a lcs mecanismos especificos responsables de las ac-
ciones "terapéutica" y “toxica" que manifiestan estos compuestos. Sin embar-
go, estas investigaciones han conducido a numerosas teorias e hipodtesis
muy contradictorias y que aun estan en el cempo de la discusion (309).

Del snalisis de le bibliografia se desprenden numerosos conflictos in-
terpretativos, gque surgen debido & la tendencia de generalizar las obser-
vaciones realizadas en una sola especie animal o sobre fibras musculares
provenientes de una sola region del corazon. Contradicciones similares sur-

gen al observar la accidn de los glucosidos cardiacos en condiciones expe-
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rimentales que difieren con respecto a la temperatura, ambiente ioénico,
provieion de oxigeno y otros factores.

Sin embargo, nuestra experiencia permite afirmar que, cuando las condi-
clones experimentales son constantes, las diferencies en las acciones "te-
rapéutica® y "tdxica" de ouabaina sobre el miocerdic proveniente de una mis-
ma region del corazon y de aniﬁales de una wmisma especie, son relativamen-
te deapfeciables.

Pare el presente estudio se escogid la auricula esislada de rata, por
tratarse de un tejido que al poseer unos pocos milimetros de espesor, per-
mite que su oxigenecion en el liguido nutriente sea aceptable, obviando laos
problemas de la anoxia tisular que, "per se”, es capaz de modificar la ac-
cion del glucdsido cardiaco.

La auricula de rata presentas "in vitro" ceracteri{sticas funcionales se-
me jantes al corazon humano ( 22 ,167,377), por lo tanto, nos parecid de in-
terés investigar la accidn de ouabaina en esta especie snimal.

Ademas, si se tiene en cuenta que en el snimal intacto la accion hemodi-
namica de los digitalicos se observa unicamente cuando existe compromiso en
la funcion card{aca, se hace complicado el estudio de la accion de la dro-
ge en el corazén humano normal (309).

Nuestro primer objetivo fue el de determinar los efectos "terapéutico®
0 "no toxico" y "toxico® de la ouabsina en las auriculas aisladas de rata
bajo condiciones experimentales lo mas fieioldgicas posible.

Se reslizaron entonces, curvas acumulativas dosis-respuesta de la dro-
ga, snalizando sus acciones inotropica y cronotropica.

De los resultados obtenidos se puede postuler gue aquellas concentracio-
nes que produjeron solo efecto inotropico positivo seguido de une relaja-
cion efectiva, sin cambios en la tension basal ni en la frecuencia de las
contracciones, se identificaron como *terapéuticas" o *no toxicas®; mien-

tras que aquellas que indujeron un aumento en la tension basal o de repo-
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8o (contractura o desarrollo de tensién ténica contractil) con alteracio-
nes en la frecuencia de les contracciones y disminucion progresiva de la
tension contractil féasica, fueron tipificadas como "toxicas". De esta mane-
ra en nuestro sistema fue posible definir que en un rango de concentracio-

b “H, la ousbaina indujo ac-

nee comprendido entre 0.36 X 10° 'M hasta 1.5 X 10"
cion "terapeutica". Por el confrario, con concentraciones del glucésido car-
diaco mayores de 1.5 X 10-“M aparecieron los clasicos signos de "toxicidad"
por digitalicos.

Los experimentos de Klaus y col. (283) realizados en auriculas aisladas
‘de cobayo, confirman nuestros resultesdos ya gque consideran s la taguicardie
como una manifestacion "toxice" de los glucosidos cardiacos y es por ello
que no sdlo a las arritmias sino gue tembién a las respuestas cronotropicas
positivas las definimos como signos "toxicos" de la droga.

A su vez, la disminucidn en la tension isometrica essociada con un aumen-
to en la tension de reposo, fue documentada como accidn "toxica® de los
glucosidos cardiacos en otras especies de mamiferos (283). Estos resulta-
dos coinciden con los que obtuvieron Gersmeyer y Holland (170) y Ku y col.
(291) en auricuia aislada de rata, quienes a su vez determinaron la falta
de accion cronotropica asocieda con el efecto "terapéutico” de la droga.

Oebido 8 que numerosos investigadores han observado que la frecuencia
de las contracciones puede hacer variar la megnitud de las acciones inotro-
picas de ouabaina (462,161,289,285,178), fue de nuestro interés estudiar
el efecto de la droge en preparaciones auriculares estimuladas electricamen-
te 8 una frecuencia de contraccion fija (150 pulsos/min). Esta frecuencia
fue selecclionada por encontrarse dentro del rango de la actividad cronotro-
pice de las auriculas que laten espontaneamente. Pudo asi comprobarse que
las respuestas a la ouabaina eran similares en ambas condiciones experi-

mentales. Es por ello que la mayoria de loa experimentos se realizaron so-

bre aurficulas latiendo espontaneamente.
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Los precieps mecanismos bloquimicos y fisiologicos basicos asoclados a
las acciones farmacolagicas de los digit&licos estan relacionadas con alte-
raciones en el transporie ionicoc a traves de la membrsna. Hasta el presente
se considera que logs glucosides cardiaco3 ce unen a sitios de membrana aso-
ciados con la enzima Na+,K+-ATPasa, consideranda a ésta coma el receptor
responsable para los efectos "éerapéuticos“ y/0 "toxicos" de los digit3li-
cos (430, 5 ).

Es conocido que 1a célula cardiaca de mamifero tiene intrecelularmente
beja ]:Na4] y alta [ Hf] corparada con el compartimiento extracelular,
Aungue este fendSmeno se debe en parte a la permeabilidad selectiva del sar-
colema 2 estos iones, este gradiente es mantenido también por un activec in-
tercembio de Na® y de K* graclas a la actividad de la enzima Na+,H+-ATFaaa,
que hidroliza el ATP en presencia de ambos lones. Es decir, que esta enzi-
ma va 8 actuar cuando el Na® y el K* deban moverse contra un gradiente elec-
troguimicn, circunstancia que acontece cuando el Na' debe salir de la célu-
la y el k¥ entrar hacia la misma (164,489 ).

Cabe destacar que en las varlaciones de la actividad de esta enzima,los
movimientos del calcio estan solo involucredos en forma indirecta (9 ).

Los mecanismos moleculares ssociados a la influencia de los glucGsidos
cardiacos sobre la actividad de la enzima son muyy controvertidos; ya que
deben ser analizados en homogenatos de tejido o en preparaciones de lz en-
zima parcialmente purificedas y en estas circunstenciass no es posible nb-
servar translocaciones de Na® Y k* porque ge destruye la integridad de la
membrana celular y se pierde la compartimentalizacién. Por otra parte, en
general, no coinciden las dosis capaces de despertar efectos farmacologi-
cos con aguellas capaces de modificar la actividad de la enzima (9 ).

Un gran numero de investigedores han publicado datos indicativos de que
los ylucosidos cardiacos son cepaces de estimular la actividad de la enzi-

ms, pero también, en igual nimero existen otros que postulan una accion in-
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hibitoria de les digitélicos scbre la Na*,k*-ATPasa (309).

Lee y Yu (310) proponen que los digitalices, a muy bajas concentracio-
nes son capaces de estimular a la anzima, mientras que, a medida que aque-
llas se incrementan, la actividad enzimatica se inhibe.

De ests manera, es posible especular que la accion cardiotdonica “tera-
péutica" de los digitilicos podria asociarse con una estimulacion de la
Na+,K+-ATPasa, mientras que la inhibicion de 1a enzima daria como resulia-
do el efecto "toxico" de la droga.

Existen, sin embargo, dificultades en asocciar la estimulacion de la en-
zima con el evento inotrdpico positivo, ya que el rango de concentraciones
capaces de incrementar la tension efectiva inhiben en un 10 a un 20% a la
Na*,li*-ATPasa en el corazén de la mayoris de las diferentes especies de ma-
miferos (309).

De modo tal que la accidon "terapéutica" de ouabaina podria estar asocis-
da con una estimulacién o con una inhibicién parcial de las Na‘,k*-ATPasa,
mientras que los efectos "toxicos" estar{an indefectiblemente vinculados
a la inhibicién total de la enzima,

Con el objeto de faciliter la discusion,se esquematiza en las Figuras 52
y 53, nuestra hipotesis sobre los probables mecanismos ionicocsa involucra-
dos en la maodificacidn que ejercen los digitalicos sobre la actividad de
la enzime Na+,K+-ATPasa.

Se propone que los gluctsidos cardiacos podrian ejercer su efecto "te-
rapéutico"” a través de dos mecanismos diferentes: por estimulacion o por
inhibicién parcial de la actividad de la Na*,k*-ATPasa (Figura 52).

A su vez, los efectos "toxicos" (Figura 53) se producirian siempre por
la inhibicion total de la enzima.

En la Figura 52 se muestra que cuando el mecanismo probable para indu-
cir la accidn "terapeutica" es la estimulacion de la enzima, se produce un

incremento en el eflujo del Net e influjo del k*. E1 Na* al intercembiaree
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con el Ca2* externo, lleva a un incremento en la [Caz+:]1 (303,263), el
cual en forma directa o indirecta (liberando Caz+ del reticulo sarcoplas-
matico) (146,430) activa la proteinguinasa dependiente de C324, incremen-
tando la tension contractil. Por su parte, al estar incrementada la [:H+:]1'
desplazaria en forma efectiva al Ca2+ de la protefna contractil asegurandoc
une eficaz relajacion e 1mpid1éndo la contractura.

Los estudios de Vick (511,512) y de Hagen (155) avalan esta teoria ya
que observaron que dosis "terepéeuticas" de ouabaine se asocian con una ne-

2+ y cde k*,con pérdida de Ne* por la célula.

te gananclia de Ca
Si el efectoc "terapéutico® de los glucosidos cardiacos se relaciona con
una inhibicion parcial de la actividad de la Na+,K*-ATPaaa (Figura 52), el
eflujo de Nat estaria blogueado, sin modificarse el influjo de k' (267).
Esto induciria a un pequefio incremento en la [:Na+j]1 con una [H+ ]1 nor-
mal. E1 incremento en la [:Na*j]i (304) activa el influjo de ca?t a tra-
ves del intercambio Na+/Ca‘?+ (que es ingensible a los glucosidos cardia-

2+ del reticulo sarcoplasmatico

cos (4LOB)) y promueve la liberacion de Ca
(145); fendmenos éstos que, en definitiva, conducen a un incremento en el

Caz+ intracelular transitorio (49 ) a nivel de la proteinz contractil. Es-
te incremento en la [[332+-:I1 transitorio asociado con una [“+]i normal

promueven una efectiva accion inotrdpica positiva, la cual estéd asegurada

por una eficiente relsjacion.

