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CAPITULO I

INTRODUCCION

1. ESTRUCTURA Y FUNCION DEL MUSCULÜ CARDIACD.

El músculo cardiaco de mamífero presenta numerosas peculiaridades bioquí­

micas, fisiológicas asi comotambiéncaracteristicas ultraeatructurales que

se adaptan a su función de bombaaspirante e impelente.

En general, su organización subcelular es similar a la de otros músculos

en cuanto a la disposición longitudinal de sus fibras musculares, comoasi

también en la organización de las miofibrillas y de las organelas tales co­

momitocondrias, reticulo sarcoplasmático y túbulo transverso.

Sin embargo. se distinguen diferencias significativas con respecto a la

cantidad de organelas y a la composición de la membrana; y son precisamente

las variaciones macromoleculares en los componentes de la membranalas que

proveen las bases estructurales de las caracteristicas funcionales propias

del miocardio (2Gb).

El músculo cardiaco es muchomás complejo que el músculo esquelético

tanto en estructura comoen función. Sus células musculares contienen un

complejo sistema de control que module su función; de modotal que los im­

pulsos excitatorios que activan sl miocardio no son iniciados ni conduci­

dos a través del tejido nervioso; sino que las células musculares especia­

lizadas del corazón tienen la capacidad de iniciar el potencial de acción

que luego se propaga a todas las regiones del miocardio por medio de otras

células especializadas en la conducción; asi. los nervios que abastecen al

corazón sólo desempeñanun papel modulatorio sin participar directamente

ni en la iniciación ni en la propagación del estimulo para la actividad

contráctil del músculo (503).



1.1. Ultreestructura del miocardio.

En el miocardio se encuentran varios tipos celulares, los cuales repre­

sentan a las células musculares estriadas especializadas para diferentes
funciones. Las más importantes son: las células miocárdicas de auriculas

y ventrículos (que están especializadas para la contracción), las fibras

de Purkinje (Que realizan la rapida conducción del impulso eléctrico a

través del corazón) y las células nodeles (que, pertenecientes a los n6­

dulos sinoauricular y auriculo-ventricular, son responsables de 1a activi­

ded marcapaso y de le conducción atrioventriculsr del impulso) (57).

Las células miocárdicas contráctiles son unidades celulares ramificsdas.

stravesadas por estrías y conectadas por uniones celulares especializadas

denominadasdiscos intercalares (558). Éstos discos intercalares, que re­

presentan verdaderas uniones célula-célula. son bandas transverses, densa­

mente coloreadas, orientadas formandoun ángulo recto con el eje longitudi­

nal de las miofibrillas cardiacas (500,131,khl). Están formadospor ls

unión de dos membranascelulares yuxtepuestes separadas por un espacio in­

tercelulsr delgado. Son estructuras heterogéneee que exhiben al menostres

tipos de áreas de unión especializadas: fascia edherens, mecule adherena

(desmosoms)y nexus o uniones estrechas (“59,336). Si se reconoce que los

discos intercelares delimitan células musculares cardiacas individuales.
el antiguo concepto del miocardio comoun verdadero sincicio anatómico es

insostenible; pero el representar estos discos regiones de baja resisten­

cia eléctrica entre células adyacentes (son libremente permeables a par­

ticulas cargadas), permite que se considere el corazón comoun sincicis

desde el punto de vista funcional (5h6,527). La capacidad de los discos

intercelares de permitir libremente el peso de particulas cargadas de una

célula a otra facilita le propagaciónrápida del impulso excitetorio por

todo el corazón.



Las células miocárdicas contréctiles. ademásdel sarcolema que delimita

el contenido celular, tienen otros dos sistemas de membranasintracelula­

res: el sistema tubular transverso (sistema-T) y el reticulo sarcoplss­

mático (Figura l A). Estas estructuras ocupan casi el 90%del volumen

celular miocárdico (372). Las caracteristicas del sarcolema y de los

sistemas intracelulares de membranasse describen en el punto 1.“.

Las células del miocardio contienen un gran númerode miofibrillas

y mitocondrias (Figura l A). El volumen cardiaco ocupado por las mito­

condrias es de gran proporción, lo cual está reflejando la dependencia

del músculo cardiaco con el metabolismo oxidativo. Las mitocondrias están

íntimamente aplicadas a ls superficie de los miofilamentos (191); este

hecho presumiblemente es importante para reducir la distancia de difusión

del ATPdesde la mitocondria hacia los miofilamentos. También es sabido

que la mitocondria puede secuestrar Cs2+ e intercambiarlo con el Ns+ y,

por lo tanto, al igual que el reticulo ssrcoplssmátioo, jugaria un papel

importante en la regulación del metabolismo del Ca2* (75,77).

La caracteristica estructural mássobresaliente del músculocardiaco

es el alto grado de organización de las proteinas contráctiles dentro

de la célula muscular (205). Las miofibrillas del miocardio son estria­

das y repiten un patrón de bandas transversas claras y oscuras (“58).

Unade las bandas es altamente birrefringente, o anisotrópica y. por lo

tanto, es denominada banda A. Ls otra banda. que es débilmente birre­

fringente, o isotrópics, es denominadabands I. Cada banda I está bi­

seccionada por una linea densa y estrecha denominada lines Z. En el cen­

tro de ls banda A se encuentra una banda ancha y densa denominada banda

M. El ssrcómero, la unidad morfológica y funcional fundamental del múscu­

lo estriado, se define comola región comprendida entre dos lineas Z.

por lo tanto abarca una banda A más las dos mitades adyacentes de las
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Figura 1 A: ULTRRESTRUCTURA DÉL MUSCULD CARDIACD.

Diagrama de una célula o fibra miocárdioa sobre la base de foto­
micrografías electrónicas. E1 panel superior muestra la disposi­
ción paralela de las múltiples fibrillaa que componenla célula
y de los earcómeroa conectados en serie que componenlas flori­
llaa. En el panel inferior izquierdo se muestra un sarcómero
aislado de una miofibrilla, con una representación esquemátice
de la disposición de los miofilamentoa que componenel sarcoma­
ro: filamento grueso de miosina y filamento fino de actina. Los
filamentos gruesos están presentes 961o en la banda A y los fi­
nos se extienden de uno a otro lado del sarcómero (de una linea
Z a la otra), de modo que sólo en la banda A se euperponen ambos
filamentos. En el panel inferior derecho se muestra el filamen­
to en sección transversal, a diferentes niveles del aarcómero:
bandas A,I y M. Según Braunmald y Sonnenblick (62).



bandas I (h58,336) (Figuras l A y B).

Hanson y Huxley Cfifl52k2.205) demostraron que las estriaciones que cru­

zan al músculo corresponden al camino característico dejado por las pro­

teinas contráctiles que se organizan en filamentos gruesos (mioaina) y en

filamentos delgados (actina).

La contracción muscular resulta de las interacciones entre estos dos ti­

pos de filamentos.

El filamento grueso es el componentepredominante y característico de

la banda A. Comopuede verse en las figuras 1 A y B, éste se extiende des­

de un extremo de ls banda A hacia el otro. Los filamentos gruesos son de

aproximadamente 1.6/lm de longitud y 12 nmde espesor. Este filamento pre­

senta una "zona central uniforme" y una "zona rugosa" en ambos extremos.

Estas zonas están determinadas por la disposición de las moléculas de mio­

sina en el filamento (Figura 2 A). Asi,el filamento grueso está compuesto

de dos medios-filamentos en los cuales la molécula de mioaina está orien­

tsda en dirección opuesta (ZHD.En la‘zona central uniforme" (esudo zona H)

las moléculas se tocan una a otra por el extremo de la “cola'. Las "cabe­

zaa' de la miosina no ocupan este zona del filamento (Figura 2 A). Esto es

importante porque la porción de le “cabeza” de la molécula de miosina o

'puentes' es la que está involucrada en el mecanismode contracción. Es por

ello que la seudo zona H podria ser considerada como el segmento no con­

tráctil del filamento grueso. La saudo zona H de los filamentos gruesos es­

tá dividida por la banda M. Es de interés destacar que ls banda H contie­

ne creatina quinasa.la enzima responsable de la rápida generación de ATP,

que es el "combustible'l de le contracción muscular.

Másallá de la "zona central uniforme“, las porciones correspondientes

a las 'csbezaa' de la miosina asomandel centro del filamento a un perio­

do de repetición de k3 nm (Figura 2 A). El número de moléculas de miosina
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Figura 1 B: ULTRAESTRUCTURA DEL MUSCULO CARDIACU.

Se muestra una representación esquemática de ia disposición
de loa miofilamentos en el sarcómero durante la diástole (A)
y la sístole (B). Puede observarse que durante la diástole,
los "puentes" de miosina son perpendiculares al eje longi­
tudinal del filamento grueso y durante la aiatole los "puen­
tee“ de mioaina se proyectan a partir de loa filamentos grue­
sos para establecer enlace con los filamentos delgados adya­
centes. produciéndose un movimiento de "remado" al ser trac­
cionadde los filamentos delgados hacia el centro del sarco­
mero. Según Reedy (#03).



contenidaa en cada filamento grueso está en el orden de varios cientos (#58).

El principal componentedel filamento delgado es la actina (205).También

contiene las proteinas regulatorias tropomiosina y troponina (85). Estos

filamentos (aproximadamente yu,m de longitud y 5 nm de diámetro) se origi­

nan en la linea Z, se extienden a través de las bandas I y penetran en la

banda A,interdigitándoae con los filamentos gruesos. Dondelos filamentos

gruesos no se superponen con loa filamentos delgados,esto as en la porción

central de la banda A, ne denomina zona H.

Se puede observar en la figura l A que la banda I está compuesta solo

por filamentos delgados. mientras que la banda A contiene no sólo los fi­

lamentos gruesos sino también los terminales de los filamentos delgados,

los cuales se extienden hacia el centro de la banda A (h58,k13).

La medida en que los filamentos delgados se sobreponen a los filamentos

gruesos depende de la longitud del aarcómero, que a su vez está determina­

da por la longitud del músculo. Por lo tanto, el grado de sobreposicibn en­

tre los filamentos delgados y gruesos en la porción central del aarcómero

es variable. En condiciones fisiológicas de reposo, en el músculo cardiaco.

los filamentos delgados se extienden casi hasta el centro de la banda A

(Figura 1 B). En una sección transversal, la banda A presenta una dispo­

sicion hexagonal de los filamentos gruesos. cada uno de los cuales se encuen­

tra rodeado por seis filamentos delgados, que se ubican en los puntos tri­

gonsles entre los filamentos gruesos adyacentes (Figura l A). En la bands

I, 1a disposición de los filamentos delgados es menos ordenada que en la

banda A, y la banda H (en el centro de la banda A) contiene filamentos grue­

sos distribuidos en una disposición hexagonal y conectados radialmente por

filamentos delgados (Figura l A) (ZkJ).

La teoria del "deslizamiento" de filamentos que explica ls contracción

muscular se basa en el hecho que, a medida que el músculo ae acorta. la lon­

gitud de los filamentos gruesos y delgados permanece constante. Asi, s me­



dids que la longitud del sarcómero disminuye, las bandas I se hacen más

estrechas mientras que el ancho de las bandas A permanece constante. Estos

conceptos surgieron de estudios con difracción de rayos x realizados por

H.E.Huxley y posteriormente confirmados en estudios con microscopio elec­

trónico (205,2h8,2h9,2h7,2h5). El acortamiento del sarcómero se produce

cuando los filamentos delgados se "deslizan" entre los filamentos gruesos.

Durante ls contracción los filamentos delgados son traccionados hacia el

centro del earcómero, haciendo que la banda I se estrecha sin que cambie la

longitud de los filamentos gruesos ni de los filamentos delgados (Figura l B)

(2k7.2k9). Se piensa que este proceso contráctil seria realizado por los

"puentes", que se proyectan a partir de los filamentos gruesos para esta­

blecer enlaces con los filamentos delgados adyascentes (Figura l B). El mo­

vimiento de los puentes arrastreria al filamento delgado hacia el centro

del ssrcómero logrando, por lo tanto, que el músculo se contraiga (Figura

1 B).

1.2. Proteinas contráctiles.

Las bases moleculares para la contracción cardiaca y su control pueden

entenderse en términos de las interacciones entre cuatro proteinas (mio­

sins, actins, tropomiosina y troponins), las cuales reunidas "in vitro".

poseen las propiedades necesarias que reflejan los tres hechos sobresalien­

tes de la contracción cardiaca: a) hidrolizsn el AIP y por ende. liberan

energia quimica; b) están sujetas s cambios en sus propiedades fisicoqui­

micas tal óue asociados con la hidrólisis del ATPson manifestaciones del

desarrollo de tensión y acortamiento y c) sus interacciones están sujetas

al control por el ión calcio (Ca2*), reflejando la capacidad de este catión

para acoplar la excitación en la superficie celular con la iniciación de

la contracción en el músculo vivo.

Vamoss considerar cada una de las proteinas contráctiles por separado.



La mioaina ee la proteina del filamento grueso del músculo. Se trata

de una molécula larga, elongada, con un terminal globular o "cabeza",

dondeestán localizadas laa actividades biológicas importantes de laa

proteinas, y un terminal filamentoso o "oola' que mantiene la rigidez

estructural del filamento grueso (hh7,385) (Figura 2 A). La longitud de

la molécula de miosina es de aproximadamente 1.600 3 y el peso molecular

ea de hBD.DUOdaltona. El terminal filamentoso de la molécula semeja una

'cola' enrollada, estructura no flexible formadapor dos cadenas polipep­

tidicas alfa-hélice enrolladaa una alrededor de la otra que le da rigidez

al filamento grueso (2k5) (Figura 2 A).

La miosina purificada posee dos importantes propiedades biológicas. La

primera,deacubierta por Engelhardt y Ljubimova (12k), es la actividad ATPé­

site. es decir, que posee la capacidad de hidrolizer la cadena polifoafa­

tidica del AÏP, liberando el fosfato terminal produciendo, de esa manera.

la liberación de energia quimica. La segunda propiedad biológica, es le

capacidad de la miosina de unir la actina, fenómenoque representa le mani­

festación "in vitro" de la interacción entre los filamentos grueso y del­

gado del aarcómero(25). Ambaspropiedades biológicas se localizan en ls

'csbeza' globular de la molécula de miosina CE»y esta localización ea de

central importancia para los procesos contráctilea. La 'cola'filamentoaa

de la molécula de miosina carece de actividad enzimática, no une actina. y

sólo confiere rigidez estructural al filamento grueso (255).

La miosina no se encuentra en un estado monoméricoen la célula cardia­

ca. sino que está agregada en forma regular integrando el filamento grueso;

en el cual las 'oolas' de mioaina forman un soporte rigido a partir del

cual se proyectan las cabezas de miosina para formar los "puentes", que se

extienden más allá del centro del filamento grueso e amboslados del sar­

cómero (2h3,2h8) (Figura 2 A).

En el músculo en reposo, loa "puentes" son perpendiculares al eje lon­
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Figura 2 A: ORGANIZACION DE LAS MDLECULAS DE MIDSINA EN EL FILAMENTD GRUE­
Ü.

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
tos en las dos mitades del sarcómero (derecha e izquierda). La
zona central uniforme del filamento grueso es lisa por no po­
seer "puentes'l y corresponde a la aeudo zona H (corte trans­
versal).



gitudinal del filamento grueoo, mientras que en el músculo activo sus ex­

tremidades se corren hacia el centro del sarcómero (Figura l B). El resul­

tado de ciclos repetidos de esta traslación eapecial se piensa que es un

movimiento “de remado'| que comienza cuando los filamentos gruesos se fi­

Jan a los filamentos delgados, después de lo cual éatos últimos son trac­

cionados hacia el centro del sarcbmero provocando un acortamiento del mis­

mo (Figura 2 B). Si el terminal del músculo está fijado de tal modoque el

acortamiento no se produzca, se deaarrolla la tenaión-isométrica.

La gg;ig¿_tiene un peso molecular de aproximadamente 62.000 dsltona y,

a diferencia de la aioaina que es altamente asimétrica, la actina es una

proteina globular, con forma levemente ovoidea. con un diámetro promedio

de aproximadamente55 É. Cuandose estudia 'in vitro“, la actina puede ser

estabilizado en una forma monomérica denominada actina-G (G=globular) o en

un polímero altamente asimétrica, actina-F (stibroso) (075.206) (Figura 3).

La actina-G contiene un nucleótido y un catión divalente. El nuclebti­

do con alta afinidad que se une a la actina-G es el ATP, mientras que el

sitio de unión para el metal puede ser ocupado por el Ca2* o por el "92*.

Tanto el nucleótido comoel catibn unidos a la actina-G son libremente in­

tercambiables, aunque la remoción de éstos reduce la estabilidad de la ac­

tina-G y pierde rápidamente su habilidad para polimerizarse (“76,326).

El polímero actina-F está formado por dos cadenas de monómerosde acti­

na-G enrolladas una alrededor de la otra (Figura 3) y.a semejanza de acti­

na-G. tiene también unido un nucleótido y un catibn. Se piensa que el nu­

cleótido unido a actina y el catibn sólo serian importantes desde el pun­

to de vista estructural.

Las propiedades biológicas de la actina, que parecen estar involucra­

das directamente en la contracción muscular. son: la capacidad para in­

teractuar fisicoquimicamente'con la mioaina y la capacidad para activar s

la ATPasamiosinica (121).
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Figure 2 B: "PUENTES" DE HIÜSINA EN EL FILAMENÏÜ GRUESO EN EL HUSBULD ACTI­
.‘ VD Y EN EL MUSCULO EN REPDSO.

Puede observarse en el músculo en reposo.que loe 'puentee' son
perpendiculares al eje longitudinal del filamento grueso; mien­
tras que en el músculo octivo,sue extremidades ee corren hacia
el centro del earcómero. fijándose e los filamentos delgados,
o los que traccione hacia el centro del earcómero provocando
un acortamiento del mismo.
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La actina no está presente en el músculo vivo en su forma monomérica.

sino que existe en el sarcómero comosu polímero, actina-F, que provee

el soporte del filamento delgado del sarcómero. La estructura básica de

sctina-F en el filamento delgado es la de una hélice de doble cordón

(Figura 3). Cada uno de los dos cordones de actina-F en el filamento

delgado están formados por una cadena de monómeros de actina, de modo

tal que la estructura de estos polímeros se asemeja a dos cordones de

perlas enrollados uno alrededor del otro (Figura 3). Las distancias

entre los nodos de actine-F es aproximadamente de 385 K (27“).

La tropomiosina no tiene actividad biológica, no hidrolizs ATPni

interactúa con la miosina. Esta también tiene una estructura de “cola”

enrollada formada por dos cadenas polipeptidicas ligadas por un único

puente disulfidrico. El peso molecular de cada una de ellas es de

3kt000 daltons, dando un peso molecular total de 68.000 daltons para

1a tropomiosina. En combinación con la actina, la tropomiosina tiene la

muyimportante propiedad de modular las interacciones entre la actina y

le miosina (33,5kk).

La acción de la tropomiosina para modular las interacciones entre la

actins V la miosina es compleja en el sentido de que 1a tropomiosina

puede tanto inhibir comoincrementar estas interacciones (96 ). Las

caracteristicas de estas funciones modulatories dependendel estado de

las interacciones entre la actins y la miosina. El más importante de

sus efectos regulatorios es la capacidad de tropomiosina, Junto con

troponina, de servir comomecanismoreceptor del Ca2+ para el aparato

contráctil. Unamolécula 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). Ademásde su función regu­

latorio, la tropomiosina agrega rigidez estructural al filamento del­

gado (85).
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Figura 3: CDMPLEJOS'TRDPUNINA, ACTINA Y TRÜPDMIDSINA EN EL FILAMENTO DEL­
D.

Actina: proteina globular, eatabilizada en forma monoméricao
actina-G; en el músculo vivo forma polímeros altamente asimé­
tricos (actina-F), que proveen el soporte del filamento del­
gado del sarcómero. La estructura básica de la actina-F es la
de una hélice de doble cordón. 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 actina. Complejotroponina: formado por tres pro­
teinas : troponina I, Ï y C; unida a la actina forma parte del
filamento delgado distribuido a intervalos de #00 A. .
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El complejo troEonina estéformado por tres proteinas: troponina I,

troponina T y troponina C (Figura 3 y h). Junto con la tropomiosina

sirve para regular las interacciones entre la actina y la miosina que

originan el proceso contráctil. Tiene un peso molecular de 50.000 dal­

tons. Cada una de las tres proteinas que componenel complejo posee

una de las tres importantes propiedades biológicas del complejo (112,

113,169).

La troponina I, a semejanza de la troponiosina. tiene la capacidad

de controlar las interacciones entre la actina y la miosina. El efecto

regulatorio es el de una interacción inhioitoria, de ahi la designa­

ción de troponina I. La troponina T sirve primariamente para unir el

complejo troponina a la tropomiosina. La troponina C cuenta con dos

2* y dos sitios de baja afi­sitios de unión de alta afinidad para el Ca

nidad (111.190).

A semejanza de la tropomiosina, el complejo troponina se encuentra

Junto con la actina en el filamento delgado del sarcónero donde el com­

plejo troponina está distribuido a lo largo del filamento delgado a in­

tervalos de aproximadamente “DDR. Esta distribución está determinada por

ls separación longitudinal de los sitios de unión de troponina en los fi­

lamentos de tropomiosina elongadoa en el filamento delgado (Figura 3). La

unión de los tres componentes de troponina a la actina y a la tropomiosina

del filamento delgado del sarcómero, probablemente siga el orden que se

nuestra en la Figura h.

La unión entre troponina I y la actina (Figura h) depende del

estado del músculo; es mayor durante el reposo y en ausencia de Ca2+.
2+Durante la activación del músculo se fija el Ca a la troponina C y

ls troponins I se separa de la actina. De este modo, la variable afi­

nidad que posee la troponina I por la actina seria un elemento esen­
2+aial en el mecanismopor el cual el Ca inicia el proceso contrác­
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. troponina T
troponma C
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Figura h: SECCION TRANSUERSAL QUE REPRESENÏA LA MITAD DEL FILAMENÏO DELGA­
DO A NIVEL DONDE SE LOCALIZAN LOS COMPLEJOS ÏROPUNINR.

Las troponinae I y T se unen a la troponina C, mientras que la
tropomiosina y la troponina I ae unen a la actina. La linea pun­
teada indica la unión entre 1a troponina I y la actina. La con­
tracción sobreviene cuando la troponina I se separa de la acti­
na desplazando a la tropomiosina. La relajación ae produce cuan­
do la troponina I se une a la actina, llevando a la tropomiosina
a su posición inhibitoria.
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til (382).

Conproteinas contráctiles altamente purificadas es posible reconsti­

tuir una actomiosina que exhibe propiedades l'in vitro" semejantes a las

del músculo intacto. Estas propiedades son: a) hidrólisis de ATP. que co­

rresponde s la liberación de energia por el músculo; b) cambios fisico­

quimicos, en los cuales. la energia quimica derivada de 1a hidrólisis del

ATPes convertida en trabajo mecánico y c) regulación por el calcio, que

corresponde a la respuesta de las proteinas contráctiles sl acoplamiento

excitación-contracción. Las dos primeras pueden ser identificadas en la do­

ble-proteina actomiosina (compuesta sólo de actina y miosina) y la terce­

ra propiedad requiere la presencia de las proteinas regulatorias tropo­

miosins y troponina y está controlada por el calcio (109).

En general. 'in vitro“, ls actividad ATPásicade la actomiosina es es­

timulada por el Ca2* y el "92+. En contraste. la actividad de la AÏPasa

niosinica. si bien es estimulads por el Cs2+, es inhibida por el ng+ (520).

La conversión del efecto inhibitorio del ng* en la miosina en efecto

estimulatorio en la sctomiosina, refleja el papel de este catión comoun

cofsctor de los efectos activadores de la actina. Concomitantecon esta

capacidad para estimular la actividad de la ATPasamiosinica en presen­

cis de 1a actina; el ng+ promuevelas interacciones fisicoquimicas entre

la actina y ls miosina, que representan una manifestación "in vitro“ de la

2+ es esencial para los procesoscontracción muscular. De este modo. el Mg

contréctiles en las sctomiosinas estudiadas "in vitro“ (390).

Cada una de las proteinas (miosina. actina, tropomiosina y los tres

componentesde troponina) Juegan un rol importante en las interacciones

que hacen posible que el músculo se contraiga y relaje. Estas interac­

ciones, desde el punto de vista del músculo intacto, pueden ser agrupa­

das en dos tipos: las responsables de los procesos contráctiles sn si mis­

mos y las que controlan dichos procesos.



18

Uno de los factores considerado comoresponsable de los procesos con­

tráctiles en si mismosea el Ca2+(221,112,382). La acción estimulante del

2+ proviene de un efecto directo sobre las proteinas contráctiles. EsteCa

catión es necesario para activar las interacciones entre la actina y la

miosina, que originan las manifestaciones de la actividad contráctil,tan­

to 'in vitro" como"in vivo" (52k,168,2h1,391).

1.3. Mecanismoy control delgproceso contráctil.

Durante el reposo, las proteinas reguladoras de la contracción ejercen

un efecto inhioitorio, puesto que predominanlos efectos de la troponina I

sobre la actina.
2+El arribo del Ca inicia los procesos contráctilea al revertir el efec­

to inhibitorio ejercido por laa proteinas reguladoras. Esto se produce cuan­

do el Ca2+ 2‘se une a la troponina C, que ea la proteina receptora de Ca

en.1a niofibrilla (115,110).

La Figura 5 representa la sección transversal de la banda A en un múscuï

lo en reposo. mostrando la disposición de la actina (A) y de loa !puentea"

de miosina. Se puede observar que el soporte del filamento delgado es un

par de moléculas de actina y que las dos moléculas de tropomiosina (Tm) se

disponen paralelas al filamento delgado, ubicándoae adyacentes a las cade­

naa pares de los monomerosde actina y orientándose de tal modoque “blo­

queen" la formación de uniones entre la actina y los "puentes" de miosina

(65).

El efecto inhioitorio de las proteinas reguladoras observado en ausen­

cia de Ca2*, o sea durante el reposo, requiere que la tropomioaina esté

presente en el surco que corre a lo largo de ambos lados del polímero de

actina-F que forma el soporte del filamento delgado del sarcómero.
2+El complejo actina-tropomiosina sólo puede responder al Ca liberado

durante el acoplamiento excitación-contracción en presencia del complejo
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Figura 5: SECCION TRANSVERSAL DE UN SARCDMERDEN REPDSD.

La tropomioaina se dispone paralela al filamento delgado orien­
tándoae de modotal que "bloquea" las uniones entre-15.5Ctina y
los "puentes" de miosina. Esta disposición inhibitaria de la tro­
pomiosina está asegurada por la unión de la traponina I a 1a ac­
tina, fenómeno que ae produce siempre que el Ca?+ no esté fijado
a la troponina C. Hzmiaaina, A: actina, Tm: tropnmiosina, I: tro­
ponina I, T: tropanina T, C: truponina C.



20

troponina en el filamento delgado (11h).

2* se une a la troponina C. La Fi­La contracción se inicia cuando el Ca

gura 6 grafica la sección transversal del sarcómero activo. Se puede ob­

servar que 1a tropomiosina se desplaza hacia el centro del surco entre las

dos cadenas de actina. Es decir, que la tropomiosina se moviliza para per­

mitir las interacciones fisicas y químicas entre los "puentes" de miosina

del filamento grueso y los sitios activos de actina en el filamento delga­

do.

El músculo retorna a su estado de relajación cuando el Caz* es removido

de la troponina C, haciendo que la tropomiosina retorne a su posición in­

hibitoria original en el filamento delgado (36k) (Figura 5).

2* a ls troponina C podria pro­El mecanismo por el cual la unión del Ca

vocar un desplazamiento en la posición de la tropomiosina a lo largo del

filamento delgado,no está bien esclarecido. Sin embargo. puede explicarse

a partir de una serie de interacciones cooperativas entre la tropomiosina

y las tres proteinas del complejotroponina. Estudios de estas interac­

ciones,indican que las troponinas I y Í se unen a troponina C; mientras

que la tropomiosina y la troponina l se unen a la actina (Figuras k y 5);

2* a la troponina C rompe la unión de la troponina ILa fijación del Ca

con la actina (190). Los cambios resultantes en los ángulos de unión entre

estas proteinas podrian provocar el desplazamiento de las moléculas elon­

gadas de tropomiosina hacia el centro del surco,entre_lss dos cadenas de

actina (Figura 6), permitiendo a los "puentes" de miosina aproximarse e

interactuar con los sitios activos de la actina en el filamento delgado.

La relajación sobreviene cuando el Ca2* es removido desde sus sitios de

unión en la troponina C, uniéndose la troponina I a la actina. Los des­

plazamientos resultantes en los ángulos de unión entre las proteinas del

filamento delgado posibilitan que la tropomiosina retorna a su posición

inhibitoria,permitiendo que la remoción del Ca2+lleve al músculo a rela­
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Figura 6: SECCION TRANSVERSAL DE UN SARCDMEROACTIVO.

La contracción ae inicia cuando el Caz* se une a la troponina C,
se rompe la unión de la troponina I con la actina, provocando
el desplazamiento de la tropomioaina hacia el centro del surco
entre las dos cadenas de actina permitiendo las interacciones
fisicoquimicas entre los "puentes" de mioeina del filamento grue­
so y los sitios activos de la actina en el filamento delgado.
H: mioaina, A: actina, Tm: tropomioaina. I: troponina I, T: tro­
ponina T, C: troponina_C.
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jarse (522.391.109) (Figura 5).

1.“. Ultraestructura y función de las membranasinvolucradas en el

proceso contráctil.

1.h.l. Sarcolema.

El sarcolema cardiaco está formadopor dos entidades distintas: una

región externa, gruesa y amorfs de 50-80 nm y una membrana plasmática

trilaminar de 9 nm o plsSmalemo propiamente dicho (357).

La región externa o envoltura amorfa, está constituida por mucopoli­
+2 externosacáridos cuya función seria le de mantener un depósito de Ca

en la membrana,unido a grupos carboxilos ionizados de ácido siálico

(260,155). Langer (305) sugirió que este "asco" representaría un depósito

2+ de fácil intercambio y relacionado con el acopla­superficisl de Ca

miento excitación-contracción y, por lo tanto, uns de sus funciones po­

dria ser ls unión selectiva de iones (10“). Esta región del sarcolema de­

fine la barrera entre los espacios intra y extracelular.

El plasmalema no sólo se comporta como uns barrera semipermeable (bs­

rrera iónics selectiva). sino que también puede servir comomatriz para

numerosos complejos enzimáticos como la Na+,H+-ATPasa(59,526) y la adenil

riclass (278).

Existe una teoria que expone un modelo dinámico de la unidad de mem­

brana basado en la termodinámica de las interacciones hidrofóbicss e hi­

drofllicss de los componentes de membrana. Este "mosaico" fluido de men­

brans (kkfl) está compuesto de una doble capa lipidics o matriz en ls cusl

están intercaladss las proteinas globulares. Ademásde proteinas "integra­

les" existen proteinas "periféricas" que podrian servir comositios de

unión de ligandos (“39).

Estudios realizados en el reticulo sarcoplssmático (utilizando el mé­

todo de ruptura por congelamiento) y en membranasnitocondrisles, in­



23

dican un papel dinámico para los fosfolipidos en la estructura y función de

la membranay no sólo el de un simple soporte para las proteinas (371).

La observación de agregados macronolecularea de particulas en la su­

perficie del sarcolema de músculo esquelético, permite suponer que estas

particulas podrian representar los componentesde los canales del sodio (Na+).

potasio (H+) y calcio (032+) (“01).

En el músculo cardiaco se ha confirmado la existencia de una continui­

dad entre el ssrcolema y el sistema-T (23k).

1.“.2. Sistema tubular transverso (sistema-Í o túbulos-T).

Al sistema tubular transverso del miocardio de mamífero lo forman inva­

ginaciones del sarcolema a nivel de las bandas Z (317).

El diámetro interno del túbulo-T es más ancho en el músculo cardiaco

(100-200 nn) que en el-esquelético (#0 nl).

En el miocardio, el 'ssco' de nucopolisacáridos que cubre el sarco­

lela trila-inar. se relaciona con los túbulos-T. Los túbulos-ï de la

célula no son exclusivamente transversos en orientación. sino que. exis­

ten numerosasconexiones longitudinales entre ellos en toda la longitud

de le célula, conectando asi, sarcóseros adyacentes (256,336). Estos túbu­

los estrechos entran en la célula en ángulo recto a su eje y sus lümenes

se abren libremente en el espacio extracelular (122). El contenido del flui­

do dentro de los túbulos transversos no puede ser analizado directanente,

pero es probable que, a semejanzadel fluido extracelular, estes estructu­

ras contengan una solución con alto sodio y bajo potasio. En 1956, Huxley

y ïaylor (250), indicaron que el sistema-T se conecta directamente con el

espacio extracelular, desembocando a modode caveols muypequeña (157).

Esta caveols presenta un contorno circular que representa la transición del

ssrcolena con el sistema-T (5h9,126).
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El sarcolema y las membranas del sistema-T actúan como una barrera que

permite mantener un ambiente intracelular diferente al del fluido extrace­

lular. Estas membranascontienen bombasde iones que establecen importan­

tes diferencias químicas y de cargas entre los ambientes intra y extrace­

lular. Tambiénposeen canales iónicos que efectúan cambios transitorios

en el potencial de membrana. Varias enzimas reguladoras, como la que sin­

tetiza AMPcíclico, están también presentes en el sarcolema y posiblemen­

te en las membranasdel sistema-T (¿78).

De los trabajos de Constantin (Bb) ha sido posible postular que el sis­

tema-T es un canal que conduce electrotónicamente la despolarización de la

membranasuperficial hacia el interior de la fibra muscular y puede, ade­

más, producir una conducción regenerativa del mismo modo que la membrana

superficial. Otros investigadores (376) han apoyado también este concepto.

La propagación del potencial de acción en los túbulos-T puede facilitar la

rápida activación de estructuras profundas dentro de la célula muscular.

Debido a que la conducción de un potencial de acción regenerativo es mucho

más rápida que la difusión de una sustancia activadora, el potencial de ac­

ción que pasa por los túbulds-T puede acelerar la activación del interior

celular (250).

El sistema-T tiene, cualitativamente, las mismaspropiedades electrofi­

biológicas que la membranasuperficial ( 2 ). Desde el punto de vista cuan­

titativo, las propiedades de la membranadel sistema-T se diferencian de

las del sarcolema por: a) el sistema-T, en el estado de reposo, tiene una muy

baja conductancia al Cl- (es aproximadamente 1/36 de la que corresponde a

le membranasuperficial) (120); b) su conductancia al H+es aproximada­

mente 2/3 menor que la de le membranasuperficial y c) los canales de Na+

y K’, involucrados en el proceso de excitación. parecen ser muchomenores

en el sistema-T que en la membranasuperficial. Adrian y col. mostraron que

el potencial de acción puede ser reconstituido asumiendoque las densidades
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de los canales de Na+ y K+ en la membrana del sistema-T serían de 1/20

y 1/33, respectivamente ( 3 ).

El sistema-T de los músculos esquelético y cardíaco de mamífero par­

ticipa en la transmisión de la despolsrización hacia el retículo serca­

plasmática, el cual libera el 832+que se utiliza para la contracción (B9 ).

Franzini-Armstrong (155) describió la presencia de cisternas termina­

les en la desembocaduradel sistema-T en el retículo sarcoplasmático. Es

ampliamente aceptado que estas estructuras desempeñanun papel crucial en

el acoplamiento entre el sistema-T y el retículo sarcoplasmático. Este a­

coplamiEnto tiene, en el músculo cardíaco, esencialmente las mismas carac­

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

1.h.3. Retículo sarcoplasmático.

En 19h7, Hsilbrunn y Miercinski (221), sugirieron que los iones calcio

(Ca?+) son los inductores fisiológicos del proceso contráctil. En la dé­

cada del '50, varios investigadores (322,292) encontraron, en el extracto

acuosa de músculo, un factor capaz de inducir la relajación de los haces

de miofibrillas. Ebashi (108) mostró que la actividad relajante estaba aso­

ciada con la fracción particulada del músculo que poseía una actividad de

ATPasa,Mgz*-dependiente. Esta fracción microsomal, que poseía una activi­

dad relaJante, estaba formada por vesículas de membranaque presumiblemen­

te derivsban del retículo aarcoplasmático. Porter (386) y Muscatello y col.

(350) fueron los primeros en sugerir que la actividad relajante depende del

retículo sarcoplssmático.

Por lo tanto, es importante el conocimiento de la estructura y función

de este plexo de membranas, denominadoretículo aarcoplasmático, implica­

do en el mecanismocontráctil.

E1 retículo sarcoplasmático consiste en una estructura reticular (limi­

tada por membranas)de vesículas, túbulos y cisternas que rodea a las mio­
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fibrillas (375,1h8), y que se orienta en dirección longitudinal sobre la

superficie del aparato contráctil.

Las células contráctiles miocárdicas poseen un reticulo endoplasmático

libre de ribosomaa (aqranular, liso) que se denominareticulo sarcoplasmá­

tico liso (R5) (1ü8). El reticulo sarcoplasmático liso controla los flu­

2* (337).jos de iones dentro del miocardio, especialmente el del Ca

Este plexo de membranasestá formado por dos regiones : las cisternas

subsarcolemales y 1a red sarcotubular.

Las cisternas aubsarcolemales se encuentran debajo del sarcolema y a lo

largo del sistema tubular transverso (sistema-T) (Figura l A).

Dondeel reticulo sarcoplasmático se pone en contacto con el earcolema

y el sistema-T,se convierte en una estructura sacular en la cual las mem­

branas del reticulo sarcoplasmático y del sistema-T se aproximan y se colo­

can paralelas entre si. Estas estructuras que están formadas por elementos

de cada una de las dos estructuras de membranas se denominan diadas. Homo­

logsndo las diadas con las triadas del músculoesquelético, seria razona­

ble postular que las cisternas subsarcolemales del músculo cardiaco re­

presentan un sitio en el cual se inicia la liberación del Ca2+(338). El

término cisternas subsarcolemales es erróneo ya que las mismas son adya­

centes al sistema-T y al sarcolema, a menosque se cansidere al sistema­

T como una extensión del sarcolema (651,373).

La red sarcotubular es la porción del reticulo sarcoplasmático que ro­

dea al sarcómero. Estas membranastendrían la capacidad de remover el 882+
2de los sitios de unión de Cs + de alta afinidad en la troponina C y asegu­

rar ls relajación del músculo (112). En las preparaciones "in vitro" se

pueden encontrar los tres requerimientos principales para un sistema que

media el acoplamiento excitación-contracción: a)capacidad para retener una

cantidad de Baz+suficiente para activar s la troponina del músculo cardia­

co; b)cspacidad para transportar este Cs2+a una velocidad suficientemente
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rápida comopara explicar la velocidad de relajación observada en el mio­

2* lo suficientemente alta para per­
2

cardio aislado y c)afinidad por el Ca

+ desde su sitio de union
2+

mitir al reticulo sarcoplasmático remover el Ca

a la troponina C. Funcionaria comoun sitio para la asumulación de Ca

(338).

Las membranasdel reticulo sarcoplasmático están compuestas de varias

proteinas y lípidos. Estudios estructurales con microscopio electrónico

demostraron que están organizadas de una manera esencialmente compatible

con el modelo de "mosaico fluido" de Singer y Nicolson (th).

Las observaciones de que las células musculares poseen un sistema con­

tráctil calcio-sensible y un sistema de membranaQue acumula Ca2*, ha lle­
2+vado al concepto fisiológico de que el Ca liberado del reticulo sarco­

plasmático puede inducir la contracción muscular y que la'acumulación de

2+ por el reticulo sarcoplasmático puede llevar al músculo a relajar­Ca

se"(112,335,50&,152).

Huxley y Taylor (250) observaron que una corriente eléctrica débil apli­

cada a la superficie de una fibra muscular puede producir una contracción

localizada cuando es aplicada selectivamente a la región correspondiente

a 1a apertura del sistema-T. Sugirieron entonces que el sistema-T puede me­

diar la transmisión del potencial de acción hacia el interior de la Fi­

bra, provocandoasi la activación localizada del reticulo sarcoplasmático.

Esto fue corroborado cuando, a1 dañar selectivamente al sistema-T con gli­

cerol hipertónico, se produjo una pérdida reversible de 1a respuesta con­

tráctil (238).

La liberacion de Ca2+desde el reticulo sarcoplasmático está bajo el

control del potencial de membranadel túbulo-Ï. La despolarización de la

membranaparece extenderse desde el sarcolema hacia el interior de la célu­

la, a lo largo de las membranasde los túbulos-T. El cambio en el potencial
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2+
de membranaen los tóbulos-T produce la liberación de Ca desde las

cisternas eubsarcolemalea (257,“23).

Endo y Blinka (123) demostraron que la despolarización del reticulo
2+sarcoplaamótico produce una liberación de Ca que inicia la contracción.

Esta seria una de las tree funciones bien conocidas de este sistema de

membranas.

Otra de las funciones seria el hecho que el reticulo sarcoplasmático
2+eo la única Fuente de Ca durante la activación del músculo esquelético.

Una vez liberado del reticulo sarcoplaamático, el Ca2+se une a la troponi­

na y remueve le inhibición del complejo troponina-tropomioaina sobre el

sistema actomiosina. Se calcula que, durante la activación, el eflujo de
2+Ca desde el reticulo sarcoplasmático se produce a una velocidad diez

veces mayorque en el reposo (32“). La localización de los sitios de li­
2+beración de Ca no se conoce, aunque se supone que deben estar locali­

zados en la proximidad de los túbulos-T (538,156).

La tercera caracteristica funcional del reticulo sarcoplaamático seria

au capacidad de reducir la concentración de Caz+ dentro del espacio mio­

fibrilar a valores suficientemente bajos comopara permitir la relajación

(523). Es probable que la liberación y reacumulación posterior de Cs2+

por el reticulo sarcoplaamático se produzca en cado ciclo de contracción

v relajación (523).

Este sistema intracelular de membranas posee una bombode Ca2+ que
2acopla la hidrólisis del ATPal transporte de Ca + desde el citosol hacia

2+ dentro de estas membranas. El he­una región de alta concentración de Ca

cho de que el Csz+ pueda ser disociado de la troponina en cualquier mo­

mento durante la relajación, depende de la afinidad que posea esta protei­

2+ y de la velocidad con la cual el reticulo sarcoplasmáticona por el Ca

esté bombeando el Ca2+ (523).

Se ha podido observar la captación de Ca2* (ATP-dependiente) por veai­
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culas microsomales y se considera que representa la manifestación "in vitro“

de la acumulación de Caz+ por el reticulo sarcoplasmático (521).

La CaZ*-ATPasaserviría comotransportador en la translocación del

Ca2+ (uva).

Se encontró una relación 2:1 entre el número de moles de Ca2+ transpor­

tados por cada mol de ATPhidrolizado (#82).

2. ACÜPLAMIENTÜ EXCITACIÜN-CÜNTRACCIÜN.

El proceso por el cual un fenómenoeléctrico (potencial de acción o

despolarización) induce la contracción muscular, ha sido denominadoaco­

plamiento excitación-contracción (acoplamiento E-C) por Sandou en 1952

(#17).

Este proceso se puede resumir de la siguiente manera: a) el potencial

de acción en el sarcolema es conducido al interior de 1a fibra muscular

a través del sistema-T; b) la despolarización de la membranadel sistema­

T induce la liberación del Caz+ almacenado en el reticulo sarcaplasmático;

c) el 552+ asi liberado alcanza la troponina C del filamento delgado para

producir la contracción; d) si la influencia de la despolarización fina­

liza, el Baz+es reacumuladopor toda la superficie del reticulo sarco­

plasmática utilizando energia del ATP;la reducción en la concentración

del Ca2+induce la relajación (112).

En la Tabla I se esquematiza la base estructural y funcional del aco­

plamiento E-C.

Es bien sabido que los iones calcio (Ca2*) son esenciales para el aco­

plamiento entre 1a excitación de la membranacelular cardiaca y la acti­

vación de las proteinas contráctiles (113,3k5).

En el músculo cardiaco, el sitio a partir del cual el Ca2+es liberado

para iniciar la contracción, no es el mismohacia el cual este catión es

transportado en el proceso responsable de la relajación (196). Estudios
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Tabla I: BASE ESTRUCTURAL V FUNCIONAL DEL ACOPLAMIENTD EXCITACIÜN-CDNTRACCIDN.

ESTRUCTURA FUNCION

Propagación del potencial de acción;
SARCDLEHA 2+

control de los flujos de Ca .

Transmisión del potencial de acción al

SISTEMATUBULARTRANSUERSO interior de 1a célula; control de loa

flujos de Ca2+.

Liberación de Daz+ a y remoción de Ca2+
RETICULD SARCÜPLASHATICÜ 2desde la troponina C; depósito de Ca T.

Sitio de activación en el cual se ini­

CISTERNASUBSARCÜLEMAL cia 1a liberación de m2" al comienzo

de la sistole.

Sitio de relajación en el cual el Ca2+
RED SARCDTUBULAR

es acumuladopara terminar 1a aíatole.

Receptor de 832+ de las proteínas con­
TRUPUNINA C

tráctilea.

Según Henry (223).
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2+del movimiento de Ca labilizado (651.373.538) indican que los flujos de

calcio que participan en el acoplamiento E-C, representan los movimientos
2+del Ca entre el espacio extracelular y los depósitos intracelularea. La

Figura 7 esquematiza loa diferentes flujos de Ca2+que participan en el con­

trol de la contractilidad cardiaca. Existen por 1o menoatres depósitos de

2* en el miocardio: 1) las cisternas aubsarcolemalea, que representan un
2+

CB

depósito activador que inicia la liberación del Ca hacia la red sarco­

tubular, posiblemente en respuesta a cambios en el potencial eléctrico a

través del reticulo sarcoplasmático (130,h0); 2) la red sarcotubular. que

participa en la contracción y en la relaJación durante la despolarización
2+del reticulo aarcoplasmático. Deeste depósito de libera el Ca hacia la

troponina C y, a su vez, representa un sitio de relajación debido a que

pone fin a la sistole al remover Ca2+de la troponina C. Este proceso está

acompañado por una bomba de Ca2+, ATP-dependiente, que tiene afinidad por
2+ 2el Ca lo suficientemente alta comopara bombear el Ca + hacia el inte­

rior de la rod aarcotubular y, por lo tanto, disminuir 1a concentración

2+ citosólico a niveles que hacen que el Ca2+ se diaocie de la tropa­
2+

de Ca

nina C. 3) El tercer depósito intracelular de Ca es el componenteque

2+ a la troponina C (338,159). Este fija el ión sólo durante laune Ca

aistole.

Debido a la proximidad anatómica entre las cisternas subsarcolemales y

el espacio extracelular, se propuso que al Ca2+,queentra a la célula con

ls corriente lenta de entrada, es retenido dentro o cerca da las cisternas

aubaarcolemalea (333).
2+Por lo tanto, cuatro flujos de Ca pueden participar en el control de

la contractilidad cardiaca (Figura 7). Dosde ellos se realizan a través

del sarcolema y los otros dos posiblemente representen el movimiento ds
2+Ca entre los depósitos intracelulares (276). Estos son: A) el influjo de

Ca2+, representado por una corriente electrogénica, que coincide con a1
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I: ESPACIO EXTRACELULAR I

INFLUJO DE INTERCAMBIOCALCIO Rz- Na+-CaZ+(corriente da (no elactrogénico)
entrada;

alectrogénica)

W

DEPOSITO ACTIVADDR

Ciaternae aubaarcolemalea

Activación
(Ca2+ induce libe­
ración de Caz*)

_-_..__..._)

c

I

I

I

I

l

|
V

BEPUSITÜ INTRACELULAR

Red earcotubular

(:::) CÜNÏRACCIÜN (:Ez> RELAJACION(difuatón pasiva) (bomba de 032+)

DEPOSITO DE CÜNÏRACCIÜN

Troponina C

Figura 7: FLUJDS DE CALCIO QUE PARTICIPAN EN EL ACDPLAMIENTÜEXCITACIÜN­
CDNTRACCIÜN.

Están representados loa movimientosdel calcio entre el espa­
cio extracelular y loa depóaitoa intracelularea: activador (cia­
ternaa aubaarcoiamaiea), activador propiamente dicho (red earco­
tubular) y de contracción (calcio unido a la troponina C). A, B.
C y D representan los flujos de Ca2+ involucrados en cada paeo
de 1a contractilidad cardiaca. Según Henry (223).
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potencial de acción cardiaco; B) intercambio electroneutro entre Na+/Ca2+,

que acontece durante la siatole y la diáatole; C) liberación de Caz+por

difusión pasiva desde el reticulo aarcoplasmático hacia la proteina con­
2+tractil y D) captación de Ca por el reticulo aarcoplaamático desde la

troponina C. Este último es un bombeoATP-dependiente.

2+ en el acoplamiento E-C puede resumirse de laLa participación del Ca

siguiente manera: durante 1a despolarización de la membrana; o aea, du­

rante el potencial de acción cardiaco, los iones calcio (Ca2+) fluyen a

través de la membranahacia el interior de 1a fibra muscular cardiaca

(113,hh,3h5). Este influjo, directa o indirectamente (posiblemente por li­

2+ desde el reticulo sarcoplaamático), produce
2+

bereción regenerativa de Ca

libre en el mioplaama. En el
7

un incremento en la concentración de Ca

músculo relajado, esta concentración está en el orden de 10- M. Durante la

excitación. la concentración de Ca2+libre mioplaamático incrementa en
2+uno o doa órdenes de magnitud, lo cual permite unir Ca a la proteina tro­

ponina y finalmente conduce a la contracción de las miofibrillas. Sin em­

bargo, el sistema de transporte del reticulo aarcoplasmático, con alta a­
2+ 2+ mioplasmático y por

lo tanto, produce relajación de laa proteinas contráctiles. El 082+ea

finidad por el Ca , reduce la concentración de Ca

almacenadoen el reticulo sarcoplasmático. Para evitar una sobrecarga de
2+Ca en el reticulo sarcoplasmático y en 1a mitocondria. estos iones son

bombeadoafuera de la célula a través de ls membranacelular, aparente­

mente por un mecanismo de transporte que involucra el intercambio del Na+
2+externo por el Ca interno (intercambio Ns*/Ca2*) (“09). Übviamente.e1

aarcolema Juega un papel importante en la regulación de 1a concentración de

Ca2+intracelular (358).
2+La concentración de Ca citoplasmático libre en ei músculo es manteni­

da a niveles de varios órdenes de magnitud más bajos que la concentración
2+de Cs libre en los fluidos extracelularea debido a la existencia de un
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delicado balance entre los canales de Baz+ (canal pasivo de entrada del

catión y sistema de intercambio Na+/Ca2+para la extrusión del cation).

2+. bombas de Bs2+. proteinas que unen Baz+ y
2+

sistema de intercambio H+/Ca

otros componentes de unión de Ca presentes en abundancia en diferentes

células y localizados en las membranassuperficiales, mitocondria, reticu­

lo sarcoplasmático, núcleo y citosol (76 ).

Recientes observaciones sugieren que los cambios en la concentración de

Ca2+intracelular libre podrian modular los elementos reguladores de la con­
2+centración de Ca en la célula en respuesta a los requerimientos fisiológi­

cos (325,193).

2.1. Corrientes de membranay flujos iónicgggimpligggos en el fenómeno

excitatogig.

La corriente iónica total de membranafue descripto por Hodgkin y Huxley

en 1952 (227). utilizando la técnica de fijación de voltaje (procedimiento

desarrollado por Cole en el axón del calamar) y que permite mantener el po­

tencial de membranaa un nivel constante durante un periodo de tiempo, mien­

tras se registran las corrientes requeridas para el potencial de acción (67 ).
El estudio electrofisiológico del potencial de acción, durante la fase

de despolarización del músculo cardiaco de varias especies de animales (o­

veja, ternera, cobayo. rata, gato y sapo), puso de manifiesto la presen­

cia e importancia de dos componentes separados que forman parte de la co­

rriente iónica de entrada: a) una corriente rápida, predominantementede

Na‘, correspondiente a ls elevación del potencial de acción y b) una co­

rriente lenta casi exclusiva de Caz*, correspondiente al "plateau' o me­

seta del potencial de acción.

En 1970, Baker, Hodgkin y Ridgeway (38), identificaron dos posibles "fa­

ses" de un movimiento de entrada de Ca2+z a) un componente inicial, de rápi­

da aparición, dependiente del Na+externo, sensible a tetrodotoxina (TTX);
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2+ utilizando los canales del Na+ y b) un se­que podria representar el Ca

gundo componente de aparición más retrasada y dependiente, casi exclusiva­

mente, de la cuncentracion de Ca2+ extracelular, que es insensible a TTXy
2+ + extracelular.sensible a Mg , Hn2+, verapamil y a la disminucion de Ca2

Existen varias caracteristicas que permiten distinguir un sistema de

corriente del otro: l) la corriente inicial de entrada es rápidamente abo­

lida por la remoción del Na+extracelular, pero la corriente lenta de en­

trada es poco afectada por esta remoción (MD). 2) La corriente inicial de

entrada está muyreducida n es eliminada en presencia de TTXo por la des­

polarización de la membranacon exceso de H‘; pero la corriente lente de

entrada no es afectada por estas sustancias (305). 3) La corriente inicial

de entrada es completamente inactivada cuando el potencial de membranalle­

ga a.eproximadamente -50 mV,mientras que la corriente lenta de entrada se

comienza a registrar a potenciales más positivos que -SD mV(RGB). h) La

corriente lenta de entrada es muysensible a alteraciones en la concentra­
2+ción de Ca extracelular, mientras que las mismasmodifican leve e indi­

rectamente la corriente rápida de entrada. El estroncio (Sr) y el bario (Ba)

pueden reemplazar al Ca2+ en la generación de la corriente lenta (#95). Los

cationes La, Hn, Co a Ni reducen en gran medida o bien eliminan la corrien­

te lenta, pero la corriente inicial es muypoco afectada (k3). Los catio­

nes divalentes y trivalentes tienen diferentes efectos sobre la corrien­

te lenta: el La3+, Co2+y Ni2+ eliminan la corriente lenta, el Co2+, Sr2+

y Ba2+ la incrementan. Esta observación se explica por el hecho de que

estos cationes transportan carga a través de la membranapor canales de

conductancia especifica. Estos canales son bloqueados por lantánidos, me­

tales de transición (Co, Ni y Hn) (“08) y por drogas como el verapamil y

el DEDO(un metoxiderivado del verapamil) (286). Las catecolaminas y las

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

fecto sobre la corriente inicial (“08). Los efectos de estas drogas sobre
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la corriente lenta de entrada están presentes aún cuando la corriente

inicial es eliminada por ÏÏX, por despolarización continua de la membra­

na con H+ o por la ausencia de Na+ externo. Las catecolaminaa incremen­

tan la conductancis máximade estos canales de Ca2+, favoreciendo la co­

rriente lenta. El dibutiril AMPcíclico mimetiza los efectos de las cate­

colaminas sobre la corriente lenta de entrada. En la Tabla II se comparan

las propiedades de las corrientes lenta y rápida de entrada.

Por lo tanto se puede resumir que, la sensibilidad de la corriente ini­

cial rápida de entrada a variaciones en la concentración de Na+extrace­

lular, sugiere que es transportada por iones Na. La gran dependencia de la

corriente lenta de entrada con la presencia de iones Ca en el exterior y

au insensibilidad a los iones Na, sugiere que los iones Ca son los transpor­

tadores de las cargas primarias, asi, bajo condiciones normales esta corrien­

2+. Sin embargo, se ha sugeri­te es, fundamentalmente. una corriente de Ca

do que los iones Ca pueden contribuir a las dos corrientes de manera varia­

ble en el tejido cardiaco (“08). asi, los canales de conductancia que trans­

portan corrientes no son perfectamente selectivos para los iones Ca.

A la corriente lenta corresponde la mayorparte de la carga de entrada,

transferida durante la fase "plateau" del potencial de acción; mientras

que 1a corriente rápida inicial coincide con la despolarización rápida o

elevación del potencial de acción cardiaco (#95).

Hodgkin y Huxley (227) han postulado que las corrientes que se requie­

ren para el potencial de acción, son directamente proporcionales a las co­

rrientes iónicaa que fluyen a través de la membranadurante los cambios

que se producen en dicho potencial.

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

atraviesan la membranaa través de poros o por medio de algún sistema de

transportadores. Noha sido posible. dilucidar la naturaleza de los pro­
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Tabla II: COMPARACION DE LAS PROPIEDADES DE LAS CORRIENÏES RAPIDA Y LENTA
DE ENTRADA.

PROPIEDAD ELECTROFISIOLOGICA CORRIENTE RAPIDA CORRIENTE LENTA

Cinéticas de activación e inac« Rápida Lenta
tivación.

Dependencia de la concentra- Sodio Calcio
ción iónica extracelular de:

Abolida por: Tetrodotoxina y exce­
so de 5*.

Manganeso, cobalto,
níquel, lantano,
verapsmil, DSOO

Umbral de activación -SD a -7D mU -30 a -hO mv

Potencial de reposo de la mem- -BO a -95 mV -hO a -7O mv
brana.

Velocidad de conducción 0.5 - 3.0 M/seg 0.01 - O.l M/seg

Pico del potencial de acción +20 a +35 mv O a +15 mV

Velocidad de la elevación
(dv/dt) del potencial de acciór ZOO- lOODV/seg 1 - lO U/seg

Amplitud del potencial de ac- 100 - 130 mV 35 - 75 mV
C16“.

Respuesta al estimulo Todo o nada Afectada por las ca­
racteristicas del
estimulo.

Factor de seguridad para la
conducción.

Alta Baja

Recuperación de la excitabi­
lidad.

Pronto, finaliza con lRatardada, termina
la repolsrización. ‘después de completa­

da la repolarización.

Según Zipes (552).
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cesos de "compuerta" que modularian la entrada y salida de iones en res­

puesta a los cambios en el potencial de membrana. Se considera que la ac­

tividad de los canales se deberia s cambios muyrápidos en el voltaje. En

realidad, el potencial de membranaes el principal determinante del esta­

do dinámico de los canales. Los flujos iónicos son extremadamente complica­

dos e involucran canales especiales para cada ion (26).

Los datos disponibles sobre las corrientes iónicas sólo aportan infor­

mación de los canales que están abiertos (comofunciones del voltaje de

membrana y del tiempo); pero no se han aclarado aún los mecanismos de “com­

puertas" que abren y cierran los canales.

Cada canal de Na+ está controlado por dos "compuertas" : de activación

del Na+ y de inactivación del Na+ (Figura 8).

Armstrong (26), usando técnicas para la medicion de corrientes, deduJo

que existen dos Juegos separados de canales (para el Na+y para el K‘); y

que además los canales de Na+están controlados por factores independientes.

E1 tetraetilamonio (IEA) elimina la corriente transportada por potasio (IK).

respetando la corriente que transporta Na+(INa). A su vez, la tstrodoto­

xins (TTX)elimina la INE. respetando la IK y la enzima proteolitica pro­

nass destruyó sólo los canales de inactivación para 1a INa. lo que sugiere

que el canal de Na+tiene su propia fuerza de inactivación (3h9). La des­

trucción del mecanismode inactivación por ls enzima proteolitica pronass

sugeriria que el mecanismode inactivación seria probablemente una estruc­

tura proteica.

2.2. Flujo de Ca2+ qgrante el acoplamiento E-C.

Los conceptos de poro iónico proteico en las membranasexcitables, se

ubican perfectamente dentro del modelo denominado "mosaico fluido" cuyas

proteinas intercaladas en la membrana.pueden ser energizsdss por co­

rrientes da acceso especiales u otras influencias externas originando un
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EXTERIOR

0.0.. .0 .0. O

INTERIOR

'CDMPUERTA"

Figura 8: ESQUEMA DE UN CANAL DE SODIO.

El influjo de iones sodio a través del canal está controlado por
un mecanismo"compuerta" de activación e inactivación: 1a tatto­
dotoxina inhibe especificamente los canales activadores del 1n­
flujo del sodio (Ing), mientras que la pronaaa destruye sus ca­
nales de inactivación.
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influjo o eflujo iónico.

La Figura 9 representa a la membranacomo un mosaico fluido de doble

capa lipidica con poros iónicos proteicos, complejos enzimáticos y trans­

portadores, sugiriendo distintas rutas por las cuales el Caz+puede en­

trar a la célula cardiaca a través del sarcolema y estar disponible para

la contracción. Asi se puede observar que: l) con la generación del po­

tencial de acción se despolariza la membranaque, a través del túbulo-T,

envia señales al reticulo sarcoplaamático y éste libera el Ca2+. Este

fenómenocoincide con el pico del potencial de acción y con la entrada de

Na+, que representa el influjo iónico rápido. A su vez, durante el "plateau"

del potencial de acción entra el Ca2+, fenómenoque es también elctrogé­

nico, y es denominado corriente lenta de Ca2+. 2) Este Baz+ que entra pone

en marcha el mecanismoCa2+-libera Ca2+desde el reticulo sarcoplasmático.
2+3) La entrada de Na+ también pone de manifiesto la liberación de Ca del

reticulo sarcoplasmático y de las mitocondrias. Los otros mecanismos, por
2+el cual el Ca entra a la célula, son no electrogénicos, o sea, que ocu­

rren por intercambio iónico. h) Intercambio Na+/Ca2*: este mecanismoinvo­
2+lucro el influjo y el eflujo de Cs y Na+, o sea que se produce durante la

sistole y la diástole. Dos iones Na+y un ión Baz+ compiten por un trans­

portador; y el intercambio Na+/Ca2+va a depender de la concentración de

ambos iones dentro y Fuera de la membrana. 5) Otro mecanismo no electro­

génico es el intercambio K‘lCa2*. El K+es el cation intracelular más

abundante, ésto hace que se produzca una pérdida casi constante de H+

por la célula. Por cada dos iones K+que salen, entra un ión Ca2*.
2+6) Otro mecanismo de entrada de Ca es la estimulación de la enzima

Na+,H*-ATPasa.La activación de esta enzima hace entrar el 5* y salir

el Na, contra un gradiente de concentración y en este intercambio entra
2+el Ca , posiblemente en intercambio con el Na+. Este intercambio Na+/Ca2+

es sensible a la ouabaina, en cambio, el del sistema del punto h)
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Figura 9: REPRESENTACION DE LA MEMBRANACOMO UN MOSAICO FLUIDO DE DOBLE CA­
PA LIPIDIOA CON MODULOS INTERCALADOS COMO PUROS IONICOS PROÏEICOS,
COMPLEJOS ENZIMATICOS Y TRANSPORTADORES. RUTAS POR LAS CUALES EL
C82+ PUEDE ENTRAR A LA CELULA CARDIACA Y ESTAR DISPONIBLE PARA LA
INTERACCION CON TROPONINA:

1) electrogénica y flujo lento de Ca2+z2) liberación de Daz+ 1n­
ducida por Ca * desde el reticula sarcoplasmático; 3) liberación
de Ca + mitocondrial por Na+; A) transporte de intercambio Na*:Ca *
electroneutral; 5) transporte de intercambio H*:Ca2+electroneu­
tral; 6) transporte fosfnlipido-Na*,H*-ATPasa:Ca2*;7) intercam­
bio Ca2+:H+ ligado a la bomba Na*,K*-ATpasa. Según Van Minkle y
Schwartz (50k). _ . 4
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es insensible a ouabains. 7) Schwartz (50h) postula un intercambio KVCa2+

a traves de la bomba de K+ que aaca K+ y entra Ca2+, pero que en este mo­

mento no es totalmente aceptada.
2+El influjo de Ca a partir del fluido extracelular durante la fase

'plateau" del potencial de acción. que da lugar a la corriente lenta de en­

trada, ha sido considerado comomuyimportante para el desarrollo de la

fuerza contráctil (k5 ,312,h90). Las caracteristicas de la corriente lonta

están indicadas en la Tabla II. Este influjo creciente de Ca2+ex­
2+

del Ca2+

tracelular, a través de los canales de Ca localizados sn la membranaau­

perficial, no sólo es importante en la activación del músculocardiaco si­

no también en el músculo esquelético y en otras células que tienen pobremen­

te desarrollado los depósitos de Ca2*intracelulares (152,128). Pero el pe­

queño incremento en la concentración de Ca2+intracelular por esta via pa­

rece insuficiente para la completa activación de ls contracción (359,k09).

Se ha augerido que el influjo de Baz+"reabastece" los depósitos intracelu­

lares depletados (5h3,157) o bien reabastece y posteriormente libera Ca2+

de porciones especializadas del reticulo sarcoplasmático para iniciar el

evento contráctil (359).

Las condiciones para el influjo pasivo de Ca2* en el músculo cardiaco

durante la excitación son: a) la existencia de un gradiente alectroqui­

mico de entrada directo para el Cs2+ a través del sarcolema y b) cambios

en la permeabilidad de la membranaal Caz+ durante la despolarización.

El potencial de reposo de la membranade las células cardiacas es aproxi­

madamentede -80 mV(el interior negativo) y el radio estimado entre la
2 2+
+ extracelular ( [Daz+ :]a) y la concentración de Ca

intracelular ( [Ca2+ Ji) es mayor de 10.00021. La cantidad de Caz+ que es

concentración de Ca

movido a través de la membranacon cada potencial varia entre 0.13 y 1.1

picomolea por centimetro cuadrado de impulso (#08). Esta cantidad no es

suficiente para afectar apreciable y directamente la contracción, pero pue­
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de iniciar importantes cambios regenerativos involucrados en el proceso

2+ de los depósitoscontráctil por ser responsable de la liberación de Ca

intracelulares (127).

La cinética de la corriente lenta de entrada de Caz+ es extremadamente

compleja, pero importante debido a su relación con el control de la con­

tractilidad cardíaca. Si la energia para el transporte de Ca2+a través

de la membranaderiva solamente del gradiente electroquimico para el Ca2+,

la contracción tendría que estar relacionada con este gradiente (ECa).
La eCuación de Nernst da una aproximación del potencial de equilibrio para

2+
la distribución del Ca (EEB):

E RT [:Ca]e
Ca = 1"

2F [Ca i

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

T: temperatura absoluta, F: constante de Faraday, [Ca]e z concentración

de Ca2+extracelular, [Ca] : concentración de 882+ intracelular.i

Si se considera que [Ca]e es aproximadamente 2 x 10-aM y que [Ca]i
Mó 10-7M (estos valores son sóloestá en un valor aproximado de 5 X 10-8

una aproximación ya que las concentraciones intracelulares no han sido

bien determinadas en el músculo), por lo tanto ECS: 10h mV, de modo que

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

Debido a que el Caz* entra pasivamente a la célula miocárdica durante

cada potencial de acción, debe existir algún mecanismoque bombeaeste

ión fuera de las células, para que la mismano se sobrecargue con iones

positivos.

Este eflujo de Ca2+ se produce contra un gradiente de concentración

y contra un gradiente eléctrico, ya que la concentración de Ca2+extra­

celular ([ta2;]e) es considerablemente mayor que la concentración de Baz+
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intracelular ([Cazf]i). y durante la diástole el exterior de la célula
está positivamente cargado-con respecto al interior celular. Por esta

2razón, el movimiento de Ca + fuera de la célula requiere un gasto de

energia (“09).
2+Se podria pensar que el eflujo de Ca , al igual que el del Na+, fuera

mediado por una bombaATP-dependiente, pero no ha sido aún identificada

una ATPasa activada por Baz+ en el saroolema cardiaco (16)}

El eflujo de Ca2+ involucra una interacción con Na+altamente especia­

lizada que parece ser diferente a la de la Na+,H+-ATPasa.Estudios sobre

el eflujo de Ca2+ demuestran que más del 80%del eflujo de Ca2+ requiere

que el Na+o el 832+ estén presentes en el exterior de las células (263).

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

terno por el Na+ externo o viceversa (intercambio Na+/Ca2+) y aólo una
2+pequeña fracción es un intercambio con Ca externo (intercambio Ca2+/Ca2+).

Desde el punto de vista cuantitativo el intercambio Na+/Ca2+involucra

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

brana. Este comportamiento puede explicarse si el transporte de Baz+ in­

volucra un transportador aniónico divalente (X27) que pueda unir compe­
2+titivamente 1 Ca ó 2 Na+ (253) (Figura 10). La carga de los transpor­

tadores depende de la concentración de ambos iones a cada lado de la
2+membrana. El intercambio Na+/Ca ea similar a ambos lados de la membrana.

2+El transporte de Ca por este mecanismode intercambio (Na‘/Ca2+), a

diferencia del realizado por la Na*,H+-ATPssa,es insensible a los glu­

cósidos cardiacos. Asi, Reuter (“03.“Ü9) considera un sistema de eflujo

e influjo de Ca2+ que depende del Na+ y que es insensible a los glucósidos

cardiacos.

El factor primario que promueveel eflujo de Ca2* podria ser un incre­
2

mento en la [tazí]i debido a la activación de las bombas de Ca + AIP-de­
pendientes, localizadas en otras membranas,comopor ejemplo el reticulo
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sarcoplaamático, la mitocondria o ambos (50 ). Este seria el mecanismode

acción de la cafeína, que libera Caz+del reticulo sarcoplasmático (521.
2+368) e incrementa el eflujo de Ca a semejanza de loa inhibidores meta­
2bólicoa (355,55). El eflujo de Ca * iniciado por los inhibidores metabó­

licos y el que resulta de la administración de cafeína dependa del Na+ex­

tracelular, por lo tanto, ambos son abolidoa en un medio libre de Na+ (50 ,

2* esté incrementado por los venenos
2+

355). El hecho de que el eflujo de Ca

metabólicos y cafeina, refleja la disponibilidad aumentada de Ca en el

lado interno del sarcolema. lo que ae traduce por 1a contractura que se

produce cuando el eflujo de Ca2* ea prevenido al remover el Na+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 (012).
2+El intercambio no electrogénico de 2 Na+ por 1 Ca conduce, en el equi­

librio, a la siguiente relación de distribución:

[C541 [M3+k

[Ca2*]e = [Na*]Ï

Esta relación predice que cualquier cambio en el gradiente de Na+a tra­

vés de la membranatambién afecta el gradiente de 082+.

La reducción del Ns‘ extracelular hace que el equilibrio descripto en

la ecuación se desplace de modotal que la relación [Ca2+]1/ [032%]8 incre­

mente, es decir que se produce una ganancia de Ca2*. Cuando la Ca2f12 es

mantenida constante, una disminución en la [No+ e origina un incremento

en la [Pa2;]i. En el modelo que se muestra en la Figura lO. el efecto i­

nicial de una reduccion en la [Na‘]B ea una disminución en el movimiento

de entrada de Na+ y un incremento correspondiente en el influjo de Ca2+.
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EXTERIOR HEMBRANA INTERIOR

CaXv.___:CaX

c232+:Ïxï x2 1'; Ca2+

2Na+ :_: x2' X2_:; 2Na+

2 NaX:2 NaX
Figura 10: ESQUEMA DEL TRANSPORTADÜRPARA EL INTERCAMBIO ¡»uf/Ca2+ A ÏRAUES

DE LA MEMBRANA.

El intercambio electroneutral de 2 NaI por 1 Ca2+ depende de la
relación de distribución de ambosiones entre el interior y el
exterior de la célula. SegúnJundt y col. (263).
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2+ hace que ia [Esa]i aumente hasta que
2+

El incremento en el influjo de Ca

las velocidades relativas del eflujo de Na+y Ca marque una nueva relación

establecida entre el influjo de Na+y de Cs2*. Este nuevo equilibrio es al­

2+ intracelular. Si tanto la [NJ]e co­canzado por un incremento en el Ca

mo 1a [Cs2+]e son reducidas, de tal modoque la relación [Ca2+]e/ [Na¿]e

permanezcaconstante, no existe cambioen las velocidades relativas del in­

flujo de Na+ y de Ca2+ y asi no existen cambios en las velocidades relati«

vas del eflujo de Na‘ y Ca2+. Esto se desprende de la ecuación, en la cual,

la reducción proporcional en los numeradores a ambos lados de la ecuación, no

tiene efecto en los denominadorea (360).

Los efectos de la inhibición de la Na*,H+-ATPasapueden también enten­

derse en términos de la ecuación. Drogas comolos glucósidos cardiacos, que

impiden el eflujo de Na+ e incrementan asi la [Na+]i, producen un aumento

en la relación [Naflï / [Nails2 . Segúnesta ecuación, la relación [Cab]1 /

2+]Ca e también se incrementa, de tal manera que a un nivel constante de

Ca2+ extracelular, la inhibición de la bombade sodio podria provocar una

2* intracelular y, de ese modo, elevar los niveles deganancia neta de Ca

la contracción (303.179).

Sin embargo, desde el punto de vista cuantitativo, la relación del ais­

tema de transporte presente en el corazón de mamífero es menos clara. Si

se asumeque la relación entre [Naf]i / [Na{]e está entre 1:10 y 1:20,

según la ecuación la relación para Caz* 1 / [Ca2+ e deberia encontrarse

entre 1:100 y lthO, es decir que cuando la [C82+]a es aproximadamente lD'JH,
6 5

el valor predicho para ls [Cab]1 está entre 2.5 x 10' H y l x 10­
2+

H. Sin

embargo, estas concentraciones de Cs libre en el citoplasma son mayores

que las que permiten relajarse al miocardio (aproximadamente lÜ'7M) debido

a la alta afinidad de ls troponina cardiaca por el Ca2+. Esta discrepancia
2+puede explicarse si un mecanismoadicional de eflujo de Cs (por ejemplo,
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2+
uno que involucre una bomba de Ca , ATP-dependiente en el sarcolema) tam­

2+bién participe en el eflujo de Ca . Es posible que exista un "compartimien­

to" para el Ca2*, justo debajo del sarcolema, en el cual la concentración

de Ca2+sea más alta que en el citosol que rodea las proteinas contráctiles

(275). Un sitio posible para el “compartimiento' de Caz+ son, comoya se

indicó, las cisternas subsarcolemales en las cuales la concentración de Ca2*

puede ser mantenida a un nivel relativamente alto para la bombade Ca¿* del

reticulo sarcoplasmático (33k). Si esta explicación es correcta, el eflujo

2+ desde el mioplasma involucra un sistema de dos pasos. El primero
2+

de Cs

es el transporte de Ca hacia el interior del reticulo sarcoplasmático por

una bombade Ca2+ que utiliza cantidades estequiométricas de ATPpara el
2+ 2+transporte activo de Ca . El segundo seria el transporte de Ca desde el

reticulo sarcoplesmático hacia fuera de la célula. utilizando el gradiente

del Na+ e través del sarcolema. Este segundo paso podria no usar ATPdirec­

tamente, sin embargo, debe recordarse que la energia derivada de este gra­

diente de Na+ es generado por la Na+,H‘-ATPasa (“09).

Existen todavia algunas dudas sobre el mecanismomolecular del inter­

cambio Na*/Ca2+. Sin embargo, este sistema de transporte es un mecanismo

regulatorio importante en el control de la concentración de Ca2+en los de­

positos intracelulares. Esto es muyimportante para explicar el bien co­
2+nocido efecto antagónico del Na+y del Ca sobre la contractilidsd del

músculo cardiaco (BZB).

3. POTENCIAL DE RCCIÜN CARDIACÜ. BASES IÜNICAS.

Las caracteristicas del potencial de acción son marcadamentediferentes

de una especie animal a otra y reflejan las diferencias en los mecanismos

iónicos. Aún en una misma especie de mamíferos, los múltiples tipos mor­

fológicos 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 acción de transmembranade las diversas

fibras cardiacas dentro del mismocorazón se deben a diferencias en las

propiedades de la membrana,corrientes transportadoras de iones despolari­

zantes y repolarizantes, y constantes de tiempo para la activación e inac­

tivación de estas corrientes. Cuandoexisten varios iones involucrados,

por ejemplo, durante la fase de despolarización, la contribución relativa

de cada ión puede variar de un tipo de fibra a otro. Todas estas considera­

ciones afectan el modopor el cual la actividad eléctrica de una deter­

minada célula es directamente modificada por un agente farmacológico que

actúe sobre dicha célula. Por lo tanto, un agente que sea capaz de modi­

ficar directamente el potencial de acción de transmembrana de una fibra

muscular auricular, puede no tener efecto sobre el potencial de accion de

una fibra muscular ventricular en el mismocorazón.

En el corazón, el potencial de acción tiene una duración de aproximada­

mente 300 msegs. y consiste, al menos, de cinco fases morfológicamente

definidas (Figura ll A): a) "upstroke" o elevación del potencial de ac­

ción (fase 0): corresponde a la despolarización de la fibra muscular

cardiaca. es extremadamente rapida. En la mayor parte de las regiones

del corazón, la despolarizacibn es seguida de dos fases que no tienen

equivalentes en el nervio y en el músculo esquelético: b) una fase breve

de repolarización temprana (fase 1) que es seguida por c) un "plateau" o

meseta (fase 2). que. en gran medida es responsable de la larga duración

del potencial de acción cardiaco; y luego sobreviene d) la repolarización

(fase 3); alcanzándose, finalmente, e) el potencial de reposo (fase h)

del potencial de acción cardiaco, que es similar al de otras células

excitables. Algunas células cardiacas muestran una despolarízación

diastólica o prepotencial, que es responsable de la actividad marcapaso

(101). ‘

Las bases iónicas para esta compleja serie de eventos que da origen
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a1 potencial de acción, están graficadas en la Figura ll. A continuación

se detallan las caracteristicas de las diferentes fases del potencial de

acción cardiaco, asi comotambién los mecanismos iónicos responsables del

mismo.

3.1. Potencial de reposo.

La hipótesis iónica de Hodgkin-Huxleyindica que, la diferencia de po­

tencial a través de la membranacelular de ciertas células excitablea, se

debe a la separación de soluciones (que contienen diferentes concentra­

ciones de H‘) por una membranaselectivamente permeable al H+ (226). El

potencial teórico que resulta de esta separación puede ser calculado de

acuerdo a la ecuación de Nernst:

en la cual EKes el potencial resultante de la diferencia en la concen­

tración entre el K+en el interior de la célula ([:K* ]1) v el K+en el

exterior de la célula ([ K+]e),'R, T y F son la constante de los gases,
la temperatura absoluta y la constante de Faraday, respectivamente.

La evidencia experimental también sugiere que el potencial de reposo

de membranade fibras auriculares, ventriculares y de Purkinje están de­

terminados por la permeabilidad selectiva de la membranacelular al H‘.

La permeabilidad a otros iones en el reposo (incluyendo el 61-) es baja

(7B). La conclusión de que el potencial de reposo se debe a la permeabi­

lidad selectiva de la membranaal 8+ y al gradiente de concentración del

K‘, deriva de observaciones sobre el efecto que producen las variaciones

en la [ 8;]8 sobre el potencial de reposo y de la comparación de las

alteraciones medidas en el potencial de membranacon los valores teóricos

calculados a partir de 1a ecuación de Nernst usando valores para la

[ v] 1 determinados experimentalmente (509).
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Figura 11: CARACTERISTICAS DE LAS DIFERENTES FASES DEL POTENCIAL DE ACCION
CARDIACO Y SU RELACION CÜN LOS MECANISMOS IONICÜS.

A: trazado del potencial de acción tipico correspondiente e una
fibra de Purkinje: fase 0: "upetroke" o elevación, fase 1: repo­
lerización temprana, fase 2: "plateau" o meseta, fase k: poten­
cial de reposo (diástole); B: conductanoie el 5* (gH); C: con­
ductencia al eodio (gNa); D: conductancia al cloro (gCl) y E:
conductancia al calcio (gCa). Un incremento en la gNe o en la
gCe aumenta el flujo de corriente de entrada, mientras que el
incremento en le gn o en le gCl aumente el flujo de corriente
de eelide.
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Un factor adicional, que es importante para el mantenimiento del poten­

cial de membranaen reposo en las fibras cardiacas, es un sistema de trans­

porte iónico o bombadescripto con anterioridad. El bombeoiónico activo

es necesario para remover Na+ ( y 032+) desde el interior celular y para

mantener la [H+]i y, por lo tanto, contrarrestar los efectos de los flu­
jos pasivos de estos iones. En las fibras cardiacas existe un bombeoióni­

co electroneutral y electrogénico, ambosdependientes de la Na+,H+-adenoain­

trifosfatasa (ATPasa)para las reacciones que producen energia (#30,l9k).

Esta ATPasamantiene un gradiente de concentración, bombea el Na+-fuera da

la célula en intercambio con el K+que entra a la célula. Por lo tanto,

puede decirse que, en el estado de reposo, 1a concentración del ion potasio

es mayor dentro de la célula que en el espacio extracelular. Comoel sar­

colema de la célula en reposo es permeable al H*, este ión tiende a mover­

se a favor de su gradiente de concentración, por lo tanto, tiende a salir

de la célula. Cuandolos iones potasio dejan el interior celular transpor­

tan una carga positiva al exterior de la célula, originando la aparición

de un gradiente eléctrico a través del aarcolema, en el cual el exterior

está positivamente cargado. Es esta diferencia en la densidad de carga e­

léctrica 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 músculo cardiaco en reposo el valor EHcalculado por la
ecuación de Nernst es de -95 mV.Esta estimación se basa en la considera­

ción de que el sarcolema cardiaco es libremente permeable al H+ solamente

durante la diástole y que es impermeablea otros iones para los cuales exis­

te un gradiente de concentración entre el interior y el exterior celular.

Confines prácticos estas aproximaciones son válidas si el potencial de re­

poso está en un rango normal de -80 a -95 mV(555,230).

En las regiones del corazón en las cuales el potencial diastólico es es­

table (o sea en las regiones que no poseen despolarización espontánea o ac­
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tividad marcapaso), el potencial de reposo tiene un valor muypróximo al

calculado por la ecuación de Nernst en baae a la distribución del H+.

Las variaciones en la [:H{]Btienden a influenciar directamente el po­

tencial de reposo: una elevación en la[:Kf]e provoca la despolarización,

mientras que una reducción en la [:H* e tiende a hiperpolarizar la membra­

na. EI nivel del potencial de reposo no sigue la ecuación de Nernst para

el H+ cuando la [_Kï]e es o bien muy baja o bien muy alta. Cuando 1a [Hf]e

es muy baja (menor de 3 mM). el grado de hiperpolarización es menor que

el calculado por la ecuacion de Nernat debido a que la permeabilidad al H+

se reduce, permitiendo que la permeabilidad a otros iones (por ejemplo el

Na*) ae vuelva más importante en la determinación del potencial de membra­

na. Aún a niveles normales del potencial de reposo, la membranano es li­

bremente permeable al H+, tal que agentes que incrementan la conductancia

al 5+ (por ejemplo, acetilcolina) pueden originar un leve incremento en el

potencial de reposo (539).