La hipotesis de que la inhibicién parcial de la bombas de Na' estd cau-
salmente relacionada con el efecto “terapeutico" de ouabaina es firmemen-
te postulada por Akera y Brody (9 ) y por Ebner y Reiter (116), quienes
concluyeron que, en el misculo papilar de cobasyo, el glucosido produce su
efecto inotropico positivo a trevés de un incremento en la [jNa+:]i, que

2+

promueve el intercambio Na'/Ca®t a través del sarcolema con ganancia ne-

ta de calclio intracelular.
En preparaciones Langendorff de corazones de cobayo, Akera y col. (7))

observaron que concentraciones "terapéuticas" de los digitalicos producian
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un aumenta transitorio en el Na” intracelular, el cual no es facilmente a-
cumulado por el miccardio, mientras que las concentraciones “toxicas" lle-
vaban 8 una acumulacion progresiva del Na* intracelular. Estos mismos au-
tores muestran que concentraciones "terapéuticas" de digitalicos producen
entre un 20% a un 40% de inhibicion de la Na+,H+-ATPaaa cor un pico de au-
mento de Na' intracelular ro mayor del 20% con respecto al control en au-
sencia de la droga.

Por su parte, en el ventriculo de rata, al medir simultaneamente la ac-
tividad de la Na+,K+-ATPasa y el efecto inotropico positivo de vuabaina,
se pudo asociar la accion "terapeutica" de esta droga con una inhibicion
parciael de la enzima (171).

En la Figura 53 se muestrs que les manifestaciones "toxicas" de ouabalina
se relacionarian con una inhibicion total de la Na+,K+-ATPaaa, lo cual con-
duciria 8 un bloqueo del eflujo del Nat y del influjo del K*, elevando mar-
cadamente la [:Na"]i y disminuyendo la [K" ]i' El incremento en la [Na+]i

lleva 8 un gran aumento en la Ca?+

2+

4 por tres probables mecanismos: a) ma-

yor influjo de Ca“" a través del intercambio Na*/Ca®t (304); b) liberacian

2+

del Ca“" del reticulo sarcoplasmatico (145) y c) blogueo del eflujo del

Caz+ (51,410). E1 incremento en exceso en la [:Na+:]i asociado a la dismi-
nucion de la [:K+ ]1, condiciona una mayor fijacion de Ca’* en la actomio-
sine, circunstancis que induce a la contractura del misculo cardiaco. Este
signo "toxico" se halla asoclado al aumento en la frecuencia de las contrac-
ciones debido a la gran sobrecargas del Na' intracelular (267).

La relacion entre la accibn "toxicae" de los glucosidos cardiaccs y la
inhibici6n de mas de un 75% de la actividad enzimatica ha sido encontra-
da en casi todas las especies de mamiferos, incluyendo al miocardio de ra-
ta (329, 9,171,178,125).

Si bien es conocido que el corazon de rata es poco sensible a los e-

fectos de ouabaina (307,420,405,103), experimentos realizadas en nuestro
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lsboratorio (178,462,460) vy en otros (329,171,125) han demostrado que ba-
jo ciertas condiciones el miocardio de ratas puede responder eficientemen-
te & la ouabaina.

Cebe destacair gque en el corazon de esta especie, las concentraciones de
los digitalicos requeridas para despertar efectos inotrcpicos positivos
son extremedamente altas (291,55).

Esta insensibilidad del corazén de rata hacia los efectos de los gluco-
sidos cardiscos ha sido atribuida a mas de un factor, destacéndose, la es-
casa afinidad de la Na+,H+-ATPaaa del miocardio de rata hacla estas drogas
(19, 10,493).

Sin embargn, este peculiaridad del receptor putativo farmacologico para
los digitalicos ( 5 ) pareceria no ser el Unico factor responaable de la
bajr sensibilidad por parte del corazon de rata hacia los digitalicos.

Les particularidades en los movimientos ionicos de los corazonee de di-
ferentes especies de animales; as{ comao también las diversas fuentes de las
que proviene el cezlcio necesario para la activacién de la proteina contrac-
til y; les diferentes caracteristicas en los mecanismos que median el aco-
plemiento entre 1a excitacidon de la membrana y la contraccitn musculsr, es
posible reconaocerlas como causas capaces de influenclser lz respuesta del
miocardio de las distintas especies de mamiferos hacia los digitalicos.

Otros factores a tener en cuenta son los mediadoree endogenos,tales co-
mo el neurotransmisor adrenergico y las prostaglandinas.

En el presente trabajo fue de nuestro interés tratar de determinar si
los factores relacionados con los movimientos ionicos de membrana podrian
ser considerados como causas probables de la baja sensibilidad que mues-
tre la suricula de rata hacia le ousbaina.

Con este fin, se estudiaron las modificeciones inducidas por la altera-

2+

cién en la concentracisn de Ca“* y de k' del medio, como es{ también ague-

llas inducidas por drogas capaces de modular el flujo de embos cationes.
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R su vez, se investigd ls eccitn de norepinefrina y de las prostaglandinas
sobre los efectos de ouabaina,tratando de integrar la influencia ejercida
por el neurotransmisor con lze modificaciones del flujc i6nica.

Vamos a considerar por separado la acclon ue factores que modifican lus
flujos de membrana y aquellcs relscionades con la accion de los medisdores

endogenns.

2. INFLUENCIA DE FACTODRES QUE MUDIFICAN LOS FLUJDS DE MEMBRANA.

Un método utilizado para determinar en forme indirecta la czausalidad en-
tre la accitn de los digitilicos sobre ls Na+,K+-ATPasa y sus efectos car-
dioténicos, es examinar y comparar los efzctos de los cambios en el ambien-
te ionico sobre la accion inoirtpica de estas drogas.

ARsi, en el presente trabajc se realizaron experimentos que estuvieran
orientados de tal manera oue permitieran determinar si los movimientos 16-
nicos de membrana, ccmo ss{ también las diversas fuentes que proveen el
calcio para activar la contraccion, juegan un papel importante en la ma-
yor o menor reactividad que presents el misculo cardlaco hacia la ouabai-
na.

Del anadlisis de las curvas controles acumulativas dosis-respuesta de oua-
bains, ottenidss en rste trabsjo, se desprende gque, en el tejido auricular
alslado de rata, el rango de concentraciones de las droga capaces de produ-
cir una respuesta cardiotonica, es muy reducido.

A su vez, se pudo comprobar que la maxima concentracion (til capaz de
inducir la accion “terapéutica" esta muy proxima a la concentracion mini-
ma capaz de inducir la accion "toxica".

Si analizamos los esquemas que relacionan los mecanismos ionicos con
las acciones “terapeutica" y "toxica" de ouabaina (Figuras 52 y 53), se

2+

desprende que del balance entre la concentracion de Ca“", Kt v Nat in-

tracelulares, depende que ouabaina ejerza su influencia "toxica" o "no
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toxica".

Fue asi que nos propusimos, mediante manipulaciones en el embiente ioni-
co, ampliar el rango de las concentraciones Utiles de ouabaina paras des-
pertar la accion inotropica positiva, tratando de hacerlo mas extensivo a
favor de la accidn “terapéutica". €8 decir, intentar disminuir el umbral
y a8 su vez, transformar las roncentraciones "toxicas® de ouabaina en con-
centraciones "terapeuticas*“.

Con tal motivo se exploro 1la influencla de factores capaces de alterar

2+

las concentracliones citoplasmaticas de Ca“ , de k¥ e indirectamente la del

Na' sobre le sccifn "no téxica" y “téxica" de ouabaina.

2.a) Influencia de factores gue modifican el flujo de calcio.

Del analisis de los resultados obtenidos sobre la influencia de facto-
res capaces de alterar la concentracion intracitoplasmatica de calcin, se
puede concluir que, pequefios cambios en las concentraciones de este ion
son capaces de producir grandes modificaciones scbre la influenclia qua e-
jerce la cuabaina en la auricula-aialada de rata.

Les modificaciones en la concentracion de calcio intraceluler se reali-
zaron de dos maneras distintas: variando la [:Ca2+.]e (ya sea por exceso o
por defecto) y utilizando agentes blogueantes del influjo lento de calcio,
o sea, los asi{ llamados bloqueadores o antsgonistas del Ca2+ (140,286 ,141).

Pudo observarse que existe una intima relacion entre las respuestas ino-
tropicas de ouabaina y las concentraciones extracelulares de calcio.

El aumento en la [Ca2+:]e (lo cual llevaria a un incremento en el in-
flujo de calcio en cada latido (518)), actuaria en forma sinérgica con la
accion “toxica" de los glucosidos cardiacos llevando a un desarrollo tem-
prano de la contractura. De esta manera, cuanto mayor fue la concentra-
cion de calcio extracelular, menor fue la concentracion de ouabaina nece-

saria para inducir un incremento en la tension tonica.
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Este sinergismo entre el efecto "toxico" cde ouabaina y la concentracion
de calcio extracelular, ha sidoc descripto en la mayoria de las especies de
mamiferos, tanto "in vivo" como "in vitro*. Toda y West (49&) han sefalado,
en la auricule de conejo, que el umbral de "toxicldad" hacia ouabaina dis-
minuye a medida gque se incrementa la concentracion de calcio extracelular,
Resultados similares fueron obhtenidos por Caprio y Farah (74 ) en el mis-
culo papilar de conejo; por Farster y Lidenau (150) en auricule de cobayo
y por Wagner y Salzer (518) en el misculo papilar de cobaya.

En cuanto al efecto "terapéutico" de ouabaina, existiria una relacion
‘inversa entre el incremento en la [:Caz+:]e y la acclién contractil de la

droga. Asi, se pudo observar que, cuando se incrementa la [.Ca2+ ] la

e’
tensibn contractil efectiva disminuye paulatinamente hasta desaparecer.

La falta o disminucidn del efecto "terapéutica" asociada al incremento
en la [Ca2+ ]e' no responde 3 la regla general observarda en otras espe-
cies.

Wagner y Salzer (518) han generalizado gue, en las preparacicnes miocar-
gicas aisladas de diferentes especies, cuando se incrementa la [:Caz*] e
hasts un valor de 4 mM se obtiene el efecto "terapéutico" maximo; por de-
bajo de este valor disminuye el efecto inotrdpico positivo y por arriba
del mismo se potencia el efecto “toxico". En nuestro sistema, con una
[C82+ ]e de aproximadamente la mitad (2.4 mM) de aguellas utilizadas por
estos sutores (518 ), se obscervo una falta total de accidn cardiotdnica de
ouabaina, obteniéndose solo signos "tbxicos".