Las modificaciones del potencial de membranaen reposo tienen efectos

importantes sobre las propiedades de excitabilidad y conducción de las fi­

bras miocárdicas. La excitabilidad de las fibras cardiacas está indicada

por los requerimientos comunespara despolarizar una célula desde el po­

tencial de membranaen reposo hasta un potencial umbral, resultando en la

iniciación de un potencial de acción regenerativo (67 ). Drogas que cam­

bian el potencial de membranasin alterar el potencial umbral. pueden al­

terar los requerimientos para 1a excitación. Las drogas que alteran el po­

tencial de membranapueden actuar cambiando las conductanciaa iónicaa de la

membranao bien estimular o inhibir el sistema de transporte iónico activo.

3.1.1. Potencial marcapaso.

El potencial de membranadurante la diástole no permanece en un valor

negativo constante en todas las células cardiacas, sino que. el potencial
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de membranaen las células del nodo sinuaal y de las fibras de Purkinje

en el sistema de conducciónventricular especializado, bajo ciertas cir­

cunstancias, después de la fase de repolarización, tiende gradualmente

hacia valores más negativos hasta que alcanza espontáneamente el umbral

para la iniciación de la fase de despolarización regenerativa (507,363).

Por lo tanto, estas células se excitan a si mismas. La declinación en el

potencial de membranadurante la diástole (deapolarización diastólica es­

pontánea, fase k de despolarización o potencial marcapaao) en las fibras

de Purkinje es debido a una disminución en la conductancia de la membra­

na al Ki, tiempo y voltaje-dependiente (379).

Durante la repolarización de estas células existe un marcado incremen­

to en la conductancia al K+y la corriente de salida de K‘ ayuda en la re­

polarización. En las fibras automáticas, este incremento en la conductan­

cia al H‘ puede durar más que la repolarización completa (507). Si el po­

tencial de membranase fija, después de la repolarización. en un voltaje

diastólica máximose produce una corriente de entrada que incrementa progre­

sivamente con el tiempo, esta es la corriente marcapaso (379). Los voltajes

de membranapor los cuales la dirección de la corriente marcapaeo se revier­

te. son alterados por cambios en la[:Hí]e. La corriente marcapaso se debe a

una disminución progresiva en la conductancia al K+ (o corriente de salida

de 5*) (#96). La corriente de entrada, responsable del potencial marcapaso,

podria ser transportada por Na+ si la conductancia al Na‘Pde la membrana

en reposo ee alta (la conductancia al Na+en el reposo 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 disminución

en la pendiente del potencial marcapasocuando la [Naile está significati­
vamente reducida. La presencia de una despolarización diastólica espontánea en

2+las fibras de Purkinje en un medio libre de NaÏdonde el Ca es el único ca­
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tión, sugiere que este ión podria también contribuir a la corriente de en­

traUa (“96,28)0

3.2. Potencial de acción.

La onda de despolarización propagado que inicia la contracción cardiaca

es conducida de célula a célula por potenciales de acción regenerativos.

Aunquealgunas regiones del miocardio están especializadas para la conduc­

ción (por ejemplo, las fibras de Purkinje del Haz de Hia y haces colate­

rales), todos los impulaoa en el corazón son transmitidos por la comunica­

ción célula a célula. Los nervios cardiacos, que provienen del sistema

nervioso simpático y paraaimpático, sirven sólo para modular la función

miocérdica pero no participan en la propagación de la onda de excitación

s través del corazón (277).

Un potencial de acción propagado se inicia cuando el potencial de mem­

brana se despolariza más allá de un umbral (Figura ll A). Los niveles de

despolarización que no logran alcanzar este umbral no inician un poten­

cial de acción, sino que posteriormente se recuperan y se inicia la onda

de despolarización no propagado. Cuandoel grado de despolarización ex­

cede este umbral, la membranacontinúa despolarizándose aún cuando el

estimulo despolarizante inicial esté reducido. Asi, una vez que el um­

bral es alcanzado, la despolarización posterior se vuelve independiente

del estimulo despolarizante inicial (277).

La configuración del potencial de acción cardiaco difiere de una re­

gión a otra del corazón.

3.2.1. Fase de despolarización rápida (fase O ó elevación).

Una vez producida la excitación. se pone de manifiesto una disminu­

ción en el potencial de membranadurante la elevación del potencial

de acción. La despolarización de la célula refleja. primariamente, una

caida en la permeabilidad al H+ (363,366) (Figura 11 a), De 103 prime­

ros registros del potencial de membranacon microelectrodos intrace­
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lulares. se pudo observar que el potencial de membranano sólo disminu­

ye hacia cero durante el potencial de acción (comopodria esperarse si la

conductancia al H+ (gH) disminuyera hasta un valor bajo), sino que el po­

tencial de membranase revierte cuando se produce la elevación del poten­

cial de acción, tal que el interior de la célula se carga positivamente con

respecto al medio circundante (Figura ll A). Este efecto no sólo puede ser

atribuido a cambios en la permeabilidad de la membranaal 5+. Ls reversión

del potencial de membranaen el pico del potencial de acción podria expli­

carse si el potencial de membrana, en ese momento, está influenciado por

ls distribución del Na+. La distribución de este ión, que está presente en

concentraciones más altas en el fluido extracelular que en el interior ce­

lular, podria producir potenciales de acción de signo opuesto a aquellos

originados por la distribución del H‘. Por lo tanto, mientras la célula en

reposo posee una alta permeabilidad al H+ y una baja permeabilidad al Na+,

durante la elevación del potencial de acción la permeabilidad al H+es bs­

Ja mientras que la del Na+es alta 063,36h,365) (Figura ll B y C).

La despolarización que se produce durante la excitación en la mayoria de

(aunque no en todas) las regiones del corazón está determinada, en gran me­

dida, por la distribución del Na+a través del sarcolems (527). El Na+es­

tá presente en concentraciones de aproximadamente lhÜ mMen el fluido ex­

tracelular y de 30 mHen el interior celular. Comoresultado, según la e­

cuación de Nernat, ae produce un potencial de membranapositivo (ya que

Em: + a1 mv). El hecho de que el potencial de acción no alcance el alto

nivel de positividad predicho por la ecuación de Nernst, refleja la inca­

pacidad de la membranade volverse libremente permeable al Na+ (aún duran­

te la elevación del potencial de acción). asi comotambién existiría una

permeabilidad residual al v." y al m“ (363.360) (Figura 11 D).

La rápida elevación del potencial de acción en la fibra de Purkinje es
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originada por un flujo de corriente de entrada rápida a través de la mem­

brana celular (Figura ll C). Eata corriente de entrada rápida ea trana­

portada por Na*. Ueidmann (526) demostró que esta corriente rápida de Na+

ea inactivada en eacaaoa maeg.

Comoae aeñalara en el punto 2.1., relacionado al acoplamiento E-C,

la membranacelular 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 abertura y cierre

aemejan.la abertura y cierra de una compuerta. El flujo de Na+ involucra­

ria un "transportador" que permitiría al ión cargado atravesar la mem­

brana lipidica.

La velocidad de deapolarización (du/dt) y la amplitud del potencial de

acción en muchascélulas cardiacaa aeria determinada por la abertura de

un canal ("canal de sodio"), voltaje-dependiente (incrementa a medida que

cae el potencial de membrana), que permite un incremento extremadamente

rápido en la conductancia a1 Na+ ; con el consiguiente rápido flujo de Na+

hacia el interior de la célula miocárdica (corriente rápida de entrada).

determinando aai la forma de la elevación del potencial de acción (Figura

ll C). En la célula en reposo, el canal de Na+está caai enteramente ce­

rrado, mientras que el del K+está abierto. Comoresultado. la conductancia

al Na+ es baja y la conductancia a1 K+ ea alta (78) (Figura ll B y C).

Cuando la membranaestá parcialmente deapolarizada, a niveles por debajo

del umbral, loa canales de Na+están parcialmente abiertos. El gradiente

de abertura de estos canalea incrementa a medida que el potencial de mem­

brana cae, tal que la abertura de loa canales de Na+puede considerarse

voltaje-dependiente ( 73).

Cuando el potencial de membranade reposo ea cambiado abruptamente en

una dirección despolarizante, tal que alcance un potencial umbral, la

abertura del canal de Na+se hace regenerativa, o aea que, la deapolari­
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zación originada por el influjo de Na+ hace que más canales de Na+ se abran.

Por lo tanto, la corriente de entrada de Na+promuevela 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 rápido de Na+ ha­

cia el interior de la célula miocárdica produce una corriente rápida de

entrada y determina la Formade la elevación del potencial de acción (7B).

El cierre de los canales de Na+ ea también un proceso rápido. Una vez

que la-membranase ha despolarizado, estos canales se cierran, finalizan­

do la corriente rápida de entrada (Figura ll C). Una vez producido el

cierre de los canales rápidos, el sistema se "inactiva" tal que estos ca­

nales no pueden ser reabiertos inmediatamente. La recuperación de la ha­

bilidad de estos canales para reabrirse lleva hasta 100 mseg ó más, aún

después que el potencial de membranaha 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 últimas la conductancia al

+ aumenta en la despolarización y cae en la repolarización. En las fi­K

bras musculares Cardiacas, la conductancia al H+cae en la despolariza­

ción por debajo del nivel de reposo, pero aumenta instantáneamente en la

repolarización a un nivel alto. desde el cual declina hasta su estado de

reposo (Figura ll B). La caida de la gH en la despolarización (llamada

rectificación anómala) es una propiedad de la conductancia al K+y es

tiempo y voltaje-dependiente (353.35“). La caida en la gH que se produce

con la despolarización tiende a 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 ae retarda el eflujo de H‘ y la

generación de una corriente de salida, la rectificación anómalaseria ree­

ponsable del "plateau" del potencial de acción cardiaco (ver repolariza­

ción).
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Existe otro tipo de rectificación en músculocardiaco, en el cual la

corriente de H‘, a un potencial constante de membrana'aumenta lentamen­

te con el tiempo (rectificación de salida dilatada). Este mecanismo,ae­

gún Noble y Tsien (36h,365), seria el responsable de la meseta y de su ter­

minación en las fibras de Purkinje.

3.2.2. Repolariznción temprana (fase 1).

La fase 1 consiste en una repolarización rápida a partir de la cresta

del potencial de acción hacia 1a meseta (Figura ll A). La transición hacia

la meseta puede ser suave o bien un poco abrupta con, eventualmentr, algu­

na oscilación. E1 breve periodo de repolarizsción rápida que sigue a la e­

levación del potencial de acción cardiaco es llamado fase l. Esta repolari­

zación temprans se debe principalmente a una caida en la conductancia al Na+

(Figura 11 C). Un incremento transitorio en la conductancia al Cl- durante

la repolarización temprana contribuye al retorno del potencial de membrana

hacia un nivel constante (meseta). Debido a que la concentración extracelu­

lar de Cl- es aproximadamente lkfl mH, o sea más de cuatro veces mayor que la

concentración en el interior celular (aproximadamente 30 mM).el incremen­

to en la permeabilidad al C1“permite a este onión fluir hacia el interior

celular, dando origen a una corriente de salida. Esta corriente de Cl- de

salida es voltaje-dependiente. cae a un nivel bajo a medida que el poten­

cial de membranaretorna a cero casi en 1a fase "plateau" (105) (Figura 11 D).

Las corrientes iónicos importantes que generan la fase de repolariza­

ción temprana son: la inactivación de la corriente rápida de Na+(caida

an la oonductancia al Na‘) (526.172,90 ), y la activación de la corriente

dinámica positiva (aumento transitorio en la conductancia al Cl“. por lo

tanto. seria transportada por Cl-) (378,153) que llevarán a la membrana

a repolarizarse hasta el nivel de meseta: una caida en.la conductancia
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al K‘ (253) junto con una activación dilatada de la corriente lenta de en­

trada (transportada principalmente por Cs2*) (#08,k11), contrarrestará el

efecto despolarizante de las dos primeras corrientes y detendrá la repola­

rización en el nivel de meseta (Figura ll B. U y D).

3.2.3. Meseta (fase 2).

El hecho más característico de 1a despolarización eléctrica del músculo

cardiaco es el "plateau", que es responsable del potencial de acción pro­

longado. El nivel de la meseta no es el mismoen los diferentes tipos de

células cardiacas. Por ejemplo, en las fibras de Purkinje, este nivel es

más negativo que en las fibras musculares cardíacas (36k).

Los procesos implicados en la meseta o "plateau" fueron estudiados en

detalle en las fibras de Purkinje. La aplicación del métodode fijación del

voltaje permitió a Deck, Hern y Trsutuein (100) el análisis intensivo de

los mecanismosiónicos responsables del "plateau".

Meidmann(525) mostró que durante las fases iniciales del "plateau", la

conductancia de la membranaes relativamente alta, por lo tanto ésta puede

ser atribuida a las corrientes iónicas que se neutralizan una a la otra

con el fin de mantener a la membranaen un estado despolarizado, mientras

que, durante la meseta, el retraso de la repolarización se deberia a la

disminución de la conductancia de la membranapara las corrientes de sa­

lida de Cl- y de K+.

La caida en la conductancia de la membranadurante el "plateau" del po­
tencial de acción cardiaco, puede ser atribuido parcialmente al fenómeno

da rectificación anómala. El cierre de los canales de H+reduce el eflu­

Jo de este catión y disminuye asi la corriente de salida (508).

Tempranamente,durante el "plateau" del potencial de acción cardiaco,

se produce una corriente despolarizante (de entrada). Esta corriente,

llamada corriente lenta de entrada, resulta de la abertura de un “canal
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2+ entrar a la célula. En el miocardio de perro,lento" que permite al Ca

gato y oveja, la corriente lenta de entrada es transportada por Ca2+ (303,

h12.327.359).

Reuter (807) encontró, en una solución libre de Na+, una corriente de

2+ que era activa durante el "plateau" del potencial de acción. La exis­Cs

tencia de esta corriente fue confirmada posteriormente por Vitek y Trautuein

(513), quienes demostraron que esta Última no era un componente de la co­

rriente rápida de Na+, sino que ae trataba de una segunda corriente de en­

trada, que era inactivsda con una constante de tiempo de aproximadamente

IDOmseg y que acontecia durante el comienzo de la meseta en las fibras de

PurkinJe. En el músculo ventricular, la insctivación se produce con una

constante de tiempo de aproximadamente #0 a 60 mseg a Ü mV. A potenciales

más positivos (-hO mV). la inactivaciñn se produce en aproximadamente 280

mseg (513).

Las caracteristicas de esta corriente ya fueron descriptas con anterio­

ridad; sólo podemosagregar que tanto el potencial registrado durante el

"platesu" comola magnitud de la corriente lenta de entrada dependen de la

[[3324]e y aumentan cuando incrementa la [ Cazf]e o viceversa (h07).

La distribución de Daz+ s través de la membranaorigina una corriente

de entrada (despolarizante) (Figura ll E) cuyo verdadero potencial de e­

quilibrio iónico podria estar muypróximo a +70 mU, debido a la "compar­

timentalización" del Cae+ intracelular (#07).

Durante 1a fase "plateau", ia velocidad de cambio de potencial es muy

lenta, indicando una corriente neta pequeña y un Fino balance entre las

corrientes de entrada y salida. Debidoa que las corrientes individuales

son también pequeñas.cambios menores en la corriente serán suficientes pa­

rs provocar is repolarización. La existencia de un umbral para la repola­

rización en las fibras de Purkinje y en preparaciones musculares, indican

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

La corriente de entrada se inactiva favoreciendo la repolarización. En

el proceso de repolarización durante el "plateau", los siguientes fenóme­

nos podrian desempeñar un rol; a) activación de una corriente de salida,

transportada principalmente por H+(ixl) (36h,365,697. 68 ); b) inactiva­

ción de una corriente de entrada lenta (161) (hfl,l7k,235); c) incremento

en la corriente "preexistente" de salida transportada por H+(ikl) (105.
2+ +interno o K externo o trans­332.362), debido a la acumulación de Ca

portada por Na+ (bomba electrogénica de Na+) secundaria a la acumulación

de Na+ interna (25k).

3.2.4. Repolarización final (fase 3).

La repolarización del músculo cardiaco se produce cuando 1a permeabili­

dad de la membranaal H+, que inicialmente cae durante la Fase de despo­

larización rápida (debido a la rectificación anómala). retorna al final

del "plateau" a los niveles altos caracteristicas de la célula en reposo.

La abertura de los canales de H‘, en combinación con el cierre de los

canales lentosl permite el retorno al estado de una alta conductancia al

K+, permitiendo al H+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 repolarización, es muycomplejo. Es­

tas corrientes repolarizantes podrian involucrar más de un canal iónico

selectivo que facilite el efilujo de K*. La corriente de salida neta to­

tal. frecuentemente llamada ix, sigue una evolución en el tiempo que ha

sido interpretada comoevidencia de la existencia de dos canales separa­

dos, siendo uno (1x1) levemente más rápido que el otro (1x2). La abertura

de estos canales es tiempo y voltaje-dependiente. Su dependencia del

tiempo ae manifiesta por el hecho de que laa corrientes de H+ incremen­
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tan con el tiempo después del pico del potencial de acción, aún si el

voltaje de membranaes mantenido constante experimentalmente. El hecho

de que también son voltaje-dependiente, se puede ver durante interven­

ciones que son interpuestos experimentalmente con el fin de conducir el

potencial de membranahacia niveles más negativos (reposo) durante la

meseta. Se encontró que estas intervenciones repolarizantes incrementan

la abertura de los canales que transportan ix, acelerando el retorno a
niveles normales del potencial de reposo al incrementar el flujo de co­

rriente de salida del H+. Esta capacidad de la repolarización de la mem­

brana para promover el flujo de corrientes de salida (que conducen a la

repolarizacion posterior de la membrana)Permite a áreas repolarizadas

del miocardio promover la repolarización de otras áreas que están toda­

via en un estado despolarizado. Esto significa que la repolarización es,

de alguna manera, regenerativa (208).

‘Se ha encontrado otra corriente (ikl) que contribuye a la repolariza­

ción. Del mismomodoque las corrientes descriptas como ix1 e 1x2. ésta

es transportada por H+. A diferencia de las otras corrientes iónicas,

ik1 parece no variar con el tiempo, aunque se ha encontrado que incremen­

ta a medida que el potencial de membranase hace más positivo, o sea, du­

rante la despolarización. Existe evidencia que esta corriente "preexisten­

te" se debe en parte a la naturaleza electrogénica de la bombade Na’, que

transporta 3 H* fuera de la célula en intercambio con 2 Na+. La transfe­

rencia neta resultante de carga positiva desde el interior hacia el exte­

rior por la bombade Na+ puede generar una corriente neta de salida que

podria contribuir a ik1 (208).
Los canales selectivos de H+llevan al potencial de membranahacia su

nivel de reposo al permitir al K+transportar corriente hacia fuera de la

célula miocárdica (Figura ll B). Al mismotiempo, ellos restablecen la

conductancia s1 K+normalmente alta que caracteriza al miocardio en reposo.

Los movimientos iónicos, que son responsables de la deepolarizsción

y de la repolarización. 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 loa canales iónicos no ea absoluta. Por ejem­

2+ durante la corriente len­plo, el Na‘Fpuede entrar a la célula con el Ca

ta de entrada y se Puede producir el movimiento de otros iones, además del

K+, cuando los canales de H+se abren durante la repolarización (277).

A su vez, como se indicó con anterioridad, no todos loa movimientos ió­

nicos a través del sarcolema son electrogéniooa. Por ejemplo, gran porte

del Na+ que deja la célula, por via de la bombade Naf, es intercambiado

por K‘, anulando la mayor parte del movimiento neto de carga eléctrica (16h).

2+ fuera de la célula ae produciria

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

Del mismo modo, el transporte de Ca

ae mueve fuera de la célula, es intercambiado por dos moles de Na+.

Después de que el potencial de acción ha pasado a lo largo del aarcole­

ma, la composición quimica de la celula cardiaca ha cambiado levemente. El

2+ y el Cl' han entrado a la célula, y el K+ha salido de la mis­Na+, el Ca

ma. Por lo tanto, para que la composicion iónica de 1a célula retorne a su

estado original, el Na+, el Baz? y el Cl' deben aer eliminados, y la célu­

la debe, nuevamente, reganar 5+. A diferencia de los flujos iónicos pasi­

vos que producen el potencial de acción, todos loa flujos "reatauradorea"

son activos. La mayor parte de ellos no son electrogénicoa, ya que involu­

cran el intercambio de una especie catiónica por otra. El hecho de que el

eflujo activo de Na+este ligado en eu mayor parte al influjo de H+ (por

via de la bombade Na‘) neutraliza el trabajo eléctrico que de otra manera

tendria que realizarse para transportar Na+cargado positivamente hacia el

exterior de la célula cuyo interior es electronegativo. Del mismomodo, el

2+ es afectado por el intercambio con Na+ (“09,277).eflujo de Ca

Por lo tanto, es valida la generalización de que los movimientos ióni­

coa paaivoa en el corazón son electrogénicos, mientras que laa bombas que

mueveniones contra un gradiente electroquimico no aon electrogénicas. Des­

de el punto de vista de gasto de energia por 1a célula, se puede apreciar

que la naturaleza no electrogénica de los mecanismosde transporte iónico
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Activación de iqr (C1’, Ca2+ ?) + 131 (C82+, Na+ 7)

Activación de 1x1 (H+, Na+)

2+ *\
g a.¿_______ Inactivacion de iBi (Ca Na

Deaactivacion de 1x1/
Deaactivación de ik2 (K+ puro)

Inectiuación
de __———s>

1Na

Activación
de --€>

1N a
/

Figura 12: ESQUEMA REPRESENTATIVO DE LOS CAMBIOS DEL VOLTAJE CON RESPECTO
A LOS DIFERENTES COMPONENTES DE CORRIENTE DURANTE EL DESARROLLO
DEL POTENCIAL DE ACCION.

ima:
131:
1x1:
ik2:
iqrï

corriente de entrada de Na+
corriente lenta de entrada
corriente de salida
corriente marcapaao
corriente temprana de salida.

Según Hausmirth y Singh (208).
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activo reducen el gradiente electroquimico efectivo contra el cual son mo­

vidos los iones (277).

Es un error comúnasumir que durante el potencial de acción los gradien­

tes de concentración para el Na+ y el H+ a través de la membrana se pierdan.

De hecho, sólo una muy pequeña fracción del K+ celular es intercambiado por

Na+ durante un único potencial de acción. Comoresultado, aún cuando las

bombas de iones estén inhibidas, se pueden generar un gran número de poten­

ciales de acción antes de que la célula gane una cantidad significativa de

Na+ o pierda una cantidad medible de H‘ intracelular.

En la Figura 12 se resumen los cambios en el voltaje con respecto al flu­

Jo de varios componentesde corrientes durante el desarrollo del potencial

de acción normal (208).

a. ENZIHA Na+ H*-ATPasa.

La membranacelular, en virtud de su compleja estructura, es capaz de

controlar no sólo el pasaje de iones y sustratos hacia adentro y fuera de

la célula, sino que también contiene numerosos complejos enzimáticos que

constituyen importantes sitios receptivos inmunológicos, hormonalesy far­

macológicos.

El uso de técnicas de fraccionamiento tisular, purificación enzimática,

cromatografía y radioligandos, han ayudado a la localización de estos re­

ceptores en la membranacelular.

Desde el punto de vista evolutivo, una de las funciones primarias de la

membranacelular es el mantenimiento de concentraciones intracelulares a­

propiadas de Na+y H*. Por lo tanto, una de las primeras funciones enzi­

matices de la membranacelular es la de bombeode estos iones.

El transporte activo de Na+ y H+ es una propiedad de ia membrana de

las células animalea,que participa en varias funciones: mantenimiento del

volumencelular y gradientes electroliticos, procesos de'absorción, re­

gulación del flujo de agua, termogénesis y mantenimiento de la excitabi­

lidad eléctrica ( 35). La ATPaea,que regula este transporte fue identifi­
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cada en el músculo cardiaco (59.h26). Esta representa una proteina tipo

"receptor" que tiene actividad funcional y que está asociada con la mem­

brana celular. Este importante sistema enzimático, denominado Na*,H+-ATPasa,

parece ser el receptor de los glucóaidos cardiacos (5 .8 ). Con el uso de

ousbaina tritiada y radioautografía se ha confirmado a esta enzima comola

localización especifica del sitio de acción de los digitálicos (A37).

La Na+,K+-ATPasano sólo está asociada can los movimientos activos del

Ns* y del H+, sino que también controla indirectamente los flujos de cal­

cio. Tambiénse han descripto interacciones con otras enzimas. existiendo

evidencias que sugieren una relación antagonista entre el sistema Na+,H*­

ATPasacon la adenil ciclssa (3A7).

Gran parte de las células de mamifero requieren un ambiente intracelu­

lar que posea bajo contenido de sodio y alto contenido de potasio, aunque

están rodeadas por un medio que contiene alto sodio y bajo potasio. A su

ver, la membranacelular, se caracteriza por una baja pero finita permea­

bilidad al sodio y una alta permeabilidad al potasio, lo que lleva a un

potencial de membranacon el interior de la célula eléctricamente nega­

tivo con respecto sl exterior. Se piensa que la bombade sodio desempe­

ñs un pspai clave en el mantenimiento del potencial de membranay de es­

tos gradientes catiónicos. El efecto neto de la bombaea transportar los

iones sodio (Na*) hacia fuera de la célula contra un gradiente electroqui­

mico y los iones potasio (H‘) hacia el interior de ls célula a favor de un

gradiente eléctrico, pero en contra de un gradiente quimico con energia de­

rivada de la hidrólisis del ATP(Figura 13). Los estudios en axón gigante

de calamar. células rojas fantasmas y otras preparaciones, han demostrado

que el eflujo activo del Ns+, acoplado con el influjo activo del K+, ambos

en contra de un gradiente quimico, es realizado a expensas de ATPque es

hidrolizado a ADP(h57); y es realizado en ls superficie interna de la mem­

brana celular (hk5,183,kk5,9h). Hoffman(229) demostró que s1 ATPers la
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Figura 13: ESTEQUIDHETRIA V ENERGÉTICA INVDLUCRADA EN LA REACCIÜN DE LA
BOMBA DE Na" .

3 Na" son bombeados fuera de la célula por cada 2 I‘i+que entran
a la misma. Por lo tanto, la bombaes electrogénica con pérdida
neta de una carga positiva intracelular. El resultado final de
la reacción ea que la energia, liberada por hidrólisis del ATP,
ae transforma en energia potencial para el transporte de ambos
cationes. Según Garrahan y Glynn (164.).
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fuente de energia para el bombeodel Na‘ en la célula roja sanguínea. Ua­

rios hallazgos han confirmadola relación que existe entre la hidrólisis

del ATPy el transporte Na+-K+:l) requieren idénticas condiciones ópti­

2+ y ATP(388,536); 2) tienen la misma selectividad ió­mas de Na+, H+, Mg

nica (35 ); 3) ambosson inhibidos por esteroides cardiotónicos ( l ) y

A) Na+ y ATPactivan funciones sólo en el lado interno de la membrana, mien­

tras que el H+y los esteroides cardiotónicos las afectan sólo desde el ex­

terior celular (535,536,380).

La estequiometria de esta reacción seria de tres iones sodio bombeados

fuera de la célula por dos iones potasip bombeadoshacia el interior celu­

lar por molécula de ATPhidrolizado (163.k33,537,166,h89). Esta estimación

en otros tejidos es variable, pero es aproximadamente3:2. Por lo tanto,

la bombaes electrogénica ya que una carga neta positiva es movida hacia

fuera de la célula (Figura 13). La contribución de esta electrcgenicidad

al potencial de membranaen reposo varia de un tejido a otro (#29). El re­

sultado final de la reacción es que al menosparte de la energia liberada

por la hidrólisis del ATPse traduce en un incremento en las energias po­

tenciales de los cationes transportados.

En preparaciones de membrana fragmentada. la bomba de sodio puede ser

identificada comouna ATPasa (ATPfosfohidrolasa) que ea activada por la

presencia simultánea de Na+ y K+, y que requiere ng+ comocofactor. Por

lo tanto, la manifestación de ls bombade sodio en preparaciones de mem­

brana fragmentada es una actividad de la Ns*,K+-ATPasa, descubierta por Skou

(h62,bk3,hhk). Este investigador publicó los primeros trabajos importan­

tes relacionando el transporte iónico activo de Na+y K* con una enzima

de una fracción particulada de los nervios de cangrejo. Skou (th) obser­

vó que el glucósido cardiaco. ouabaina, inhibia la hidrólisis del ATPea­

timulada por Na+y H‘; pero no afectaba la hidrólisis del ATPestimulada

por ng+. Las concentraciones del glucósido requeridas para inhibir

la actividad enzimática, eran altas debido a la insensibilidad re ­
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lativa del nervio periférico de cangrejo a este agente. Estos hallazgos son

consistentes con los trabajos de Schatzmann(521) quien observó que los di­

gitélicos son potentes inhibidores del transporte de Na+y K+en la célula

roja de la sangre. TambiénGlynn (180) pudo observar la hidrólisis espaci­

fica de la bombade sodio en sistema de transporte con células intactas

(180). Posteriormente, Bonting y col. (58). demostraron que la Na+,H*-ATPasa

se encuentra en todos los tejidos animales que poseen un gradiente de trans­

membrsna al Na+. '

Debido a que los flujos de sodio y potasio no pueden ser medidos en pre­

paraciones de membranafragmentada que tienen actividad de Na+,K+-ATPssa,

las similitudes de estas preparaciones comparadascon las de los sistemas

de transporte intactas sugiere que la actividad de la Na+,K+-ATPasaes la

expresión catalitica del complejo enzimático del transporte acoplado y com­

pleto (389,hh5). Asi, se usan los términos 'Na+,K*-ATPasa" y "bomba de so­

dio'l para denotar el sistema sn preparaciones de membranafragmentada y en

sistemas de transporte intactas, respectivamente; pero los términos, en

realidad, se aplican al mismosistema (th.182.hB9.9 ).

“.1. Localización en el ssrcolama y orientaciÉp en la membrana.

La Na+,K+-ATPasses uns proteina integral de membrana. Esta proteina hs

sido aislada y purificada a partir de varios tejidos: órgano eléctrico de

anguils (381), sinaptosomas de cerebro de vaca (#99), riñón de perro (29k).

y glándula rectal de tiburón (231). La enzima purificada de estos tejidos

parece ser la misma macromolécula cuyo peso molecular. según Hepner y Hacey

(279) se encuentra entre 190.000 y 300.000 daltons. Kyte (297) obtuvo un

peso similar a estos valores. Posiblemente este peso molecular corresponda

a la formación de un dimero o de un oligómero ya que el peso molecular de

un monómerode Na*,H*-AÏPasa seria aproximadamente 100.000 (295.301.232.

261.35%). Estos hallazgos son consistentes con las observaciones de Júrgensen
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(262) de que sólo uno de los dos polipéptidoa de 100.000 daltons es capaz

ds sufrir fosforilación. Parece asi que,para el transporte activo de Na+y

H+,ea un paso esencial la formación del dimerc de la enzima.

En la membrana intacta, la molécula de Na*,K+-ATPaaaestá rodeada por

'lipidoa. La enzima aislada de glándula rectal de tiburón, con una pureza

de aproximadamente 95%. está asociada con fosfclipidos en una relación mo­

lar fosfolipidos-proteina de aproximadamente120:l (381). La molécula de

Na+,K+-ATPasa(o al menos su subunidad catalitica) atraviesa la doble capa

lipidica de la membrana(515.296). La forma y estructura molecular de la

Na+,K*-AïPasa en la membrana es desconocida. La reacción de la Na+,H+-ATPsss

requiere la presencia de fosfolipidoa. Cuandoéstos son completamentede­

pletadoa de una preparación soluble o de una preparación de ATPasaunida

a membranao por tratamiento con solventes orgánicos (h1h) o con fosfoli­

psss (189), se produce la inactivación reversible de la ATPasa. Por otra

parte, una deplecion parcial de fosfolipidos produce una inactivscibn com­

pleta de ls ATPasa, que puede ser revertida con la incorporación de fos­

folipidos.

Ls localización del sistema Ns+,K+-ATPaaaen el plasmalems está bien do­

comentado. El sitio de interacción de esta enzima con los glucósidos cardia­

cos está localizado estrictamente en la superficie externa del aarcolema.

Los glucósidos hidrofilicos comoouabaina, no serian capaces de ejercer su

efecto sobre la ATPass si se aproximan a la membranadesde el lado inco­

rrecto. Asi, cuando la droga es colocada en el medio intracelular no tie­

ne efecto, esto sugiere que el glucósido reacciona con sitios localizados

en ls superficie de la membrana(181.h22.k33.37 ).

Los estudios de la naturaleza de la bombade sodio revelaron que éste

se encuentra orientada ssimétricamente en la membrana. Lüllmann y Peters

'(317) han demostrado la presencia de una alta concentración de Ns*,K+-ATPssa

en ls fracción ssrcolemal del miocardio.

El sodio, para activar la reacción enzimática, interactúa con los sitios
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localieedos en la superficie interno de le membrana.Estos sitios tienen

una afinidad relativamente alta por el sodio y una baja afinidad por el po­

tasio y pueden ser referidos como"sitios de activación por sodio". El po­

tasio reacciona con sitios localizados en la superficie externa de la mem­

brana ('sitios de activación por potasio") que poseen una relativamente be­

js afinidad por el sodio pero alta afinidad por el potasio. La interacción

del potasio con los sitios de activación por sodio o del sodio con los si­

tios de activación por potasio, previene o retarda la reacción hidrólisis­

transporte ( 88). Otros cationes monovalentas (incluyendo el sodio) son

sustitutos efectivos del potasio en los sitios de activación por potasio,

pero los cationes monovalentesno pueden sustituir al sodio en los sitios

de activación por sodio (535,536.kk5).

'Debido a que los movimientos de sodio y potasio se producen a trsvés de

la membrana, es razonable suponer que le bombapenetra completamente la es­

tructura, con las superficies opuestas de la bombaexpuestas a los espacios

intra y extracelular. Se asumió que la bomba"per se" es una proteina (s);

por lo tanto, la penetración completa es consistente con los conceptos mo­

dernos de estructura de membrana(505.k60.63).

Shawen 195h (“36) propuso un modelo simple para explicar el transporte

activo acoplado de sodio y potasio. Sugirió que la reacción involucra un

transportador con altas afinidades alternantes por los dos cationes. Unes­

tado del transportador podria tener alta afinidad por el sodio y baja a­

finidad por el potasio, y otro segundoestado podria tener alta afinidad

por el potasio y una baja afinidad por el sodio. Cada estado del transpor­

tador varia en orientación (interna o externa) con respecto a las superfi­

cies de le membranade acuerdo a su afinidad olternsnte. Estas transforma­

ciones 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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k.2. Mecanismomolecular de la acción enzimática.

En homogenatos de tejidos o en preparaciones de Na+,K+-ATPasaparcial­

mente purificadas, no es posible observar translocaciones de Na+ y H* de­

bido a la destrucción de la integridad de ls membranacelular y a 1a pér­

dida de ls compartimentalizacián. Sin embargo, la enzima puede sufrir un

ciclo de transiciones conformacionales en fragmentos de membranaa medida

que hidroliza ATP.Las transiciones, presumiblemente, correspondan al trans­

porte de Na+ y K+ a través de lo membranacitoplasmática. En presencia de
2+Na+y Mg se produce la transfosforilación del fosfato terminal del ATP

2+a la enzima (Figura 1k). El Ca puede sustituir al Mgz*en este paso (#91).

Posteriormente oe produce una transición conformacional de la proteina fos­

2+ 2+ 2+ e inh1_forilada en presencia de Hg . El Ca puede competir con el Mg

bir este cambio conformacional. El H+ se une a la forma E2-P de la enzi­

ma y origina una transición conformacionsl intermedia a una forma E-P.

En este último estado, la enzima fosforilada reacciona con HZGoriginando

la liberación de fosfato inorgánico. Mientras que la acción del Na‘ en es­

te ciclo no es mimetizsda por otros cationes monovalentes, excepto por el

Li‘, varios cationes monovalentes, como el Rb*, Cs‘, NH“+y 71+, pueden

sustituir al K+(kbz,6k). El Li‘ tiene una propiedad importante ya que,ba­

Jo ciertas condiciones, puede sustituir parcialmente al Na+o al H+ (“92.

202). Sin embargo, el Li+ ,por si mismo, no altera la actividad basal de

la ATPasa. Si el Li+ fuera capaz de sustituir al Na+y al K‘, sólo deberia

incrementar la actividad de la ATPasade igual modoque la presencia simul­

tánea de Na+ y K‘.

En el sistema Ns+,K*-AïPasael transporte iónico es la expresión fisio­

lógica de la liberación de energia quimica a partir del ATP.En general,

se puede decir, que los pasos especificos en esta secuencia de reacción re­

flejan ls formación y translocación de complejos entre la enzima y los ca­

tiones que transporta (kkk.kh5).
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h.2.1. Interacción olucósigg;cardiaco-enzima.

Los digitaloides, comoouabaina, se unen a la enzima bajo condiciones

especificas (“31). La unión de estos agentes a la forma fósforilada de es­

ta enzima. representada por Ez-P en la Figura 1h, parece corresponder con

la unión que se produce en el corazón intacto (11). Debido a que se requie­

re ATP, Mg2+y Na+ para la formación de esta Forma de la fosfoenzima, y de­

bido a que el H+ disminuye la conformación Ez-P, la unión de los glucósi­

dos cardiacos a la Na*,K+-ATPaoaobservada "in vitro" se incrementa en pre­

sencia de ATP, M92+y Na+ y es inhibida por K+ (h31). El Li+ puede susti­

tuir s1 Na+ para promover la unión,mientras que la acción del K+para in­
2+ +

hibir la unión puede ser imitada por Rb+. Ca , NH“ o Tl* (3k). Los sitios

de unión de digitálicos en la enzima, parecen estar más disponibles cuando

la enzima está primariamente en la conformación Ez-P, y menos disponible

cuando la enzima asume otras conformacionea (1h). Cuando el glucósido está

preunido a la Na+,H+-ATPasaes posible demostrar que la liberación del di­

gitaloide desde la enzima está reducida en presencia de H*(8 ). Otros ca­

tiones son también capaces de reducir la velocidad de liberación de digitá­

licos desde la enzima. El K+, Rb‘, Cs+, Tl+ o NH“*, por lo tanto, no sólo

reducen la unión de los glucósidos cardiacos a la enzima, sino que también

retardan su liberación una vez que el complejo se ha formado.

Cuando un glucósido cardiaco, como ouabaina, se une a la Na*,K+-ATPasa,

la enzima pierde su habilidad para unir AÏP (387.203). Esta unión de sua­

baina a ls enzima también produce una pérdida de la actividad enzimática

( 1B). La liberación posterior de ousbaina del complejo ouabaina-enzima da

comoresultado una reactivación de la actividad enzimática ( B ). Por lo

tanto. la interacción de los digitólicos con la Ns*,H*-AÏPasaproduciría

una reducción en las actividades de la Na*.K+-ATPasay de ls bomba de so­

dio.

Comoya se mencionó. en las células intactas la bombade sodio funcio­
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Figura lb: SECUENCIA EN LA REACCIÜN DE UNION DE LA Na*,H*-ATPBBB CDN LOS

DIGITALICOS.

El. Ez Y Ex representan diferentes conformaciones de la enzima.
La enzima en la conformación E -P está más disponible para la
unión con los digitálicos. Segun Tobin y col. (#91).
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nal representa al sistema Na+,H+-AÏPaaa.En las células de mamifero se ha

reconocido que el Na+ se une a la enzima desde el lado interno de la membra­

na celular y es transportado hacia el exterior. Inveraamente, la unión del

K+ a la Na+,H+-ATPaaase produce a la parte de la membrana en contacto con

el ambienteextracelular. Por lo tanto, la [NJ]i y la [H¿]e serian los de­
terminantes primarios de la actividad enzimática. Sin embargo, el 50%de

la activación máxima (Km) de la Na*,K+-ATPasa por H+ se produce s una con­

centración de l mM,que es sustancialmente menor que la [K+] que se encuen­
tra en el fluido extracelular (5-6 mH).Aparentemente, en la célula intac­

ta, la actividad de la Na+,K*-ATPasaes primariamente regulada por la[:Na{]i.

Comoconsecuencia, la concentración del ión que debe ser transportado con­

trola la actividad de la bombade sodio (#89).

Se ha demostrado en preparaciones intactas que loa glucóaidoa se unen

a la Na*,K+-ATPasadesde la superficie externa de la membranacelular (630).

Los sitios de unión de H+están también localizados en la parte externa

de la membrana, pero los glucósidos y el H+parecen unirse a dos sitios

distintos de la enzima en la superficie externa de la membrana.El K+dic­

minuye la unión de ouabaina. Esto se debe a que se encuentra alterada la

conformación de la porción de la proteina que uns al glucóaido más ávida­

mente. Este fenómenohabia sido interpretado comoun indice de la existen­

cia de una relación competitiva entre el H+y ouabaina comoresultado de

la unión a un mismositio. Sin embargo, el K+afecta las caracteristicas

del complejo glucósido-enzims y,por lo tanto, puede combinarse con la en­

zima cuando los sitios de unión del glucósido ya están ocupados (B ,1k ).

Debido a que el H+es transportado desde el exterior hacia el interior

de la célula después de la unión, del mismomodopodria pensarse que oua­

baina podria ser transportada hacia el interior celular después de unir­

se a la enzima. El K+ induce una transición conformacional del complejo

ouabaina-fosfoenzima. No se sabe aún si esta transición conformacional pro­
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duce una internalización del sitio de unión de ouabaina y su posterior li­

beración en el citoplasma de la célula (5 ).

Debido a que ouabaina tritiada ae une más ávidamente a la Na+,H*-ATPasa

cardiaca en presencia de una alta concentración de Na+ y en menor medida

cuando la concentración de Na+es baja, se ha sugerido que el glucósido

que ae une a la enzima en la superficie externa de la membranacelular, es

translocado a través de 1a membranay luego liberado en un compartimiento

interno de la célula (158), donde la concentración de Na+ es más baja. Cuan­

2‘ y ATP,do el complejo ouabaina-enzima es formado en presencia de Na+, Mg

la remoción del Na+ del medio de incubación incrementa la velocidad de li­

beración de la ouabaina unida (11). El cambio conformacional del complejo,

inducido por H+, sin embargo, reduce más que facilita la liberación de la

ouabaina unida (B ,1“).

Comaya ha sido puntualizado, en la célula intacta, la actividad enzi­

mática es influenciada por la concentración de Na+intracelular,por el Mgz*,

por el ATPy por la concentración de H+extracelular. En preparaciones en­

2+ inhibe completamente ie actividad de la Na+,ñ+­zimáticss aisladas, el Ca

RTPaaa a1 bloquear la transición de la enzima a au forma E2-P (h91). Sin

embargo, esta se produciría sólo a concentraciones que se encuentran nor­

malmenteen el medio extracelular. En la célula miocárdica que late eepun­

táneamente, si la bombade sodio fuera regulada por la [#32Í18, el siete­
ma estaria inhibido en todo momento. No se ha demostrado un efecto del Ca2+

sobre la actividad de la Na+,K+-ATPasaa concentraciones que existen nor­

malmenteen el compartimiento intracelular (10-7H).

5. GLUCDSIDÜS CARDIACOS.

5.1. Naturaleza guimica y propiedades de los olucósidos cardiacos.

Los digitólicos y ciertas drogas estrechamente relacionadas comparten

una acción especifica y poderosa sobre el miocardio. Estas drogas cardia­
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cas ae encuentran en ciertas plantas y en venenosde varias especies de sa­

po.

Las preparaciones que se emplean más Frecuentemente provienen de la Di­

gital y del Estrofanto. Tambiénse han realizado preparaciones a partir

de la Escils.

El término 'digitálico' es frecuentemente utilizado para designar al

grupo completo de "glucósidos cardiacos“.

Los glucóaidos cardiacos constituyen 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 significa

que existe una similitud fundamental en sus mecanismos de acción. Sin em­

bargo, cuantitativamente, los miembrosde esta clase de cumpuestos presen­

tan considerables diferencias en cuanto a potencia y duración de la acción.

Estas diferencias podrian relacionarse con variaciones menoresen la estruc­

turs de la molécula, lo que a su vez estaria influenciando ciertas variables

comosolubilidad, abasrción, accesibilidad y fuerza de unión a los sitios

receptores, insctivación metabólica y velocidad ds eliminación del organiso

mo.

Ls Figura 15 muestra que los glucósidos cardiacos están constituidos

por un núcleo esteroide (ciclopentano-perhidrofenantreno) orientado de mo­

do tal que los anillos B y C tienen una configuración-trans, mientras que

A y 8 y también C y D poseen una configuración-cia (“83). Unido al núcleo

asteroide, en la posición-17, se encuentra un anillo lactona no saturado.

La combinación del núcleo asteroide con el anillo de lactons se conoce con

el nombrede aglicona o genina y constituye el requerimiento estructural

minimopara la actividad cardiaca. En general, estas drogas poseen szúca­

res unidos via una union glucosidica al núcleo esteroide en la posición-3

y este compuesto es el verdadero glucósido cardiaco. La unión de los azúca­

res s la aglicona modifica la solubilidad en sgus,ls penetrabilidad en la



Figura 15: ESTRUCTURAQUIMICA DE LOS DIGITALICÜS.

A: Estructura quimica básica de los glucósidns cardiacas;
B: Estructura quimica de la ouabaina.
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célula, la potencia y 1a duración de la acción de los correspondientes glu­

cósidos (#05).

Ademáspueden unirse grupos metilo, hidroxilo y aldehido en posiciones

especificas que varían con la aglicona en particular. Ïodas las agliconas

poseen grupos DHen la posición-1k y algunos grupos DHadicionales, parti­

cularmente en la posición-3, donde se unen comúnmentelos azúcares. E1

grupo hidroxil en el 03 es altamente reactivo y los derivados aemisinté­

ticos se han formado por lo reacción de agliconas con ácidos orgánicos,

azúcares, xantina y otros agentes. La mayoria de las agliconss tienen un

grupo CH3en el CID, pero en algunas está presente un grupo aldehido o

un grupo alcohol. Tambiénes necesario un arreglo espacial del anillo

asteroide (#33). Las agliconaa pueden liberarse de los glucósidos cardia­

cos-por hidrólisis. Se relacionan químicamentecon los ácidos biliares,

esteroides y hormonassexuales y adrenocorticales. En general, las sgli­

conos son menos potentes en sus acciones miocárdicas que los glucósidos

correspondientes, pero producen efectos tóxicos similares. La saturación

del anillo lactona reduce diez o más veces la actividad e incrementa 1a

velocidad de desarrollo de las acciones cardiacas ( 92, 91.510.136,32},

160).

Los glucósidos cardíacos existen en los vegetales comoprecursores de­

nominadosglucósidos "nativos", "naturales" o "genuinos".

Las acciones más importantes de los glucósidos cardiacos se ejercen

score el corazón, aunque también son de considerable importancia sus

efectos sobre el sistema nervioso central y riñón en el tratamiento de

pacientes cardiacos (370,h8h,186).

5.2. figganismode acción de los digitálicqg.

En 1785, William Uithering (Shü) introdujo los digitálicos comoagentes

terapéuticos en ciertas formas de hidropesia. Sin embargo, su acción
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inotrópica directa sobre el músculocardiaco no fue establecida hasta que

los experimentos de Cattell y Gold (79) demostraron que loa digitólicos in­

crementaban 1a fuerza de contracción en el músculo papilor aislado de ga­

to. En las últimas dos décadas se ha demostrado en varias oportunidades que

las drogas digitálicos incrementan la fuerza de contracción de los cora­

zones de cobayo (#16), perro (S19) y humano (328).

Con el fin de aclarar el mecanismode acción de los glucóoidos cardio­

cos, se han realizado estudios sobre metabolismo energético, tal comores­

piración, fosforilación oxidativo, efectos Pasteur y Crabtree, glicogenoli­
sis, concentración intracelular de nucleótidoa, estimulación de la sintesis

proteica y sobre el uso más eficiente de la energia celular ( 9 ). También

fueron investigados los efectos de los glucósidoa cardiacos sobre las pro­

teinas contráctiles. incluyendola interacción actina-miosina (auperpreci­

pitación). miosina y actcniosina-ATpasa y polimerización de actina ( 9 );

pero no existen evidencias que demuestren una interacción entre los glucó­

sidoa cardiacos y las proteinas contráctiles o moduladoras de 1a célula

miocárdica. Otras áreas que también han sido estuoiades incluyen efectos

de estos agentes sobre el reticulo sarcoplssmático, captación y liberación

ds catecolaminas, el llamado factor inotrópico intrínseco, inhibición y es­

timulación de la Ns+,K+-ATPasay el metabolismo de calcio. Por la década

del '70, varios de estos efectos citados han sido descartadoa comositios

o mecanismosprobables para la acción inotrópica "terapéutica ' o "tóxica"

de los digitálicos (309).

Debido a la importancia del calcio en el proceso de contracción miocar­

dice, varios investigadores han demostrado un incremento en el calcio in­

tercambiable comoresultado de la exposición a concentraciones terapéuti­

cas de glucósidos cardiacos (308.309), asumiendo que el calcio desempeña

un papel fundamental en la acción de los digitólicos. Sin embargo, como

estas drogas no afectan ninguno de los pasos conocidos que llevan al in­
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cremento directo en 1a concentración intracelular del ión calcio durante

la contracción cardiaca (309). y debido a que los glucóaidos cardiacos en

concentraciones “no tóxicas", no incrementan la tensión de reposo del mús­

culo cardiaco, el punto critico parecería ser la manerapor la cual los

digitálicos incrementanel calcio intracelular transitorio. Se señala con

motal, al incremento cíclico de la concentración intracelular del ión cal­

cio libre ([:Ca2+]1), que sigue a cada excitación de la membrana.Según

Beachy col. (“9). loa digitálicos ejercen un leve efecto directo sobre la

+ por el reticulo aarcoplaamático o por 1acaptación o liberación de Ca2

mitocondria.

Lee y Klaus (309) han establecido que el efecto de los glucósidos caro

diacoa se ejerce sobre una entidad bien definida; esta es su acción es­

pecifica sobre la Na*,H+-ATPasa.Ea posible que los efectos de inhibición

o estimulación de la Na+,K+-ATPasapor los glucósidos cardiacos puede, in­

directamente, influenciar los movimientosde calcio. Éxiste un grado de co­

rrelación entre potencia inotrópica y potencia inhibitoria de los glucóai­

dos sobre la Na*,H+-ATPasa,que parece indicar una intima relación entre

estas dos acciones de los glucósidos cardiacos. Esta conclusión coincide

con la de otros investigadores acerca de la estrecha asociación de la ac­

ción farmacológica da loa digitálicoa y las alteraciones en el transporte

iónico (197,182). No obstante, la relación entre inhibición de la Na+,K+­

ATPasapor digitélicos y el incremento en el calcio transitorio no ha si­

do aún aclarada. Akera y Brody (9 ) sostienen que la Na+,K+-ATPasaes el

receptor para la acción inotrópica de los digitálicos y de otros agentes

cardiotónicos relacionados; y que la inhibición de la actividad de la bom­

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

fecto inotrópico positivo observado.

5.2.1. Acción de los digitólicoa sobre la actividad de la Na*¡H*—

AÏPasa.

La acción de loa digitálicos sobre el movimiento iónico de transmem­
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brana fue reconocida antes del descubrimiento del sistema enzimática (ATP­

asa). La inhibición del transporte iónico por los digitálicos se ha demos­

trado en varios tejidos animales comoriñón, células rojas sanguíneas, va­

sos sanguíneos, estómago, intestino delgado y tiroides. Se ha sugerido una

asociación entre los efectos terapéuticos de los digitólicoa y au habili­

dad para alterar el transporte de Na‘ y H+a través de la membranacelular.

Hadju y Leonard (197) postularon que los glucósidos cardiaCos provocan una

pérdida de K+del músculo cardiaco, sin modificar directamente al calcio

celular.
Cuando en un principio ae describió la actividad de la Na*,H*-ATPasa,

se examinótambién la acción de los digitálicos y se ccnsideró la inhibi­

ción de la actividad enzimática comoevidencia para indicar que este sia­

tema enzimática se relaciona con el transporte iónico (##3,k65). Sin em­

bargo, no fue posible relacionar la inhibición del transporte iónicc con

la acción terapéutica de este agente. Glynn (182), estudiando la acción de

los glucóaidos cardiacos sobre el movimiento iónico, concluyó que ai bien

el mecanismode transporte de Na‘ y H+ (debido a su sensibilidad a los glu­

cósidos cardiacos) ae altera en presencia de concentraciones terapéuticas

de estas drogas, ponia en duda si tales concentraciones del glucósido eran

capaces de producir una disminución apreciable en ia concentración de K+

intracelular ([H+]1), sugiriendo que la acción inotrópica positiva de los
glucósidos estaba probablemente asociada con un incremento en la captación

de Ca2+.

Del análisis de la bibliografia resulta dificil generalizar y definir

si los digitálicos ejercen sus efectos terapéuticos por estimulación o in­

hibición de la actividad enzimática; lo que está fehacientemente demostra­

do es que el efecto tóxico de estas drogas ae relacionan con la inhibición

de la actividad de 1a Na*,K+-ATPaea.

Vamosa pasar revista, en forma somera, a los estudios que postulan la
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estimulación y/o la inhibición de la enzima comoresultante de los efectos

de los glucósidos cardiacos.

- Estimulación de la actividad enzimática.

Usrioa investigadores han publicado que los glucósidos cardiacos son ca­

paces de incrementar la actividad de la Na+,H+-ATPesa(309). La estimula­

ción se puede observar en preparaciones enzimáticas expuestas a concentra­

ciones extremadamentebajas de la droga. En algunos estudios, utilizando

una ónica concentración de glucóaido cardiaco, se ha observado un breve pe­

riodo estimulatorio inicial, que progresivamente se va haciendo inhibito­

rio (310).

Estudios electrsfisiológicos apoyan el hecho de que la bombade sodio

es estimulada por el glucósido bajo ciertas condiciones. Los más interesan­

tes-son los estudios de Cohen y col. (B3), que proveen evidencia de que

los glucóaidos cardiacos estimulan la bombade sodio en las fibras de

Purkinje de oveja. Estos investigadores estimaron los cambios en el gra­

diente de H+midiendo el potencial de reversión para una corriente especi­

fica de K+y monitorizaron las relaciones corriente de reposo versus volta"

je. En presencia de B mHde H’ extracelular, la adición de bajas concentra­

ciones de ouabaina desplazó este potencial en una dirección negativa, sugi­

riendo que ouabaina podria estimular la bombade intercambio.Na*-K*. Cuan­

do la [K+]e era 5.h mM,el gradiente de h+ podia cambiar en ambas direc­

ciones, reflejando o una inhibición o bien une estimulación de la bombade

sodio. Finalmente, con una bsjsï:H#]e en el rango de 2.7 a “.0 mM,y con

bajas concentraciones de ouabaina, la bombade intercambio Na*-K*estaba

siempre inhibida. La fuerza de contracción no fue registrada simultánea­

mente en estas preparaciones, y. por lo tanto, no es posible saber ai el

evento inotrópico estaba relacionado con la estimulación o con la inhibi­

ción de la bombade sodio. Generalmente. la acción inotrópica de los di­

gitélicos es observada cuando 1434"]e es baja (188). En varios estudios
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se ha demostrado que bajas concentraciones de glucóaidoa cardiacos incre­

mentan el transporte iónico, pero no se ha intentado corralacionar la es­

timulación con la fuerza de contracción en eatas preparaciones (309).

Recientemente, se demostró en auricula aislada de cobayo, que bajas

concentraciones de ouabaina (1-3 nM) producen un leve incremento en el H+

intracelular y una disminución en el Na+, hallazgos que parecen consis­

tentes con una estimulación de la actividad de la bombade sodio (18k).

A concentraciones mayores de la droga (10 nMó mayores) se producen los

cambios opuestos. Los cambioo en la fuerza de contracción no fueron eati­

msdos simultáneamente. En general, en el cobayo, ae reconoce que la con­

centración más baja de ouebaina que incrementa la fuerza de contracción

miocárdica. es aproximadamente SDnM, concentración que provocaría una pér­

dida de H+ y una acumulación de Ne+ en el tejido auricular (1Gb). No se

sabe que sucede con la función del miocardio cuando el corazón ea expuesto

a concentraciones de digitólicoa dos órdenes da magnitud más bajas (ó 1/300)

con respecto a la concentración que produce h0%de inhibición enzimática.

El intercambio de 3 Ne+ por 2 K‘, con cada molécula de ATP consumida, ae

produce más fácilmente ai el Na+y el K‘ son abundantes en los sitios des­

de los cuales estos cationes son transportados (16h). Sin embargo. el coe­

ficiente de Hill para el Na+, es generalmente menor de 2 cuando es deter­

minadousando preparaciones enzimáticas aisladas (“53). Esto indica que.

aún cuando menos de tres gitioa da unión de sodio están ocupados, la enzi­

ma es són capaz de completar au ciclo o de cambiar au conformación. Se pue­

de asumir que bajo condiciones normales, la enzima puede cambiar au confor­

mación con menos de tres sitios de unión ocupados con Na+ (9 ). Si el glu­

cósido cardiaco induce un leve incremento en la concentración de Na't en

el sitio donde el Na+es transportado, la ocupación completa de los si­

tios de unión de 3 Na+ podria producirse antes del mismo cambio conforma­

cional. Esto alteraria la electrogenicidad de la bombade sodio, y los pa­
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tados como una estimulación de la actividad de la bomba de sodio. Cohen y

col. (83) concluyeron da sus estudios que la estimulación de la bombapo­

dria producirse en algunos sitios aún cuando se observa la inhibición tc­

tal.

- Inhibición de la actividad enzimática.

Repke (#06), basándose en las concentraciones terapéuticas de los digi­

tálicos en pacientes y en estudios de sensibilidad a los glucósidos en pre­

paraciones aisladas de Na+,K*-ATPasa,postuló que dosis terapéuticas de la

droga podrian estar inhibiendo en un h0%la actividad de la enzima. Poste­

riormente se demostró, en perros anestesiados durante la administración in­

travenosa de ouabaina, una inhibición de la Na+.H*-ATPasade similar mag­

nitud (12.13.188). El mismogrado de inhibición se encontró en corazón de

perro perfundido "in situ“ con sangre (A9) y en corazones aislados perfun­

didos (290) tratados con concentraciones adecuadas de glucósidos para pro­

ducir efectos inotrópicos positivos. Pero, si en lugar de utilizarse perro,

se hubiera recurrido a otras especies con menossensibilidad a los glucó­

sidos cardiacos, el cambio en la actividad de la Na*,K*-ATPasaprobable­

mente no se hubiera podido observar (“26). Cuando se determina el efecto

de la infusión de ouabaina sobre la fuerza de contracción cardiaca,

presión sanguínea. actividad de la Na+,H+-ATPasay de ATPasa. Mgz+-depen­

diente en perro anestesiado a tórax abierto, se observa una correlación

positiva entre la actividad de la Na*,H*-ATPasay la fuerza de contrac­

ción. La exposición a ouabaina a corto plazo, que produce un 26%de in­

cremento en la fuerza de contracción,dió comoresultado una actividad de

Na+,K*-ATPasaun 28%menor que la de los corazones de los animales contro­

les. Cuando la droga es infundida por un periodo de tiempo mayor, existe

un mayor incremento en la fuerza de contracción y una mayor reducción en
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1a actividad de la Na*,K*-AÏPasa.Por lo tanto, parecería existir una co­

rrelación entre la actividad de la Na+,H*-ATPasay el incremento en la

fuerza de contracción. La actividad de la ATPasa. Mgz+-dependiente no fue

afectada por ouabaina;mientras que la actividad de la Na+,K+-ATPasano

fue afectada por isoproterenol o por la estimulación continua del nervio

cardiaco inferior. ambasintervenciones incrementaron también la fuerza de

contracción (13).

Todas las investigaciones realizadas estimando la concentración de Na+

intracelular ([ Na+]i) con el objeto de demostrar la inhibición de ls enzi­
madurante la acción inotrópica. nc arribaron a resultados definitivos. ya

que no demostraron que estos eventos estén causalmente relacionados (309).

Akera y Brody (9 ) asumieron que los glucósidoa inhiben moderadamente

la actividad de la bombade sodio y comoresultado de esta inhibición,exia­

te un leve incremento en la concentración de Na+en el sitio a partir del

cual el Na+ea transportado fuera de la célula. Esto podria luego incremen­

tar la actividad residual de la bombade sodio (o no inhibirla) y podria

detectarse una acumulación significativa de Na+.

Hougeny Smith (237) observaron, en el miocardio de perros anestesia­

dos con el sistema nervioso intacto, que concentraciones terapéuticas de

ouabaina inhiben el transporte activo de cationes monovalentes. Asi, uti­

lizando una técnica de biopsia, se obtuvieron muestras ventriculares mio­

cárdicas antes del agregado de ouabaina y durante dos periodos de tiempo

posteriores a la administración del glucósido. La máximatensión ventricu­

lar izquierda estaba incrementada significativamente l y 2 hr después del

tratamiento con el glucósido, a_1a vez que el transporte catiónico monovs­

lente del miocardio estaba inhibido en esos momentos.Por lo tanto, la in­

hibición del transporte activo de cationes monovalentesparece correlacio­

narse con un incremento en la fuerza de contracción producida por concen­

traciones no tóxicas de ouabsina.
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te incremento en la concentración de Na+intracelular ( [Na+]1) después

que se ha usado concentraciones terapéuticas de digitálicus (305). Sin em­

bargo, debe destacarse que este incremento es siempre mucho más pequeño que

la magnitud de la inhibición de la bombade sodio. Se podria concluir que

1a bombade endio miocárdica tiene una capacidad de reserva y es capaz de

compensar una moderada inhibición de la misma.

Langer (30h) afirma que la inhibición de la Na+,H+-ATPasaproduce un pe­

queño incremento en la [:Na+:]1, lo que a su vez aumenta el influjo de Ca2+

via la reacción de intercambio Na+/Caz+.Este incremento en el influjo de

2* sobre los niveles normales aumenta la fuerza de contracción (Figura 16).Ca

Este concepto es similar al propuesto por Baker y col. (36) para el axón

gigante de calamar.

Las dosis tóxicas de digitálicos producen una inhibición de más del 60%

de la actividad de 1a bombade sodio, con un incremento progresivo en 1a

concentración de Na+ dentro de la célula miocórdica (13 ). Debido a que los

movimientos de Na+ y H* están acoplados, esta acumulación podrá producir

una pérdida de H+con la posterior reducción de los gradientes de membra­

na de Na‘ y H+. Este fenómeno ha oido descripto en corazones expuestos a

concentraciones tóxicas de digitálicos (309).

Debido a que el corazón acumula Na+ y pierde K+ durante 1a cardiotoxi­

cidad inducida por glucósidos y dado que estos cambios pueden producir

1a elevación del potencial de acción y una despolarización parcial de las

células miocárdicaa. la hipótesis de que la inhibición enzimática es ­

tá causalmente relacionada con la cardiotoxicidad, es ampliamente aceptada.

Los desplazamientos iónicos pueden también contribuir a los cambios en el

automatismomuscular ventricular. La relación entre la inhibición de la

Na+,H*-ATPasay la cardiotoxicidad (arritmias) es probablemente más comple­

Ja. Cuandocorazones aislados de cobayo son expuestos a concentraciones
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tóxicas de digitálicos y luego perfundidos con una solución libre de droga

después del comienzo de las arritmias, el tiempo de restauración de un

ritmo normal es relativamente largo. El tiempo-mediopara la recuperación

de la actividad enzimática bajo estas condiciones, sin embargo, ea rápido

y menor de lD min ( 6 .290). Asi, los eventos que ligan la inhibición de

la Na+,H+-ATPaaacon las arritmias cardiacas podrian tener una larga rea­

pueata en el tiempo (quizás el tiempo requerido para efectuar una pérdida

significativa de potasio), mientras que la relación entre inhibición en­

zimática y acción inotrópica parece ser más directa. Se ha documentado

que la correlación entre la inhibición de la Na+,H+-RTPasay la acción

cardiotónica de varios derivados digitálicos ea mejor que la relación

existente entre la inhibición de la Na+,H+-ATPaaay las acciones arritmo­

génicas de estos compuestos(207). Asi, la relación entre ls inhibición

de le enzima y la cerdiotoxicidad podria ser más compleja. Además, es

posible que la acción arritmogénica de los digitólicos en el animal in­

tacto. pueda provenir de una acción extrscardiaca de la droga, aunque

los digitálicos producenarritmia en preparaciones cardiacas aisladas

denervadas ( 9 ).

Existen tres teorias que traten de explicar el mecanismode acción

de los digitálicoa: l) según Dutta y col. (107). los digitálicos se

unen a la Na*,K*-ATPasay son transportados s través del sarcolema.

Este movimientodel glucóaido está intimamente relacionado con el trans­

porte activo de iones sodio y potasio. Los digitólicos, por algún meca­

nismo no descripto, interactúan con el receptor durante la acción

inotrópica para producir su efecto cardiotónico. 2) Schwartz (527) pro­

puso que la unión de los digitálicos a la Na+,K*-ATPasaes necesaria pa­

ra modular la enzima en una conformación particular alterando la afini­
+dsd por el Ca2 de los lipidoo asociados a la enzima. Esta hipótesis da

ls demostracióndefinitiva de que los digitálicos modifican las interac­

ciones Cs2*-lipido de tal manera que facilitan la liberación de Ca2+
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después de la excitacion de la membrana.Seria necesaria lo interacción

del glucósido con la enzima. pero no requeriria que la bombade sodio está

inhibida. 3) Akera y Brody (9 ) puntualizaron que el glucóeido inhibe la

enzima, lo cual reduce la actividad de 1a bombade sodio. Comoconsecuen­

cia de una disminución en la función de la bomba, se produce un incremen­

to transitorio en la [ Na‘]i cercano al aarcolema, que se produce solamen­
te durante la fase temprana del ciclo cardiaco. El incremento en la con­

centración de Na+resulta en un influjo incrementado de Ca2+. que está re­

flejado en la acción cardiotónica de la droga. Esta hipótesis es una va­

riante de 1a de Langer (Figura 16) y difiere de la hipótesis original en

que el incremento en la concentración de Na‘ es ciclico y no acumulativo.

La presente hipótesis es también consistente con las observaciones de que

concentraciones terapéuticas de digitólicos no provocan una acumulación ce­

lular de Ña+ marcada. y también explica porqué el intercambio Na+/Ca2+ocu­

rre sólo durante un periodo de tiempo corto después de la despolarización

de la membrana. produciendo un calcio transitorio. Una mayor magnitud de
+la inhibición de la enzima resulta en un influjo de Baz en exceso, en una

pérdida de H+y en cardiotoxicidad.

s. lEURDTRANSHISIDLADRENERGICA.

Se denomina neurotransmisor a un compuesto quimico que, liberado por u­

na terminación nerviosa, es fijado y reconocido por una sustancia recep­

tora ubicada en un elemento celular postsináptico (otra neurona, una có­

lula efectora) dondemedia una respuesta excitatoria (despolarización

propagado) o inhibitoris (hiperpolarización y estabilización de la mem­

brana).

Un compuesto quimico para ser considerado comoneurotransmisor, debe

cumplir ciertos requisitos: a) debe ser sintetizado y almacenadopor el

nervio; b) debe ser liberado por el nervio durante los periodos de es­
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timulación nerviosa y, en menor cuantía, en ausencia de estimulo; c) debe

actuar sobre el elemento postsináptico produciendo una respuesta biológica

igual a la inducida por la estimulación eléctrica del nervio; d) deben

existir mecanismosadecuados para terminar la acción del agente rápida­

mente y permitir una subsiguiente actividad sináptics; e) las drogas an­

tagonistas deben modificar las respuestas s la estimulación eléctrica del

nervio de la mismamanera que a la droga inyectada; f) debe existir un

periodo de latencia irreductible entre la despolarización del terminal y

el comienzo de la actividad postsináptica (0.5 s 2 mseg). De acuerdo a

estos requisitos, dos compuestos son considerados neurotransmisores en el

corazón: la noradrenalina y la acetilcolina; y los nervios que las libe­

ran se designan adrenérgicos y colinérgicos, respectivamente (1.71.).

6.1. Etapas y regulación del proceso de la neurotransmisión adrenérgica.

El neurotransmiaor noradrenérgico es sintetizado generalmente en la re­

gión de los terminales nerviosos adrenérgicos, aunque también pueden serlo

en otras partes de la célula nerviosa.

Existen mecanismosque permiten regular la sintesis del neurotransmi­

sor, tanto en reposo comoen los períodos de estimulación, con el fin de

mantener constantes los niveles neuronales; estos mecanismosestán rela­

cionados con 1a velocidad de sintesis e inactivación del mismo(una).

Farmacológicamente, la sintesis del neurotransmisor, puede ser modi­

ficada de múltiples maneras, ya sea por inhibición de alguna de las en­

zimas involucradas o por aumento o disminución de los precursores o sus­

tratos utilizados por el nervio en este proceso (una).

En los órganos efectores, las terminaciones adrenérgicas se caracteri­

zan por presentar abundantes ramificaciones. A su vez, cada ramificación

hace contacto (sinapsis o unión neuroefoctors) con los tejidos por medio

de dilataciones terminales denominadasvaricosidades o botones sdrenérgi­
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cos. Las varicosidadea se caracterizan por contener particulas subcelula­

res de “UD-500g de diámetro que están delimitadss por una membrana, for­

mandolas vesiculas adrenérgicas (173,3h8). Estas vesiculas constituyen

el sitio de sintesis, almacenamientoy liberación de norsdrenalina (392.

239,268,173.3h8).

La llegada del potencial de acción a los terminales axonsles inicia

una serie de eventos que afecta ls transmisión neurahumoral mediante un

impulso excitatorio o inhibitorio a través de la sinspsis o unión neuro­

efectors (117,273,333,118,288). La información conducida por las neuro­

nas adrenérgicas hacia los tejidos efectores se transmite a través de la

liberación de noradrenalina (71,165).

La neurotransmisión se divide en cinco etapas fundamentales z 1) sinte­

sis del neurotransmisor adrenérgico; 2) almacenamiento de noradrenalina;

3) liberación del mediador quimico; h) inducción de la actividad en los

receptores adrenérgicos y 5) terminación de la actividad del neurotrans­

misor.

La sintesis de norepinefrins. propuesta por Blaschko'(52.56). Axelrod

(31) y Stjarne (h71), se inicia cuando la neurona adrenérgica capta tiro­

sina a partir del fluido extracelular (proceso activo). Ls tirosina es

transformada en el neuroplaema en L-dopa por acción de la enzima tirosina­

hidroxilasa (éste constituye el paso limitante en la sintesis de norepine­

frins) (313,351). La enzima neuroplasmática L-aminodecsrboxilasa convier­

te L-dops en dopamina. que es captada por las vesiculas de almacenamien­

to. Este proceso puede ser bloqueado por reserpina (516). La dopamina es

convertida en norepinefrina por acción de la enzima dopamina-p -hidrosi­

lasa (DP H) presente en las vesiculas de almacenamiento y en sus membranas
(2k .282. Durante el proceso de liberación por exocitosis,1a enzima dopa­

mina-p -hidroxilasa es liberada Junto con norepinefrins (165).
Existen por lo menos dos sitios de almacenamiento de norepinefrina en
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el terminal nervioso: s) intrscitoplasmático o 'lábil" y b) vesicular o

"estable". Ambossitios están en equilibrio (393,166,30 ,3k3). La norepi­

nefrina almacenada en el compartimiento vesicular o granular del terminal

nervioso. está formando un complejo estable con el ATPy con proteinas es­

pecificas (cromograninss) (225,165,299). Este almacenamientopermite: a) el

mantenimiento de niveles endógenos estables del neurotransmisor; b) la pre­

paración del mediador quimico para su posterior liberación al espacio ex­

tracelular: y c) la protección del mediador quimico da la posible degrada­

ción enzimática al impedir el acceso hacia el mismode las enzimas cotabó­

lisas presinápticas, fundamentalmente, de la monoaminooxidasa (MAD)mito­

condrial (515.098).

La liberación del neurotransmisor adrenérgico puede producirse por dos

mecanismosdiferentes: l) por despolarización neuronal, denominándnselibe­

ración por estimulo nervioso (kh9,h87); y 2) sin despolarización previa.

denominadoliberación espontánea. La liberación espontánea proporciona

una cantidad reducida del neurotransmisor. insuficiente para desencadenar

respuestas. Este mecanismoes independiente del calcio y libera sólo la

norepinefrins del compartimiento intracitoplasmático. Por este mecanismo

actúan los llamados falsos neurotransmisores tales comols tiramina (72 ).

La liberación por estimulo nervioso depende de las concentraciones de

calcio extracelular (259.5k7). Se produce. comoconsecuencia de la despa­

larizsción neuronal, ya ses por estímulo nervioso o por agentes despolari­

zantes comoel K+ y la veratridins. El fenómeno implica un incremento en

la permeabilidad de la membranacelular al calcio (280,532). el cual in­

gresaria, favorecido por su gradiente electroquimico, hacia el interior de

la vsricosidad a través del denominadoflujo lento de calcio. De esta ma­

nera se elevaria en forms pasajera y reversible la concentración de cal­

cio intraaxoplasmático; favoreciéndose el adosamiento de la membranave­

sicular con la membranacelular, seguido por ls fusión de ambas para pro­
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ducirse una especie de continuidad transitoria entre el compartimiento ve­

sicular y el espacio sináptico, liberándose asi el neurotransmisor. Este

proceso se denominaexocitosis (551,“88). Ls liberación es un fenómenorá­

pido, transitorio y reversible que genera una serie de eventos que culmi­

nan con la respuesta de ls célula efectors.

La inactivación biológica de norepinefrina depende de varios mecanis­

mos que actúan promoviendo la disminución de la concentración efectiva de

1a amina s nivel de la biofase, determinando la progresiva reducción de

sus efectos pre y postsinápticos. Estos mecanismosson: a) difusión del

neurotransmisor en 1a biofase; b) captación neuronal o captación I (recep­

tsción desde la ninfase hacia el sxopiasms de 1a varicosidad); la nore­

pinefrina se puede incorporar a las vesiculas o bien sufrir metabolización

via monoaminooxidasa(MAD)mitocondrial (255,“98); c) captación extraneu­

ronal o captación II (captación del neurotransmisor por las células efec­

toras); por este mecanismo1a norepinefrina sufre uns degradación metabó­

liCa por acción de la MADmitocondrisl o por acción de 1a cstecol-o-metil­

transferasa (CUMT)(53,29.255,86,269): d) acción sobre receptores post­

sinápticos (Figura 17).

Ls norepinefrins se comporta comoun sgonists endógeno y por lo tanto,

posee las dos propiedades que caracterizan a tales sustancias: 1) afini­

dad quimica por los receptores y por eso se combina con ellos y; 2) acti­

vidad intrinsecs o eficacia, que es 1a capacidad de promover respuestas co­

moconsecuencia de 1a interacción con el receptor (h ).

Los neurotransmisores adrenérgicos pueden actuar sobre varios tipos de

receptores postinspticos (3h0).

En 1968, Ahlquist (h ), basándose en las distintas acciones de un gru­

po de aminas simpaticomiméticas y en los clásicos trabajos de Dale ( 95),

postuló la existencia de dos tipos de receptores adrenérgicna (Figura 18):

i)oL (alfa), que se caracterizan por tener alta afinidad por sustancias
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comola fenilefrina y metoxaminay, en general, su activación desencadena

respuestas estimulantes, tanto en el músculo liso comoen el cardiaco;

2) (5 (beta), con gran afinidad por compuestos comoel isoproterenol y nor­
epinefrina, caracterizados por desencadenarrespuestas inhibitorias en al

músculo liso y respuestas estimulantes en el corazón.

El músculo cardiaco responde a las cstecolaminaa y al estimulo nervioso

adrenérgico con un incremento en la frecuencia y en la fuerza de las con­

tracciones (efectos cronotrópico a inotrópico positivos, respectivamente).

de modoque posee propiedades farmacológicas de respuestas estimulantes OL

y P -adrenérgicas (aunque predominan los efectos (3 -adrenérgicos estimu­
lantes).

Conrespecto a las respuestas F -adrenérgicas, existen múltiples eviden­
cias experimentales que indican la trascendente importancia de una enzi­

ma, la adenil ciclasa. Esta enzima se encuentra fisiológicamente asociada

con los beta-adrenoreceptores localizados a nivel de la membranade la cé­

lula efectora. A la estimulación de los adrenoreceptoresC> sucede la ac­
tivación de la adenil ciclasa, la cual convierte el ATPen 3'-5‘ AMPo AMP

cíclico (70 ). Este es el "segundo mensajero“ que media respuestas entre

varias hormonasy muchas actividades celulares estimuladas por esas hormo­

nas (#02). El AHPcíclico. a su vez. activa a un sistema de enzimas dano­

minadasproteinquinasas, las cuales activan otras enzimas (fosforilasas,

lipasas) para dar lugar a los efectos correspondientes en distintos teji­

dos (5k2) (Figura 19). Los efectos inotrópico y cronotrópico de norepine­

frina sobre los adrenoreceptores e están relacionados con su capaci­
dad de activar a la adenil ciclass; comolo demuestra el hecho que los

bloqueantes especificos de los adrenoreceptores F inhiben simultánea­
mente la respuesta mecánica y el incremento en los niveles intracelulares

de 3'-5' AMP,inducido por la estimulación nerviosa o por la presencia del

neurotransmisor exógeno (533).
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En la modulación local de ls neurotransmisión sdrenérgica están involu­

crados cuatro probables mecanismos(Figura le): a) Mecanismol: regulación

por el mismotransmisor u otras sustancias liberadas del nervio por esti­

mulación nerviosa: la norepinefrina podria actuar, por un sistema de re­

troalimentación. sobre sitios localizados en las varicosidades nerviosas

(sitio presináptico) para incrementar (retroalimentación positiva) o dismi­

nuir (retroalimentación negativa) la liberación de norepinefrina por el

terminal nervioso. Por lo tanto, s este tipo de control se lo identifica

comoautorregulación. Los receptores presinópticos involucrados en este

mecanismoson de dos tipos: 0L y c). Los receptores c( presinápticoa, el
ser estimuladoa, inhiben la liberación del neurotransmisor; mientras que

1a estimulación de los receptores e) presinópticos incrementa la libera­
ción de norepinefrina desde el terminal noradrenérgico (129,281,306,k55.

h56,h56). b) Mecanismo2: regulación por sustancias formadas localmente s

nivel de la célula efectora (prostaglandinas). Estas sustancias actúan

sobre receptores presinápticos especificos, estimulando o inhióiendo 1a

liberación del neurotransmisor (regulación transináptica) (k5k,k56). c) Ha­

canisno 3: control neural contralateral por sustancias comoacetilcolins

liberada de los nervios cercanos a las varicosidades de los nervios adre­

nérgicos (65k,k56). d) Mecanismok: control por mediadores formados a

distancia (por ejemplo, sngiotensina) (k5h,556).

La liberación de norspinefrina es definida comoun incremento en la

cantidad del transmisor que escapa hacia la biofase representada por el

fluido de perfusión de un tejido aislado o por la circulación en el orga­

nismo, que se puede producir por un incremento en 1a cantidad del trans­

misor liberado del nervio o por alguns alteración en el process de insc­

tivación. Esta liberación de norepinefrins está definida por ls cantidad

de transmisor que es liberada desde ls varicosidad nerviosa (532). La con­

centración de norepinefrina en la hendidura sináptica o biofsse estaria en
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el rango de 10-9H (umbral) a lU'SM (activación máxima) (315,“7k,h2).

La inducción de actividades postsinópticas por agentes neurohumoralea

es uno de los procesos susceptibles de modificación por fármacos. Estos

pueden ser agonistas (imitan la acción del transmisor) o antagonistas, o

"sea, compuestos que posevendo afinidad por el receptor, carecen de activi­

dad intrinsecs y por lo tanto, no sólo son incapaces de mediar respuesta

alguna sino que impiden, por ocupación del receptor, la sesión del neuro­

transmisor fisiológico.

7. PHÜSTRGLANDINAS.

7.1. Generalidades.

Los trabajos de Bergstrüm y col. (k7) y los de Van Dorp y col. (501)

demostraron que las prostaglandinas (PGs) constituyen un grupo de ácidos

grasos no saturados de 20 carbonos, estrechamente relacionados. que po­

seen un anillo ciclopentano en 88-012 con dos cadenas de carbonos latera­
les adyacentes, una de laa cuales tiene un grupo carboxilo en la posición

terminal. Segúnlos sustituyentes del anillo pentano, las prostaglandinas

se clasifican en seis grupos: A, B, C, D, E y F. La mayoria de las prosta­

glandinas naturales pueden considerarse comoderivados de un compuesto

original hipotético: el ácido prostanoico (Figura 20 A). Los átomos de car­

bono se numeran tal como se muestra en la Figura 20. Los componentes de

las series de prostaglandinas se distinguen por el número. tipo y disposi­

ción del oxigeno y da los grupos hidroxilo, y por el número de uniones do­

bles o no saturadas en la molécula. Los grupos poseen una unión trans doble

en la posición 13,1“ y un grupo hidroxilo en la posición 15. Las series E

y F poseen un hidroxilo adicional en el carbono ll y se distinguen una de

otra por la presencia de un grupo cetona en la posición 9 para la serie E

y un grupo hidroxilo en al carbono 9 para la serie F (“35). Las prosta­

glandinas de las series A y B son producto de deshidratación de los com­
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puestos de la serie E, en los cuales la pérdida de agua se ha producido

por remoción del grupo hidroxilo en el carbono ll y la formación de una

doble unión en el anillo (Figura 20 B). Esta deshidratación se produce

rápidamente y se piensa que algunas prostaglandinas de la serie A. obser­

vadas en sistemas biológicos, podrían ser artefactos debido a que se for­

marían a partir de las prostaglandinas de la serie E durante los procedi­

mientos de extracción y aislamiento. Se han aislado dos miembrosde la se­

rie quinta que son isómeros de las series A y B que poseen una doble unión

en la posición 13,1k. Estos isómeros han sido denominados prostaglandina C.

Las PGs se encuentran distribuidas en varios tejidos de mamíferos co­

mopor ejemplo timo (ha), cerebro (398). iris (23). fluido menstrual hu­

mano (119) y en muchos otros (21,82.270.399.93.51k, 98,175,218.13}. GD,

h3k.39,137.272). Estas sustancias participan en varios procesos fisioló­

gicos comoreproducción, transmisión nerviosa, secreción gástrica, vaso­

constricción, broncoconstricción, agregación plaquetaria. etc. (383).

Los sustratos para la síntesis de las PGs deben estar en-Formano este­

rificada (300,517), pero los niveles intracelulares de estos precursores

son muybajos (293,“16). Estos ácidos grasos precursores podrían derivar­

se en parte de la ruptura de fosfolípidos de las membranascelulares (1%“).