La relacidn inversa entre la concentracidon de calcio extracelular vy el
efecto "terapeutico' de ouabaina (que nosotros encontramos en la auricula
de rata), podria deberse a que la concentracion de calcio extracelular ne-
cesaria psra que se produzca el efecto inotropico pasitivo "no toxico" en

esta especie, sea menor gue en otras, ya que la concentracion normal de

calcio en el plasma de la rata es aproximadamente la mitad gque en otras
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especies de mamiferos (450),

Gersmeyer y Holland (170) han demostrado, en la auricula aislada de ra-
ta, que la falta de efecto "terapéeutico" y la aparicion de la contractura
producida por dosis crecientes de ouabaina, estad asocisda con un progresi-
vo aumento en la concentracion de calcioc mioplasmatico.

A sy vez, Gerstenblith y col. (171) observaron en el miocasrdio de rata

2+

que, cuando los depositos intracelulares de Ca estan saturados, las con-

centraciones “"terapéuticas" de ouabaina no tienen efecto sobre la tension
contractil fasica; mientras que las dosis "toxicas" desarrollan una con-
tractura de gran magnitud. La saturacion de los depositos intracelulares
caon Ca2+ acontece cuzndo el miocardio de rata se encuentra suspendido en

2+

una solucidn con 2.5 mM de Ca“" extracelular (171). Esto explica porqué en

este trabajo, las auriculas de rata mantenidas en un medio con 2.4 mM de

2+ desarrollan directamente un incremento en la tension basal de reposo,

Ca
sin manifestar respuesta "no tixica".

En base a estos hallazgos nosotros podriamos postular hipotéticamente
como mecanismos ibnicos involucredos en la influencia que ejerce el incre-
mento en la [:Caz+:]e sobre los efectos "terapéuticos" y "toxicos" de oua-
baina, el siguiente éaquema: en la Figura 54 se muestra que el incremento

2+ en cada latido (302)

en la [ ca’t ]e llevaria a un mayor influjo de Ca
que promueve un aumento en la [ Caz*:]i, el cual segin Akera y Brody (9),
inhibe la actividad de la Na+,H+-ATPaGa, bloqueando el eflujo del Nat Y
el influjo del k¥, lo gue conduce a un incremento en la [ Na+:]1 y a una
disminucidn en la [H* :]i' €l incremento en la [Na"]v por los caminos
antes menclionados (Figura 53), increments aln més la [:Caz+:]1 en la pro-

2+ no puede ser efectiva-

teina contractil y debido a que este exceso de Ca
mente desplazado por el k' (cuya concentrscidn intracelular estd disminui-
da), se desarrolla contractura sin relajacion.

De modo tsl que, a medida que se van ssturando los depositos intracelu-
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lares de Ca2+, por elevacitn de ls [Caz+:]e, esta ejerce un efecto inhi-
bitorioc sobre la bomba de Na'/Kk' antes que la ouabaina produzca efecto al-
guno; ésto lleva a que concentraciones "no toxicas" de la droga induzcan
contractura por encontrar 8 la enzima sobre-inhibida.

Pasaremos 2 analizar la influencia de los factores capaces de disminuir
la concentracion mioplasmitica de calcio, tales como la disminucion en la

[:Caz+:]e 0 el uso de agentes blogueantes del flujo lento .de calcio, sobre

los efectos "terapéuticos" y "tdxicos" de ouabaina.

De los recultados se desprende que los mismos ejercieron un efecto faci-
litatorio sobre la accidn "terapéutica" de cuahaina; atenuando y retardesn-
do la accion “"tdxica" de la droga.

Se pudo observar que la disminucion en la [:Caz+:] b la presencia de

e
verapamil, D600 o diltiazem, desviaron hacies la izquierda la curva dosis-
respuesta de ouabaina e incrementaron la magnitud de su accidn “terapéeuti-
ca" maxima.

Por el contrario, estas intervenciones desplazaron hacia la derecha la
curva "toxica" de ousbaina, disminuyendo la magnitud de la contractura.

Esta peculiar recpuesta del miocardio de rata hacia ouabaina pareceria
ser especifica y diferente a la documentada en otras especies, en las cua-
les se he encontradao una relacibn directa entre la disminucibn en la [:Cazf]e
vy el efecto “terapéutico" de ouabaina (228,494,518).

La diferencia entre la respuesta del miocardio de rata vy le de los co-
razones de otras especies,podria explicarse a partir de variaciones en la
utilizacion de las diversas fuentes de las que proviene el calcio que va
a8 ser utilizado para la respuesta contractil.

En la auricule de rata es posible que este calcio provenga de depositos
intracelulares. Esto estaria avalado por el hecho que las modificaciones

2+

en la concentracidon de Ca“ extracelular (aumento o disminucidn), como asi

también que las drogas capaces de bloguear el canal lento de calcio, no mo-
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dificaron significativamente las tensiones auriculares iniclales de nues-
tras preparaciones.

€1 glucbsido cardiaco, de modo indirecto, facilitaria la liberacion de
calcio de los depbsitos intracitoplesmaticos para producir sus efectos ino-
tropicos positivos.

El incremento de la respuesta inotrdpica “no téxice" y la disminucidn
de la "toxica"™ de ouabaina relacionados con la disminuclén en la [:Ca&']1
podria ser explicado por el hecho que, en el miocardio de rata, se regis-
tran respuestas inotropicas positivas minimas hacia la droga cuando se en-
cuentran saturados los depbsitos intracelulares de calcio y se obtienen am-
plias respuestas inotr@picas "no tbxicas" cuando los depbsitos intracelula-
res de calcio estadn insaturados. Ello acontece cuando disminuye la [:Ca2+:]e
de 2 mM hasta 0.25 mM (171).

Este concepto explica el hecho que con una [Ca2+ ]e de 0.3 mM se regis-
tra el maximo de respuesta inotrdpica "no toxica" y falga de contractura
en nuestras preparaclones.

Adicionalmente, Gersmeyer y Holland (970) han mostrado que, en lz auri-
cula aislada de rate, las corncentraciones de ouabaina que producen efecto
"terapeutico” causan una caida en la [Caz+.]i.

La observacion de que las drogas capaces de bloquear el flujo de cal-
cio incrementan la accibn "terapéutica" y atentian la "toxics", estaria re-
lacionado con el hecho de que la ouabaina, a concentraciones que aumentan
la tension contractil efectiva, labiliza el calcic de membrana Yy promueve
la liberacion del celcio por latido; mientras que altas concentraciones de
los glucosidos cardiacos incrementan la permeabilidad pasivae al calcio y
al potasio, situaciones que conducen a los efectos "toxicos" de ouabaina
(316,309,356 ,317).

En base a estos hallezgos, se puede postular hipotéticamente como meca-

nismos ionicos involucrados en la influencia que ejerce la disminucién en
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2+

la l:Ca2+:]e y los antagonistas del Ca sobre los efectos de ouabaina, el

siguiente esguema: en la Figura 55 se muestra que la disminucidn en la

2+ disminuyen la [Caz*':]i. Este feni-

[Caz+]e y los antagonistas del Ca
neno ejerce un efecto estimulante sobre la Na*.H+—ATPaBa (310) haciendo ma-
yor el eflujo del Na* y el influjo del H+, lo que induce a una activacion
del intercambio Na+/Ca2+ y a uﬁ incremento del k' intracelular. El Ca2+ in-
tracelular, transitoriamente aumentado, Jjunto con el incremento en la [ wt ]i
facilita el efecto "terapéutico" de ouabaina y retards. la aparicion del e-
fecto "toxico".

De modo tal que, la insaturacion de los depbositos intracelulares de cal-
cio ejerceria un efecto estimulatorio sobre la bomba de Na*/k*. La estimu-
lacion de la enzima ejerceria un efecto facilitatorio sobre la accion "te-
rapéutica" de la guabaina, disminuyendo el umbral y aumentando la intensi-
dad del efecto inotropico positivo “no toxico" de ouabaina; a la vez que
transformaria a las concentraciones “"toxicas" de la drog; en concentracio-
nes "terapéuticas", impidiendo la accidn inhibitoria que ejercen estas con-
centraciones "toxicas" sobre la.enzima.

Los recientes trabajos de Godfraind y Ghysel-Burton (185), quienes docu-
mentaron que las dosis bajas de oqabaina son capaces de estimular a la bom-
ba de Na+/H+, incrementando la contractilidad del miocardio de rata, apo-
yan estos hallazqos.

Nuestros trabajos sustentan la hipdtesis que la infiuencia inotroépica
"no tdxica" de ouabaina estd asociada al intercambio Na'/K', el que regu-

2+ de membrana. Este intercambio se

le indirectamente el intercambio Na'/Ca
produciria a dosis bajas del glucosido, el cusl probablemente estimula a
la Na+,K+-ATPasa con una ganancia de Ca2+ intracelular transitorie que es
la responsable de la mayor tension contractil auricular.

De los resultados obtenidcs se desprende que el rango de concentracion

por el cual la cuabaina ejerce su efecto “"terapéeutico" o su efecto "téxico®,

pareceria depender del balance entre la [Caz+] y la[:H’] intracelulares.
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ARs{, cuanda la concentracion de Ca®  intracelular estad aumentada y la del

k* estd oisminuida, la ousbaina induciria contractura; mientras que cuando

* egts aumentada y la del k' es normal o estd aumen-

le concentracidon de Ca
tada, la ouabaina induciria efecto "terapéutico®.

Para comprobar esta hipotesis decidimos estudier la accidn de ouabaina
en preparaciones auriculares aﬁspendidas en una solucidn con una concentra-

cion de Ca2+ normal, pero en la que se modificd la concentracidn de Kkt o se

bloqued el movimiento de k* a través de la membrana.

2.b) Influencia de factores que modifican el flujo del K.

Se pudo observar gque la disminucion en la [:K+ ]e de 6 a 3 mM potencid
tanto el efecto "terapéutico" como el efecto "toxico" de ouabaina.

El umbral para el efecto "terapéutico" se vido ampliamente disminuido y
la respuesta inotropica maxima alcanzd el doble que con uns [:K+] o de 6 mM,

Por su parte, los efectos "toxicos" (tanto el incremeﬁto de le tension
basal de reposo como el sumento en la frecuencia) eparecieron a concentra-
ciones de ls droga normelmente "terapeuticas®., Asi, la ourva dosis-respues-
ta para la accion "no toxica" y la "toxica" se desplazd hacims la izquier-
da respecto 8 aguellss obtenidas con una [rﬁ']e que normalmente se en-
cuentre en el plasma de la rata.

El efecto faclilitsdor que produce la disminucitn de ls [.H+ ]e sagbre la
accion inotropica “no toxica" y "toxica" de los digitalicos, podris expli-
carse por el hecho que la disminucidn en la [:K+ ]e’ de algun modo esta fa-
cilitendo la unidn del digitélico a la Na',k*-ATPasa (15 ).

La mayor accidn inotropica y cronotropice positivas de ouabaina en pre-
sencia de una [:K+:]e de 3 mM, podria estar relacionada con el hecho que
la disminucion en ls [.K+ ]e facilita la pérdida de k¥ por la célula, el
que se intercambia con el Na' extracelular (267) que ingresa a la céluls

por un simple intercambioc electrogquimico. El incremento en 1la [:Na* ]1 se-
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ria el responsable de la tagquicardia (419,346,374), como asi también del
aumento de la tensibn contractil, ya que posiblemente el Na* intracelular
esté liberando el calcio transitorin de los depfsitos intracelulares (145).
En cuantoc a los resultados obtenidos con el K' extracelular elevedo de
6 a 8 mM,éstons muestran que el efecto inotrdpico "no tbxico® de ouabaine
aparece en forma retardada, eé decir con dosis normalmente "téxicas" de la
droga. Sin embargo, la magnitud del efecto inotrdpico "no téxico® es mayar.
Las escciones "t&xicas" de la droga desaparecen en estas condicliones, veri-
ficéndose una menor frecuencia de latido en los preparados auriculares.
Estos resultados parecen responder al conocido efecto antagbnico del K
sobre la unibn de los digitélicos a la Nat,k*-ATPasa (20).
Experimentos realizados tanto "in vivo" como "in vitro®, han documenta-
do que el incremento en la [:K* ]e impide le fijacian de los digitalicos a
la Na*,K*-ATPasa (394,321,188) y ésto parece estar relacionado con el re-
trasc en la sparicibn de la accion inotrbpica de los digitalicos ohserva-
da en nuestro estudioc.
En la mayorie de las especies animales, el grado del efecto inotrodpico
producido por ouabaina, en presencia de diferentes [K*i]e, no se modifi-
ca ten marcadamente como nosotros hemos observado en la auricula de rata.
As{, Akera (15) observb que, en la aurficula de cobayo, la accidn cardiotb-
nics de ouabaina era muy poco afectads sl modificar la [K+ ]e'
La falta de efecto "tbxico" de ouabaina y el retardo en la aparicién del
efecto "terapeutico® observado en los prepsrados expuestos a una [:K’ :]e
superior a la que normalmente se encuentra en el plasma de la rata, se po-
dria explicar hipotéticamente en base a los siguientes mecanismos idnicos
(Figura 56).
€l incremento en la [K+ ]e' 8l retardar la fijacibn de ouabaina a la

Na’.ﬁ’-ATPaaa, hsce que dosis que normalmente inhiben a lz2 enzima, estimu-

len 8 la misma. Esto lleve = un mayor eflujo del Nat e influjo del k*. E1
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2+

Nat que sale de ls célula se intercambia con el Ca“ , el cusl ingresa a la

misma incrementendo la [Caz*] mioplasmatica (409), el cual en forme direc-

ta o indirecte (liberando Ca2+

del raticulo sarcoplasmatico (146)), activa
a la proteinquinasa dependiente de Caz*. aumentando la tension contractil.

Por su parte, 8l estar incrementada la [H+ ]1, éste desplaza en forme
efectiva 8l calcio de la proteina contractil, asegurandoc una eficez relaja-
cibn y, por ende, en estas circunstancies no se produce la contractura.

Le menor frecuencis de latidos due se observa en presencia de ouabaina
en estas preparaciones expuestas a alto K*, esta relacionada probablemente
con una disminucién del Na' intraceluler que se produce al estar elevado
su eflujo (419,34L6,374).

El empleo de drogas capaces de modular el flujo de K+, tales como per-
hexiline y SKF-525A (222,142), fue otro recursoc utilizado para tratar de
incrementar el efecto "terapéutico” de ouabaina y diamiquir el efecto "té-
xico" de la droga.

Estas drogas son aminas terciarias cepaces de bloquear en forma asimé-
trice el intercambio de K e través de la membrana con un gradiente a fa-
vor de la inhibicién del eflujo del idn, lo cual lleva en Gltima instan-
cia, 8l incremento de la concentracidn de K* intracelular (222).

Se pudo observer que, en presencia de estas drogas, el umbral de respues-
ts para la accidn "terapéutica" de ouabaina disminuyd significativamente,

a la vez que la magnitud de dicho efecto se incrementf. Por su parte, la
contractura fue practicamente abolida, sunque la mayor frecuencis de las
contracciones persistito como signo de "toxicided".

S4 se comparan los efectos de esmbos bloqueantes del eflujc de H*. se pue-
de comprobar que la perhexilina resultd ser diez veces mas eficaz quse el
SKF-525A para producir su influencia facilitadora schbre la accion "terapéu-
tica" de la cuabaina.

Debidc a que la perhexilina ha sido primariemente descripta como un

bloqueante del influjo de ca* (142,369), nos parecib que su mayor efi-
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ciencia podrie estar relacionada con un efecto dual de la druga: bloqueo

de la entrada de Caz+

y de la salida de K*. Es por ello que consideramos
de interés estudiar simultaneamente le accidon de un bloqueante del eflujo
del K* (SKF-525A) y de un inhibidor del influjo del Caz+ (verapamil). Se
pudo observer que dichaz asociecidn sensibilizé al tejido al efecto “terapéu-
tico" de ousbaina, aumentando la magnitud del efecto inotropico positivo
vy haclendo desaparecer la contrectura como respuesta "toxica'.

La influencia facilitadora ejercida por la accidn sinérgica de los agen-

2+ y del eflujo del K, resultd ser de

tes bloqueantes del influjo del Ca
similar magnitud que la inducida por la perhexilina sola.

Es de interés destacar el hecho que con esta asociacion no sOlo se po-
tencid el efecto de cada una de las drogas sino que con cinco veces menos
concentracion de cada una de ellas, se obtuvo mayor efecto con respecto al
visto con cada una por separedo.

La potenciacidn del efecto "teraspéutico" de ouabaina y la abolicién de
la contractura en presencia de perhexilina y de SKF-525A se podria explicar
en base a los siguientes mecanismos ionicos (Figura 57): el bloguen del e-
flujo del k* eleva la [H’ ]1, lo cual directa o indirectamente (liberan-

2+ del reticulo sarcoplasmatico) inhibe a la Na*,k*-ATPasa (9 ). Es-

do Ca
to lleva a un bloqueo en el eflujo del Nat que conduce a un incremento en
la [Na+‘Ji. Esta mayor [Na+ ]i auments la [Caz’] mioplasmético par tres

2+

probables mecznismos: intercambio Na+/Ca2+ (304); liberacién de Ca“" del

reticulo sarcopleamatico (145) y/o0 bloqueo del eflujo de ca®* (51). El Ca®*
intracelulsr en exceso activa la proteinquinasa dependiente del mismo, in-
crementando la tensidn contractil. Por su parte, la [K+ ]1 resulta mayor
debido a8 que 8i bien su influjo estéd blogueado, éste se compensa con el
bloqueo de su eflujo por accion de las drogas.

Al estar elevado el K' intracelular, este desplaza en forma efectiva al

Caz+ de la proteina contractil, asegurando una eficaz relajacion. Es por
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ello que dosis "toxicas" de ouabaina no producen contractura, sino que in-
crementan la tension contractil efectiva, transforméndose en "terapéuti-
cas",

La mayor frecuencia contractil que se observa en estas preparaciones es-
té probablemente relacionada con una elevacion en la [Na“]1 (819) que se
produce debido al blogueo de éu eflujo.

De estos resultados se desprende que, tento una elevacion en la [K+ ]e
(Figure 56) como el aumento en la [K+ ]1 por el blogqueo de su eflujo (Fi-
gura 57), conducen a3 un eumento en la [Caz+ ]1 y en la [H+ ]1 (Figura 58);
aunque ambos lao hacen por mecanismos opuestos, estimulanda o inhibiendo a
la enzima, respectivamente.

El incremento intracelular de ambos iones facilita el efecto “"terapéuti-
co® de ouabaina y dtenla el "téxico".

5in embargo, el aumento en la [K+ 11 imducido por el. bloqueo del eflujo
del catitn, sensibilizé al tejido hacie la accidn "terapéutica" de ouabal-
ne, incrementando su rango de concentracion Gtil, por disminucién del um-
bral de respuesta.

Por el contrario, la mayor [H+ ]e aumentd el umbral para el efecto
*terapéutico” de ouabaina.

Por otra parte, el bloqueo en el eflujo de k* indujo un incremento en
la frecuencia de las contracciones, posiblemente por elevar la [Na+ ]i; a
la vez que el aumento de la [H*]e redujo la frecuencia, probablemente por
disminucion de la [Na+]1 (Figura 58).

El sinergismo observado con la asociacion del blogueo en el influjo de
calcio y en el eflujo de potasio, obtenido con perhexilina o SKF-525A + ve-
rapamil, permite postular que la accidon “terapéutica" de ouabaina en la
suricula de rata, a diferencia de otras especies (15 ), est3d relacionada
en forma directe con el incremento en la [H* ]1 y con una disminucion en

el asporte de calcio externo que ingresa a la célula con el influjo lento.
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De modo tal que es probable que el calcio que utiliza el tejido para produ-
cir el efecto "terapéutico” de ousbaine see el celcio transitorioc que pro-
viene de los depbsitos intramioplesmaticos.

Siempre que la [K+ ]1 see lo suficlente como para desplazar al Ca2+ fi-
Jado en la protefna contractil, se impide el efecto "tdéxico" incependiente
de la concentracion de ouabalina utilizaca.

De tal modo que con sdélo eumentar la [K+ ]i se puede transfarmar concen-
traciones narmalmente "toxices" de ;uabaina en concentraclones “terapéuti-
cas", ain cuando la Na‘*,K*-ATPasa esté inhibida bajo el efecto de altas
concentraciones de ouabaina.

En la auricula de rata, es una condicion "sine qua non" para que se pro-
duzca el efecto inotropico positivo "terapéutico" de ousbaina, que la [H* ]i
esté normal o bien aumentada, pero nunca disminuida, puesto que en esta (l-
tima circunstancia se produce contrectura aun con concentraciones riormales

de Cuz+.

3. INFLUENCIA DE MEDIADORES ENDOGENOS SOBRE LOS EFECTOS INOTRCPICOS DE CUA=-

BAINA.