Las PGs son liberadas por una amplia variedad de estímulos fisiológi­

cos. farmacológicos, patofisiológicos y mecánicos. Debido a que se libera

más PB que la que se puede extraer de un órgano, se piensa que no se alma­

cenan en la célula y que, por lo tanto. la liberación implica síntesis. Es

decir, que la inducción de la liberación de PGpodria considerarse estimu­

lación de la síntesis de PG(38h,383). Las enzimas que sintetizan las PGs

parecen estar presentes en los tejidos de mamíferos, aunque su actividad

varía de un tejido a otro en un amplio rango. Algunos de los estímulos ya

mencionados interactúan con la membranacelular de modoque se activa la

fosfolipass A2que cstaliza la liberación de ácidos grasos precursores s
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partir de fosfolipidos (311). Las PGsliberadas o inyectadas son rápida­

mente inactivadas en el pulmón (236,213,550,331,330).

El complejo multi-enzima denominado"proataglandina-aintetaaa" está lo­

calizado en la fracción microsomal, promuevela conversión de ácidos gra­

sos de 20 carbonos en prostaglandinas y requiere consumode oxigeno (1ü3).

En trabajos realizados con microsomaa de glándula seminal bovina, Yamamoto

y col. (sus) demostraron que la prostaglandina-sintetasa constaba de dos

fracciones: a) la ciclo-oxigenasa (que cataliza la conversión del ácido

B.ll.lb-eicosatrienoico en PGE1y PGG1en PGHl) y b) una peroxidasa (que

catalizs la conversión de PGHlen PGEl). Estas dos enzimas son las pri­

meras del complejo. En la conversión de los ácidos grasos en PGa se for­

man varios intermediarios: los endoperóxidos PGE2y PGHZ.que son inesta­

bles. A partir de PGH2surgen las distintas PGs por acción de las diferen­
tes enzimas (1h3). Aunquela prostaglandina-sintetasa está localizada en

la fracción de membranade laa células, para una actividad apreciable ae

necesitan cofactores termoestables de la fracción soluble (1h3).

En los grupos ya mencionados. pueden observarse distintos grados de in­

saturación:

- las prostaglandinas formadas a partir del ácido graso esencial 8,11.

lk-eicosatrienoico (ácido di-homo-gama-linolénico) son identificadas con

el sufijo "l" y se dice que forman la “serie l“. Estas prostaglandinas

poseen una doble ligadura en una cadena lateral (Figura 20 C).

- las prostaglandinas formadas a partir del ácido graso esencial ara­

quidñnico(ácido 5,8,ll.lk-eicosatetraenoico) integran la 'serie 2' ( k7,

501). Poseen dos dobles ligaduraa en una cadena lateral (Figura 20 C).

- las prostaglandinas formadas a partir del ácido graso no esencial

5.8.11.lh.l7-eicosapentenoico formanparte de la “serie 3". Poseen tres

dobles ligaduraa en una cadena lateral (501.1h3) (Figura 20 C).
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- endoperóxidos: poseen dos átomos de oxigeno unidos a los 89 y 011 del

ciclopentano. El PGH2tiene cadenas laterales semejantes a las PGs clási­

cas y al P862 tiene un oxigeno extra en el 015 y-el grupo hidroxilo (366,
198) (Figura 21 A).

- tromboxanoa (Tx): fueron descubiertos por Hambergy col. (200,201)

cuando trabajaban con plaquetas humanas. Derivan del ácido araquidónico y

son compuestos no prostaglandinicos con un átomo de oxigeno insertado en el

anillo. El intermediario inestable es el TXA2y el compuesto estable es el

ÏXBZ (Figura 21 8).

- prostaciclina (P012): en este compuesto, un puente de oxigeno une el

09 del anillo al C6 de la cadena lateral. Fue descubierta por Moncaday

col. (3h1) en microsomas preparados a partir de aorta de conejo o cerdo.

En principio fue denominada PGXpero. posteriormente se llamó P512 o pros­

taciclina para seguir el orden alfabético y numérico de la nomenclatura

(395). Se trata de una sustancia inestable que inhibe la agregación pla­

quetaris (Figura 21 C).

Durante cierto tiempo se postuló que los tejidos producen primariamen­

te PGE2y PGF2alfa. Sin embargo, Hambergy col. (200,201) detectaron trom­

boxano en plaquetas humanas (200) y en pulmón de cobayo (199). La trom­

boxano-sintetasa, enzima responsable de su formación, se encuentra en va­

rios tejidos (“78). La prostaciclina (P812) es producida por la acción de

la prostaoiclina -sintetasa. Esta enzima puede formar PGI2en el endotelio
vascular.

Ciertas drogas antiinflamatorias no esteroides, comola aspirina y la

indometacina, ejercen una acción inhibitoris sobre la sintesis de las PGs.

Esta inhibición se produciria a nivel de la ciclooxigenasa (506).

7.2. Influencia de las prostaglandinas sobre el sistema cardiovascular.

Los efectos de las PGssobre el sistema cardiovascular fueron estudia­

dos por Nakano (352). Las PGF1alfa y PGF2alfa presentan una moderada ac­



Figura 21: ESTRUCÏURA QUIMICA DE LAS PROSTAGLANDINAS INESTABLES.
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cion reductors en la presión sanguínea de gato y conejo y una leve acción

presora en perro y rata. El efecto presor de la PGF2alfa es cinco veces

más potente que PGF1alfa en perro y rata, pero es menos potente que nor­

epinefrina y angiotensinao Las PGade la serie F incrementan el tono vaso­

motor, venomotor y la contractilidad miocárdica. Sin embargo, las PGs de

la serie F tienen menor actividad, en el corazón y en el sistema venoso,

que la norepinefrina (532).

A diferencia de los moderados efectos cardiovasculares de las PGs de

la serie F, los compuestostipo-E figuran entre las sustancias vasodila­

tadoras más potentes ( “6, 66 ). Ls administración intravenosa de PGE1dis­

minuyela presión arterial sistémica y la resistencia periférica en va­

rias especies incluyendo el hombre, perro, gato, conejo, ratón, pollo y

rata (352). La PGEl incrementa la frecuencia cardiaca y al volumen sis­
tólica incrementando, por lo tanto, el volumenminuto cardiaco. El incre­

mento en el volumenminuto cardiaco es debido,en parte. a una acción re­

fleja sn la frecuencia cardiaca que resulta de una caida marcada en la

presión sanguínea. La reducción en la presión sanguínea es mayor cuando

la PGE1es inyectado en la aorta con respecto a cuando es inyectada por

vis intravenosa. Esta observación indica que la PGE1es rápidamente inac­

tivada en el pulmón. La PGE1es un vaaodilatador en todos los lechos vas­

culares periféricos, con excepción del riñón perfundido aislado de rata

(352,319).En los lechos vasculares periféricos. la PGE1es una de las sus­
tancias vasodilstadorss máspotentes (352).

Los efectos de la PGE2sobre el lecho vascular periférico son similares

a los de la PGE1(352). En varias especies, la inyección intravenosa de

PGE2produjo una caida en la presión arterial sistémica y un incremento en

la frecuencia cardiaca y en la fuerza contréctil miocárdica (352).

Las PGs de la serie A son más resistentes a la insctivación en el pul­
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món que los compuestos del tipo E. Sin embargo. los efectos de los compues­

tos de laa series A y E sobre el lecho vascular periférico son similares.

La PGA y la PGA disminuyen la presión arterial sistémica y la resisten­l 2

cia vascular sistémica en varias especies incluyendo el hombre, perro, ga­

to y rate (“6,66). Los compuestos de la serie A incrementan la frecuen­

cia cardiaca, volumensitólico, fuerza contráctil miocárdica y volumenmi­

nuto cardiaco. La PGA1ha sido utilizada en el tratamiento-de la hiperten­

sión (352). Las PGa del tipo B han recibido menos atención por parte de

los investigadores porque se piensa que son inactivos ya que estos agentes

poseen poco o ningún afecto sobre la presión sanguínea arterial en rata o

sobre la resistencia vascular en la pata posterior de perro. Sin embargo,

recientes estudios han mostrado que las PGs de la serie B tienen una sig­

nificativa actividad vasoconatrictora en al páncreas de rata y en el le­

cho vascular cutáneo de perro. Sin embargo, en 1a pata posterior de perro,

se encontró que PGB1y P882 son menos activas que angiotensina o norepine­

frins. Las PGs de la serie 8 poseen una marcada actividad vasoconstrictora

en el lecho vascular pulmonar, donde son muchomás potentes que norspine­

frins o angiotensina (192).

Los endoperóxidos tienen efectos variables en loa lechos vasculares

(vasodilatación o vasoconstricción) y a veces inducen una constricción se­

guida de dilatación (106). Debido a que los endoperóxidos son sustratos

para la conversión a atras PGspotentes, sus efectos son el resultado de

una actividad vasoconstrictora intrínseca acoplada con vasodilatsción de­

bido a la rápida conversión en una PGque es vasodilatadora (probablemen­

te prostaciclina (PGIZ)) (27).

La prostaciclina (P812) produce hipotensión en animales de experimento­

ción y en el humano(su efecto es casi cinco veces más potente que el de

la PGEZ).Este compuesto produce dilatación en varios lechos vasculares y

an el músculoesquelético; y relaja las preparaciones aisladas de músculo
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7.3. Influencia de las prostaglandinas sobre la transmisión ggggggrgigg.

Existen sustancias liberadas comoresultado de la interacción del trans­

misor con 1a célula efectora, que podrian modular la transmisión por un e­

fecto transináptico. Las PGapodrian desempeñar dicha función debido a que

estarian involucradas en ia regulación local de 1a transmisión adrenérgica

en ciertas uniones neuroefectoraa. Para que las PGaparticipen en 1a regu­

lación local de la neurotransmisión adrenérgica, estas sustancias deberian

liberarse durante la estimulación nerviosa y, por lo tanto, estar presen­

tes en el sitio y momentoapropiados.

Existen evidencias de que las PGs son liberadas después de la estimula­

ción nerviosa. Este hecho se ha podido comprobar en una amplia variedad

de tejidos y en por lo menos ocho especies animales: en el corazón perfun­

dido de conejo (26k .339 .56). vaso deferente de cobayo y rata (10'79), estó­

magode rata (81). bazo perfundido y tejido adiposo de perro (98 , 93 ),

corteza cerebral (396.397) y bazo perfundido de gato (137), riñón (97 )

v ojo de conejo (21). fluido cerebroespinai de humano(5k1). Por lo tan­

to. es licito decir que ei rol modulatorio de las PGssobre el neurotrans­

misor está bien establecido. Sin embargo, el sitio de origen de las PGs

está aún en discusión. Teóricamente, estas sustancias podrian provenir de

los mismosnervios, de las células satélites o gliaies o bien de 1a célu­

la neuroefectora postsináptica. Comoya se mencionó, varios tipos de esti­

mulo. además de 1a estimulación nerviosa. pueden provocar liberación de

las PGs , sugiriendo que estas sustancias desempeñanotros roles además

de modular 1a neurotransmisión adrenérgica (638).

Las PGspueden ser formadas en las células neuroefectoras postsinápti­

css ya que estos compuestos son liberados en respuesta a la epinefrins en

el bazo denervado (175). La principal PGliberada del tejido periférico
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parece ser la PGEZ,con pequeñas cantidades de PGAy de un material ti­

po-PGF.Por el contrario, en el sistema nervioso central. se formarian pre­

ferencislmente las PGade la serie F en respuesta a la estimulación (#00,

61).

Permanece aún en discusión el significado del incremento en el conteni­

do de PGsposterior a la estimulación nerviosa.

La primera evidencia experimental de que las PGs podrian modular la li­

beración de norepinefrina durante ls estimulación nerviosa fue presentada

por Brundin (69) y por Hedqvist y Brundin (209,215). Estos autores obser­

varon que la PGElproducía una disminución en la respuesta constrictora

en el oviducto de conejo o en el bazo de gato. en respuesta a la estimula­

ción nerviosa. Se pudo demostrar también que, tanto PGE1como PGE2disminu­

yeron la liberación de (H3)norepinefrina luego de una estimulación nervio­

sa (21D). Basándose en estos resultados, Hedqvist postuló su hipótesis

(210,212) de que la PGEZ,movilizada localmente por la estimulación nervio­

sa simpática. podria contrarrestar la posterior liberación de norepinefri­

na por un mecanismode retroalimentación negativo. ejerciendo de esta mane­

ra un efecto de "freno" sobre el sistema neuroefector simpático. A su vez,

1a norepinefrina estimula la liberación de PGE2(532). también se postuló

que el rol modulatorio de PGE1o PGE2podria basarse en sus efectos sobre
dos niveles diferentes del sistema neuroefector: a) inhibición de la libe­

ración de norepinefrina desde los nervios y b) inhibición de ls respuesta

efectora de la norepineFrins liberada. Se sugirió que le inhibición de la

liberación de norepinefrina es la acción predominante y más importante de

las PGE1y PGEZ,a1 menos a bajas concentraciones (210,211,216,531,266.220,

528,219,251). En ciertos tejidos, las PGE1o PGE2no tuvieron efecto o bien

incrementaron 1a respuesta s la estimulación nerviosa o a catecolaminas a­

plicadas exógenamente(“77.80.318,319). Por lo tanto, existen marcadas di­

ferencias entre los tejidos y las especies animales utilizados en cuanto
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al afecto de las PGE1y PGE2sobre la neurotransmisión adrenérgica o sobre

la respuesta de la célula efectora al neurotransmisor. En cambio, las PGs

de la serie F parecen ejercer un predominante incremento en la respuesta

de la célula efectora a la estimulación nerviosa o a la administración de

norepinefrina (220,318.99, 80,319).

Cuandose utilizan varias clases de inhibidores de ls sintesis de PGa

(ácido 5.8.11,lh-eicosatetrainoico (AETI). indomstacina, ácido meclofenámi­

co, clorpromazina) oe observa una facilitación tanto en la liberación del

transmisor comoen la respuesta mecánica de la célula efectora (271.13“,

217.259,2h0,136,265). Este tipo de respuesta se observa con, al menos, cin­

co clases de inhibidores de la sintesis de PGsen varias especies y tejidos

animales. Los resultados de estos experimentos apoyan el concepto de que

las PGs de la serie E son más importantes fisiológicamente que las PGs de

la serie F (532).

Existen varias evidencias que sustentan la hipótesis de que las PGsdel

tipo E participan en 1a regulación inhibitoria de la transmisión adrenérgi­

co. a saber:

i) las PGs de la serie E son liberadas luego de 1a estimulación de los ner­

vios adrenérgicos o por norepinefrina exógena, en diversos tejidos de va­

rias especies,

2) la administración de PGE1o PGE2disminuye la liberación de norepins­

frina y, en muchoscasos, la respuesta de la célula efectora a la estimu­

lación de los nervios adrenérgicos en una gran variedad de tejidos y espe­

cies y,

3) la inhibición de 1a sintesis ds PGsresultó en una facilitación de la

liberación ds norepinefrina por estimulación nerviosa y en 1a respuesta

sfectora de numerosos tejidos y especies (532).

El sitio de origen de las PGsendógenas que psrticiparian en la regula­

ción local de la liberación del neurotransmisor no ha podido ser determina­
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do aún. Pareceria que son liberadas directamente de los nervios adrenérgi­

cas comoresultado de una secreción acoplsda, es decir que la norepinefri­

ns actuaria sobre la varicosidad nerviosa adrenérgica para liberar PG, o

bien a partir de la célula neuroefectore postsináptica comoresultado de

la interacción entre el transmisor y su receptor. Existen muchasevidencias

que hablan a favor de un sitio de origen postsinápticu (21,81, 98 .175.k79,

132,530).
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CflPITULO II

MATERIAL Y METODOS

Este estudio se llevó a cabo con el objeto de explorar los efectos de

ouabaina sobre la actividad contráctil del miocardio auricular aislado de

rata en relación a diversos factores capaces de modificar los flujos ióni­

cos a través de la membranaplasmática de la fibra muscular cardiaca.

Adicionalmente, se comparó la acción de ouabaina con la de catecolami­

nas y de diversas prostaglandinas, a la vez que se investigó la influencia

que ejercen estos agentes sobre los efectos inotrópicos de ouabaina.

1. INSTRUMENTAL Y EQUIPOS.

1.1. Instrumental v eguiEo básico.

El registro de la tensión contráctil isométrica de las aurICulas aisla­

das de rata se realizó mediante el empleo de un transductor mecanoeléctri­

co conectado a un oscilógrafo inscriptor directo luego de una etapa de am­

plificación electrónica. Deesta manera, 1a actividad contráctil del teji­

do puede recogerse en la forma necesaria para su ulterior evaluación cuan­

titstiva.

La tensión contráctil desarrollada por las auriculaa se detectó median­

te un transductor Statham modeloUCJ-GoldCell. El circuito del transduc­

tor, con balance y sensibilidad controlados, fue calibrado con pesas de va­

lor conocido. las que, siendo capaces de defleccionar la pluma inscriptora

del registrador permiten. por comparación, evaluar la magnitud de la ten­

sión desarrollada por el músculo y expresarle en miligramos. Con el obje­

to de contar con el registro directo de la actividad contráctil tisular,

ls salida del transductor se conectó con un sistema amplificador-inscrip­

tor (SAN-EI180). donde se inscribieron en forma inmediata y continua las

curvas producidas por ls actividad mecánica del tejido (Figura 22).
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BEST

Fioura_gg: ESQUEMA DEL EQUIPO QUE REGISTRA LA ACTIVIDAD CDNTRACTIL DEL
TEJIDO AURICULAR AISLADÜ DE RATA.

Ï: transductor; SRA:sistema de registra y amplificación;
EST: estimulador; P: preparado muscular.
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En un grupo de experimentos, las preparaciones tisularea aisladas fue­

ron conducidas artificialmente empleandopara ello pulsos eléctricos cua­

drados de G.5 mseg. de duración y de amplitud no mayor del 10% del umbral,

provenientes de un estimulador eléctrico convencional (Grass 509). Los pul­

sos eléctricos fueron aplicados al preparado por medio de dos electrodos

puntiformes de platino, puestos en contacto con un extremo del preparado

muscular.

1.2. Instrumental y eguipo complementario.

El tejido auricular se cumergió en una cámara de vidrio de doble pared

y de 20 cc. de volumen, capaz de contener la solución tisular nutriente a

una temperatura constante (Figura 23).

Para el control térmico de la cámara tisular se utilizó agua provenien­

te de un baño exterior de gran volumen (Lauda, modelo NBS15/12). que era

bombeadahasta la cámara tisular y que se la hacía circular, mediante tu­

bos de goma, por el espacio comprendido entre sus dos paredes. Un termos­

tato controlaba en forma constante la temperatura del baño exterior mante­

niéndose, de ese modo, la temperatura de la solución que baña y nutre el

tejido a 300o 1 0.02 (Figura 2h).

El preparado tisular se ubicó en su cámara dispuesto de tal manera 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

ta sensible del transductor. Dicho soporte tisular posee en su extremo in­

ferior dos electrodos de estimulación. de tal manera que el tejido podia

ser conducido eléctricamente cuando las circunstancias lo requerían. El so­

porte tisular (Figura 25) posee una extremidad superior terminada en tres

tubitos menores (uno central y dos laterales) y una extremidad inferior en­

sanchada (extremidad de estimulación) sobre la que se aloja una pequeña por­

ción del tejido que hace contacto con los electrodos de estimulación. Este



Figura 23: CAMARAIISULRR.
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Figura 2h: CAMARATISULRR CGNECTADA AL BAÑO EXTERIOR PRDUISTÜ DE TERMDSTR­
Ü.

1- cámara tisular; 2- baño exterior; 3- termostato.



Figura 25: SOPORTE TISULAR CDN LOS ELECTRUDÜS DE ESTIMULADION.
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soporte tisular se ubica y fija en ls cámaratisular. 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

lsción y sirven para conducir eléctricamente el tejido cardiaco a la fre­

cuencia deseada. El tubito central. por su parte, permite la introducción

de un hilo que, cosido al extremo inferior del tejido, lo mantiene unido

a los electrodos de la extremidad de estimulación.

En la cámara tisular se introduce ademásun cilindro poroso (burbujeador)

que, conectado a una fuente de carbógeno, permite la oxigenación del teji­

do durante el experimento.

Adjunto a la cámara tisular se encuentra un dispositivo micrométrico el

que vs unido al transductor. Este dispositivo se emplea para ajustar y con­

trolar adecuadamente le tensión de reposo que se aplica al preparado‘muscu­

lar. El avance del dispositivo micrométrico, traccionsndo sobre el hilo uni­

do a un extremo (el superior) del tejido, le comunica a éste una tensión

registrable por el transductar (Figuras 26 y 27).

2. PREPARACION TISULRR.

2.1. Qgtención del preparado miocárdico.

Los presentes estudios se realizaron sobre el miocardio auricular de ra­

tas de la cepa Mister, cuyos pesos oscilaban entre 250-300 gramos.

Se emplearon dos tipos de preparaciones:

s) auricular completa

b) suricular izquierda.

Las preparaciones auriculares completas, incluyendo las orejuelss dere­

cha e izquierda, laten espontáneamente.

Para los experimentos en los cuales las auriculas fueron conducidas eléc­

tricamente. se escogió la preparación auricular izquierda que sólo inclu­

ye la orejuela izquierda, porque en ella no se encuentra el marcapaso. De
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Figura 26: SOPORTE TISULAR, DISPOSITIVO MICRÜMETRIBÜ Y BURBUJEADÜRMENTA­
DOS EN LA CAMARA TISULAR.

l» cámara tisular; 2a soporte tisular; 3- dispositivo micromé­
trico; h- burbujeador.
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Figura 22: SÜPÜRTE TISULAR V TRANSDUCTÜREN DISPOSICION PARA DPERAR.

1- cámaratisular; 2- soporte tisular; 3- transductor.
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este modo,el tejido no presenta latidos espontáneos, evitándose asi el

inconveniente de le interferencia de los mismoscon los que se inducen eléc­

tricamente (“66.h67).

Se utilizaron auriculaa provenientes de animales de ambossexos, ya que

en experimentos similares (176) se demostró la ausencia de diferencias sig­

nificativas en las caracteristicas eléctricas y mecánicasde las mismas.

En todos los casas los animales se sacrificaron mediante decapitación

por guillotins. A continuación se practicaba rápidamente una toracotomia,

se extraia el corazón y, con el objeto de que las contracciones cardiacas

eliminen gran parte de la sangre contenida en las cavidades cardiacas, se

lo colocaba por algunos minutos en un recipiente con solución de Hreba-Ringer­

Bicarbonato (KRB)con glucosa (5.5 mM)como sustrato. convenientemente ga­

sesda con una mezola de 95% 02 - 5% 002. Su composición se expone en de­

talle más adelante (ver Material v Métodos, punto 3).

El tejido auricular fue mantenido a temperatura y pH constantes de 3008

y 7.“ respectivamente, a través de todo el experimento.

Se procedía luego a separar cuidadosamente las auriculas de los ventricu­

los mediante una sección a la altura del surco auriculo-ventricular. El-mio­

cardio auricular asi aislado era entonces transferido a una cápsula de Petri,

conteniendo solución nutriente oxigenada y conservada a temperatura ambien­

te, donde se las disecaba cuidadosamente (separando la auricula izquierda

de ls derecha para el caso de los experimentos con conducción eléctrica)

con el fin de eliminar todo resto de tejido extraño.

2.2. Disposición y montaje de los preparados.

Unavez aislado el tejido y disecado el miocardio auricular, se lo cosia

mediante un hilo. previamente introducido en el tubito central del sopor­

te tisular de tal maneraque 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 MONTADÜENTRE SU SOPORTE Y EL TRANSDUCTDR.

1- transductor; 2- preparado tisular; 3- soporte tisular.
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(cuando las suriculos eran conducidas eléctricsmente, el preparado hacia

contacto con los electrodos existentes en dicha extremidad). Inmediatamen­

te después se cosia también el otro extremo del tejido (superior) y se su—

mergia todo el conjunto, incluyendo el soporte tisular, dentro de 1a solu­

ción que ocupa la cámara tisular. Unavez alli, se procedía a conectar el

hilo fijado a este último extremo del preparado con la pata sensible del

transductor. De esta manera, la auriculs quedaba suspendida en la solución

nutriente, con un extremo fijo inferior del soporte tisular y con el otro

extremo opuesto conectado al transductor (Figura 28). Una vez montado el

preparado, se aplicaba una tensión basal de reposo mediante el dispositivo

micrométrico ya descripto. Experimentos previos realizados en suriculas de

rata, demostraron que el máximode amplitud contráctil se obtiene a una ten­

sión inicial de reposo de 750 mg (176). En consecuencia, ésta fue ls tensión

basal empleada en todos los experimentos.

Dadoque el movimiento del tejido se encuentra limitado por el desplaza­

miento del cabezal sensible del transductor, que es minimo,results lícito

admitir entonces que en estas condiciones de montaje, la contracción auriu

cular que se estudia es esencialmente iBOmétrics.

3. COMPOSICION DE LA SOLUCIQE IISULAR.

El medio en que se sumergió el tejido fue una solución Hrebs-Ringer-Bi­

carbonato (KRB)modificada (233,177,298.666) cuya composición se detalla a

continuación:

Na* 1u5.oo mM

K+ 6.02 mM

oa2* 1.22 mH

"92* 1.3u mM

c1‘ 126.00 mH
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co3H' 25.30 mM

Poh3’ 1.20 mM

suba” 1.33 mH

Glucosa 5.50 mM

Mediante el burbujeo con una mezcla gaseosa de 95% de 02 y 5% de C02.

el pH de esta solución era ajustado a un valor de 7.k. Su temperatura se

conservó a 30°C y su gaeificación se realizó e través de un cilindro poro­

so ya mencionado. con un flujo constante de csrbógeno de 200 cc. por minu­

to.

2+ empleadas en este estudio son dife­La concentración de iones H+ y Ca

rentes a las utilizadas por otros autores en experimentos con auriculas de

rata. Las concentraciones Fueron escogidas por considerarlas más fisioló­

gicas para la perfusión de órganos de rata, ya que se asemejan a las pre­

sentes en el suero de esta especie animal (22k.287,h50).

Por otro lado, experimEntos similares han demostrado que las caracteris­

ticas eléctricas y mecánicas de las auriculas bañadas en este solución de

HRBmodificada, son comparables a las de aquellas sumergidas en suero de

rata (176).

h. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

h.l. análisis de la tensión auricular.

Una vez que el tejido se encontraba montado en su cámara y después de

aplicarle (por medio del dispositivo micrométricc) una tensión basal de re­

posa de 750 miligramos, la actividad de las auriculaa latiendo espontánea­

mente fue analizada en términos de : a) tensión contráctil isométrica efec­

tiva (contracciones fásicas desarrolladas sobre la tensión de reposo apli­

cada externamentey seguida de relajación); b) tensión.tónica contráctil

o contractura (manifestada por un incremento sostenido de la tensión de re­
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poso aplicada externamente y no seguida de relajación) y c) frecuencia (nú­

mero de latidos por minuto).

Estas variables. medidas en los trazados del oacilógrafo. fueron desig­

nadas como: a) Tensión Cantráctil Fésica (ÏCF), b) Tension Tónica Contrac­

til (TTC)v c) Frecuencia de las ContrachOnes (FC). La tensión contráctil

fáaica que aparece sobre la tensión tónica contráctil, Fue designada como

Tensión Contráctil Fásica Sobreimpueata (TCFG). La TCF, TTCy TCFSfueron

medidas en miligramos y la FC en número de ciclos contráctiles por minuto.

La Figura 29 muestra en un trazado original, cada una de los parámetros men­

cionadoa.

Para los experimentos realizados con actividad inducida. una vez aplica­

da la tensión basal de reposo, se procedia a estimular las auriculas median­

te pulsos eléctricos de Z-a lD voltios de intensidad, 0.5 milisegundos de

duración y frecuencia de 150 por minuto.

La intensidad del estimulo se eligió de acuerdo a las caracteristicas

peculiares correspondientes a los diversos preparados, empleandosesiem­

pre pulsos eléctricos de amplitud no mayor del 10%del umbral. evitándoae

asi la liberacion masiva de catecolsminss endógenas que se observa cuando

ae emplean estímulos con intensidad lD veces superior al umbral (28h).

En estas preparaciones Fueron evaluadas la tensión contráctil fásica y

la tensión tónica contréctil.

En ambosgrupos experimentales (suriculas latiendo espontáneamente o con­

ducidas eléctricamente), la amplitud de la tensión contráctil fésica (TCF)

desarrollada por el músculo auricular se midió desde el nivel de tensión

basal de reposo hasta el punto de mayor tensión desarrollada (tensión pi­

co), según indica la Figura 30.

Experimentos anteriores demostraron qua la tensión desarrollada por el

músculo auricular tiende a ser irregular y disminuye sensiblemente después

de aislar y montar al preparado; Sin embargo, durante los 30-50 minutos de
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TCF

FRECUENCM.

Figura 29: TRAZADÜ ORIGINAL DE LA ACTIVIDAD MECANICA DE LA AURICULA AIS«
LADA DE LA RATA,

ïCF: Tensión Contráctil Fásíca; TCF: Tensión Contráctil Fá­
sica sobreimpuesta; TTC:Tensión Tónica Cuntráctíl. Las tres
parámetros se expresan en mg. Cada cuadrado representa 100 mg
de tensión. La TCFrepresenta la actividad mecánica normal aun
ricular. La TTCy la TCF son manifestaciones "tóxicas" de la
uuabaina. Frecuencia: númerode ciclos contráctiles por minuto.
6 cuadrados x 10 representan un minuto de actividad mecánica.
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Figura 30: PARÁMETROS PARA NEDIR LA TENSION CUNTRACTIL ISOMETRICA DESARRO­
LLADA POR EL TEJIDO AURICULAR.

a: trazado de calibración (en mg); b: medida de la amplitud de
la tensión contráctil isnmétrica (en mg).
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equilibrio, ésta crece progresivamente y se mantiene luego estable por pe­

riodos de más de tres horas. Por lo tanto. antes de cada experimento se de­

Jó estabilizar el preparado durante 60 minutos. Luegode tal periodo de

equilibrio se registraba la TCFcontrol, para comenzarluego con el perio­

do experimental cuya duración Fue variable de acuerdo al tipo de estudio

que se efectuaba.

Las modificaciones de la TCFy de la FC, producidas durante el periodo

experimental se expresaron 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 TTCfueron expresadas en valores abso­

lutos comomiligramos de incremento de la tensión basal de reposo, dándole

a éste un valor de Ü miligramos.

Las curvas dosis-respuesta a las drogas fueron construidas empleandoel

método acumulstivo descripto por Van Rossum(502). Las concentraciones se

incrementaron gradualmente sin lavar y el volumen agregado con cada dosis

nunca excedió 0.02 ml. El procedimiento permite valorar 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 medio del test "t"

de Student, según las tablas de Fisher y Yates (139) y las diferencias fue­

ron consideradas significativas si p= 0.05 ó menor.

h.2. Eflujo de noreginefrina.

Para esta serie de experimentos, se utilizaron preparaciones auriculares

completas. Las mismas fueron expuestas a norepinefrina tritisda (NE-7-3H)

s una concentración total de 10-7H, a la que le corresponde uns radioacti­

vidad de 1.5 mCi/ml y que fue incluida en l ml de solución HRB(#69). En

este medio las auriculas fueron incubadaa durante 2 horas, manteniéndolas

convenientemente oxigenadas y a temperatura de 30°C. Luego de este periodo
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de incubación, las auriculas Fueron lavados tres veces con la solución de

HRBy montadas en un baño tisular de 2 ml de capacidad, utilizándose la mis­

ma disposición y montaje que paro los experimentos de determinación de la

actividad mecánica (ver Material y Métodos, punto 2.2.).

Las auriculaa fueron sometidas e una tensión inicial de 750 mg y con es­

ta metodologia se pudo medir simultáneamente el fenómeno mecánico y el eflu­

Jo de tritio.

Una vez montadas las preparaciones, fueron perfundidas con l m1 de HRB,

a 3008, oxigenadas con caroógeno y o pH 7.h y lavadas cada 5 min. con una

nueva solución de HRB,procedimiento que se repitió durante BDminutos.

De cada uno de los tiempos de incubación se tomaron alicuotas de 75 mi­

crolitros de la solución, las que fueron transferidas a un frasco contenien­

do lÜ m1 de Aquasol. Las radiaciones fueron evaluadas en un contador de cen­

telleo liquido.

Ai final de los experimentos las auriculas fueron sacadas en estufa a

7508 para valorar el peso seco del tejido.

El eflujo de tritio total se expresó en dpm. 5 min-1. mgpeso seco.1 (“68).

Cuandose calcularon los valores promedio el eflujo fue expresado comopor­

centsje del valor máximoinicial (b69).

Para los experimentos en que ae valoraron los efectos de prostaglandinas

sobre la velocidad de liberación de tritio, éstas fueron agregadas al baño a

los 50 minutos del periodo experimental. Se escogió este tiempo porque es

cuando la pendiente de la curva del eflujo y 1a actividad mecánica del te­

Jido están equilibradas.

Conesta metodologia se pudo registrar simultáneamente la influencia de

las prostaglandinas sobre la tensión y la velocidad de liberación del tri­

tio total (ver Resultados, Figura k8).

5. COMPUESTOS QUIMICOS UTILIZADOS.

Ïodas las drogas que se mencionan seguidamente,con excepción de G-hidro­
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xidopsmina, fueron utilizadas "in vitro“ y ls concentracion que se expre­

sa es la final por mililitro de solución nutriente en que se suspende el

tejido.
En todos los casos se utilizaron drogas en forma pura y las soluciones

se prepararon inmediatamente antes de su empleo. Las drogas adioionadas al

baño tisular fueron disueltas en volúmenes que en ningún caso excedieron

de l ml.

Los animales simpatectomizados químicamente fueron tratados con S-hidro­

xidopamina (B-DHDA)(16.5 mg.kg-l, I.U.), 2h horas previas al sacrificio. La

via de administracion y la dosis utilizada fueron escogidas siguiendo el

criterio de Goldmany Jacobouitz (187), quienes demostraron que este trata­

miento con E-DHDAproduce una simpatectomia efectiva en la suriculs de ra­

ta con hipersensibilidad ante el agregado de norepinefrins exógena. Conel

objeto de determinar si la denarvación era adecuada en este grupo de anima­

les. se exploraron los efectos “in vitro" de tiramina (lO-BM)y de norepi­

nefrina.

Los compuestosutilizados fueron los siguientes:

- Acido acetil salicilico (Sigma Chemical Company)

Aquasol (New England Nuclear)

Diltiazem (Marion Laboratory)

DSDD(Knoll A.G.)

G-hidroxidopamina (Sigma Chemical Company)

Indometacina (Merck, Sharp y Dohme)

(-)-norepinefrina (bitsrtrato) (SigmaChemical Company)

NE-7-3H(actividad especifica 15 mCi/ml) (NewEngland Nuclear)

Dusbsina (octahidrato) (Sigma Chemical Company)

Pernexilins (Herrel Laboratory)

(-)-proprano1ol (Ayerst Laboratory)

PGE1 (Upjohn Co.)



- PGE2 (Upjohn Co.)

- PGF alfa (Upjchn Co.)2

- PGI2 (Upjnhn Co.)

- SKF-SZSA(Smith,Kline y French)

- Tiramina (Sigma Chemical Company)

- Uerapamil (Hnoll A.G.)
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CAPITULO III

RESULTADOS

1. EFECTO 'TERAPEUTICÜ" Y "TÜXICÜ" DE ÜUABAINR SOBRE EL MIÜCARDID AURICULAR.

En 1a Figura 31 se muestran los efectos de ouabains sobre tres paráme­

tros contráctiles del miocardio auricular aislado de la rata: a) Tensión

Contractil Fásics (TCF); b) Tensión Tónica Contráctil (TTC)y c) Frecuen­

cia de las Contracciones. Estos parámetros nos permitirán definir en nues­

tro sistema, las acciones "terapéutica" y "tóxica" de la droga.

Coneste finl se construyeron curvas acumulstivas dosis-respuesta de oua­

baina en auriculas aisladas de rata latiendo espontáneamente y suspendidas

en una solución de Krebs-Ringer-Bicarbonato modificada, que posee concen­

traciones electroliticas similares a las que se encuentran en el plasma de
2

la rata (1.22 mHde Ca + y 6.02 mMde 5*).

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

“M y 1.5 X lO-QM, produjo un incremento en 1a tensióndo entre 0.36 x 10‘

contráctil fásica que resultó ser directamente proporcional a su concentra­

ción. Para este mismorango no se observó incremento ni en la tensión tóni­

ca contráctil ni en ls Frecuencia de las contracciones. Por lo tanto, estas

concentraciones de ouabaina que solo producen efecto inotrópico positivo

seguido de relajación efectiva sin incrementar 1a tensión tónica contráctil

ni la frecuencia, son consideradas en nuestro sistema como"terapéuticas"

o "no tóxicas".

Con concentraciones del glucósido cardiaco comprendidas entre 2 X lD'nM

y h X 10'“M aparecieron signos de toxicidad digitálica: disminución progre­

siva de la tensión contráctil'fásica, aumentode la tensión tónica contrac­

til o contractura y aceleración de la frecuencia de las contracciones. De

modoque, la respuesta cronotrópica positiva máxima(incremento máximoen

ls frecuencia) apareció a una concentración de ousbaina que produjo simul­
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Figura 31: CURVA ACUMULATIVA DOSIS-RESPUESTA DE ÜUABAINA EN PREPARACIÜNES
AURICULARES AISLADAS DE RATA LATIENDO ESPÜNTANEAMENTE.

Drdenada: TCF: Tension Contráctil Fásica; TTC: Tensión Tónica
Contráctil y Frecuencia de laa Contraccionea. Absciaa: logarit­
mo negativo de la concentración molar de ouabaina. La TCFy la
Frecuencia se expresan comoporcentaje de cambio con respecto
a los controles iniciales tomados previo a1 agregado de ouobai­
no: la TTCea expresada en mg.Los puntoa indican los valores
promedioy las barras verticales representan el error tipico
de la media (- ETM).La linea punteada vertical separa los fe­
nómenosmecánicos inducidos por concentraciones "no tóxicas“
de lo droga de aquellos inducidos por concentraciones "tóxi­
cas". Las curvas representan los promedios de 20 experimentos.
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táneamente el comienzode la tensión tónica contráctil o contractura y la

disminución de 1a tensión contráctil fásica. Por lo tanto, las dosis de

ouabaina que inician la accion cronotrópica positiva. caen en el rango de

las concentraciones "tóxicas" del glucósido cardiaco.

A concentraciones de 1a droga superiores a h X lD'hH se produce el pa­

ro cardiaco en sistole.

Para destacar posibles acciones debidas a las modificaciones en la fre­

cuencia de los latidos, se realizaron experimentos en suriculas izquierdas

(que no poseen actividad marcapaso) conducidas eléctricamente a una fre­

cuencia constante de 150 latidos/min. y con un voltaje del 10%superior al

umbral. La frecuencia de estimulación fue seleccionada por encontrarse den­

tro del rango de frecuencia que poseen las auriculss que laten espontánea­

mente. Bajo estas condiciones, las respuestas a ouabsins fueron similares

en las auriculas conducidas con pulsos eléctricos y en aquellas que latisn

espontáneamente (Tabla III).

2. INFLUENCIA DE FACTORES QUE HODIFICAN EL FLUJO DE CALCIO SOBRE LOS EFEC­

ÏOS DE OUABAINA.

En esta serie experimental se analizó la influencia de factores capa­

ces de alterar las concentraciones intracitoplsamáticas de Ca2+sobre los

efectos "terapéutico" y “tóxico” de ousbaina.
2+Conel objeto de modificar la concentración de Ca intracelular, se

realizaron dos grupos experimentales: 2.1.) uno en el que se alteró la con­

2* en la solución nutriente (KRB)v 2.2.) otro utilizandocentración de Ca

agentes bloquesntes del influjo lento de calcio con drogas conocidas como

antagonistas del calcio.

2+
2.1. Modificación de la concentración de Ca extracelular.

En esta serie experimental se analizaron las influencias "terapéuticas"



TablaIII:EFECTOCOMPARATIVODEOUABAINASOBREAURICULASAISLADASDERATALATIENDOESPONTANEAMENTEYCONDUCIDAS

ELECÏRICAMENTE.

Ouabaina(XlO-“M)

Parámetros

Grupoexperimental

0.61.52k

+11.21

215Í

TCF+29.512.3+53.2i «.5+90.51 +51.0i u.1

5.3

1.3 5.1

Auriculaa

conlatidoespontáneoïTC.0ao1051

AuriculasTCF+31.213.a+56.2i 5.2-93.“i +53.u1a.)+10.212.a

:cnnducidaseléctricamenteTTCOÜO9.“220Ï 11.h
TCF:TensiónContráctilFáeica,eaexpresadacomoporcentajedecambioepartir a1agregadode1adroga.ITC:TensiónTónicaContráctil,esexpresadaenmg.0: experimentosencadaunodelosgrupos.

decontrolesinicialesprevio .ainefecto.Serealizaron10
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y "tóxica" de ouabaina en auriculas que latian espontáneamente en un medio
2al que se modificó la concentración de Ca * por exceso o por defecto.

Cabe destacar.que se tomó comovalor control de la concentración de Ca2+

extracelular ( [Caz*:]e) a 1.2 mH,por ser ésta 1a que se encuentra en el

plasma normal de la rata (#50).

Se analizará. por separado, la influencia de la disminución y del aumen­
2

to en la concentración de Ca + extracelular ( [Ca2* Je) sobre los efectos
de ousbaina.

2+ extracelular.2.1.1. Disminuciónggp la concentración de Ca

En las Figuras 32 y 33 se muestran los efectos de la disminución en 1a

concentración de Ca2+en el medio nutriente, sobre los efectos "terapéuti­

cos" y l'tóxicos" de ouabaina.