Una de las ceracteristicas de la accidn hemodinédmice de los digitalicos
es gue en el animal intactq sélo se observa cuando la funcién cardiaca es-
t2 comprometida, posiblemente debido a la existencia de mecanismoe. regula-
dores en el propio sistema cerdiovascular (9 ).

Adicionalmente, se ha observado que las caracteristicas en la accién ino-
tropica de los digitélicos difiere en condiciones "in vivoY o "in vitro®,
aiin cuando la droga sea splicada directamente al miocardio.

*In vivo", los efectos estan atenuados y retrasados debido a que la in-
teraccion entre el glucdsido y la enzima es mas lenta (17).

Esto llevaria a sospechar que la intensidad en la accidn de los digita-

licos podria estar relacionada con ciertos estados fisinldgicos del tejido
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que, de alguna manera, regularian la reactividad del mismo.

Siendo las catecolaminas y las prostaglandinas agentes que regulan la
actividad del miocardio tanto "in vivo® como "in vitro", nos parecié de
interés explorar la influencia que la estimulacion noradrenérgica y las
prostaglandinas pueden ejercer sobre los mecanismos por los cuales la oua-

baina ejerce su accion.

3.a) Influencia de las catecolaminas.

En esta serie de experimentos se quiso examinar lz influencls de la es-
timulacion noradrenérgica sobre la habilidad de los glucdsidos cardiscos
para incrementar la tensidn contrictil del miocardio.

Existen suficientes datos que indican que en la mayoria de las especies
de mamiferos, bajo ciertas condiclunes bien definidas, los glucbsidoe car-
diacos pueden producir liberacién enddgens de catecolaminas, la cual a3 su
vez, ejerce el efecto inotropico positivo actusndo sobre.su propio recep-
tor postsinaptico (adrenoreceptor beta) (151, 48%, 452, 432, LBG, 149).

En nuestro laboratorio hemos establecido ques, en preparaciones auricu-
lares aisladas de rata y estimuladas eléctricamente, la ousbaina incremen-
ta la tensifn contractil por medio de dos mecanismos diferentes: uno depen-
diente de la frecuencia de estimulacidn, que parece estar relacionado con
la liberacidon de noradrenalina y que se pone de manifiesto con altas con-
centraciones de ocuabaina; y un segundo mecanismo, independiente de ia fre-
cuencia de estimulacidn, no relaclionado directamente con la actividad nor-
adrenérgice y que ocurre con concentraciones bajas de ls droga (178).

De modo tal que estd bien documentado que bajo ciertas circunstancias,
la ouabaina puede inducir su accidn inotrbépica positiva por liberacidn del
neurotransmisor endbgeno. Sin embargo, lo que noc ha sidc establecido ni es-
tudiado ain es si la estimulacion noradrenérgica puede modular el efecto

inotropico positivo que ouabaina ejerce sl actuar sabre su receptor putati-
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va.

En este trabajo quisimos explorar la influcncia que la estimulacidn nor-
adrenérgica puede ejercer sobre la accion inotropica positiva de la ouabai-
na en suriculas latiendo espantéaneamente.

l.as concentraciones de norepinefrina exbgena escogidas se encuentran den-
tro del rango de aqueilas liberadas por el terminal nervioso noradrencrgi-
co cardiaco ( 42) y que no producen "per me" efecto Lnctropicu positive
alqunc, .

Pudo observerse que la activaclon de los adrenoreceptores betca ejercie-
ron, en el miancardio auricular de la rata, una influencia inhihitoria so-
bre 1a accidn inotropica positiva "terapéutica" de ouabaina; como lo de-
rnuestra el hecho gque en presencia de concentraciones subumbrales de norepi-
nefrina la accidn "terapéutica" del digitdlico disminuyd notablemantc.

Le accibn inhibiturie ejercida por el neurotransmisor adrenérgico ecsta-
ria relecionada con su concentracion a nivel del receptsr postsinéptica,
ya que se observd una relacion directa entre la concentracibn de norepire-
frina exdgena en la biofase y su efectoc inhibitoria.

El hecho que el bloqueo del adrenoreceptor beta con (-)-propranclzl
(10'7M) ( 32) revirtid el efecto inhibitorio induclido por noregpinefrina
exdgena sobre la influencia inotrdpica positiva de ouabaina, permite postu-
lar que dicho efecto inhibitorio estaria relacionado con la activacidn di-
recta del adrenoreceptor beta por el agunista especifico.

Es bien conocido que los agoniatas de edrenoreceptores beta estimulan
a la adenil ciclasa, enzima directamente asociada con dicho receptor (542).

Tanto la adenil ciclasa como la Na+,K+-ATPasa estan asuciadas 8 la mem-
brena celulsr (430).

Moszik (347), comperasndo el efecto de varias drogas sobre la Nat, k*-aTP-
ass y la adenil ciclesa aisladas del corazon y del estbmago de la rata y

de la mucosa gastrica humana, llegd a la conclusidn que la mayoria de las
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drogas ejercen aus efectos especificos & través de una de las dos enzimas;
pero que sl bien ambos sistemas enzimiticos estédn separados, la estimula-
cidn de la ciclasa estd usuaslmente ssociada con el bloqueo de la Na+,H+-
ATPasa.

De este concepto se desprende que en nuestroc sistema probablemente 1o
norepinefrina exdgena, al actuar sobre el adrenoreceptor beta, estimule a
la adenil ciclasa, lo gue de alguna manera conduce a la inhibicibn de la
Na*, k¥ -ATPasa. ’

Adiclonalmente, por los resultados antes descriptcs, este trsbajo sus-
tenta la hipdtesis que la influencis inotrdpics "no toxica" de ouabaina es-
té probablemente relacionada con la estimulacidn de la Na',k*-ATPasa, 1la

2 2+ intra-~

cual,mediante el intercambio Nat/Ca *,conduce a una ganancia de Ca
celular transitorio, que es el responsable del incremento de la tension con-
tréctil auriculer obeervado con bajas concentraciones de ousbaina.

Es por ello, que en la falta de efecto inotropico poéitivo "terapéutico"
de ousbaina observado tras la activecidn del adrenoreceptor beta con nore-
pinefrine exbgena, estaria involucrada la inhibicitn de la Na*,k*-ATPana
inducida por la activacion previa de la sdenil ciclasa.

Este cambio en la actividad de le bomba de Na'/K' seria, en Gltima ins-
tancia, el responsable de la falts de efecto "terapéutico" de ousbaina en
presencia del agonista adrenérgico; puesto que como ya se menciond, la ac-
cidn “"terapéutica" de ousbaina en el miccardia auriculser, esté probablemen-
te asocisda 8 la estimulacidn de la Na',Kk*-ATPasa y no con la inhibicién
de la enzima.

El hecho que la norepinefrina exbgens no haya sido capaz de modificar
la accibn "toxica" de ousbaina estaria indicando posiblemente que el influ-

Jo de Ca2+

, que rormalmente acontece durante la activacion de le adenil ci-
clessa (4L02), no es lo suficientemente importante para inhibir profundamen-

te a la Na*,K+-ATPaaa como para inducir contractura con concentraciones ba-
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Jes de la droga.

E1l antagonismo entre la adenil ciclasa y la Na',k*-ATPasa, segin Schwartz
(430), podria ser debido a que:.a) la funcion de embas enzimas involucra
a8 una misma proteina de membrana que cataliza ambas reacciones; b) que exis-
tan cambios en el estedo de los lipidos de las membranas, los cualec acti-
van a una e inhiben a la otra enzima; o c) que el productc de una de las
rescciones module la actividad de lz2 otra (430).

En nuestro sistema, esta Oltima posibilidad es la mas factible ya que
la activacidn de la sdenil ciclase involucra una elevacidn en la concentra-

cian de Ca2+

mioplasmatico, el cual activando a la fosforilasa quinasa, in-
crementa ain mas la [C32+ }i' que en Ultima instancia, conduce a la inhi-
bicidn de la Ka*,k*-ATPasa.

Para rasumir estos conceptos, en la Figura 59 se esquematiza el mecanis-
mo probable por el cual ls estimulacion del edrenoreceptor beta inhibe io
accidn "terapéutica® de ousbaina. En ella aze muestra que.la nerepinefrina
exdgena, al actuar sobre dicho sitio, eatimula a la adenil ciclasa aumen-
tando los niveles de AMP ciclico. E£1 AMP ciclico activa directamente a la
proteinquinasa dependiente de AMP ciclico e indirectamente a la protein-

2+ a1 promover el influjo del catién. Estas, en

guinasa dependiente de Ca
ultima instancia, activan a ls fosforilasaquinasa. Segin Woullenherg {542),
esta Ultima eleva aln mas la [i:az+ ]i al inducir su liberacién desde los
depbfsitos intracelulares. E1 incremento en le [:Caz+ ]i inhihe a 1= Na+,K*-
ATPasa (310) y & su vez activa a la fosforilasaquinasa (542) produciéndo-
se as{ un circulo vicioso que asegura el incremento en el Ca2+ mioplasma-
tico y la inhibicidn de la bomba de Na+/K+; condiciones esmbaa que en for-
ma reiterada sefialamos como responsables de la atenuacidn o abolicion de

la accidn "terapéutica® de ouabaina.

El bloquec del adrenoreceptor bete actuaria en el primer paso de ests

secuencia (Figure 59) y es por ello que el prcpranoclol revierte el efecto
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inhibitorio que ejerce la norepinefrina exdgena sobre la accién inotropica

de ocuabaina.

3.b) Influencia de las prostaglandinas.

Esta ser}e de experimentos nos indica que las prostaglandinas, sl igual
que la norepinefrina exodgena, son capaces de modular la accion inotropica
positiva "terapéutica" de ousbaina.

Sin embarga, la influencia reguladora (estimulante o depresora) que e-
Jercen las prostaglandinas sobre el efecto de ouabaina parece ser indirec-
ta y depender de la capacidad de las mismas para estimular o inhibir la
actividad adrenérgica intrinseca.

Debido a ello vamos a detenernos, en primer términa, en la accidén con-
tractil inducida por cada una de las prostaglandinas sobre el miocardio
auriculaer, identificando dichos efectos con la habilidad de las mismas pa-
ra modificer ls liberacion del neurctransmisor. Mas adelante, se conclui-
ra con el enalisis de la influencia moduladora que las prostaglandinas y
los agentes inhibidores de su aﬁntesis endogena, ejercen sobre el efecto
"terapéutico" de ouabaina, relacionando dichas influencias con una posi-
ble participacion adrenérgica.