Analizando la Figura 32 puede observarse que. para una concentración de

Caz* extracelular ([:Ca2+] e) de 1.2 mM,las dosis de ouabaina comprendidas

entre 0.35 X 10-“H y 1.5 X 10-“H, incrementaron en forma concentración-depen­

diente la ICF.

Sin embargo, con concentraciones de ouabaina mayores de 1.5 X 10"“M, a­

parecieron signos de "toxicidad" (indicado por una flecha en dicha Figura).

Esta misma Figura muestra que la disminución en la concentración de Caz+

extracelular ([:Caz+] e) desde su valor normal (1.2 mM)hasta 0.3 mMpro­

duce un desplazamiento hacia la izquierda de las curvas dosis-respuesta

del efecto inotrópico positivo de ouabaina, a la vez que aumenta la magni­

tud de la respuesta inotrópica máximaprevia a la aparición de la influen­

cia 'tóxica'.

Esta influencia potenciadora oue ejerce la disminución del 832+ extrace­

lular sobre el efecto "terapéutico" de ousbaina es mayor cuanto menor es
2+

el Ca extracelular ( [Ca2*]e).
Adicionalmente, cabe destacar que este fenómenono está relacionado con
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Figura 32: INFLUENCIA DE DIFERENTES CONCENTRACIÜNESDE CALCIO EXÏRRCELULAR
( [Ca2*]g) SOBRE LAS CURVAS ACUMULATIVAS DOSIS-RESPUESTA DEL
EFECTD “TERAPEUTICO” DE DUABAINA EN PREPARACIUNES, AURICULARES
LATIENDO ESPDNTANEAMENTE.

La Tensión Contráctil Fásica (TBF) se expresa en porcentaje de
cambie con respecta e las centrales tomados luego de 3D minu—
tos de someter las preparaciones a diferentes cnncentracionea
de 032+ extracelular. El histugrame de la derecha representa
las promediosde las tensiones iniciales o controles de las pre­
paracinnes expuestas a las distintas ( [C82+]g) previas al agre—
gado de ouabaina. Las mismas están expresadas en valores abso­
lutos. Las flechas indican el cnmienzudel efecto "tóxica" (Cuna
tractura). Los númerosal pie de cada barra indican las distin­
tas concentraciones de Ca2+extracelular empleadas; los números
entre paréntesis indican el númerode casos estudiados y las ba­
rras horizontales el error tipico de la media (i ETM).
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las tensiones contróctiles iniciales del tejido previo al agregadode oua­
2+baina, ya que la disminución en ls concentración de Cs extracelular

([:Ca2+] e) no modificó sus valores. En efecto, las mismasfueron simila­
res en magnitud para las diferentes concentraciones de Ca2+extracelular.

Sólo con 0.3 mHde 632+ se registró el 70%de la tensión inicial (Histogra­

ma de la Figura 32).

La Figura 33 muestra la influencia de la disminución en la concentración
2+de Ca extracelular sobre el efecto "tóxico" de ouabains. Se graficaron

sólo las curvas de TTC.puesto que la frecuencia de las contracciones no

sufrió modificaciones.
2+Puede observarse que, la disminución del Ca extracelular desde su va­

lor normal 1.2 mMhasta 0.6 mM,desplaza hacia la derecha la curva dosis­

reapuesta de ouabains sobre la TTCo contractura, atenusndo su magnitud y

produciendo un retardo en su aparición.
2+Con la concentración de Ca extracelular de 0.3 mMno se observó desa­

rrollo de TTC.

Estos resultados indican que la disminución en la concentración de 082+

extracelular potencia el efecto "terapéutico" de ouabaina y a su vez. ate­

núa el efecto "tóxico".

2+2.1.2. Aumentoen la concentración de Ca extracelular.

En las Figuras 32 y 33 se muestran los efectos "terapéutico" y "tóxico"

2+ extracelularde ouabaina en un medio que contiene concentraciones de Ca

mayores que el valor normal (1.2 mM).

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

de Ca2+ extracelular a partir de 1.2 mMhasta 2.1 mH,desplaza hacia ls de­

recha la curva dosis-respuesta de ouaoaina sobre la TCFy atenúa la res­

puesta máxima(indicada por una flecha). Esta influencia.negativa que ejer­

ció el exceso de Ca2*extracelular sobre la acción inotrópica positiva o
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Fioura 33: INFLUENCIA DE DIFERENTES CDNCENTRACIDNES DE CALCIO EXTRACELULAR
( [Ca2+J e) SOBRE LAS cuevas ACUMULATIUASDOSIS-oRESPUESTA DEL
EFECTO "TÜXICD" DE ÜUABAINA EN PREPARACIDNES AURICULARES LAIIEN­
DD ESPÜNTANEAMENTE.

La Tensión Tónica Contráctil (TTC) o Contractura ee expresa en
mg. El número de casos corresponde a los señalados en el histo­
grama de la Figura 32. Otros detalles y condiciones comoen la
Figura 31.
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"terapéutica" de ouabaina, no está relacionada con las tensiones contrac­

tiles iniciales que presentan los preparados tisulares previo al agregado

de la droga, ya que las mismasfueron similares para las diferentes con­
2+centraciones de Ca extracelular (Histogrsma de la Figura 32).

* extracelular sobreLs influencia de concentraciones crecientes de Ca2

el efecto “tóxico” de ousbaina (TTC) se puede observar en ls Figura 33.

Bajo estas condiciones, las curvas dosis-respuesta de ouabaina sobre la

TTCse desplazan hacia la izquierda y se incrementa la magnitud total de

las respuestas. Ambosfenómenosresultaron ser directamente proporcionales

2+ extracelular. Para concentraciones de Ca2+extrace­al incremento del Ca

lular de 2.a mMy 2.7 mM, la ouabaina no incrementó la TCF y solamente

produjo efecto "tóxico"; razón por la cual no se graficsn dichos efectos

en la Figura 32.

2.2. Influencia de las drogas antagonistas del calcio;

Los efectos de agentes bloqueantes del flujo lento del calcio: verspa­

mil (5 x 10’5M). osos (s x 10'9H) y diltiazem <5 x lo'am) sobre las socio­

nes "no tóxica" y "tóxica" de ouabains están ilustrados en las Figuras 3h

y 35, respectivamente.

La concentración de Baz+ extracelular empleada en estos grupos experi­

mentales fue de 1.2 mM.Se hace notar que, s las dosis empleadas. estos

agentes bloqueantes del influjo del calcio no produjeron "per se" ninguna

influencia inotrópica sobre la tensión inicial (Histogramade la Figura 3h).

tal comoha sido descripto por otros investigadores (hOk).

Sin embargo, nosotros hemosobservado en la auricula aislada de rata,

que estas drogas son capaces de influenciar las curvas dosis-respuesta de

ouabaina sobre ls TCFy la TÏC sin modificar la frecuencia.

En.presencia de estos agentes bloqueantes del influjo del calcio, las

curvas dosis-respuesta de ouabsina para ls TCFse desplazaron hacia la iz­
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Figura 3h: INFLUENCIA DE LÜS AGENTES BLUQUEANTES DEL FLUJD LENTU DE 082+
SOBRE LA CURVA ACUMULATIVA DOSIS-RESPUESTA DEL EFECTÜ "ND TÜ­
XICÜ" DE DUABAINR.

TCF: Tensión Contráctil Fásica, 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 Caz+. El histograma de la derecha representa los pro­
medios de tensiones iniciales o controles de las preparacio­
nes expuestas a: verapamil (V), DGDD(D)y diltiazem (Dilt) y
de aquellas que no fueron expuestas a ningún bloqueante (C).
Las tensiones iniciales se expresan en mg. Los números entre
paréntesis representan el númerode casos. Otros detalles y

-COndioiones como en las Figures 31 y 32. ­
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RESPUESTA DE TIPD ACUMULATIVD DEL EFECTO "TÜXICÜ" DE ÜUABAINA
EN AURICULAS QUE LATEN ESPÜNTANEAMENTE.

La TIC se expresa en mgs El número de casos para cada grupo co­
rresponde a las señalados en el histograma de la Figura 3h.
Dtroa detalles y condiciones comoen la Figura 31.
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quierda incrementándose también la magnitud del efecto inotrópico máximo

previo a la aparición del efecto "tóxico" (indicado por flechas en la Fi­

gura 3h).

En la Figura 35 se puede observar que la curva dosis-respuesta de la

ouabaina sobre la TTCse desplazó hacia la derecha en presencia de estos

compuestoa.atenuando y retrasando el comienzo de la contractura.

Cabedestacar que, de los tres agentes antagonistas del calcio utiliza­

dos, el diltiazem y el 0600 fueron más potentes que el verapamil para mo­

dificar las acciones de ouabaina.

Estos resultados sugieren que la disminución en la concentración de cal­

cio intracelular ( [:Ca2+] 1).producida por el bloqueo en el influjo de Ca2+,

potencia el efecto "terapéutico" de ouabaina y a su vez,atenúa el efecto
l'tímico".

3. lflfLUENCIA DE FACTORES QUE MODIFICA" EL FLUJO DE PDTASIÜ SOBRE LÜS EFEC­

TOS DE DUABAINA.

El objeto de estos experimentos fue el de explorar la influencia que,

sobre los efectos "terapéutico" y "tóxico" de ouabaina, podrian ejercer

ciertos factores capaces de modificar la concentración de H+intracelular

([K*]1).
Con el propósito de modificar la concentración de K‘ intracelular se rea­

lizaron dos tratamientos: 3.1.) se alteró la concentración de H‘ en la so­

lución nutriente (KRB)y 3.2.) ss utilizaron agentes moduladoresdel flujo

de K+ tales como la perhexilina y el SKF-SZSA.

3.1. Modificación de la concentración del K+extracelular.

Se analizaron los efectos "terapéuticos" y "tóxicos" de ouabaina en aus

riculas que latisn espontáneamenteen una solución tisular en la cual se

habia modificado la concentración de K‘ por exceso o por defecto, tomán­
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dose comovalor control de K+ extracelular ([ K*:]B) a 6 mMpor ser éste

al que se encuentra en el plasma de la rata.

Se analizará por separado la influencia de la disminución y del aumen­

to en la concentración de H+extracelular sobre los efectos de ouabaina.

3.1.1. Disminución en la concentración de H+extracelular.

La Figura 36 muestra la influencia de modificaciones en la concentra­

ción de H+en la solución nutriente sobre los efectos "terapéuticos" y "tó­

xicos" de ouabaina. Del análisis de la Figura 36 se desprende que, para u­

na concentración de K+ extracelular ( [H*:]e) de 6 mM,la ousbaina, en do­

hM y 1.5 X IÜ-QM, produjo un incrementosis comprendidas entre 0.36 X lO­

en la TCFque resultó ser concentración-dependiente. Con concentraciones

de ouabaina mayores de 1.5 X lO'QH, aparecieron signos de "toxicidad": in­

cremento en la TTCo contractura y aceleración de la frecuencia de las con­

tracciones.

Esta misma Figura muestra que la disminución en la concentración de K+

extracelular (E H+:]e) desde 6 mMa 3 mH desplaza hacia la izquierda la

curva acumulativa dosis-respuesta de ouabsina sobre la TCF; aumentando la

magnitud de la respuesta inotrópica máxima.

A su vez, la disminución en la concentración de H+extracelular también

traslada hacia la izquierda la curva dosis-respuesta de oubaina sobre la

TTCy la frecuencia. Sin embargo, aunque incrementó la respuesta cronotró­

pica positiva máxima, no modificó la magnitud de la TTCmáxima.

Estos resultados sugieren que ls disminución en el K+extracelular po­

tencia tanto el efecto "terapéutico" comoel efecto 'tóxico' de ouabaína,

3.1.2. Aumentoen la concentración de K+extracelular.

En la Figura 36 pueden observarse los efectos "terapéutico" y "tóxico"

de ousbaina en un medio que contiene una concentración de H+extracelular

mayor de 6.02 mM.Un incremento en el K+ extracelular hasta B mH, desplaza
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Figura 36: INFLUENCIA DE DIFERENTES CDNCENTRACIDNESDE PDTASID EXTRACELU­
LAR ( EK+ Je) SOBRE LAS CURVAS ACUMULATIUAS DOSIS-RESPUESTA DE
LOS EFECTOS "TERAPEUTICOS" Y "TDXICDS" DE DUABRINA.

Drdenada: TCF(Tensión Contráctil Fásica); TTC(Tensión Tónica
Contráctil) y: Frecuencia de las Contracciones. La ÏCF y la fre­
cuencia se expresan en porcentaje de cambio con respecto a los
controles tomados luego de 30 minutos de estar las preparaciones
sometidas s las diferentes concentraciones de H*extracelular.
Ls TTCse expresa en mg. Abscisa: logaritmo negativo de la con­
centración molar de ouabaina. El histograma representa los pro­
medios de las tensiones iniciales o controles de las auriculas
suspendidas en soluciones con 3, 6 y 8 mMde [H*]e; dichas ten­
siones se expresan en valores absolutos (mg). Otros detalles co­
¡no en las Figura 31, 32 y 31o.
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hacia 1a derecha la curva dosis-respuesta de ouabaina sobre la TBF. Cabe

destacar que el incremento en la concentración de K+ (8 mH)produce una

respuesta máxima semejante a la obtenida en un medio que contiene el H+

extracelular disminuido (3 mH). Ambosresultaron ser de mayor magnitud que

el observado en un medio con 6 mMde K‘.

Analizando la TTCse pone de manifiesto que en presencia de una concen­

tración de K+extracelular de B mM,la curva dosis-respuesta de ouabaina

se desplaza hacia la derecha, estando muyatenuada en su magnitud.

Respecto a la frecuencia de las contracciones, ésta también se modifico.

En efecto, a la concentración de K+ extracelular de B mM,se produce una

marcada disminución en el efecto cronotrópico de la droga (bradicardia).

Estos resultados indican que el incremento en el H+extracelular sumen­

ta el efecto inotrópioo positivo (o "terapéutico") de ouabaina y disminuye

significativamente la acción "tóxica".

En estas condiciones, dosis normalmente"terapéuticas; son inefectivas

para producir efecto inotrópico positivo, el cual sólo se pone de manifies­

to s dosis "tóxicas" de la droga. Por lo tanto. las concentraciones "tó­

xicas" se comportancomo“terapéuticas”. Por su parte, las manifestacio­

nes l'tóxicas" de ouabaina desaparecen con el incremento en la concentra­

ción de H+extracelular.

Cabe destacar que las tensiones iniciales sólo han variado en menosde

un 10%al modificarse en más o en menos la concentración del H+ extracelu­

lar (Histograma de la Figura 36).

3.2. Influencia de las drooss moduladoras del flujo de K‘.

Los efectos de agentes capaces de modular el flujo de K+tales como:

6My 10'7M) sobre las accionesperhexilina (5 x 10'7M) y sur-525:: (5 x 10’

inotrópica positiva y 'tóxica" de ouabaina se ilustran en las Figuras 37

y 38, respectivamente.
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Figura 37:1NFLUENCIA DE PERHEXILINA V SKF-SZSA SOBRE LA CURVA ACUMULATIUA
DOSIS-RESPUESTA DEL EFECTO "ND ÏDXICO" DE ÜUABAINA.

La Tensión Contráctil Fásica (TCF) es expresada en porcentaje
de cambio con respecto al control tomado luego de JD minutos
de estar las preparaciones incubadas con los distintos agentes
inhibidores del eflujo de K+. El histograma muestra laa tensio­
nes iniciales o controles (expresadas en mg) de las preparacio­
nes expuestas a perhexilina (PERHEX)y SKF-SZSAo aquéllas no
expuestas a droga alguna (C) previo al agregado de ouabaina. Las
flechas indican la aparición de la Contractura que aólo se evi­
dencia en la curva control. Otros detalles y condiciones como
en las Figuras 31 y 32.
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Figura 3Q: INFLUENCIA DE PERHEXILINA Y SKF-SZSA SOBRE LA CURVA ACUMULRTIUR
DOSIS-RESPUESTA DEL EFECTO "ÏOXICÜ" DE DUABAINA.

Ordenado: Tensión Tónica Contráctil (TTC) expresada en mg y Fre­
cuencia de las Contraccioneo expresada comoporcentaje de cam­
bio con respecto a1 control previo al agregado de la concentra­
ción de ouabaína capaz de incrementar 1a frecuencia. Otros da­
talles y condiciones comoen las Figuras 31, 33 y 37.
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En este grupo de experimentos se utilizó una concentración de H+ex­

tracelular de 6 mHy las preparaciones auriculares fueron preincubadas con

los agentes bloqueantes durante 30 minutos.

La Figura 37 muestra curvas dosis-respuesta de ouabaina para la TCFen

presencia de drogas que modulan el flujo de 5+. Se puede observar que, con

6My 10'7M), las curvas del efec­perhexilina (5 x 10‘7M) o SMF-52511(5 x 10'

to "terapéutico" de ouabaina se desplazan hacia la izquierda con incremen­

to en 1a magnitud del efecto inotrópico positivo máximo.Cabe destacar que

la perhexilina fue más efectiva que el SKF-SZSApara modificar la acción

de 1a suabaina.

En la Figura 38 se puede observar que en presencia de la perhexilina

(5 X lO‘vM) o del SHF-SZSA(10'7H) se produce una disminución significa­

tiva de la TTC.

Sin embargo, bajo estas condiciones experimentales persiste uno de los

signos de l'toxicidad", el incremento en la frecuencia de las contracciones.

Asi, la magnitud de la respuesta cronotrópica es mayor en presencia de am­

bos bloqueantes. comparándola con el grupo control.

El hecho de que la perhexilina haya resultado más efectiva que el SKF­

SZSApara potenciar el efecto "terapéutico" de ouabains, hizo sospechar

que la mismapodria ejercer una doble acción: comobloqueante del eflujo

de K+y comoantagonista de la entrada de calcio (1h2,369). Por lo tanto,

resultó de interes investigar si la asociación de SKF-SZSAcon verapamil

(conocido antagonista de Ca2*) podria potenciar el efecto inotrópico de oua­

bains de manera semejante a lo observado con 1a perhexilina. De la Figura 39

se desprende que la preincubación simultánea durante 30 minutos con ambos

agentes bloqueantes (SHF-SZSAy verapamil) no sólo incrementó la acción ino­

trópica positiva máximade ousbaina con respecto al grupo control y al gru­

po pretratsdo únicamente con SKF«525A.sino que también se sensibilizó a1

tejido a los efectos "terapéuticos" de ousbaina.
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EFECTO DE LA ASOCIACION DEL BLOQUEO DEL EFLUJO DEL ¡4* Y DEL IN­
FLUJO DEL Ca2+ SOBRE LAS CURVAS ACUMULATIUAS DOSIS-RESPUESTA
DEL EFECTO INOTROPIOO POSITIVO "NO TOXICO" DE OUABAINA.

La Tensión Contráctil Fásica (TCF) se expresa comoporcentaje
de cambio respecto de los controles tomados luego de 30 minu­
tos de haber estado sometidos los preparados a SHF-SZSAo a
la asociación de SHF-SZSA+ verapamil (VERAP). El histograma
muestra los promediosde las tensiones iniciales o controles
de las preparaciones sin droga previa (C) y de las pretrata­
das con SHF-SZSAy SHF-SZSA+ verapamil (VERAP). La flecha in­
dica el comienza de la Contractura, que se pone de manifiesto
sólo en el control. Otros detalles y condiciones comoen las
Figuras 31 y 32.
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Figura no: INFLUENCIA DE PERHEXILINA v DE SKF-SZSA + VERAPAMIL (UERAP) su­
ERE LAS CURVAS ACUMULATIVAS DOSIS-RESPUESTA DEL EFECTO "TDXICÜ"
(TIC) DE ÜUABAINA.

El número de los casos corresponde a loa señaladas en el histo­
grama de 1a Figura 39. Otros detalles y condiciones comoen las
Figuras 31 y 33.
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En la Figura #0 se grsfican curvas acumulativas dosis-respuesta de oua­

baina para 1a TTC. Se puede observar que en presencia de SHF-SZSA+ verapa­

mil o de SHF-SZSAsolo, se inhibe significativamente el incremento de la

TÏC, resultando ser menor que el observado en el grupo control sin los blo­

queantes.

Cabe destacar que,a las dosis empleadas, estos agentes bloqueantes del

eflujo de K* no produjeron "per se“ ninguna influencia inotrópica sobre la

tensión inicial (Histograma de las Figuras 37 y 39).

Estos resultados sugieren que los agentes moduladores del eflujo de K+

potencian y aensibilizan al tejido a los efectos "terapéuticos" de ouabai­

na, con una atenuación significativa de la contractura y un incremento con­

siderable en la frecuencia de las contracciones. La asociación del agente

bloqueante del efluJo del H+con el agente antagonista del Cs2+ potencia

aún más el efecto inotrópico positivo de ouabsina, transformando a las do­

sis lltóxicas" en l'terapéuticas".

B. lflfLUENCIA DE OTRAS INTERVENCIQEES INDTRDPICAS SQEBE EL EFECTO DE DUA­

BAINA.

h.l. Influencias adrenérgicas modificando los efectos de ouabaina.

Con el objeto de explorar una probable participación adrenérgica en los

efectos "terapéuticos" y "tóxicos" de ouabaina, se construyeron curvas acu­

mulativas dosis-respuesta de este glucósido cardiaco en presencia del neu­

rotransmisor adrenérgico norepinefrina (NE).

La Figura hl muestra el efecto de varias concentraciones subumbrales de

norepinefrina exógena sobre la acción inotrópica "terapéutica" de ouabaina.
15 10En un rango de concentraciones comprendido entre 10' a 10' M. la nor­

epinefrina inhibió parcialmente el incremento en la TCFejercido por oua­
9boina; y s una concentración de 10' H, bloqueo Completamenteel efecto 'te­

rspéutico' del glucósido cardiaco.
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Figura ‘02: INFLUENCIA DE (-)-PRÜPRANDLDL (PROP) SOBRE LAS CURVAS ACUMULATI­
VAS DOSIS-RESPUESTA DEL EFECTO INDTRDPICÜ POSITIVO “ND TDXICD"
DE DUABAINA EN PRESENCIA DE NDREPINEFRINA (NE).

La Tensión Contráctil Fáaica (TBF) se expresa comoporcentaje
de cambio respecto a los controles tomados luego de 30 minutos
de estar suspendidas lao auriculaa con (-)-propranolul (lo-7").
Otros detalles y condiciones comoen laa Figuras 31 y a1.
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Asi, esta influencia inhibitoria ejercida por norepinefrins resultó ser

concentrsción-dependiente. Por su parte, la dosis de ouabaina necesaria pa­

ra iniciar los efectos "tóxicos" (indicado con una flecha en la Figura k1)

no fue modificada por el agonista adrenérgico.

Se debe destacar que el neurotransmisor, a las concentraciones utiliza­

das, no produjo “per se" acción inotrópica ni cronotrópica alguna, de for­

ma tal que consideramos s las mismas como "dosis subumbrales“.

La Figura h2 muestra que el (-)-propranolol bloquea totalmente la in­

fluencia inhibitoria que ejerce norepinefrina sobre la acción inotrópica

positiva de ouabaina.

Analizando la Figura #2 puede verse en forma comparativa la influencia

10My lO'QH) sobre la curva acu­de dos concentraciones de norepinefrina (10­

mulstiva dosis-respuesta de ouabains y los efectos del bloqueo de beta-adre­

noreceptores. Se puede observar que ambasconcentraciones de norepinefrina

inhibieron el incremento de la TCFproducida por ouabsina. La preincuba­

ción durante 30 minutos con un agente bloqueante de los adrenoreceptores

beta, el (-)-pr0prsnolol (lO-7M),revirtió totalmente el efecto inhibitorio

ejercido por 10-9H de norepinefrina sobre ls acción inotrópica positiva de

ouabains. llevando s ésta a los valores controles.

Estos resultados indican que la activación de adrenoreceptores beta del

miocardio auricular aislado de is rata ejerce una influencia inhibitoria

sobre la acción inotrópica positiva 'terapéutica" de ouabaina. Ls acción

inhibitoris ejercida por el neurotransmisorsdrenérgico estaria relacio­

nada con su concentración s nivel del receptor postsináptico; existiendo

una relación directa entre ls concentración de norepinefrina en la biofa­

se y su efecto inhibitorio.

h.2. Influencia de prostaglandinas exógenss e inhibidores de au sintesis.

En esta serie de experimentos se exploró la influencia que ejerce ls

presencia de diferentes prostaglandinas (PGs) en el medio de incubación,
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sobre el efecto inotrópico positivo "terapéutico" de ouabaina.

Comose observará, a medida que presentemos los resultados, los efec­

tos de las prostaglandinas parecen estar relacionados con su capacidad pa­

re modificar la actividad adrenérgica intrínseca del miocardio. Es por ello,

que la influencia moduladoraque ejercen las prostaglandinas sobre la acción

de ouabaina, parecería ser indirecta y depender de la capacidad de las mie­

mae para activar o inhibir la actividad adrenérgica cardiaca.

En primer término se analizará el efecto de cada una de las prostaglan­

dinas sobre el miocardio auricular y la relación de las mismas con mece­

nismos adrenérgicos intramiocárdicos. Mástarde, se presentará la influen­

cia moduladore de las prostaglandinas y de agentes inhibidores de 1a sinte­

sis de las prostaglandinas endógenas, sobre el efecto "terapéutico" de oua­

baina, explorando una posible participación adrenérgica.

h.2.l. Efecto de las prostaglandinas de la serie E.

En la Figura #3 se pueden observar curvas ecumulativas dosis-respuesta

del efecto inotrópico de las prostaglandinas de la serie E: PGE1y PGEZ.

Se pone de manifiesto que la PGE1sólo produjo efecto inotrópico nega­

tivo en todas las concentraciones estudiadas; mientras que la PGE2indujo

una respuesta bifásica: a bajas concentraciones deprimió la tensión con­

tréctil auricular, mientras que a concentraciones más altas incrementó la

TCF. La frecuencia de las contracciones no se modificó durante el desarro­

llo de las acciones inotrópica negativa y positiva máximasde ambasprosta­

glandines.

En la Figura bh se grafica la influencia ejercida por dosis subumbrales

del agonista adrenérgico norepinefrina sobre la curva dosis-respuesta de

PGE. Se puede observar que, en presencia de dosis subumbrales de norepine­l
frina‘(10'10H). se pone de manifiesto un mercadoefecto inotrbpico positi­

vo de la PGE. Asi, la presencia de norepinefrine exógena, revirtio el efec­l
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Figura l¡3: CURVASACUMULATIVASDOSIS-RESPUESTADE PGE1 (H) y PGE2 (0-0)
EN PREPARACIDNES AURICULRRES AISLADAS LATIENDÜ ESPÜNTANEAHENTE.

Ordenado: Tensión Contráctil Fáalca (TCF) se expresa en porcen­
taje de cambio con respecto a controles previos al agregado de
laa prostaglandinas. Abacisa: indica el logaritmo negativo de
la concentración de las prostaglandinas utilizadas. Los puntos
indican los valores promedios; las barras verticales represen­
tan el error tipico de la media (t ETH)y los números entre
paréntesis corresponden al númerode casos estudiados.
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Figura un: INFLUENCIA DE NDREPINEFRINA (NE) (10'10") SOBRE LA CURVAACUMU­
LAÏIVA DOSIS-RESPUESTA DE PGE1 EN AURICULAS AISLADAS DE RAÏA.

Se realizaron 9 experimentos por code curva. Otros detalles y
condiciones como en laa Figuras (¡2 y lo}.
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Figura ¡05: INFLUENCIA DE NDREPINEFRINA (NE) (lO-IDH) SOBRE LA CURVA ACUMU­

LATIVA DOSIS-RESPUESTA DE PGE:Z EN AURICULAS AISLADAS DE RATA.

Se realizaron 8 experimentos para cada curva. Otros detalles
como en la Figura lo}.



to inotrópico negativo de 1a PGEl. transformándolo en un efecto inotrópico

positivo.

La Figura #5 muestra la influencia ejercida por dosis subumbrales del

neurotransmisor adrenérgico sobre la curva acumulativa dosis-respuesta de

la PGE. Puede verse que la norepinefrins (lO-10M) impide el efecto depre­2

sor ejercido por dosis bajas de PGEZ,a ls vez que no modifica la influen­

cia estimulante de dosis mayores de la mismaprostaglandina.

Cabe destacar que el bloqueo de los sdrenoreceptores beta con (-)-pro­

pranolol, inhibe totalmente la acción estimulatoria ejercida por el neuro­

transmisor adrenérgico sobre los efectos inotrópicos de las prostaglandi­

nas de la serie E (no se muestra en las Figuras).

De los resultados citados se desprende que. en el efecto inhibitorio que

ejercen las PGEly PGE2sobre la tensión contráctil auricular, existiria
una participación adrenérgics relacionada con una disminución de la concen­

tración del neurotransmisor sdrenérgico a nivel del receptor postsináptico.

h.2.2. Efecto de Erostaciclina (P8122.
Mediante curvas scumulativas dosis-respuesta se estudiaron los efectos

inotrópico y cronotrópico de PGI2 en el miocardio auricular. Comopuede oo­

servarse en la Figura #6, la auricula aislada de rata. en presencia de P812,
incrementa su tensión contráctil en forma proporcional a la concentración

de prostaciclina dentro de un amplio rango que se extiende desde l x 10'15

hasta 1 x 10‘9H.

Una situación similar se observa con la frecuencia de las contracciones

(Figura A7). Asi, la PGI2 aumenta significativamente la frecuencia y lo ha­
ce en forma dosis-dependiente.

Las Figuras también muestran el bloqueo completo de los efectos inotró­

picos y cronotrópicos positivos de P812 cuando las auriculas son preincu­
hadas durante 30 minutos con (-)-propranolol (lO-vfl), asi comotambién



162

oControl
46-OHDA

o Propranolol
' l Í I I I Í4

+40- 1

3
33 +30- ­
E

{3
o
'0
.\°+20- ­

ui.
U.
L.

+10- .

¡1/14o..
1615141312111098

Figura “6: CURVAS ACUMULATIVASDOSIS-RESPUESTA DEL EFECTO INOTROPICO PO­
SIÏIVO DE PGIz EN PREPARACIONES AURICULARES AISLADAS LAÏIEN­
DO ESPONTANEAHENTE. INFLUENCIA DEL BLOQUEO DE LOS ADRENORECEP­
ÏORES BETA CON (-)oPROPRANOLOL Y DE LA SIHPATECTOMIA QUIMICA
CON 6-HIDROXIDOPAHINA (S-OHDA).

Se realizaron 6 experimentos en cada curva. Detalles y condi­
ciones como en la Figura “3.
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Figura k7: CURVAS ACUMULAÏIVAS DDSIS-RESPUESÏA DEL EFECTO CRDNÜTRÜPICD P0­
SIÏIVÜ DE PGIz EN PREPARACIÜNES AURICULARES AISLADAS LATIENDD
ESPUNÏANEAMENTE. INFLUENCIA DE (-)-PRDPRANÜLÜL (10’7M) Y DE LA
DENERVACIÜN QUIMICA CDN G-HIDRÜXIDDPAHINA (G-DHDA).

Detalles y condiciones comoen laa Figuras k3 y #6.
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cuando provienen de animales denervsdos químicamente con 6-hidroxidopamina

(G-ÜHDA)(16.5 mg kg’l). 2h horas antes del sacrificio.

Estos resultados indican que PGI2ejercaria su efecto inotrópico y cro­
notrópico positivo en forma indirecta,a través de un incremento en la con­

centración del neurotransmisor adrenérgico a nivel de receptores postsináp­

ticos.

h.2.3. Influenciafigg las prostaglandinas sggre la liberación de

[JH] norgpinefrins.

En esta serie de experimentos se estudió 1a influencia de PGEI. PGE2y
PGF alfa. sobre la velocidad de liberación de tritio (NE-7-3H). En la Fi­2

gurs kB se ilustran comparativamente los efectos de prostaglandinas sobre

la velocidad de liberación de tritio y sobre la actividad mecánica auricu­

lar. En esta serie de experimentos se valora simultáneamente la tensión con­

tráctil y el eflujo de tritio. Las prostaglandinas fueron agregadas a los

SOminutos del periodo experimental (ver Material y Métodos).

Se pudo observar que, en presencia de PGIZ, la tensión contráctil fási­
ca aumenta,coincidiendo ello con un mayorporcentaje de liberación de tri­

tio.

Por su parte. la PGE1deprime la tensión contráctil fásica, al mismo
tiempo que inhibe la liberación de tritio.

Por último, la PGF alfa no modifica la tensión contráctil auricular,2

ni es capaz de alterar la liberación de tritio (Figura ae).

En todos los casos ls concentración de prostaglandinas utilizadas fue la

de 10’9H porque. comoveremos más adelante. es aquella capaz de influenciar

la acción inotrópica positiva de ouabaina.

Estos resultados indican que existe una relación directa entre los dife­

rentes efectos mecánicos de las prostaglandinas y su capacidad para modu­

lar la liberación del neurotransmisor adrenérgico. Asi, aquellas prosta­
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Figura ha: RELACION ENÏRE EL EFECTO MECANICO DE LAS PRÜSTAGLANDINAS v su
CAPACIDAD PARA MODULAREL EFLUJD DE NE TRITIADA (NE-7-3H).

creara DE P612 (10'9M). PGEl (10'9M) v PGFZ ALFA(10-9H),

Ordenado: Tensión Contráctil Fásics (TCF) y velocidad de libe­
ración de tritio total ( H total); ambosparámetros se expre­
san en porcentaje de cambio con respecto al control tomado co­
no 100%. Abscisa: tiempo en minutos (min). Los puntos para la
ÏCF y el eflujo del 3H total representan los promedios de 6 ex­
perimentos para cada grupo. Las barras verticales representen
el error típico oe la medie (t ETM).Las Flechas señalan el mo­
mento del agregado de ls P812, PGE1 o PGF2 alfa.
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glandinas, tales como las PGE1y PGE2que disminuyeron la tensión contrac­

til fásica, inhiben la liberación de tritio; por el contrario. la P612, que
incrementa la tensión contráctil fásica, promuevela liberación de tritio

y 1a PGF2alfa no modifica ninguno de los dos parámetros.

h.2.h. Influencia de las prostaglandinas sobre las acciones de oua­
baina.

En la Figura #9 se puede observar la influencia de PGEI, PGEZ, PGF2al­

fa y P612, a una mismaconcentración (lO-9"), sobre el efecto inotrópico

positivo o "terapéutico" de ouabaina.

Comopuede verse. en presencia de PGE1y PGEZ. la curva dosis-respues­

ta del efecto inotrópico positivo de ouabaina se desplaza hacia la izquier­

da, potenciándose la magnitud del efecto máximoprevio a la aparición del

efecto 'tflxico'l del glucósido cardiaco (señalado con flechas en 1a Figura “9).

Por el contrario, la PGI2desplaza hacia la derecha la curva inotrópica
positiva o 'terapéutica' de auabaina. encontrándose atenuado el efecto má­

ximo con respecto al control.

En presencia de la PGF2alfa el efecto "terapéutico" de ouabaina no se
modificó.

Para investigar la existencia de una posible intervención adrenérgica

que pueda estar involucrada en 1a accion inhibitoria ejercida por PBI2 so­
bre los efectos de ousbaina, se realizaron curvas acumulativaa dosis-res­

puesta de suabaina en presencia de P512 sobre auriculas incubadas previa­
mente con (-)-propranolol (10'7H) o bien provenientes de animales dener­

vados químicamente con 6-hidroxidopamina (Figura SD).

Se puede observar en ls Figura SDque, en presencia de P612. el efecto

inotrópico positivo de ouabaina sufre una marcada inhibición respecto al

control.

Tras el bloqueo de adrenoreceptores beta o en auriculas provenientes
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Figura A9: INFLUENCIA DE PGEl. PGE2, PGF2 ALFA V P812 SOBRE LAS CURVAS ACU­
MULATIVAS'DOSIS-RESPUESTA DEL EFECTO INOÏROPICO POSITIVO "NO TO­
XICO“ DE OUABAINA.

Ordenado: Tensión Contréctil Fásica (TCF) expresada en porcen­
taje de cambio respecto a controles obtenidos en presencia de
las diferentes prostaglandinas previo al agregado de ouabaina.
Abscisa: logaritmo negativo de la concentración molar de oua­
baina. Las flechas indican el comienzo del efecto "tóxico" (Con­
tractura). A cada curva le corresponden 9 experimentos. Detalles
y condiciones como en la Figura 31.
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Figura SD: EFECTD DE P512 (lO-9M) SOBRE LA CURVA ACUMULAÏIVADOSIS-RESPUES­
ÏA DE DUABAINA EN AURICULAS AISLADAS DE RÁTA. INFLUENCIA DEL BLU­
QUED DE LOS ADRENDRECEPÏDRES BETA Y DE LA SIHPAÏECÏDHIA QUIMICA.

Ordenado: Tensión Contráctil Fásica (TCF) oe 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 auriculae simpatectomizadae con S-hidroxi­
dopamina. Amboscontroles fueron tomados previos a1 agregado
de ouobaina. Absciaa: representa la concentración molar oe oua­
baina. Se realizaron 7 experimentos en cada grupo. Otros deta­
lles y condiciones comoen la Figura 31.
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de los animales simpatectomizados, la influencia inhibitoria ejercida por

PGI2fue revertida, alcanzando valores similares al control.

Esta serie de experimentos indican la existencia de una probable inter­

vención adrenérgica en la influencia que ejercen las prostaglandinas sobre

el efecto inotrópico positivo de ouabaina. Asi, aquellas prostaglandinas

que inhiben la liberación del naurotransmisor, tales comolas prostaglan­

dinas de la serie E. potencian el efecto "terapéutico" de ouabaina. Por

el contrario, la PGIZ, que incrementa la liberación del neurotransmisor

noradrenérgico, inhibe el efecto inotrópico positivo de ouabaina; y la

PGF2alfa. que no tiene influencia sobre la liberación de [3H:]norepine­

frina, tampoco modificó la acción de ouabaina.

De este modo, se puede deducir que la influencia moduladora que ejercen

las prostaglandinas sobre el efecto "terapéutico" de ouabaina varia según

la disponibilidad de norepinefrina en la biofase: es inhibitoria cuandola

concentración de norepinefrina en el receptor postsináptico está aumentada,

y es de tipo estimulatoria cuando dicha concentración está disminuida.

h.2.5. Efecto de los inhibidores de la sintesis de las prostaglan­

dinas endógenas.

Para esta serie de experimentos se utilizaron inhibidores de la sinte­

sis de las prostaglandinas endógenaa: indometacina (2.5 x lO-GM)v ácido

scetil salicilico (1.3 x 10‘“M).

En la Figura 51 se puede observar que. en presencia de estos agentes,

se incrementan los efectos estimulantes del glucósido cardiaco sobre la

tensión contráctil fásica.

Cabe destacar que. a las concentraciones empleadas, estos agentes blo­

quesntes de la ciclooxigenass no modificaron "per se" la actividad que pre­

sentan las auriculas previo al agregado de ouabsina.

Estos resultados indican que las prostaglandinas endógenasejercerian
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Figura Sl: INFLUENCIA DEL BLOQUEODE LA SINTESIS DE PRUSTAGLANDINAS ENDO­
GENAS SOBRE LA ACCION INDTRDPICA POSITIVA "ND TOXICA' DE DUA­
BAINA.

La Tensión Contráctil Fásica (TCF) se expresa comoporcentaje
de cambio respecto a los controles obtenidos luego de 30 minu­
tos de estar las preparaciones incubadas con indometacina (INDD)
y ácido acetil salicilico (ASA).Corresponde e 8 preparaciones
para cada grupo experimental. Otros detalles y condiciones como
en los Figuras 31 y 50.
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un efecto inhibitorio sobre la acción inotrópica positiva de ouabaina. Es­

te efecto inhibitario. probablemente, esté relacionada con la PGIZ, ya que,
de todas las prostaglandinas exploradaa, fue la única capaz de ejercer una

acción hluqueante de la influencia "terapéutica" de uuabaina.
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CAPIÏULD IU

DISCUSION

El objetivo principal de este estudio fue el de analizar los efectos de

ouabaina sobre la actividad mecánica del músculo auricular aislado de ra­

ta, relacionando a los mismoscon la acción de ciertos mediadores endóge­

nos de conocido efecto inotrópico, tales comolas prostaglandinas y las

catecolaminas.

Conel propósito de esclarecer los probables mecanismosfiaiofarmacoló­

gicos implicados en la acción "terapéutica" y 'tóxica' de ouabaina, se es­

tudió la influencia de diversos factores capaces de modificar los flujos

iónicos a través de la membranaplasmática.

A su vez. se investigó la influencia que ejercen los mediadores endóge­

nos,antes citados, sobre los efectos inotrópicos de ouapaina. relacionando

los mecanismosde acción de la droga con la estimulación noradrenérgica y

los flujos iónicos de membrana.

1. IDENTIFICACION DE LAS ACCIONES l'TERAPEU'I'ICA" V 'TÜXICA' DE DUABAINA SU­

QBE EL HIOCARDIÜ AURICULAR AIEÉADÜ DE RATA.

Los glucósidos cardiacos han sido motivo de repetidos estudios, particu­

larmente con respecto a los mecanismosespecificos responsables de las ac­

ciones "terapéutica" y "tóxica" que manifiestan estos compuestos. Sin embar­

go. estas investigaciones han conducido a numerosas teorias e hipótesis

muycontradictorias y que són están en el campode la discusión (309).