Las acciones de las prostaglandinas sobre el corazon son dificiles de
interpretar y muy a menudo son consideradas como ejerciendo un efecto in-
directo o secundario a8 su influencia sobre la circulacidn periférica.

Los precursores de les prosteglendinas parecen modificar la contracti-
lidad del miocardio en una amplia variedad de condiciones experimentales
y especies asnimales. Sin embargo, parecen existir contradicciocnes en el
tipo de respuestas que ellas son capaces de producir (353,320,367,481,41 ,
314),

En publicaciones recientes de nuestro laboratorio, hemos documentado

que en ls auriculs asislads de rata, la PEEl, PGEZ, PGF, alfa, PGI2 y el

2



20e

TXB2 (465, 73,461,463,464) ejercen un efecto 1notr6pico variable que depen-
de de la prostaglandina o prostanoide utilizado. Sin embargo, cualquiera
sea el tipo de respuesta contractil inducida por las prostzglandinas y pros-
tanoide, ésta se encuentra relacionada con mecanismos adrenérgicos (532).

Loa resultados de este estudio confirman los anteriormente citados. Asi,
se observd que la PGE, y la PGE, producen diferente efecto inotrépico, de-
pendiendo del tipo de prostaglandina y de la concentracion. utilizada.

La PGEl indujo sGlo un efecto 1nbtr6picu negativo, mientras que la PGE2
produjo un efecto biféasico: inotrbpico negativo a bajas concentraciones y
positivo a altas.

Existen importantes diferencias en las respuestas contractiles del mio-
cardio hacia las prostaglandinas de la serie E. Asi, en preparaciones
Langendorff de corazones de rata, gato y conejo, la PGE1 no tuvo efecto
( 41), mientras que en los corazones de sapo y cobayo tuvo una accidn esti-
mulante ( 41). Por otra perte, Levy y col. (31&) han dochmentado una influen-
cis bifasica de la PGE, en la auricula de conejo.

El hecho que la PGE

y la PGE, hayan disminuido la tensidn surjcular de

1 2
la rata y que concentraciones subumbrales de norepinefrina exbgena hayan
abolido dicho efecto inotrdpico negativo, suglere una participacidn adre-
nérgica relacionada con una disminucitn en la concentracidn del neurotrans-
misor en el receptor postsindptico. Este hecho se ve confirmado por el ha-
llazgo de que en el estudio simultaneo de la actividad mecénica auricular
vy de la liberacion de norepinefrina tritiada, la PGE, deprimid la tensiodn
contractil fasica al mismo tiempo que inhibid la liberacion del agonista
adrenérgico.

Estas observaclones son consistentes con resultados abtenidaos por otras
(220,214,532,531,529,212,6472,6473), quienes sugieren que las prostaglandinas

de la serie E tienen une accion inhibitoria sobre la liberacion del neuro-

transmisor adrenérgico, actuando sobre un receptor presinidptico independien-
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te a8l receptor alfa-ppesinaptico (465).

Cebe destacar, que el efecto inotropico positivo observado con dosis al-
tas de PGE2 parece ser directo sobre su propio receptor postainaptico no
relaciondndose con le actividad adrenérgica del tejido (465).

Los efectos inotrbpico y cronotrépico positivos observados en este tra-
bajo con prostzciclina (PGIZ) confirman hallazgos prevics de nuestro labo-
ratorio (461) e indican que le prostaciclina, en la auricule aisleds de ra-
ta, es un poterte agente cardiotdnico, que presumiblemente actia indirecta-
mente a través de mecanismos catecolaminérgicos.

En efecto, fue posible cbservar que la prostaciclina provocd un incremen-

to en la tension contractil y en la frecuencia que fue proporcicnal a su

15 9

concentracibn y que abarcé un amplio rango comprendido entre 107~ y 107 M,
Cabe destecar, que no es posible considerar al incremento en la tension

contractil inducido por PGI, como un efecto secundario dependiente dal in-

2
cremento en ls frecuencla de las contracciones, ya que eﬁ bien ccrocido que
1a auriculs de rata presents el fenomeno de la escalera negativa (466,233,
534).

El hecho que ambos efectos cardiotGnicos de PGI2 hayan sidq inhibidos
por el bloqueo de adrenoreceptores beta con propranoclol, permite postular
una posible participacion adrenérgica relacionada con un incremento en la
concentracidn del neurotransmisor en la vecindad del receptor postsinapti-
co.

El andlisis comparativo de los efectos de PGI2 sobre la velocidad de 1li-
beracion de norepinefrina tritiada y sobre la actividad contractil suricular,
evalen este concepto. Asi, se pudo observar con el registro simultaneo de
smbos parametros, que el incremento en la tensibdn contractil fasica, indu-
cido por la prostaciclina, coincidid con un sumento en la liberscion de tri-

tio por el miocardio suricular. Este hecho estéd indicando que la PGI2 ejer-

ce su efecto cardiotonico a traves de la liberacidon del neurotrensmisor a-



drenérgico.

Existen trabajos que indican que la norepinefrina es capaz de producir
la liberaciotn de PGI, del corazan ( 65), pero no hay ningdn estudic haa-
ta ahora, que haya demostrado la situacidn opuesta.

Nuestro postulado sobre una clara interrelacidn entre los efectos car-
diotonicos de la prostaciclina y su capacidad para incrementar la concentra-
cibn del neurctransmisor en la vecindad del adrenoreceptor posteinptico a
través de la liberacitn presinidptica del mismo, estd avalado pot el hechao
gue en los animales simpatectomizados con 6-0HDA, el efecto cardioestimulan-
te de PGI2 desaparece totalmente.

Los resutados obtenidos con la PGF2 alfa, a las dosis utilizadas en es-
te estudio, indican que esta prostaglandina no modifica la tensién contrac-
til .auricular ni es capaz de modificar la liberacion del neurotransmisor.

Sin embargo, en estudios reclientes realizados en nuestro laboratorio
(73 ), se muestra gue con.concentraciones mayores de PGFé alfa, sa gbtiene
una acclion inotropica positiva de gran magnltud; A su vez, los mecanismos
adrenérgicos inhiben la influencia contractil de la PGF2 alfa, perao dicha
prostaglandina no fue capaz de modificar la actividad adrenérgica del te-
Jido (73),

Del snalisis de los resultados obtenidos con las diferentes prostaglan-
dinas, Be puede postular que existe una directa relacibn entre los efec-
tos contractiles de las mismas y su habilidad para modular la liberacién
del neurotransmisor adrenérgico. As{, la PGE, v la PGEZ. que disminuyeron
la tension contractil auricular, inhibieron la liberacidn de norepinefrina.
Por el contrario, la PGI2 que incrementd la tensidn contractil fasica, pro-
movid la liberacion del neurotransmisor; y la PGF, alfa no modificd ninguno
de los dos parametros estudisdos.

Esta habilidad de les prostaglandines para regular mecanismos adrenérgi-

cos en el miocardio, hace posible que las mismas sean capaces de altersr en
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forma indirecta la accion inotropice positiva que la ousbaina ejerce so-

bre el miocerdio auricular de la rata. Dicho en otras palebras, si las pros-
taglandinas son capaces de modificar la concentracicn del neurotransmiscr

en la biofase, y éste a su vez tiene le propiedad de inhibir la accitn car-
dioténica “terapéutica" de ouabaina, es probable que las diferencias en la
accion moduladore que las prostaglandinas ejercen sobre el efecto cardioto-
nico de ouabaina, dependan de la capacided de las mismas para incrementar c
disminuir la concentracion de norepinefrina en la vecindad del receptor posi-
sinaptico.

En efecto, hemos observado que las prostaglandinas pueden potenciar o
inhibir el efecto inotropico positivo "terapéutico" de ouabaina, dependien-
do del tipo de prostaglandina en estudio.

La PGE, y la PGE, potencliaron la magnitud del efecto inotrOpico positi-
vo de ouabainz, mientras que la PGI2 atenud notablemente la influencia de
la droga, y en presencia de PGF, alfa la accibn cardiutégica de ocuabaina
no se modificG.

El efecto potenciador ejercido por las prostaglandinas de la serie € so-
bre la accidn inotrdpica positiva de ouabaina, podria estar relacionada con
su capacidad para inhibir la liberaciodn del neurotransmisor. De tal modo
que la ouabaina queda libre del efecto inhibitorio que normalmente ejerce-
ria la presencia del neurotransmisor en la biofase, al estar bloqueada la
liberacion del mismo por la presencia de las prostsglandinas de la serie E.

El hecho que la PGF2 alfa se haya mostrado inefective para modificar la
accion "terapéutica" de ouabeina, podria relaciocnarse con la imposibilidad
de la misma pars modificar la soncentracion de norepinefrina a nivel del
receptor postsinaptico.

Por Gltimo, en la influencia inhibitoris eJercida por ls PGI2 sobre los
efectos de ouabeina, la existencia de une posible intervencién adrenérgica

es practicemente inequivoca. E1l hecho que en las suriculas provenientes de
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animales simpatectomizados con 6-0HDA como asi también el blogqueo de lops
beta adrenoreceptores postsinapticos con propranolol, hayan producido una
reversion total de la influencia inhibitoria de 18 PGI, sobre la accidn
"terapéutica" de ouasbaina, confirman nuestra hipodtesis. En la misma se pos-
tula que la P512 ejerce su efecto entagdnico actuando a travéa de un meca-
nismo adrenérgico que involucra la liberacibn presinédptica del neurotrans-
misor y la consiguiente activacion ?el adrenoreceptor beta-postsinaptico.

Es entonces plausible considerar al efecto modulatorio que ejercen las
prostaglandinas sobre la accion de cuabaina como una manifestacidn secunda-
ria, dependiente de la capacidad de las mismas pars incrementar o disminuir
la disponibilidad de norepinefrina en el receptor postsiniptico.

En la Figura 60 se esquematizan los mecanismos probables por los cuales
las prostaglandinas, a través de la estimulacidn o de la inhibicidn de la
actividad adrenérgica intrinseca, pueden modificar el efecto "terapéutico"
de ouvabaina.

La PGI2 incrementa la concentracion de norepinefrina en la biofase al
estimuler su liberacion. Este iﬁcremento en la concentracidon del neurotrans-
misor en el receptor postsindptico, induce a una hiperactividad de la ade-
nil ciclasa, situacion que lleva a la inhibicidn de la actividad de la Na+,H+-
ATPasa, Este fendmeno seria el responsable del efecto blogueante de la PGI,
sobre la sccion “"terapéutica®™ de ouabaina.

Ls PGE1 y la PGE, disminuyen la concentracion de norepinefrina en la

2
biofase al blogquear su liberacidn de los sitios presindpticos. La disminu-
cibn de la concentracion de norepinefrina en el receptor postsinédptico in-
duce a una hipoactividad de la adenil ciclasa, situacidn que conduce a una
estimulacion de la Na¥,Kk'-ATPasa. Este fendmeno seria el responsable, en

Gltima instancia, de la potenciacidn que ejercen las prostaglandinas de la

serie E sobre la accidon "terapéutica" de ouabaina.

Por Gltimo, 1la PGF2 alfa no modifica la accidon inotrdpica de ouabaina
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por ser incapaz de modificar la liberacion del neurotransmisor, y al no
alterar la concentracibon postsinaptica de norepinefrina, no tiene capaci-
dad para modificar la actividad de la adenil ciciesa ni de la Na+,K+-ATPaaa.

El uso de agentes bloqueantes de la sintesis de prostaglencinas endige-
nas, tales como la indometacina y el acido acetil salic{lico (135), confir-
man la sospecha que las prostaglandinas enddgenas ejercerian un efecto in-
hibitorio sobre ls accidn "terapéutice® de la oumbaina. En efecta, el he-
cho de que en presencias de indometacina o acido acetil salic{lico se poten-
cia el efecto cardiotonico de ouabaina, permite sugerir que en ¢l miocardin
suricular predominan las prostaglendinas con actividad inhibltoria sobre
este fentmeno.

Es posible entonces que, en nuestras condicliones experimentales, el efec-
to de las prostaglandinas endbgenas esté posiblemente relacionado con la
PGIZ, ya que de todas las prostaglandinas utilizadas fue.la dnica cagpsz de
ejercer urna accidn inhibitoria sobre el efecto cardioténico de ouabaina.

F.stos resultedos coinciden con el concepto generslizado de que, entre

todas las prostsglandinas, ls PGi2 es la que mas se sintetiza y libera en

el corazén de rata, conejo y cubayo (252, 102, 425).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

En el presente estudio, hemos anslizedo los efectos de ocusbainz sobre
la actividad contractil "in vitro" del miocardio, comparando sus acciones
con la de otras drogas de efecto inotropico variable, tales cemc las pres-
taglandinas.

Madiante ¢l estudio de la influeécia de diversos factores cepaces de mo-
dificar los flujos 16nicos a trevés de la membrana plesmatica, se pudo ex-
plorar algunos de los probabléa mecanismos fisiofarmacolfgicos implicados
en las acciones "terapéuticas" y "toxicas" de los glucdsidos cardiacos.

Por Gltimo, el analisis de la influencia de ciertos mediadoree enddgenas,
tales como prostagiandinas y norepinefrina exbgena, sobre ls accién cardio-
estimulante de ouabaina, permite relacionar los mecanismos de accidn dzl
glucisido cardiaco con la activided noradrenérgicas y el éluja iénico de mem-
brana,.

Nuestro primer objetivo fue definir las acciones "terapéutica" y "toxi-
ca" ce ousbaina en el miocardio auricular aislado de rata.

Se pudo verificar que aquellas concentracionzs de ousbaina gque indujeron
sblo efecto inotrdpico positivo sequido de una relajacion efectiva, sin cam-
bios en la tensidn basal ni en la frecuencia de las contracciones, se iden-
tificaron como “terapéuticas" o "no toxicas"; mientras que aguellas que des-
pertaron un aumento en le tension de reposo o basal (contractura), con in-
cremento en la frecuencia de las contracciones y disminucion de la tensidn
contractil fasica, fueron tipificadds como "toxicas".

Del analisis de les curvas acumulativas dosis-respuesta de ouabalna, se
desprende que,en el corszon de rate, las concentraciones de los digitali-
cos requeridas para despertar efectos inotropicos positivos son extremada-

mente asltes, y el rango de concentraciones de la droga capaces de producir
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una respuesta cardiotbnice,es muy reducido.

A su vez, se pudo comprobar que la maxima concentrecibn Gtil czpaz de
inducir le accidn "terapéutica® estéd muy proxima a la concentracitn minima
caepaz de inducir la eccion "toxica" de la droga.

Fue asi, que nos propusimos, mediante el cambio en el ambiente ionico,
ampliar el rango de concentraciones utiles de ouabalina, disminuyendo el um-
bral para la respuesta "terapéutica" y 8l mismo tiempo, transformar las con-

centraciones "toxicas" de ouabaina en concentraciones "no toxiczas",

2+

Con este fin, se modificd el flujo de Ca“’ y K* a través de la membrans;

elterando la concentracidn de ambos en 1a solucidn tisular o utilizando a-

2+ o del eflujo del K'.

gentes blogqueantes del influjo lento del Ca

El andlisis de los resultados obtenidos en esta serie de experimentos
nos permite extraer las siguientes conclusiones:

a) E1 incremento en la concentracién de Ca®® extracelular desde 1.2 mM
hasta 2.4 mM, sensibiliza al tejido a laos efectos "toxicos" de lz ouabai-
na y atends paulatinamente la acclidn "terapéutica" de la droga, siendo am-
bos fenbmenos directamente propofcinnales gl incremento del calciu extra-
celular.

b) Le reduccién intramioplasmatica de calciu,inducida por la disminu-
cibén en le concentracion extrscelular de calcio o por el uso de agentes
blogueantes del flujo lento del i6n, sensibiliza al tejido al efecto "te-
rapéutico® de ouabaina, atenuando y retardando la sparicion cel efectc "to-
xico". De modo tal que se observe una relacibn inversa entre la accibén "te-
rapéutica” de ouabaina y la concentracién de calcio intrascelular.

c) La disminucidn en la concentracidn del K* extracelular potencia tan-
to el efecto "terapéutico” como "tdxico" de ouabaina, disminuyendo el um-
bral para ambas acciones.

d) E1l incremento en la concentracién del K' extracelulsr produce una

potenciacidon del efecto inotrdpico positivo "terapéutico" y une disminu-
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cidn del efecto "toxico". Sin cmbargo, en estas condiciones, dosis normal-
mente "terapéuticas" son inefectivas para producir efecto inotropico posi-
tivo, el cusl s8lo se pone de manifiestoc con concentraciones “toxicas" de
_ouabaina. Por su parte, las manifestaciones "toxicaes" de ousbaine desapare-
cen con el incremento en la concentracidn de K* extrecelular.

e) Los agentes moduladores del eflujo de K* potencian y sensibilizan al
tejido auricular a los efectos "terapéuticos" de ouabaina, con ura atenua-
cibn significative de la cnntractur; y un incremento considerable en 1s fre-
cuencia de las contracciones.

f) Le asociacion de un agente blogueante del influjo de calcio con un
agente modulador del eflujo de potasio, potencia en diez veces el efecto
facilitador de cada uno por separadc sobre la accidn "terapéutica® de oua-
baina y transforma las dosis "tdxicas" de la droga en dosis "terapéuticac".

Estas observaciones nos llevan a postular:

1) Pequefios cambios en el embiente idnico llevan s grandes modificacio-
nes en las acciones "terap@uticas" y "tdoxicas" de ouabaina.

2) E1 rango de concentracidn por el cusl ouabaina ejerce su efecto "te-
rapéutico" o "toxico" parece depender del balance entre la [ Caz+:]i vy la

[K+ ]i' Cuando 1a [l’:a2+ ]1 esta aumentada y la [K+ ]1 estd disminuida,
la ouabaina induce contractura; mientras que cuando le [:Caz+ ]1 esta au-
manteda y ls [ K* ]1 es normal o estd incrementada, ocuabaina induce efec-
to "terapéutico".

3) Le influencia “"terspeutica” de ouabaina esta asociada sl intercam-

2+

bio Na'/H*, el gque reguls indirectamente el intercambio Nat/Ca‘t de mem-

brena, Este intercambio se produce s dosis bajas del glucbsido, el cual

probablemente estimula a ls Na*,H*-ATPasa con una ganancia de Ca2+ intra-

celuler transitorio que es el responsable del incremento de la tensibdn con-

tractil auriculer.

4) La influencia "toxica® de ousbsina ests asociada & la saturacion de
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2+. Este fentbmeno acontece con do-

los depbsitos intracitoplasmaticos de Cs
sis altas de digitalicos, que ejercen un efecto inhibitorio sobre la acti-
vidad de la Na+,K*-ATPasa con una disminucion en la ['K+ ]i_e incrementa
en la [Ca?‘+]1 y en la I:Na+ ]1. tste disbelance es el reaponsable de los
gignos "téxico® de la droga: contractura e incremento en la frecuencia de
las contrecciones.

Con el objeto de analizar algunQa de los mecenismos fisiolégicos impli-
cados en la accion de los glucosidos cardiacos, ee explord la influencia
de ciertos mediadores endbgenos,tales como norepinefrina y prostaglandinas.

De la influencia que la estimulacidn noradrenérgica ejercid sobre la sc-
cibn inotrdpics positiva de ouahaina, se puede llegar a la siguiente con-
clusion:

g) La activacibn del esdrenoreceptor beta ejerce , sobre el miacardio au-
ricular de rata, une influencia inhibitoria sobre la acciGn inotropica po-
sitiva "terapéutica" de ouabaina sin modificar la accidn "téxica", cocmo lo
demuestra el hecho que en presenclia de dosis subumbrales de norepinefrina,
la accién “"terspeutica® disminubﬁ notablemente. Dicho efecto fug reverti-
do por el bloqueo del adrencreceptor con propranolol.

Estes observaciones nos llevan a postular que:

S5) En la falta o disminucién del efecto "terapéutico" de ouabaina obser-
vado por la activecion del adrenoreceptor beta con norgpinefrina exbgena,
estaria involucrads la activecidn previe de la adenil ciclasa que, a tra-
vés de diferentes mecanismos, induciria un incremento en la concentracién

de Ca’*

mioplasmético, que seria el responsable de la inhibicidn de le sc-
tividad de le Na’,K*-ATPaea, elemento responsable de la stenuacidn o sboli-
cibn de la accibn "terapéutica® de ouabaina.

Por Gltimo, el anélisis de la influencia de las diversas prostaglandinas

exbgenas sobre el miocardio auricular, permite erribar a las conclusiones

siguientes:
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h) Existe una relacidn directe entre los efectos contractiles de las
prostaglendinas y su hahilidad para modular la liberacién del neurotrans-
misor adrenérgico. Las PGE, y PGE, disminuyen la tensibn contrictil auri-
cular e inhiben la liberacion de norepinefrina; por el contrario, la PBI2
incrementa la tensidn contractil fésica, promueve la liberacién del neura-
transmisor y la PGFZ alfa no modifica ninguno de los paréametros estudisdos.

i) Ls habilidad de las prostaglandinas para regular mecanismas adrenér-
gicos en el miocardio, hace poaible.que las mismas sean capeces de alterar
en forma indirccta la accidn inotropica positiva que ls ouabaina ejerce so-
bre el miocardio auricular.