Del análisis de la bibliografia se desprenden numerososconflictos in­

terpretativas, que surgen debido a la tendencia de generalizar las obser­

vaciones realizadas en una sola especie animal o sobre fibras musculares

provenientes de una sola región del corazón. Contradicciones similares sur­

gen al observar la acción de los glucósidos cardiacos en condiciones expe­
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rimentales que difieren con respecto a 1a temperatura, ambiente iónico,

provisión de oxigeno y otros factores.

Sin embargo, nuestra experiencia permite afirmar que, cuando las condi­

ciones experimentales son constantes, las diferencias en las acciones 'te­

rapéutica' y "tóxica" de ouabaina sobre el miocardio proveniente de una mis­

ma región del corazón y de snioales de una misma especie, son relativamen­

te despreciables.

Para el presente estudio se escogió la auricula aislada de rata, por

tratarse de un tejido que al poseer unos pocos milimetros de espesor, per­

mite que su oxigenación en el liquido nutriente sea aceptable, obviando los

problemas de la anoxia tisular que, 'per se“, es capaz de modificar la ac­

ción del glucósido cardiaco.

La auricula de rata presenta 'in vitro" caracteristicas funcionales se­

mejantes al corazón humano(22,167,377), por lo tanto, nos pareció de in­

terés investigar la acción de ouabaina en esta especie animal.

Además, si se tiene en cuenta que en el animal intacto la acción hemodi­

nánica de los digitálicos se observa únicamente cuando existe compromisoen

la función cardiaca, se hace complicado el estudio de la acción de la dro­

ga en el corazón humanonoraal (309).

Nuestro primer objetivo fue el de determinar los efectos 'terapéutico'

o 'no tóxico' y "tóxico" de la ouabaina en las auriculas aisladas de rata

bajo condiciones experimentales lo másfisiológicas posible.

Se realizaron entonces, curvas acusulativas dosis-respuesta de la dro­

ga. analizando sus acciones inotrópica y cronotrópica.

De los resultados obtenidos se puede postular que aquellas concentracio­

nes que produjeron sólo efecto inotrópico positivo seguido de una relaja­

ción efectiva, sin cambios en la tensión basal ni en 1a frecuencia de las

contracciones, se identificaron como'terapéuticas' o 'no tóxicas': mien­

tras gue aquellas que induJeron un aumento en la tensión basal o de repo­
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so (contractura o desarrollo de tensión tónica contráctil) con alteracio­

nes en la frecuencia de las contracciones y disminución progresiva de la

tensión contráctil fásica, fueron tipificadaa como"tóxicas". De esta mane­

ra en nuestro sistema fue posible definir que en un rango de concentracio­
l.nes comprendido entre 0.36 X 10' H hasta 1.5 x 10'“H, 1a ouabains induJo ac­

ción 'terapéutica". Por el contrario, con concentraciones del giucósido car­

“Maparecieron los clásicos signos de "toxicidad"disco mayores de 1.5 x 10'

por digitálicos.

Los experimentos de Klaus y col. (263) realizados en auriculaa aisladas

-de cobayo, confirman nuestros resultados ya que consideran a 1a taquicardia

cono una manifestación "tóxica" de los glucóaidos cardiacos y es por ello

.que no sólo a las arritmias sino que también a laa respuestas cronotrópicas

positivas las definimos comosignos 'tóxicos' de la droga.

A su vez, la disminución en la tensión isométrica asociada con un aumen­

to en la tensión de reposo, fue documentadacomoacción 'tóxica' de los

glucósidoa cardiacos en otras especies de oamiferos (283). Estos resulta­

dos coinciden con los que obtuvieron Gersneyer y Holland (170) y Hu y col.

(291) en auricula aislada de rata, quienes a su vez determinaron 1a falta

de acción cronotrópica asociada con el efecto "terapeutico" de 1a droga.

Debido a que numerosos investigadores han observado que 1a frecuencia

de las contracciones puede hacer variar la magnitud de las acciones inotró­

picas de ouabaina (162.161.289.285.178). fue de nuestro interés estudiar

el efecto de la droga en preparaciones auriculares estimuladas eléctricamen­

te s una frecuencia de contracción fija (150 pulsos/nin). Esta frecuencia

fue seleccionada por encontrarse dentro dei rango de la actividad cronotró­

pica de las auriculas que laten espontáneamente. Pudo asi comprobarse que

las respuestas a 1a ouabaina eran similares en ambascondiciones experi­

mentales. Es por ello que 1a mayoria de los experimentos se realizaron so­

bre auriculas latiendo espontáneamente.
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Los precisos mecanismosbioquímicos y fisiológicos básicos asociados a

las acciones farmacológicas de los digitálicos están relacionados con alte­

raciones en el transporte iónico s través de la membrana.Hasta el presente

se considera que los glucósidos cardiacos se unen a sitios de membranaeso­

ciados con la enzima Na+,K+-ATPasa,considerando a ésta como el receptor

responsable para los efectos "terapéuticos" y/o "tóxicos" de los digitali­

cos (QJD. 5 ).

Es conocido que la célula cardiaca de mamífero tiene intracelularmente

baja I:Na¿] y alta [ Hi] comparadacon el compartimiento extracelular.

Aunqueeste fenómenose debe en parte a la permeabilidad selectiva del sar»

colema a estos iones, este gradiente ea mantenido también por un activo in­

tercambio de Na+ y de K‘ gracias a la actividad de 1a enzima Na+,H+-ATFasa,

que hidroliza el ATPen presencia de ambos iones. Es decir, que esta enziw

ma va a actuar cuando el Na+ y el H+ deban moverse contra un gradiente elec­

troquimico, circunstancia que acontece cuando el Na‘ debe salir de la célu­

la y el H+entrar hacia la misma (16k,h69).

Cabe destacar que en las variaciones de la actividad de esta enzima,los

movimientos del calcio están sólo involucrados en forma indirecta ( 9 ).

Los mecaniswosmoleculares asociados a la influencia de los glucósidos

cardíacos sobre la actividad de ls enzima son muycontrovertidos; ya que

deben ser analizados en homogenatosde tejido o en preparaciones de la en­

zima parcialmente purificadas y en estas circunstancias no es posible ob­

servar translocaciones de Na+y H+porque se destruye 1a integridad de la

membranacelular y se pierde la compartimentalización. Por otra parte, en

general, no coinciden las dosis capaces de despertar efectos farmacológi­

cos con aquellas capaces de modificar la actividad de la enzima ( 9 ).

Un gran número de investigadores han publicado datos indicativos de que

los glucósidos cardiacos son capaces de estimular 1a actividad de la enzi­

ma. pero también. en igual númeroexisten otros que postulan una acción in­
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hibitoria de los digitólicos sobre la Na*,H"-Aïsaaa(309).

Lee y Yu (31D) proponen que los digitálicos, a muy bajas concentracio­

nes son capaces de estimular a la enzima, mientras que, a medida que aque­

llas se incrementan, la actividad enzimática se inhibe.

De esta manera, es posible especular que la acción cardiotónica "tera­

péutica" de los digitálicos podria asociarse con una estimulación de la

Na*,K+-ATPaca,mientras que 1a inhibición de la enzima daria comoresulta­

do el efecto "tóxico" de la droga.

Existen, sin embargo, dificultades en asociar la estimulación de la en­

zima con el evento inotrópico positivo, ys que el rango de concentraciones

capaces de incrementar la tensión efectiva inhiben en un lO a un 20%a la

Na+,H+-ATPasaen el corazón de la mayoria de las diferentes especies de ma­

míferos (309).

De modotal que la acción "terapéutica" de ouabaina podria estar asocia»

da con una estimulación o con una inhibición parcial de la Ns+,H+-ATPasa,

mientras que los efectos "tóxicos" estarian indefectiblemente vinculados

a la inhibición total de la enzima.

Conel objeto de facilitar la discusión,se esquematiza en las Figuras 52

y 53, nuestra hipótesis sobre los probables mecanismosiónicos involucre­

dos en la modificación que ejercen los digitálicos sobre la actividad de

la enzima Na+,K*-ATPssa.

Se propone que los glucósidos cardiacos podrian ejercer su efecto “te­

rapeutico'l a través de dos mecanismosdiferentes: por estimulación o por

inhibición parcial de 1a actividad de la Na*,K+-ATPesa(Figura 52).

A su vez, los efectos "tóxicos" (Figura 53) se producirian siempre por

la inhibición total de la enzima.

En la Figura 52 se muestra que cuando el mecanismo probable para indu­

cir la acción "terapéutica" es la estimulación de 1a enzima, se produce un

incremento en el eflujo del Na+e influjo del K+. El Na+ al intercambiaree
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con el Caz+ externo, lleva a un incremento en la [Caz+:]1 (303.263), el

cual en forma directa o indirecta (liberando C82+del reticulo aarcoplae—

mático) (1h6,k30) activa la proteinquinaaa dependiente de 032+, incremen­

tando la tensión contráctil. Por au parte, al estar incrementada la [:H*:]1,
2+desplazaria en forma efectiva al Ca de la proteina contráctil asegurando

una eficaz relajación e impidiendo la contractura.

Los estudios de Vick (511,512) y de Hagan (195) avalan esta teoria ya

que observaron que dosis "terapéuticas" de ouabaina ae asocian con una ne­

2* y de K*,con pérdida de Na+ por la célula.ta ganancia de Ca

Si el efecto "terapéutico" de los glucóaidos cardiacos ae relaciona con

una inhibición parcial de la actividad de la Na+,K+-ATPaaa(Figura 52), el

eflujo de Na+estaria bloqueado, sin modificarse el influjo de H+ (267).

Eato induciria a un pequeño incremento en la [:Na*:]i con una [H+ Ji nor­

mal. El incrementa en la [:Na+:]1 (306) activa el influjo de Ca2+a tra­

vés del intercambio Na+/Ca2+(que es insensible a loa glucósidos cardia­
2+cos (“DB)) y promueve la liberación de Ca del reticulo earcoplaamático

(1h5); fenómenos éstos que, en definitiva, conducen a un incremento en el

2+ intracelular transitorio (#9 ) a nivel de la proteina contráctil. EsoCa

te incremento en la [032+]1 transitorio asociado con una [K+]1 normal
promuevenuna efectiVa acción inotrópica positiva, la cual está asegurada

por una eficiente relajación.

La hipótesis de que la inhibición parcial de la bombade Na+está cau­

aalmente relacionada con el efecto "terapéutico" de ouabaina ea firmemen­

te postulada por Akera y Brody (9 ) y por Ebner y Reiter (116). quienes

concluyeron que. en el músculo papilar de cobayo. el glucóeido produce au

efecto inotrópico positivo a travéa de un incremento en la [:Na+:]1, que

2+ a través del earcolema con ganancia ne­promueve el intercambio Na+/Ca

ta de calcio intracelular.

En preparaciones Langendorff de corazones de cobayo. Akera y col. (7 )

observaron que concentraciones "terapéuticas" de los digitólicos producían
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un aumentotransitorio en el Na+intracelular, el cual no es fácilmente a­

cumuladopor el miocardio, mientras que las concentraciones "tóxicas" lle­

vaban a una acumulación progresiva del Na+ intracelular. Estos mismos au­

tores muestran que concentraciones "terapéuticas" de digitálicos producen

entre un 20% a un hÜ%de inhibición de la Na+.H+-ATPasa con un pico de su­

mento de Na+ intracelular no mayor del 20%con respecto al control en au­

sencia de la drogau

Por su parte, en el ventrículo de rata, al medir simultáneamente la ac­

tividad de la Na+,H+-ATPasay el efecto inotrópico positivo de ouabaina.

se pudo asociar la acción "terapéutica" de esta droga con una inhibición

parcial de la enzima (171).

En la Figura 53 se muestra que las manifestaciones "tóxicas" de ouabaina

se relacionarian con una inhibición total de la Na+,H+-ATPasa,lo cual con­

ducíria a un bloqueo del eflujo del Na+y del influjo del H‘, elevando mar­

cadamente la [N511 y disminuyendo l [W ]1. El incremento en la [Na+]¿L
2+

lleva a un gran aumento en la Ca. 1 por tres probables mecanismos: a) ms­

yor influjo de Baz+ a través del intercambio Na+/Ca2+(30“); b) liberación
2del Ca + del reticulo sarcoplasmático (1h5) y c) bloqueo del eflujo del

Baz+(51,“10). El incremento en exceso en la [NJ]1 asociado a la dismi­

nución de la [:H+]i, condiciona una mayor fijación de Ca2* en la actomio­

sina, circunstancia que induce a la contractura del músculo cardiaco. Este

signo "tóxico" se halla asociado al aumentoen la frecuencia de las contrac­

ciones debido a la gran sobrecarga del Na+intracelular (267).

La relación entre la acción "tóxica" de los glucósidos cardiacos y la

inhibición de más de un 75%de la actividad enzimática 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 corazón de rata es poco sensible a los e­

fectos de ouabaina (307,k20,h05,103), experimentos realizados en nuestro
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laboratorio (175,a62,h50) y en otros (329,171,125) han demostrado que ba­

Jo ciertas condiciones el miocardio de rata puede responder eficientemen­

te a la ouabaina.

Cabe destacar que en el corazón de esta especie, las concentraciones de

los digitálicos requeridas para despertar efectos inotrópicos positivos

son extremadamente altas (291,55).

Esta insensibilidad del corazón de rata hacia los efectos de los glucó­

aidos cardiacos ha sido atribuida a más de un factor, destacándose, la es­

casa afinidad de la Na+,H*-ATPasadel miocardio de rata hacia estas drogas

(19,1D.h93).

Sin embargo, esta peCuliaridad del receptor putativo farmacológico para

los digitólicos ( 5 ) parecería no ser el único factor responsable de la

baja sensibilidad por parte del corazón de rata hacia los digitálicos.

Las particularidades en los movimientos iónicos de los corazones de din

ferentes especies de animales; asi comotambién laa diversas fuentes de las

que proviene el calcio necesario para le activación de la proteina contrac­

til y; las diferentes caracteristicas en los mecanismosque median el aco­

plamiento entre la excitación de la membranay la contracción muscular, es

posible reconocerlas comocausas capaces de influenciar la respuesta del

miocardio de las distintas especies de mamíferoshacia los digitálicos.

Otros factores a tener en cuenta son los mediadores endógenos,tales co­

moel neurotransmisor adrenérgico y las prostaglandinas.

En el presente trabajo fue de nuestro interés tratar de determinar si

los factores relacionados con los movimientos iónicos de membranapodrian

ser considerados comocausas probables de la baja sensibilidad que mues­

tra la auricula de rata hacia la ouabaina.

Doneste fin. se estudiaron las modificaciones inducidas por la altera­
2+

ción en la concentración de Ca y de H+ del medio, como sai también aque­

llas inducidas por drogas capaces de modular el flujo de amboscationes.
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A su vez, se investigó la acción de norepinefrina y de las prostaglandinas

sobre los efectos de ouabaina,tratando de integrar 1a influencia ejercida

por el neurotransmiaor con las modificaciones del flujo iónico.

Vamosa considerar por separado la acción de factores que modifican los

flujos de membranay aquellos relacionados con la acción de los mediadores

endógenos.

2. INFLUENCIA DE FACTORES QUE MUDIFICAN LOS FLUJÜS DE MEMBRÁNA.

Unmétodo utilizado para determinar en forme indirecta la causalidad en­

tre la acción de los digitálicos sobre la Na+,H+-ATPasay sus efectos cer­

diotónicos, es examinar y comparar los efectos de los cambios en el ambien­

te iónico sobre la acción inotrópica de estas drogas.

Asi, en el presente trabajo se realizaron experimentos que estuvieron

orientados de tal manera que permitieran determinar si los movimientos ió­

nicos de membrana, comoasi también las diversas fuentes que proveen el

calcio para activar la contracción, juegan un papel importante en la ma­

yor o menor reactividad que presenta el músculo cardiaco hacia la ouabai­

ns.

Del análisis de las curvas controles acumulativas dosis-respuesta de oua­

baina, obtenidas en este trabajo, se desprende que, en el tejido auricular

aislado de rata. el rango de concentraciones de la droga capaces de produ­

cir una respuesta cardiotónica, es muyreducido.

A au vez. se pudo comprobar que la máxima concentración útil capaz de

inducir la acción "terapéutica" está muypróxima a la concentración mini­

ma capaz de inducir la acción "tóxica".

Si analizamos los esquemas que relacionan los mecanismos iónicos con

laa acciones "terapéutica" y "tóxica" de ouabaina (Figuras 52 y 53). se
2+

desprende que del balance entre la concentración de Ca , K+ y Na* in­

tracelularea, depende que ouabaina ejerza su influencia "tóxica" o "no
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tóxica".

Fue asi que nos propusimos, mediante manipulaciones en el ambiente ióni­

co, ampliar el rango de las concentraciones útiles de ouabaina para des­

pertar la acción inotrópica positiva, tratando de hacerlo más extensivo a

favor de la acción "terapéutica". Es decir, intentar disminuir el umbral

y a su vez, transformar las concentraciones "tóxicas" de ouabaina en con­

centraciones "terapéuticas".

Contal motivo se exploró la ináluencia de factores capaces de alterar
2+las concentraciones citoplasmáticas de Ca , de H+e indirectamente la del

Na+ sobre la acción "no tóxica" y "tóxica" de ouabaina.

2.a) Influencia de factores que modifican el flujogggggalcio.

Del análisis de los resultados obtenidos sobre la influencia de facto­

res capaces de alterar la concentración intracitoplasmática de calcio, se

puede concluir que, pequeños cambios en las concentraciones de este ión

son capaces de producir grandes modificaciones sobre la influencia que e­

Jerce la ouabaina en la auricula aislada de rata.
Las modificaciones en la concentración de calcio intracelular se reali­

zaron de dos maneras distintas: variando la [Cab]e (ya sea por exceso o
por defecto) y utilizando agentes bloqueantee del influjo lento de calcio,

o sea, los asi llamados bloqueadores o antagonistas del Ca2+ (1h0,286.1h1).

Pudo observarse que existe una intima relación entre las respuestas ino­

trópicas 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 ainérgica con la

acción "tóxica" de los glucósidos cardiacos llevando a un desarrollo tem­

prano de la contractura. De esta manera, cuanto mayor fue la concentra­

ción de calcio extracelular, menor fue la concentración de ouabaina nece­

saria para inducir un incremento en la tensión tónica.
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Este sinergismo entre el efecto "tóxico" de ouabaina y la concentración

de calcio extracelular, ha sido descripto en la mayoria de las especies de

mamíferos, tanto "in vivo" como"in vitro“. Toda y Mest (“9“) han señalado,

en la auricula de conejo, que el umbral de "toxicidad" hacia ouabaina dis­

minuye a medida que se incrementa la concentración de calcio extracelular.

Resultados similares fueron obbtenidoa por Caprio y Farah (7h ) en el mús­

culo papilar de conejo; por Forster y Lidenau (150) en auriculs de cobayo

y por magner y Salzer (518) en el músculo papilar de cobayo.

En cuanto al efecto "terapéutico" de ouabaina, existiría una relación

-inversa entre el incremento en la [:Caz+:]e y la acción contráctil de 1a

droga. Asi, se pudo observar que, cuando se incrementa la [_Caz+:]e, la
tensión contráctil efectiva disminuyepaulatinamente hasta desaparecer.

La falta o disminución del efecto "terapéutico" asociada al incremento

en la [Ca2+ Je, no responde a la regla general observada en otras espe­
cias.

Magnery Salzer (518) han generalizado que, en las preparaciones miocár­

dicas aisladas de diferentes especies, cuando se incrementa la [:Ca2+] e
hasta un valor de h mMse obtiene el efecto "terapéutico" máximo; por de­

bajo de este valor disminuye el efecto inotrópico positivo y por arriba

del mismose potencia el efecto "tóxico". En nuestro sistema, con una

[832+ ]e de aproximadamente la mitad (2.“ mM)ds aquellas utilizadas por
estos autores (513), se observó una falta total de acción cardiotónica de

ouabaina, obteniéndose solo signos "tóxicos".

La relación inversa entre la concentración de calcio extracelular y el

efecto "terapéutico" de ouabaina (que nosotros encontramos en 1a auricula

de rata), podria deberse a que la concentración de calcio extracelular ne­

cesaria para que se produzca el efecto inotrópico positivo "no toxico" en

esta especie, sea'menor que en otras, ya que la concentración normal de

calcio en el plasma de la rata ea aproximadamente la mitad que en otras
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especies de mamíferos (ESO).

Gersmeyer y Holland (17D) han demostrado, en la suricula aislada de ra­

ta, que la falta de efecto "terapéutico" y la aparición de la contractura

producida por dosis crecientes de ouabaina, está asociada con un progresi­

vo aumento en la concentración de calcio mioplasmático.

A su vez, Gerstenblith y col. (171) observaron en el miocardio de rata

que, cuando los depósitos intracelulares de Ca2+están saturados, las con­

centraciones "terapéuticss' de ouabaina no tienen efecto sobre la tensión

contráctil fásics; mientras que laa dosis "tóxicas" desarrollan una con­

tractura de gran magnitud. La saturación de los depósitos intracelulares

con 032+ acontece cuando el miocardio de rata se encuentra suspendido en

2+ extracelular (171). Esto explica porqué enuna solución con 2.5 mMde Ca

este trabajo, las auriculas de rata mantenidas en un medio con 2.k mMde

032+ desarrollan directamente un incremento en la tensión basal de reposo,

sin manifestar respuesta "no tóxica".

En base a estos hallazgos nosotros podriamos postular hipotéticamente

comomecanismosiónicos involucrados en la influencia que ejerce el incre­

mento en la [:Ca2+:]e sobre los efectos "terapéuticos" y "tóxicos" de oua­

baina, el siguiente esquema: en 1a Figura 5h se muestra que el incremento

en la [ Ca2+]B llevaria a un mayor influjo de 832+ en osda latido (302)

que promueve un aumento en la [Ca2*]1, el cual según Akera y Brody (9 ),

inhibe la actividad de la Na+,H+-ATPaoa,bloqueando el eflujo del Na+ y

el influjo del K+, lo que conduce a un incremento en la [NH]1 y a una

disminuciónenla [W Ji. El incrementoen ls [Na+]i, por los caminos

antes mencionados (Figura S3). incrementa aún más la [:Ca2*:]1 en la pro­

2+ no puede ser efectiva­teina contráctil y debido a que este exceso de Ca

mente desplazado por el H’ (cuya concentración intracelular está disminui­

da). se desarrolla contracturs sin relajación.

De modotal que. a medida que se van ssturando los depósitos intracelu­
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lares de Ca2+, por elevación de la [Ca2+:]e. ésta ejerce un efecto inhi­

bitorio sobre la bombade Na‘lH+ antes que la ouabaina produzca efecto a1­

guno; ésto lleva a que concentraciones "no tóxicas" de la droga induzcan

contracturs por encontrar a la enzimasobre-inhibids.

Pasaremos a analizar la influencia de los factores capaces de disminuir

la concentración mioplasmática de calcio, tales comola disminución sn la

[Ca2*:]e ó el uso de agentes bloqueantes del flujo lento.de calcio, sobre
los efectos "terapéuticos" y "tóxicos" de ouabains.

De los resultados se desprende que los mismosejercieron un efecto faci­
litatorio sobre ls acción "terapéutica" de euabaina; atenusndo y retardan­

do la acción "tóxica" de la droga.

Se pudo observar que la disminución en la I:Ca2+:]e ó la presencia de

verapamil, 0600 o diltiazem, desviaron hacia la izquierda ls curva dosis­

respuesta de ouabains e incrementaron la magnitud de su acción "terapéuti­

ca" máxima.

Por el contrario, estas intervenciones desplazaron hacia la derecha la

curva "tóxica" de ousbaina, disminuyendo la magnitud de la contracturs.

Esta peculiar respuesta del'miocardio de rata hacia ouabaina parecería

ser especifica y diferente a la documentadaen otras especies, en las cua­

les se ha encontrado una relación directa entre la disminución en la I:Cs2€]e

y el efecto "terapéutico" de ouabaina (228.b9h.518).

La diferencia entre la respuesta del miocardio de rata y ls de los co­

razones de otras especies,podria explicarse a partir de variaciones en la

utilización de las diversas fuentes de las que proviene el calcio que va

s ser utilizado para ls respuesta contráctil.

En la auriculs de rata es posible que este calcio provenga de depósitos

intracelulares. Esto estaria avalado por el hecho que las modificaciones

en la concentración de Ca2+ extracelular (aumento o disminución), comoasi

también que las drogas capaces de bloquear el canal lento de calcio, no mo­
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dificaron significativamente las tensiones auriculares iniciales de nues­

tras preparaciones.

El glucósido cardiaco, de modoindirecto, facilitaria la liberación de

calcio de los depósitos intracitoplasmáticos para producir sus efectos ino­

trópicos positivos.

El incremento de 1a respuesta inotrópica "no tóxica" y la disminución

de 1a "tóxica" de ouabaina relacionados con la disminución-en la [Cab]1
podria ser explicado por el hecho que, en el miocardio de rata, se regis­

tran respuestas inotrópicas positivas minimas hacia 1a droga cuando se en­

cuentran saturados los depósitos intracelulares de calcio y se obtienen am­

plias respuestas inotrópicas "no tóxicas" cuandolos depósitos intracelula­

res de calcio están insaturados. Ello acontece cuando disminuye la [:Caz+:]e
de 2 mMhasta 0.25 mM(171).

Este concepto explica el hecho que con una [Ca2+ ]e de 0.3 mMse regis­

tra el máximode respuesta inotrópica “no tóxica" y falta de contractura

en nuestras preparaciones.

Adicionalmente, Gersmeyer y Holland (i70) han mostrado que, en la auri­

cula aislada de rata, las concentraciones de ouabaina que producen efecto

“terapéutico” causan una caida en la [Ca2* Ji.
La observación de que las drogas capaces de bloquear el flujo de cal­

cio incrementan la acción "terapéutica" y atenóan la "tóxica", estaría re­

lacionado con el hecho de que la ouabaina, a concentraciones que aumentan

1a tensión contráctil efectiva, labiliza el calcio de membranay promueve

la liberación del calcio por latido; mientras que altas concentraciones de

los glucósidos cardiacos incrementan la permeabilidad pasiva al calcio y

al potasio. situaciones que conducen a los efectos "tóxicos" de ousbaina

(316,309,356.317).

En base a estos hallazgos, se puede postular hipotéticamente comomeca­

nismos iónicos involucrados en ls influencia que ejerce la disminución en
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2+
1a I:Ca2+:]e v los antagonistas del Cs sobre los efectos de ouabaina. el

siguiente esquema: en 1a Figura 55 se muestra que la disminución en la

2* disminuyen la [Cab-11. Este fenó­[0:32h]e y los antagonistas del Ca
neno ejerce un efecto estimulante sobre la Na*,H*-AïPasa (310) haciendo ms­

yor el eflujo del Na+y el influjo del K+, lo que induce a una activación

2+ 2+ in­del intercambio Na+/Ca y a un incremento del K+ intracelular. El Ca

tracelular, transitoriamente aumentado, Junto con el incremento en ls E K+11

facilita el efecto "terapéutico" de ouabaina y retarda.1a aparición del e­

fecto "tóxico".

De modotal que, 1a insaturación de los depósitos intracelulsres de cal­

cio ejerceria un efecto estimulstorio sobre la bombade Na+/K+.La.estimu­

lación de la enzimaejerceria un efecto fscilitatorio sobre 1a acción "te­

rapéutica" de la ouabaina, disminuyendo el umbral y aumentando la intensi­

dad del efecto inotrópico positivo "no tóxico" de ouabaina; a la vez que

transformaria a las concentraciones "tóxicas" de la droga en concentracio­

nes "terapéuticas", impidiendo la acción inhibitoria que ejercen estas con­

centraciones "tóxicas" sobre la enzima.

Los recientes trabajos de Godfraind y Ghysel-Burton (185). quienes docu­

mentaron que las dosis bajas de ouabaina son capaces de estimular a la bom­

ba de Na+/K+, incrementando la contractilidad del miocardio de rata, apo­

yan estos hallazgos.

Nuestros trabajos sustentan la hipótesis que la influencia inotrópica

"no tóxica" de ouabaina está asociada al intercambio Na+/K+, el que regu­
2+la indirectamente el intercambio Na+/Cs de membrana. Este intercambio se

produciría a dosis bajas del glucósido, el cual probablemente estimula a

la Na+,H+-ATPasa con una ganancia de 082+ intracelular transitoria que es

1a responsable de ls mayortensión contráctil auricular.

De los resultados obtenidos se desprende que el rango de concentración

por el cual la ouabaina ejerce su efecto "terapéutico" o su efecto "tóxico",

parecería depender del balance entre la [Ca2+] y lal:H+] intracelulsres.
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2+Asi, cuando la concentración de Ca intracelular está aumentada y la del

H+está disminuida, la ouabaina induciria contractura; mientras que cuando

la concentración de Baz+ está aumentada y la del H+ es normal o está aumen­

tada, la ouabaina induciria efecto "terapéutico".

Para comprobar esta hipótesis decidimos estudiar la acción de ouabaina

en preparaciones auriculares suspendidas en una solución con una concentra­
2+ción de Ca normal, pero en la que se modificó la concentración de K+ o se

bloqueó el movimiento de K+ a través de la membrana.

2.o) Influencia de Factores que modifican el flujo del H+.

Se pudo observar que la disminución en la [:H+ Je de 6 a 3 mMpotenció

tanto el efecto "terapéutico" comoel efecto "tóxico" de ouabaina.

El umbral para el efecto "terapéutico" se vió ampliamente disminuido y

la respuesta inotrópica máxima alcanzó el doble que con una [:H+] e de 6 mH.

Por su parte, los efectos "tóxicos" (tanto el incremento de la tensión

basal de reposo comoel aumento en la frecuencia) aparecieron a concentra­

ciones de la droga normalmenteÉterapéuticas". Asi, la ourva dosis-respues­

ta para la acción "no tóxica“ y la "tóxica" ae desplazó hacia la izquier­

da respecto a aquellas obtenidas con una [PÜ'JQ que normalmente se en­
cuentra en el plasma-de la rata.

El efecto facilitador que produce la disminución de la [.H+Je sobre 1a
acción inotrópica "no tóxica" y "tóxica" de los digitólicos, podria expli­

carse por el hecho que la disminución en la [K+ ]e, de algún modoestá fa­

cilitando la unión del digitálico a ls Na+,K*-AÏPasa(15 ).

La mayor acción inotrópica y cronotrópica positivas de ouabaina en pre­

sencia de una [ K+:]e de 3 mM,podria estar relacionada con el hecho que

la disminución en la [_H+Je facilita la pérdida de H+por la célula, el

que se intercambia con el Na+extracelular (267) que ingresa a la célula

por un simple intercambio electroquimico. El incremento en 1a [No+ ]1 se­



192

ria el responsable de la taquicardia (h19.3h6,37k). comoasi también del

aumentode la tensión contráctil, ya que posiblemente el Na+intracelular

esté liberando el calcio transitorio de los depósitos intracelulares (1h5).

En cuanto a los resultados obtenidos con el H+extracelular elevado de

6 a 8 mM,Éstoamuestran que el efecto inotrópico "no tóxico" de ouabsina

aparece en forma retardads, es decir con dosis normalmente'tóxicas' de la

droga. Sin embargo, la magnitud del efecto inotrópico “no tóxico“ es mayor.

Las acciones "tóxicas" de ls droga desaparecen en estas condiciones. veri­

ficándose una menorfrecuencia de latido en los preparados auriculares.

Estos resultados parecen responder al conocido efecto antagónico del H‘

sobre la unión de los digitálicos a la Na*,K+-A1Pssa(20 ).

Experimentos realizados tanto 'in vivo" como'in vitro". han documenta­

do que el incremento en la [K+ Je impide la fijación de los digitálicos a

la Na*,K+-ATPssa(39b,321,188) y ésto parece estar relacionado con el re­

traso en la aparición de la acción inotrópica de los digitálicos observa­

da en nuestro estudio.

En la mayoria de las especies animales, el grado del efecto inotrópico

producido por ouabaina, en presencia de diferentes [K*:]e, no se modifi­
ca tan marcadamente comonosotros hemos observado en ls auriculs de rata.

Asi, Akers (15) observó que, en ls auricula de cobsyo. la acción cardiotó­

nica de ouabsina ers muypoco afectada al modificar la [H+ Je.
Ls falta de afecto "tóxico" de ouabaina y el retardo en la aparición del

efecto 'terspéutico' observado sn los preparados expuestos s una [:H* :]e
superior a la que normalmente sa encuentra en el plasma de la rata. se po­

dria explicar hipotéticamante en base a los siguientes mecanismosiónicos

(Figura 56).

El incrementoen la [5* ].. al retardar la fijación de ousbaina s la
Ns+,K+-ATPasa, hace que dosis que normalmente inhiben s le enzima. estimu­

len e la misma. Esto lleva a un mayor efluJo del Na+e influjo del K‘. El
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Na* que sale de la célula ae intercambia con el Ca2*, el cual ingresa a la

misma incrementando la [Cazf] mioplaamática (#09), el cual en forma direc­

ta o indirecta (liberando Ca2+del reticulo sarcoplaamático (1h6)), activa

a la proteinquinaaa dependiente de Ca2*, aumentandola tensión contráctil.

Por su parte, a1 estar incrementada la [K+ ]1, éste desplaza en forma
efectiva al calcio de la proteina contróctil, asegurandouna eficaz relaja­

ción y, por ende, en estas circunstancias no se produce la contractura.

La menor frecuencia de latidos due se observa en presencia de ouabaína

en estas preparaciones expuestas a alto K+, está relacionada probablemente

con una disminución del Na+intracelular que se produce al estar elevado

su eflujo (h19.3h6,37k).

El empleo de drogas capaces de modular el flujo de H‘, tales comoper­

bexiline y SHF-SZSA(222,1k2), fue otro recurso utilizado para tratar de

incrementar el efecto "terapéutico" de ouabaina y disminuir el efecto "tó­
xico" de la droga.

Estas drogas son sminas terciariss capaces de bloquear en forma asimé­

trica el intercambio de K+ a través de la membranacon un gradiente a fa­

vor de la inhibición del eflujo del ión, lo cual lleva en última instan­

cia. al incremento de la concentración de K+intracelülsr (222).

Se pudo observar que, en presencia de estas drogas, el umbral de respues­

ta para ls acción "terapéutica" de ouabaina disminuyósignificativamente,

a la vez que la magnitud de dicho efecto se incrementó. Por au parte, la

contractura fue prácticamente abolida, aunque la mayor frecuencia de las

contracciones persistió comosigno de "toxicidad".

Si se comparan los efectos de ambos bloqueantes del efluJo de H*, se pue­

de comprobarque la perhexilina resultó ser diez veces más eficaz que el

SKF-SZSApara producir su influencia facilitadora sobre la acción "terapéu­

tica" de la ouabaina.

Debido a que la perhexilina ha sido primariamente descripta comoun

bloqueante del influjo de Ca2+ (1k2.369). nos pareció que au mayor efi­
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ciencia podria estar relacionada con un efecto dual de la droga: bloqueo

2* y de la salida de H‘. Ea por ello que consideramosde la entrada de Ca

de interés estudiar simultáneamente la acción de un bloqueante del eflujo

del H+ (SHF-SZSA)y de un inhibidor del influjo del Caz+ (verapamil). Se

pudo observar que dicha asociación sensibilizó al tejido al efecto “terapéu­

tico" de ouabaina, aumentandola magnitud dei efecto inotrópico positivo

y haciendo desaparecer la contractura comorespuesta "tóxica".

La influencia facilitadora ejercida por 1a acción sinérgica de los agen­

2+ y del eflujo del H+, resultó ser detes bloqueantes del influjo del Ca

similar magnitud que la inducida por la perhexilina sola.

Es de interés destacar el hecho que con esta asociación no sólo se po­

tenció el efecto de cada una de las drogas sino que con cinco veces menos

concentración de cada una de ellas, se obtuvo mayor efecto con respecto al

visto con cada una por separado.

La potenciación del efecto "terapéutico" de ouabaina y la abolición de

la contractura en presencia de perhexilina y de SKF-SZSAse podria explicar

en base a los siguientes mecanismosiónicos (Figura 57): el bloqueo del e­

flujo del H+eleva la [H+Ji, lo cual directa o indirectamente (liberan­
2do Ca * del reticulo sarcoplasmático) inhibe a la Na+,K+-AïPasa( 9 ). Ea­

to lleva a un bloqueo en el eflujo del Na+ que conduce a un incremento en

la [Na+ Ji. Esta mayor [Na+ ]i aumenta la [Ca2+] mioplasmatico por tres
2+probables mecanismos: intercambio Na+/Ca2+(30k); liberación de Ca del

reticulo sarcoplesmático (1k5) y/o bloqueo del eflujo de Daz+ (51 ). El 082+

intracelular en exceso activa la proteinquinasa dependiente del mismo. in­

crementandola tensión contráctil. Por su parte, la [H+ ]1 resulta mayor
debido a que si bien su influjo está bloqueado. éste se compensacon el

bloqueo de su efluJo por acción de las drogas.

Al estar elevado el H+intracelular. éste desplaza en forma efectiva al

Caz+de la proteina contráctil, asegurando una eficaz relajación. Es por
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ello Que dosis "tóxicasn de ouabaina no producen contractura, sino que in­

crementan la tensión contráctil efectiva, transformándoseen "terapéuti­

cas".

La mayor frecuencia contráctil que se observa en estas preparaciones es­

tá probablemente relacionada con una elevación en la [N5]1 (519) que se
produce debido al bloqueo de su eflujo.

De estos resultados se desprende que, tanto una elevación en la [H+ 18

(Figura 56) comoel aumento en la [H+ ]i por el bloqueo de su eflujo (Fi­

gura 57), conducen a un aumento en 1a [Saz+ ]1 y en la [H+ ]1 (Figura 58);

aunque ambos lo hacen por mecanismos opuestos, estimulando o inhibiendo a

la enzima, respectivamente.

El incremento intracelular de ambosiones facilita el efecto "terapéuti­

co" de ouabsina y atenúa el "tóxico".

Sin embargo, el aumento en la [K+ 11 inducido por e1.bloqueo del eflujo
del catión, sensibilizó al tejido hacia la acción "terapéutica" de ouabai­

na, incrementando su rango de concentración útil, por disminución del um­

bral de respuesta.

Por el contrario, la mayor [H+]e aumentó el umbral para el efecto
'terapéutico" de ouabaina.

Por otra parte, el bloqueo en el efluJo de H‘ indujo un incremento en

la frecuencia de las contracciones, posiblemente por elevar la [Na+]1; a

1a vez que el aumento de la [H+]e redujo la frecuencia, probablemente por

disminución de la [Na‘]1 (Figura 58).

El sinergismo observado con 1a asociación del bloqueo en el influjo de

calcio y en el eflujo de potasio, obtenido con perhexilina o SHF-SZSA+ ve­

rapsmil, permite postular que la acción "terapéutica" de ouabaina en la

suricula de rata, a diferencia de otras especies (15 ), está relacionada

en forma directa con el incremento en la [H+ ]1 y con una disminución en

el aporte de calcio externo que ingresa a ls célula con el influjo lento.
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De modotal que es probable que el calcio que utiliza el tejido para produ­

cir el efecto "terapéutico" de ouaoains sea el calcio transitorio que pro­

viene de los depósitos intramioplasmáticos.

2+ f1_Siempre que 1a [3+ ]i sea lo suficiente comopara desplazar a1 Ca

Jado en 1a proteina contráctii, se impide el efecto “tóxico” independiente

de la concentración de ouabaína utilizada.

De tal modo que con sólo aumentar 1a [K+ ]1 se puede transformar concen­

traciones normalmente"tóxicas" de ouabaina en concentraciones "terapéuti­

cas", aún cuando la Na+,K+-ATPasaesté inhibida bajo el efecto de sitas

concentraciones de ouabaina.

En 1a auricula de rata, es una condición "aine qua non" para que se pro­

duzca el efecto inotrópico positivo "terapéutico" de ouabaina, que la [H+Ji
esté normal o bien aumentada, pero nunca disminuida. puesto que en esta úl­

tima circunstancia se produce contractura aún con concentraciones normales

da Coz#.

3. INFLUENCIA DE HEDIADÜRES ENDDGENOS SOBRE LDS EFECTOS IEQIRDPICÜS DE BUA­—_——_
BRINA.

Unade las caracteristicas de 1a acción hemodinámiCade los digitálicos

es due en el animal intacta sólo se observa cuando la función cardiaca es­

tá comprometida, posiblemente debido a 1a existencia de mecanismoa.regu1a­

dores en el propio sistema cardiovascular ( 9 ).

Adicionalmente. se ha observado que las caracteristicas en la acción ino­

trópica de los digitálicoa difiere en condiciones "in vivo“ o “in vitro”,

aún cuando la droga sea aplicada directamente a1 miocardio.

'In vivo“, los efectos están atenuados y retrasados debido a que 1a in­

teracción entre el glucósido y 1a enzima es más lenta (17).

Esto llevaria a sospechar que ia intensidad en 1a acción de los digita­

licos podria estar relacionada con ciertos estados fisiológicos del tejido
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que, de alguna manera, regularian 1a reactividad del mismo.

Siendo las catecolaminas y las prostaglandinas agentes que regulan la

actividad del miocardio tanto "in vivo“ como"in vitro“, nos pareció de

interés explorar la influencia que la estimulación noradrenérgica y las

prostaglandinas pueden ejercer sobre los mecanismospor los cuales la sua­

baina ejerce su acción.

3.a) Influencia de las catecolaminaa.

En esta serie de experimentos se quiso examinar la influencia de la ea­

timulación noradrenérgica sobre la habilidad de los glucósidos cardiacos

para incrementar la tensión contráctil del miocardio.