J) Les prostaglandinaes pueden potenciar o inhibir el efecto inotropico
positivo "terapeutico" de ouabaina, dependiendo del tipo de prostaglandina
en estudio: les PGE1 Yy PGE2 potencian la magnitud del efecto inotropico
positivo de ousbaina ; mientras que la P812 atenlia notsblemente la accion
de la droga; y en presencia de PBF2 alfa, la influencia Eardiotbnica de oua-
baina no se mgdifica.

k) La inhibicién de la sintesis de prostaglandinas enddgenas, potencia
el efecto cardiotonico de ouabaina, sugiriendo que en el miocardio auricu-
lar predominan las prostaglandinas con ectivided inhibitoria aobre este fe-
némena.

Estas observaciones nos llevan a postular:

6) E1 efecto modulatorio que ejercen las prostaglandinas sobre la =ccifn
de ouabaina, puede ser considerado como una manifestacian secundaris depen-
diente da le capacidad de las mismas para incrementar o disminuir la dispo-
nibilidad del neurotransmisor en el receptor postsinaptico.

- La PGI2 incrementa la concentracifn de norepinefrina en la postsinep-
s8is por estimular su liberacidn; el incremento en la concentracidn del neu-
rotransmisor induce une hiperactividad de le adenil ciclesa, situaciéin que

lleve a una inhibicibn de la Ne'*,K*-ATPssa. Este Gltimo fendmenoc seria el
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reaponsable del efecto blogueante de la PGI2 sabre lae accion “terapéutica"
de ouabaina.

- Las PGE1 y F‘EE2 diominuyen lea concentracién de norepinefrina en la bic-
fase al bloquesr su liberaciton de los sitios presinéapticos, ésto induce a
una hipoactividad de le edenil ciclasa, lo gque conduce a una estimulacion
de la Na+,K+-ATPaBa. Este fenomeno series el responssble de la potenciacion
que ejercen las prostaglandinas de ls serie £ subre la ecclon "terapéutica"
de ouabaina. ‘

- La PGF2 alfa no modifice la accion de ouabaina por ser incepaz de in-
ducir cambice en la activided noradrenérgica.

7) E1 uso de agentes bloqueantes de la sintesis de prostaglandinas endb-
genas, permiten postular gue les mismas cjercen un efecto inhibitorio scbre
la sccién "terapéutica®™ de ouabeina. Esto sugiere que en el miocerdio auri-

cular, predomina la accién de PGIZ, gue fue de todas las utilizadas, la (-

nica con actividaed inhibitoris,
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RESUMEN

Se estudib los efectos "terapéuticos" y "tOxicos" de ousbaina sobre la
actividad mecénica del masculo suricular aislado de rata; asi como tembién
'1ss modificaciones inducidas por factores capaces de alterar los flujos ia-
nicos a través de ls membrana y por mediadores endigenos,tales como prosta-
glandines y cetecolaminas, sobre dicho fendmena.

En la surficuls aislada de le rata, la ouabaina, en un escaso rango de
concentrascién, indujo accliones "terapéuticas" y "toxices". Las primeras se
caracterizaron por un incremento en la tensidn contréactil féasica seguida
de relajacion efectiva, sin cambios en la frecuencis; y las segundas se i-
dentificaron por un incremento en la tensién hesal o de reposo y un sumen-
to de la frecuencis de las contracciones, con disminucitn de la tensidn fa-
sica.

'E1 incremento en la concentracidn de Ca’® extracelular potencid el efec-
to "toxico" de ouabaina y atenud su accion “"teraspéutica".

2+

La reduccibn intracitoplasmatica de Ca“ , inducida ya sea por la dismi-

nucion en la concentracidn del Ca2+

extracelular o por el bloqueo del in-
flujo lento del i6n, sensibilizd al tejido a la accibon "terapéutica" de oua-
baina, stenuando y retardando le aparicién del efecto "tdxico".

La disminucidn en la concentracidn de K extracelular potencid tanto el
efecto "terapéutico" como el "toxico" de la droga, disminuyendo el umbral
paera ambas acciones.

€1 incremento en la concentratidn de K* intracelular, inducida ya sea
por sumento en la concentracién de K* extracelular o por blogqueo del eflu-
Jo de kY, potencid el efecto inotropico "terapéutico" de ouabaina, desspa-
reciendo por completo la contractura como fendmeno "toxico".

2+

La asociacidn de un agente bloqueante del influjo de Ca“’ con un agente

modulador del eflujo de K*, potencid en diez veces el efecto facilitador
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que cada uno por separado ejerce sobre la accidn "terapéutica" de oua-
baina y transformo & las dosis "toxicas" de la droges en dosis “terapéu-
ticas",

La activacion del adrenoreceptor beta con norepinefrina ejercid una in-
fluencia inhibitoria sobre el efecto "terapéutico" de ousbaina sin modifi-
car el efecto "toxico".

Las prostaglandinas pueden potenciar o inhibir el efecto inotropico "te-
rapeutico" de ouabsina, dependienda de la capacidad de les mismas para in-
crementar o disminuir la disponibilided del neurotransmiscr en el receptor
postsinaptico.

Le PGIZ, que incrementa la concentracidon de norepinefrina en la postei-
napsis al estimular su liberacidn, bloguea la accidn "terapéutica" de oua-
baina.

Las PGE, vy PGE2 potencian el efecto "terapéutico" de‘ouabaina al dismi-
nﬁir la concentracidon de la norepinefrina en el adrenoreceptor beta, ya
que inhiben la liberacidon del neurotransmisor.

La PGF2 alfa no modifica la accién de ouabaina ni altera la actividad
noradrenérgics del tejido.

El blcqueo de la sintesis de prostaglandines endbgenas, potencid el e-
fecto "terapéutico" de ouabaina.

En consecuencis se concluye que:

1) Pequefios cambios en el ambiente ionico llevan a grandes modificacio-
nes en las acciones "terapéutica® y "toxica" de ouabaina.

2) Cuando la concentracién de Ca?' intracelular estd sumentada y 1a con-
centracion de K'Y intracelular estd disminuida, ouabaina induce contractu-

2* intracelular estéd aumentada y la

ra; pero cuando la concentracion de Ce
concentracidn de K' intraceluler es normal o estd sumentada, la ouabaina
induce efecto "terapéutico®.

3) La influencis "terapéutica® de ouabaina estd asociada a una estimula-
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cibn de la Ne',k*-ATPasa vy la "toxica® a una inhibicibn de la enzima.

4) En la falta o diaminucitn del efecto "terapéutico" de ouabaina aso-
ciado a la estimulacion del adrenoreceptor beta, estaria involucrada la ec-
tivacibébn previas de la adenil ciclasa con una inhibicion de ls Na*.K*-ATPaaa.

5) E1 efecto modulador que ejercen las prosteglandinas sobre la accion
de ousbaina, puede ser conaiderado como secundario, dependiente de la capa-
cided de las mismes psra incrementar o disminuir la concentracién del neu-
rotransmisor en la vecindad del recéptor postsinaptico.

6) Las prostaglandinas endogenas ejercen un efecto inhibitorioc sobre la
accidn “terapéutica" de ousbaina, predominando ls sccidn de la PGI2 en com-

paracion con las otras prostaglandinas estudiadas.



222

SUMMARY

The "therapeutic" and "toxic" effects of ocuabain on isolated rat atria
were studied. Cha:nges induced by alterations in ionics fluxes and by ca-
techolamines and prostaglandins were also snalyzed.

L L

From 0.36 X 10" M to 1.5 X 10" 'M, ouabain caused a concentration-depen-

dent incresse of the effective isometric developed tension. These concentra=-
tions ("non toxic") had no chronotropic effect. However, above 1.5 X 10-“M
gigns of digitallis "toxicity" were found, i.e. a8 progressive decrease of
the isometric developed tension, augmentation of resting tension of tonic
contractions or caontracture and acceleration of resting tension.

The increase in the I:Caz+:]o reduced the “non toxic" effect of ouabain
and facilitated its "toxic" action.

On the contrary, the decrease in the [:Caz*j]o or treating the atria with
calcium blocking agents, potentiated the."therapeutic" ection of ouabsin,
attenuating and delaying the onset of "toxic" actions.

The decrease in the [ “+:]o potentiated "non toxic" and "toxic" effects
of the drug.

Increasing [:K+‘]a or treating the atrie with Kt efflux blocking agents,
potentiated the "non toxic" action of cuabain, attenuating the contracture.
The association of calcium and potessium blocking agents, potentiated
ten times the facilitatory action of eech one and transformed "toxic*

concentrations of ouabain in "non toxic" ones.

Narepinephrine inhibited the "non toxic" effect of ouasbain. On the con-
trary, "toxic" effects were not modified by the beta-adrenergic agonist.

Prostaglandins potentiated or inhibited the "therspeutic" action of
ouabain depending on their ability to increase or decrease norepinephrine
concentration on the postsinaptic receptors.

PGEl and PGE2 potentiated the inotropic action of ousbsin, probably
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through an inhibitory effect of prasteglandins £ series on the release of
the adrenergic transmitter from nerve terminals.

PGI, inhibited the "therapeutic® action of ouabain. This ection is indi-

2
rect, vis an increase &én the release of presynaptic catecholamines.

PGF2 alpha wes unable to modify the "therapeutic" ection of ouabain and
the adrenergic activity of the tissue.

The inhibition of endogenous prostaglandins synthesis potentiated the
"non toxic" action of ouabain. '

Results demostrated:

1) Small changes in ionic environment produce wide mcdifications in the
action of ouabain.

2) When the @32+ ]i increases and the [K* ]1 decreases, ouabain in-
duces contracture; but when the [baz* .]1 increases and the [K+ ]i is
normal or augmented, ouasbain has a "therapeutic®" action.

"3) The "non toxic" action of ouabain is associsted wiih the stimulation
of the Na+,H+-ATPase and "toxic" effects with the inhibition of the enzims.
4) The inhibitory influence of norepinephrine upon the "therapeutic®
action of ouabein, could be associated with the activation of the edenylate

cyclase.

5) The modulatory action of prostaglandins on the effects of ousbain,
appears to be secondary, depending on their ability to increase or decrease
the concentration of norepinephrine in the beta-postsinaptic receptor.

6) The endogenous prostaglandins have an inhibitory effect on ouabain

action. PGI2 could be the responsible for this effect when compared with

the other prosteglandins tested.
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