Existen suficientes datos que indican que en la mayoria de las especies

de mamíferos, bajo ciertas condiciunes bien definidas, los glucósidoe car­

diacos pueden producir liberación endógena de catecolaminaa, la cual a su

ver, ejerce el efecto inotrópico positivo actuando sobre.au propio recep­

tor postaináptico (adrenoreceptor beta) (151. #85, #52. #32, #86, 1k9).

En nuestro laboratorio hemosestablecido que, en preparaciones auricun

lares aisladas de rata y estimuladaa eléctricamente, la ouabaína incremen­

ta la tensión contráctil por medio de dos mecanismosdiferentes: uno depen­

diente de la frecuencia de estimulación, que parece estar relacionado con

la liberación de noradrenalina y que se pone de manifiesto con altas con­

centraciones de ouabaina; y un segundo mecanismo. independiente de la fre­

cuencia de estimulación, no relacionado directamente con la actividad nora

adrenérgica y que ocurre con concentraciones bajas de la droga (178).

De modotal que está bien documentadoque bajo ciertas circunstancias,

ls ouabaina puede inducir su acción inotrópica positiva por liberación del

neurotransmisor endógeno. Sin embargo. lo que no ha sidu establecido ni ea­

tudiado aún es si la estimulación norsdrenérgica puede modular el efecto

inotrópico positivo que ouabaina ejerce al actuar sobre su receptor putati­
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vo.

En este trabajo quisimos explorar la influencia que la estimulación nor­

sdrenérgica puede ejercer sobre la acción inotrópica positiva de la ouabai­

na en auriculas latiendo espontáneamente.

Las concentraciones de norepinefrina exógena escogidas se encuentran den­

tro del rango de aquellas liberadas por el terminal nervioso noradrenérgi­

co cardiaco ( h2) y que no producen "per se" efecto inctrópicu positivo

alguno. .

Pudo observarse que la activación de los adrenoreceptorea beta ejercie­

ron, en el miocardio auricular de la rata, una influencia inhibitoría so­

bre la acción inotrópica positiva "terapéutica" de ouabaina; comolo de­

muestra el hecho que en presencia de concentraciones eubumbrales de norepi­

nefrina la acción "terapéutica" del digitálico disminuyónotablemente.

La acción inhibitoria ejercida por el neurotransmiaor adrenérgico esta­

ria relacionada con su concentración a nivel del receptor postsinápticn,

ya que ae observó una relación directa entre la concentración de norepine­

frina exógenaen la biofase y su afecto inhibitorio.

El hecho que el bloqueo del adrenoreceptor beta con (-)-propranolal

(10'7M) ( 32) revirtió el efecto inhibitorio inducido por norepinefrino

exógena sobre la influencia inotrópica positiva de ouabaina, permite postu­

lar que dicho efecto inhibitorio estaria relacionado con la activación di­

recta del adrenoreceptor beta por el aguniata especificoo

Es bien conocido que los agonistas de sdrenoreceptores beta estimulan

a la sdenil ciclaaa, enzima directamente asociada con dicho receptor (SHZ).

Ïanto la adenil ciclasa como la Na+,K+-ATPasaestán asociadas a la mem­

brana celular (630).

Moszik (3k7), comparando el efecto de varias drogas sobre la Na+,H+-ATP­

asa y la adenil ciclasa aisladas del corazón y del estómagode la rata y

de la mucosa gástrica humana, llegó a la conclusión que la mayoría de las
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drogas ejercen sus efectos especificos a través de una de las dos enzimas;

pero que si bien ambossistemas enzimáticos estén separados, la estimula­

ción de la ciclasa está usualmente asociada con el bloqueo de la Na+,H+­

ATPass.

De este concepto se desprende que en nuestro sistema probablemente la

norepinefrina exógena, al actuar sobre el adrenoreceptor beta, estimule a

la adenil ciclasa, lo que de alguna manera conduce a la inhibición de la

Na+,H+-ATPasa. '

Adicionalmente, por los resultados antes descriptos, este trabajo sus­

tenta la hipótesis que la influencia inotrópica "no tóxica" de ouabaina es­

tá probablemente relacionada con la estimulación de la Na+,H+-ATPasa,la
2+ intra­cual,mediante el intercambio Na+/Ca2+,conduce a una ganancia de Ca

celular transitorio, que es el responsable del incremento de la tensión con­

tráctil auricular observado con bajas concentraciones de ouabaina.

Es por ello. que en la falta de efecto inotrópico positivo "terapéutico"

de ouabaina observado tras la activación del adrenoreceptor beta con nore­

pinefrins exógena, estaria involucrada la inhibición de la Na+,H+-ATPasa

inducida por la activación previa de la adenil ciclasa.

Este cambio en la actividad de la bombade Na+/H+seria, en última ins­

tancia, el responsable de la Falta de efecto "terapéutico" de ouabaina en

presencia del sgonista adrenérgico; puesto que comoya se menCionó, la ac­

ción "terapéutica" de ouabaina en el miocardio auricular. está probablemen­

te asociada a la estimulación de 1a Na+,H*-ATPssay no con la inhibición

de la enzima.

El hecho que la norepinefrina exógena no haya sido capaz de modificar

ls acción "tóxica" de ousbaina estaria indicando posiblemente que el influ­

Jo de Ca2+, que normalmente acontece durante la activación de la sdenil cio

class (#02). no es lo suficientemente importante para inhibir profundamen­

te a la Ns+,K*-ATPssacomopara inducir contractura con concentraciones ba­
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Jas de 1a droga.

El antagonismo entre la adenil ciclasa y la Na+,K+-ATPasa,según Schwartz

(630), podria ser debido a que:.a) la función de ambas enzimas involucra

a una misma proteins de membranaque cataliza ambas reacciones; b) que exis­

tan cambios en el estado de los lípidos de las membranas, los cuales acti­

van a una e inhiben a 1a otra enzima; o c) que el producto de una de las

reacciones module 1a actividad de la otra (#30).

En nuestro sistema, esta última posibilidad es la más Factible ya que

1a activación de la adenil ciclasa involucra una elevación en la concentra­

2+ mioplasmático, el cual activando a la fosforilasa quinasa, in»ción de Ca

crementa aún más la [Ca2+ 11, que en última instancia, conduce a 1a inhi­

bición de la Na*,K*-Aïpasa.

Para resumir estos conceptos, en la Figura 59 se esquematiza el mecanis­

moprobable por el cual la estimulación del adrenoreceptor beta inhibe la

acción "terapéutica" de ouabaina. En ella ae muestra que la norepinefrina

exógens, al actuar sobre dicho sitio, estimula a la adenil ciclasa sumen­

tando los niveles de AMPcíclico. E1 AMPcíclico activa directamente a la

proteinquinasa dependiente de AMPcíclico e indirectamente a la protein»

quinasa dependiente de Ca2+al promover el influjo del catión. Estas, en

última instancia, activan a 1a fosforilasaquinasa. Segúnwollenherg (5k2),

ésta última eleva aún más la [ha2+]1 a1 inducir su liberación desde los

depósitos intracelulares. E1 incremento en 1a [Ca2+Ji inhibe a 1a Na+,K*­

ATPasa(310) y a su vez activa a la fosforilasaquinasa (562) produciéndo­

2* miopiasmá­se asi un circulo vicioso que asegura el incremento en el Ca

tico y 1a inhibicion de la bombade Na+/K+; condiciones ambas que en for­

ma reiterada señalamos comoresponsables de la atenuación o abolición de

la acción "terapéutica" de ouabaina.

E1 bloqueo del adrenoreceptor beta sctuaria en el primer paso de esta

secuencia (Figura 59) y es por ello que el prepranolol revierte el efecto
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inhibitorio que ejerce la norepinefrins exogenasobre la acción inotrópica

de ousbaina.

3.b) Influencia de lasgprggtaglandiggs.

Esta serie de experimentos nos indica que las prostaglandinas. al igual
que la norepinefrina exógena, son capaces de modular 1a acción inotropica

positiva "terapéutica" de ouabaina.

Sin embargo, la influencia reguladora (estimulante o depresora) que ev

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 intrínseca.

Debido a ello vamos a detenernos, en primer término, en 1a acción con­

tráctil inducida por cada una de las prostaglandinas sobre el miocardio

auricular, identificando dichos efectos con la habilidad de las mismaspa­

ra modificar la liberación del neurotransmisor. Másadelante, se conclui­

rá con el análisis de la influencia moduladoraque las prostaglandinas y

los agentes inhibidores de su sintesis endógena. ejercen sobre el efecto
"terapéutico" de ouabaina, relacionando dichas influencias con una posi­

ble participación adrenérgica.

Las acciones de las prostaglandinas sobre el corazón son dificiles de

interpretar y muys menudoson consideradas comoejerciendo un efecto in­

directo o secundario a su influencia sobre la circulación periférica.

Los precursores de las prostaglandinas parecen modificar la contracti­

lidad del miocardio en una amplia variedad de condiciones experimentales

y especies animales. Sin embargo, parecen existir contradicciones en el

tipo de respuestas que ellas son capaces de producir (353,320,367,k81,h1 ,

31h).

En publicaciones recientes de nuestro laboratorio, hemosdocumentado

que en ls auriculs aislada de rata, la PGEI, PGEZ,PGF2alfa, P612 y el
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TX82(#65,73,k61.k63,h6k) ejercen un efecto inotropico variable que depen­
de de la prostaglandina o proatanoide utilizado. Sin embargo, cualquiera

sea el tipo de respuesta contráctil inducida por las prostaglandinas y pros­

tanoide, ésta se encuentra relacionada con mecanismosadrenérgicos (532).

Loa resultados de este estudio confirman los anteriormente citados. Asi,

se observó que la PGE1y la PGE2producen diferente efecto inotrópico, de­

pendiendo del tipo de proataglandina y de la concentración utilizada.

La PGE1induJo sólo un efecto inotrópico negativo, mientras que la PGE2

produjo un efecto bifásico: inotrópico negativo a bajas concentraciones y

positivo a altas.

Existen importantes diferencias en las respuestas contráctiles del mio­

cardio hacia las prostaglandinas de la serie E. Asi, en preparaciones

Langendorff de corazones de rata, gato y conejo, la PGE1no tuvo efecto

( #1), mientras que en loa corazones de sapo y cohayo tuvo una acción esti­

mulante ( #1). Por otra parte, Levy y col. (31k) han documentadouna influen­

cia bifásica de la PGE2en la auricula de conejo.

El hecho que la PGE1y la PGE hayan disminuido la tensión auricular de2

la rata y que concentraciones subumbrales de norepinefrina exógena hayan

abolido dicho efecto inotrópico negativo, sugiere una participación adre­

nérgica relacionada con una disminución en la concentración del neurotrans­

misor en el receptor postsináptico. Este hecho se ve confirmado por el ha­

llazgo de que en el estudio simultáneo de la actividad mecánica auricular

y de la liberación de norepinefrina tritiada, la PGE1deprimió ls tensión
contráctil fásica al mismotiempo que inhibió la liberación del agonista

adrenérgico.

Estas observaciones son consistentes con resultados obtenidos por otros

(220,21h,532,531,529,212,k72.k73), quienes sugieren que las prostaglandinas

de la serie E tienen una acción inhibitoria sobre la liberación del neuro­

transmisor adrenérgico, actuando sobre un receptor presináptico independien­



207

te a1 receptor alfa-preaináptico (#65).

Cabe destacar, que el efecto inotrópico positivo observado con dosis al­

taa de PGE2parece aer directo sobre au propio receptor postaináptico no
relacionándoae con 1a actividad adrenérgica del tejido (“55).

Los efectos inotrópico y cronotrópico positivos observados en Este tra­

bajo con proataciclina (P512) confirman hallazgos previos de nuestro labo­
ratorio (“61) e indican que la proataciclina, en la auricula aislada de ra­

ta, ea un potente agente cardiotónico, que presumiblemente actúa indirecta­

mente a través de mecaniamoacatecolaminérgicos.

En afecto, fue posible observar que la praataciclina provocó un incremen­

to en la tensión contráctil y en la frecuencia que fue proporcional a su
15 9

concentración y que abarcó un amplio rango comprendido entre lÜ- y 10- M.

Cabe destacar, que no es posible considerar al incremento en la tensión

contráctil inducido por PGI comoun afecto secundario dependiente del in­2

cremento en 1a frecuencia de las contracciones, ya que es bien conocido que

la auricula de rata presenta el fenómenode la escalera negativa (“85,233r

53k).

El hecho que ambos efectos cardiotónicos de P812 hayan sido inhibidos

por el bloqueo de adrenoreceptores beta con propranolol. permite postular

una posible participación adrenérgica relacionada con un incremento en la

concentración del neurotransmisor en la vecindad del receptor postoinápti­

co.

El análisis comparativo de los efectos de P812 sobre la velocidad de li­
beración de norepinefrina tritiada y sobre la actividad oontráctil auricular,

avalan este concepto. Asi, se pudo obaervar con al registro simultáneo de

ambosparámetros, que el incremento en la tensión contráctil fáaica, indu­

cido por la proataciclina, coincidió con un aumentoen la liberacion de tri­

tio por el miocardio auricular. Este hecho está indicando que 1a P812 ejer­
ce au efecto cardiotónico a través de la liberación del neurotransmisar a»
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Existen trabajos que indican que la norepinefrina es capaz de producir

la liberación de P812 del corazón ( 65), pero no hay ningún estudio haa­

ta ahora, que haya demostrado la situación opuesta.

Nuestro postulado sobre una clara interrelación entre los efectos car­

diotónicos de la prostaciclina y su capacidad para incrementar la conCEntra—

ción del neurotransmisor en la vecindad del adrenorecaptor_postsináptico a

través de la liberación presináptica del mismo,está avalado por el hecho

que en los animales simpatectomizados con G-DHDA,el efecto cardioestimulan­

te de P812 desaparece totalmente.

Los resutados obtenidos con la PGF2alfa, a las dosis utilizadas en es­
te estudio, indican que esta prostaglandina no modifica la tensión contrac­

til.auricular ni es capaz de modificar la liberación del neurotransmisor.

Sin embargo. en estudios recientes realizados en nuestro laboratorio

( 73 ). se muestra que con.concentraciones mayores de PGFéalfa, se obtiene
una acción inotrópica positiva de gran magnitud; A su vez, los mecanismos

adrenérgicos inhiben la influencia contráctil de la PGF2alfa, pero dicha
prostaglandina no fue capaz de modificar la actividad adrenérgica del te­

Jido (73 ).

Del análisis de los resultados obtenidos con las diferentes prostaglan­

dinas, se puede postular que existe una directa relación entre los efec­

tos contráctiles de las mismasy su habilidad para modular la liberación

del neurotransmisor adrenérgico. Asi, la PGE1y la PGEZ,que disminuyeron

la tensión contráctil auricular, inhibieron la liberación de norepinefrina.

Por el contrario, la PGI2que incrementó la tensión contráctil fásica, pro­

movió la liberación del neurotransmisor; y la PGF2alfa no modificó ninguno
de los dos parámetros estudiados.

Esta habilidad de las prostaglandinas para regular mecanismosadrenérgi­

cos en el miocardio, hace posible que las mismas sean capaces ds alterar en
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forms indirecta la acción inotrópica positiva que la ouebaina ejerce so­

bre el miocardio auricular de la rata. Dicho en otras palabras, si las pros­

taglandinas son capaces de modificar la concentración del neurotransmisor

en la biofase, y éste a su vez tiene la propiedad de inhibir la acción car­

diotbnica "terapéutica" de ouabaina, es probable que las diferencias en la

acción moduladoraque las prostaglandinas ejercen sobre el efecto cardiotó­

nico de ouabaina, dependan de la capacidad de las mismas para incrementar o

disminuir la concentración de norepinefrina en la vecindad del receptor post­

sináptico.

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 PGE1y la EGE2potenciaron la magnitud del efecto inotrópico positi­

vo de ouabaina, mientras que la P812 atenuñ notablemente la influencia de

la droga, y en presencia de PGF2alfa la acción cardiotónica de ouabaina
no se modificó.

El efecto potenciador ejercido por las prostaglandinas de la serie E so­

bre la acción inotrópica positiva de ouabaina, podria estar relacionado con

su capacidad para inhibir la liberación del neurotransmisor. De tal modo

que la ouabsina queda libre del efecto inhibitorio que normalmenteejerce­

ria 1a presencia del neurotransmiaor en la biofase, al estar bloqueada la

liberación del mismopor la presencia de las prostaglandinas de la serie E.

El hecho que la PGF2alfa se haya mostrado inefectiva para modificar la

accion "terapéutica" de ouabaina, podria relacionarse con ls imposibilidad

de la mismapara modificar la concentración de norepinefrina a nivel del

receptor postsináptico.

Por último, en la influencia inhibitoris ejercida por la PGI2sobre los
efectos de ouabaina, la existencia de una posible intervención adrenérgica

es prácticamente inequívoca. El hecho que en las auriculas provenientes de
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animales simpatectomizadoa con G-OHDAcomo asi también el bloqueo de los

bata adrenoreceptores postsinápticos con propranolol, hayan producido una

reversión total de la influencia inhibitoria de 1a P812 sobre la acción
"terapéutica" de ouabaina, confirman nuestra hipótesis. En la mismase pos­

tula que la PBI2 ejerce su efecto antagónico actuando a través de un meca­

nismo adrenérgico que involucra la liberación presináptica del neurotrans­

misor y la consiguiente activación del adrenoreceptor beta¿postsináptico.
Es entonces plausible considerar al efecto modulatorio que ejercen las

prostaglandinas sobre la acción de cuabaina comouna manifestación secunda­

ria, dependiente de la capacidad de las mismas para incrementar o disminuir

la disponibilidad de norepinefrina en el receptor postsináptico.

En la Figura 60 se esquematizan los mecanismos probables por loa cuales

las prostaglandinas, a través de la estimulación o de la inhibición de la

actividad adrenérgica intrínseca, puedenmodificar el efecto "terapéutico"
de ouabaina.

La PGI2 incrementa la concentración de norepinefrina en la biofase al
estimular su liberación. Este incremento en la concentración del neurotrans­

miaor en el receptor postsináptico, induce a una hiperactividad de la ade­

nil ciclasa, situación que lleva a la inhibición de la actividad de la Na+,H+­

ATPasa. Este fenómeno seria el responsable del efecto bloqueante de la P512

sobre la acción "terapéutica" de ouabaina.

La PGE1y la PGE2disminuyen la concentración de norepinefrina en la

biofase al bloquear su liberación de los sitios presinápticos. La disminu­

ción de la concentración de norepinefrina en el receptor postsináptico in­

duce a una hipoactividad de la adenil ciclasa. situación que conduce a una

estimulación de la Na+,H*-ATPasa.Este fenómeno seria el responsable, en

última instancia, de la potenciación que ejercen las prostaglandinas de la

serie E sobre la acción "terapéutica" de ouabaina.

Por último, la PGF2alfa no modifica la acción inotrópica de ouabaina
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por ser incapaz de modificar la liberación del neurotransmisor, y al no

alterar la concentración postaináptica de norepinefrins, no tiene capaci­

dad para modificar la actividad de la sdenil ciclasa ni de ls Na+,H+-ATPasa.

El uso de agentes bloqueantea de la sintesis de prostaglandinas endóge­

nas, tales comola indometacinay el ácido acetil aalicilico (135), confir­

man la sospecha que las prostaglandinas endógenae ejercerian un efecto in»

hibitorio sobre le acción "terapéutica" de la ouabaina. En efecto, el he­

cho de que en presencia de indometacina o ácido acetil salicilico se poten­

cia el efecto cardiotónico de ouabaina. permite sugerir que en el miocardio

auricular predominanlas prostaglandinas con actividad inhibitoria sobre

este fenómeno.

Es posible entonces que, en nuestras condiciones experimentales. el efes­

to de lea prostaglandinas endógenas este posiblemente relacionado con la

P812, ya que de todas las prostaglandinas utilizadas fue la única capaz de
ejercer una acción inhibitoria sobre el efecto csrdiotónico de ousbaina.

Estos resultados coinciden con el concepto generalizado de que, entre

todas las prostaglandinas, ls PGÍ2es la que más se sintetiza y libera en
el corazón de rata, conejo y cubsyo (252. 102, “25).
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255mm
CONCLUSIONES

En el presente estudio, hemosanalizado los efectos de ouabaina sobre

1a actividad contráctil 'in vitro“ dei miocardio, comparandosus acciones

con 1a de otras drogas de efecto inotrópico variable, tales comolas pros­

taglandinas.

Mediante el estudio de 1a influencia de diversos factores capaces de mo­

dificar los flujos iónicos a través de la membranaplasmática, ae pudo ex­

plorar algunos de los probables mecanismosfisiofarmacológicos implicados

en las acciones "terapéuticas" y "tóxicas" de los glucósidos cardiacos.

Por último, el análisis de la influencia de ciertos mediadores endógenos,

tales comoprostaglandinas y norepinefrina exógena, sobre 1a acción cardio­

estimulante de ouabaina, permite relacionar los mecanismosde acción del

glucósido cardiaco con 1a actividad noradrenérgica y el flujo iónico de mem­

brans.

Nuestro primer objetivo fue definir las acciones "terapéutica" y "tóxi­

ca" de ouaoaina en el miocardio auricular aislado de rata.

Se pudo verificar que aquellas concentraciones de ouabaina que induJeron

sólo efecto inotrópico positivo seguido de una relajación efectiva, sin cam­

bios en la tensión basal ni en 1a frecuencia de las contracciones, se iden­

tificaron como"terapéuticas" o "no tóxicas“; mientras que aquellas que des­

pertaron un aumento en 1a tensión de reposo o basal (contracturs). con in­

cremento en 1a frecuencia de las contracciones y disminución de la tensión

contréctil fásica. fueron tipificadas como"tóxicas".

Del análisis de las curvas scumuiativas dosis-respuesta de ouabaina, se

desprende que,en el corazón de rata, las concentraciones de los digitali­

cos requeridas para despertar efectos inotrópicos positivos son extremada­

mente altas, y el rango de concentraciones de 1a droga capaces de producir
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una respuesta cardiotónica,es muyreducido.

A su vez, se pudo comprobar que la máxima concentración útil capaz de

inducir la acción l'terapéutica" está muypróxima a la concentración minima

capaz de inducir la acción "tóxica" de la droga.

Fue asi, que nos propusimos, mediante el cambio en el ambiente iónicc,

ampliar el rango de concentraciones útiles de ouabaina, disminuyendo el um­

bral para la respuesta "terapéutica" y al mismotiempo, transformar las con­
centraciones "tóxicas" de ousbaina en concentraciones "no tóxicas".

2+Con este fin, se modificó el flujo de Ca y K+ e través de la membrana;

alterando la concentración de ambosen la solución tisular o utilizando a­

2+ o del eflujo del “+9gentes bloqueantes del influjo lento del Ca

El análisis de los resultados obtenidos en esta serie de experimentos

nos permite extraer las siguientes conclusiones:

a) El incremento en la concentración de Ca2+ extracelular desde 1.2 mM

hasta 2.6 mM,senaibiliza sl tejido a los efectos "tóxicos" de la ouabai­

na y stenüa paulatinamente la acción "terapéutica" de la droga, siendo am­

bos fenómenosdirectamente proporcionales al incremento del calcio extra­

celular.

b) La reducción intramioplasmática de calcio,inoucida por la disminu­

ción en la concentración extracelular de calcio o por el uso de agentes

bloqueantes del flujo lento del ión, sensibiliza al tejido al efecto "te­

rapéutico" de ouabains, stenuando y retardando ls aparición del efecto “tó­

xico”. De modotal que se observa una relación inversa entre la acción “te­

rapéutica" de ouabaina y la concentración de calcio intracelular.

c) La disminución en la concentración del H‘ extracelular potencia tan­

to el efecto l'terapéutico“ como"tóxico" de ouabaina, disminuyendo el um­

bral para ambas acciones.

d) El incremento en la concentración del K+extracelular produce una

potenciación del efecto inotrópico positivo 'terapéutico" y una disminu­
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ción del efecto "tóxico". Sin embargo, en estes condiciones, dosis normal­

mente "terapéuticas" son inefectivaa para producir efecto inotrópico posi­

tivo, el cual sólo se pone de manifiesto con concentraciones "tóxicas" de

_ouabaina. Por su parte, las manifestaciones "tóxicas" de ouabaina desapare­
cen con el incremento en la concentración de K+extracelular.

e) Loa agentes moduladores del eflujo de H+potencian y sensibilizan al

tejido auricular a los efectos "terapéuticos" de ouabaina, con una atenua­

ción significativa de la contractura y un incremento considerable en la fran

cuencia de las contracciones.

f) La asociación de un agente blogueante del influjo de calcio con un

agente moduladordel eflujo de potasio, potencia en diez veces el efecto

facilitador de cada uno por separado sobre la acción "terapéutica" de cua­

baina y transforma las dosis "tóxicas" de la droga en dosis "terapéuticas".

Estas observaciones nos llevan a postular:

l) Pequeños cambios en el ambiente iónico llevan a grandes modificacio­

nes en las acciones "terapéuticas" y "tóxicas" de ouabaina.

2) El rango de concentración por el cual ouabaina ejerce su etecto "te­

rapéutico" o "tóxico" parece depender del balance entre la [ Esa]i y la

[W ]1. Cuando la [Caza+]1 está aumentada y la [W :11 está disminuida,

la ouabaina induce contractura; mientras que cuando la [:Ca2*]i está au­

mentada y la [ K+]1 es normal o está incrementada. ouabaina induce efec­

to "terapéutico".

3) La influencia "terapéutica" de ouabaina está asociada al intercam­
2+bio Na*/H+, el que regula indirectamente el intercambio Na+/Ca de mem­

brana. Este intercambio se produce a dosis bajas del glucósido. el cual
2probablemente estimula a la Na+,H+-AÏPaaacon una ganancia de Ca + intra­

celular transitorio que es el responsable del incremento de la tensión con­

tráctil auricular.

k) La influencia "tóxica" de ouabaina está asociada a la saturación de
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2+. Este fenómeno acontece con do­los depósitos intracitopiasmáticos de Cs

sis altas de digitálicos, que ejercen un efecto inhibitorio sobre la acti­

vidad de ls Ns*,H*-ATPasa con una disminución en la [DH+J1.s incremento

en la [Caz+]i y en ls [No+ ]1. Este disbalance es el responsable de los
signos “tóxico” de ls droga: contractura e incremento en la frecuencia de

las contracciones.

Con el objeto de analizar algunds de los mecanismosfisiológicos impli»
cados en la acción de los glucósidos cardiacos, se exploró la influencia

de ciertos mediadores endógenos,tales comonorepinefrina y prostaglandinas.

De la influencia que la estimulación noradrenérgica ejerció sobre la ac­

ción inotrópics positiva de suabaina, se puede llegar a la siguiente con­

clusión:

g) Ls activación del sdrenoreceptor beta ejerce . sobre el miocardio su­

rioular de rata, una influencia inhibitoria sobre la acción inotrópica po­

sitiva "terapéutica" de ouabsina sin modificar la acción "tóxica", comolo

demuestra el hecho que en presencia de dosis subumbrales de norepinefrina,

la acción "terapéutica" disminuuónotablemente. Dicho efecto fue reverti­

do por al bloqueo del sdrenoreceptor con propranolol.

Estes observaciones nos llevan s postular que:

5) En la falta o disminución del efecto l'terapéutico" de ouabains obser­

vado por la activación del sdrenoreceptsr beta con norepinefrins exógena,

estaria involucrada la activación previa de la adenil ciclsss que, s tra­

vés ds diferentes mecanismos, induciris un incremento en la concentración

de Cs2+ mioplasmático, que seria el responsable de la inhibición de ls sc­

tividad de is Na*,K*-ATPasa,elemento responsable de ls atenuación o aboli­

ción de ls acción 'tsrspéutica' de ousbsins.

Por último. el análisis de ls influencia de las diversas prostaglandinas

exógenas sobre el miocardio auricular. permite arribar a las conclusiones

siguientes:
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h) Existe una relación directa entre los efectos contráctiles de las

prostaglandinas y au habilidad para modular la liberación del neurotrans­

miaor adrenérgico. Las PGE1y PGE2disminuyen la tensión contráctil auri­

cular e inhiben la liberación de norepinefrina; por el contrario, la P812
incrementa 1a tensión contráctil fáaica. promuevela liberación del neuro­

transmiaor y la PGF2alfa no modifica ninguno de los parámetros estudiados.

i) La habilidad de laa prostaglandinas para regular mecanismosadrenér­

gicoa en el miocardio, hace posible que las mismas aean capaces de alterar

en forma indirecta la acción inotrópica positiva que la ouabaina ejerce ao­

bre el miocardio auricular.

J) Las prostaglandinas pueden potenciar o inhibir el efecto inotrópico

positivo "terapéutico" de ouabaina, dependiendodel tipo de prostaglandina

en estudio: las PGE1y PGE2potencian la magnitud del efecto inotrópico

positivo de ouabaina ; mientras que la PGI2 atenúa notablemente la acción

de la droga; y en presencia de PBF2alfa. la influencia cardiotónica de oua­
baina no se modifica.

k) La inhibición de la sintesis de prostaglandinas endógsnaa. potencia

el efecto cardiotónico de ouabaina, sugiriendo que en el miocardio auricu­

lar predominanlas prostaglandinas con actividad inhibitoria sobre esta fe­

nómeno.

Estas observaciones nos llevan a postular:

6) El efecto modulatorio que ejercen las prostaglandinas sobre la acción

de ouabaina, puede ser considerado comouna manifestación secundaria depen­

diente da la capacidad de las mismaspara incrementar o disminuir la dispo­

nibilidad del neurotransmiaor an el receptor postsinéptico.

- La PGI2 incrementa la concentración de norepinefrina en la poatainap­
sia por estimular su liberación: el incremento en la concentración del neu­

rotransmisor induce una hiperactividad de la adenil ciclasa, situación que

lleva a una inhibición de la Na*,H*-AÏPasa. Este último fenómenoseria el
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responsable del efecto bloqueante de ls PBI2 sobre la acción "terapéutica"
de ousbaina.

- Las PGE1y PGE2disminuyen la concentración de norepinefrina en la bio­

fsse al bloquear su liberación de los sitios preainápticoa. ésto induce a

una hipoactividad de la edenil ciclasa, lo que conduce a una estimulación

de la Ns+,H*-ATPasa.Este fenomeno seria el responsable de la potenciación

que ejercen las prostaglandinas de ls serie E sobre le accion "terapéutica"

de ouabaina. .

- La PGF2alfa no modifica la acción de ouabaina por ser incapaz de in­

ducir cambios en la actividad noradrenérgica.

7) El uso de agentes bloqueantes de la sintesis de prostaglandinas endó­

genas, permiten postular que las mismasejercen un efecto inhihitorio sobre

la acción "terapéutica" de ouabsina. Esto sugiere que en al miocardio auri­

cular, predomina la acción de PGIZ, que fue de todas las utilizadas, la ú­
nica con actividad inhibitoris.
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RESUMEN

Sa estudió los efectos "terapéuticos" y "tóxicos" de ouabaina sobre la

actividad mecánica del músculo auricular aislado de rata; asi comotambién

'las modificaciones inducidas por factores capaces de alterar los flujos ió­

nicos a través de la membranay por mediadores endógenos,talea comoprosta­

glandinas y catecolaminaa, sobre dicho fenómeno.

En ls auricula aislada de la rata, la ouabaina. en un escaso rango de

concentración, indujo acciones "terapéuticas" y "tóxicas". Las primeras se

caracterizaron por un incremento en la tensión contráotii fásica seguida

de relajación efectiva, sin cambios en la frecuencia; y laa segundas se i­

dentificaron por un incremento en la tensión basal o de reposo y un aumen­

to de la frecuencia de las contracciones, con disminución de la tensión fá­

sica.

2+ extracelular potenció el efec­‘El incremento en 1a concentración de Ca

to "tóxico" de ouabaina y atenuó su acción "terapéutica".

La reducción intracitoplaamática de Ca2+, inducida ya sea por la dismi­

nución en la concentración del Baz+ extracelular o por el bloqueo del in­

flujo lento del ión, senaibilizó al tejido a la acción "terapéutica" de oua­

baina, atenuando y retardando la aparición del efecto "tóxico".

La disminución en la concentración de K+extracelular potenció tanto el

efecto "terapéutico" comoel "tóxico" de la droga. disminuyendo el umbral

para ambas acciones.

El incremento en la concentratión de 5+ intracelular, inducida ya sea

por aumento en la concentración de H+extracelular o por bloqueo del eflu­

Jo de H*, potenció el efecto inotrópico "terapéutico" de ouabaina, desapa­

reciendo por completo la contractura comofenómeno "tóxico".
2+La asociación de un agente bloqueante del influjo de Ca con un agente

moduladordel efluJo de K‘, potencia en diez veces el efecto facilitador
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que cada uno por separado ejerce sobre la acción "terapéutica" de ous­

baina y transformó a las dosis "tóxicas" de la droga en dosis "terapéu­

ticas".

La activación del adrenoreceptor beta con norepinefrina ejerció una in­

fluencia inhibitoria sobre el efecto "terapéutico" de ouabaina sin modifi­

car el efecto "tóxico".

Las prostaglandinas puedenpotenciar o inhibir el efecto inotrópico "te­

rapéutico" de ouabsína, dependiendo de la capacidad de las mismas para in­

crementar o disminuir 1a disponibilidad del neurotransmieor en el receptor

postsinéptico.

La P812, que incrementa la concentracion de norepinefrina en la postoi­
napsis al estimular su liberación, bloquea la acción "terapéutica" de oua­

boina.

Las PGE1y PGE2potencian el efecto "terapéutico" de ouabaina al dismi­

nuir la concentración de la norepinefrina en el adrenoreceptor beta, ya

que inhiben la liberación del neurotransmisor.

La PGF2alfa no modifica la acción de ouabsina ni altera la actividad
noradrenérgica del tejido.

El bloqueo de la sintesis de prostaglandinas endógenas, potenció el e­

fecto "terapéutico" de ouabaina.

En consecuencia se concluye que:

l) Pequeños cambios en el ambiente iónico llevan a grandes modificacio­

nes en las acciones "terapéutica" y 'tóxica' de ouabaina.
2+2) Cuandola concentración de Ca intracelular está aumentada y la con­

centración de K+intracelular está disminuida, ouabaina induce contractu­

ra; pero cuando la concentración de Ca2* intracelular está aumentaday la

concentración de K‘ intracelular es normal o está aumentada. la ouabaina

induce efecto "terapéutico".

3) La influencia "terapéutica'l de ouabaina está asociada a una estimula­
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ción de la Na+,H+-ATPasay le 'tóxica' s una inhibición de 1a enzima.

b) En la falta o disminución del efecto "terapéutico" de ouabaina aso­

ciado a la estimulación del adrenoreceptor beta, estaria involucrada la sc­

tivación previa de 1a adenil ciclasa con una inhibición de ls Na+,H*-ÁTPass.

5) El efecto moduladorque ejercen las prostaglandinas sobre la acción

de ousbaina, puede ser considerado comosecundario, dependiente de la capa­

cidad de las mismaspara incrementar o disminuir la concentración del neu­

rotransmisor en la vecindad del receptor poatsináptico.

6) Las prostaglandinas endógenas ejercen un efecto inhibitorio sobre 1a

acción "terapéutica" de ouaoaina, predominando la acción de 1a P812 en com­

paración con las otras prostaglandinas estudiadas.
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SUMMARY

The "therapeutic" and "toxic" effects of ouabain on isolated rat atria

were studied. Changes induced by alterations in ionics fluxes and by ca­

techolamines and prostaglandins were also anslyzed.
l.From 0.36 X 10' Mto 1.5 x 10'“M, ouabain caused a concentration-depen­

dent increase of the effective isometric developed tension. These concentra­

tions ("non toxic") had no chronotropic effect. However, above 1.5 X 10’“H

signs of digitalis "toxicity" were found, i.e. a progressive decrease of

the isometric developed tension, augmentation of resting tension of tonic

contractions or contracture and sccsleration of resting tension.

The increase in the [:Ca2+:]° reduced the "non toxic" effect of ousbain
and facilitated its "toxic" action.

Onthe contrary. the decrease in the [:Caz*:]o or treating the atria with
calcium blocking agents, potentisted the."therapeutic" action of ouabain,

attenuating and delaying the onset of "toxic" actions.

The decrease in the [ K+:]o potentiated "non toxic" and "toxic" effects
of the drug.

Increasing [:H+]° or treating the atris with H+effiux blocking agents,
potentiated the "non toxic“ action of ouabain, attenueting the contracture.

The association of calcium and potsssium blocking agents, potentiated

ten times the facilitatory action of each one and transformed "toxic"

concentrstiona of ousbsin in "non toxic" ones.

Norepinephrine inhibited the "non toxic" effect of ouabain. Onthe con­

trary. "toxic" effects were not modified by the beta-adrenergic agonist.

Prostsglandins potentiated or inhibited the "therapeutic" action of

ouabain depending on their ability to increase or decrease norepinephrine

concentration on the postsinaptic receptora.

PGE and PGE2potentisted the inotropic action of ouabsin, probablyl
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through an inhibitory effect of prostaglandins E series on the release of

the adrenergic transmitter from nerve terminals.

PGI inhibited the "therapeutic" action of ouabain. This action is indi­2

rect. via an increase tn the release of preaynaptic catecholamines.

PGF2alpha was unable to modify the "therapeutic" action of ouabain and
the sdrenergic activity of the tissue.

The inhibition of endogenousprostaglandins synthesia potentiated the

"non toxic" action of ouabain. '

Results demostrated:

1) Small changes in ionic environment produce wide modificationa in the

action of ouabain.

2) Uhen the Es2+ ]1 increases and the [H+ Ji decreases, ouabain in­

duces contracture; but when the [-Caz+.]1 increasea and the [H+ Ji is

normal or augmented, ouabain has a "therapeutic" action.

'3) The "non toxic" action of ouabain is associated with the stimulation

of the Na+,K+-ATPaseand "toxic" effects with the inhibition of the enzima.

h) The inhibitory influence of norepinephrine upon the “therapeutic”

action of ouabain, could be associated with the activation of the sdenylate

cyclase.

5) The modulatory action of proatsglandins on the effects of ouabain,

appears to be secondary, depending on their ability to increase or decrease

the concentration of norepinephrine in the beta-postsinsptic receptor.

6) The endogenous prostaglandins have an inhibitory effect on ouabain

action. P812 could be the responsible for this effect whencomparedwith
the other prostaglandins tested.



10'

7o’

90’

100­

110­

120­

13o­

1‘..­

22h

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABELES,A.L.

J.Gen.Physiol.‘gg: 268 (1969).

ADRIAN,R.H., CHANDLER,U.H. y HÜDGHIN,A.L.

J.Physiol. (London) 223: 207 (1969).

ADRIAN,R.H. y PEACHEY,L.D.

J.Phyaiol. (London) 222: 103 (1973).

AHLQUIST,R.P.

Am.J.Physiol. ¿22: 586 (19h6).

AHERA,T.

Science ¿ggz 569 (1977).

AHERA,T.. BASKIN,S.I., TÜBIN,T. y BRDDY,ï.M.

Naunyn-Schmiedeberg's Arch.Pharmacol. 222: 151 (1973).

AHERA,T., BENNETT,R.T., DLGAARD,M.H. y BRÜDY,T.H.

J.Pharmacol.Exp.Ther. ¿22: 287 (1976).

AKERA,T. y BRDDY,ï.H.

J.Pharmacol.Exp.Ther. ¿29: 5h5 (1971).

AKERA,T. y BRDDY,T.H.

Pharmacol.Rev. gg: 187 (1978).

AHERA,T., HOÜK,J.B., TUBIN,T. y BRÜDY,T.M.

Rea.Commun.Chem.Path.Pharmacol. g: 699 (1972).

AKERA,T., KU,D¡, TDBIN,T. y BRÜDV,Ï.M.

H01.Pharmacol. ¿2: 101 (1976).

AHERA,T., LARSEN,F.S. y BRODY,T.M.

J.Pharmacol.Exp.Ther. ¿29: 17 (1969).

AKERA,T., LARSEN,F.S. y BRÜDY,T.H.

J.Pharmacol.Exp.Ther. ¿22: las (1970).

AHERA,Ï., TOBIN,Ï., GRTTI,A., SHIEH,I.5. y BRODY,Ï.M.

"alopharmaCOIO1-0:



150­

160"

170"

180­

190­

20.­

21"

22.“

230­

2h.

250­

26.

27o­

28.

225

AKERA,T., YAMAMÜTO,S., CHUBB,J., MC NISH,R. y BRDDY,T.H.

Naunyn-Schmiedeberg'a Arch.Pharmacol. 299: 81 (1979).

ALLEN,D.G., JEUELL.B.R. y NÜDD,E.H.

J.Phyaiol.(Lundon) 223: l (1976).

ALLEN,J.C., LINDENMAYER,G.E. y SCHuARTz,A.

Arch.Biochem.Biophya. ¿g¿: 322 (1970).

ALLEN,J.C., HARTINES-MALDDNADÜ,H.,EHNÜYAN,G., SUHI,U.N. y SCHUARTZ,R.

Biochem.Pharmacol. gg: 73 (1971).

ALLEN,J.C. y 5CHUARTZ,A.

J.Pharmacol.Exp.Ther. ¿52: #2 (1969).

ALLEN,J.C. y SCHUARTZ,A.

J.Mul.Cell.Cardiol. ¿2 39 (197D).

AMBACHE,N., KAUANAGH,L. y uHITING,J.

J.Phyaiol.(London) ¿Zfiz 378 (1965).

ANDERSSDN,K.E., GENNSER,G. y NILSSÜN,E.

Acta Phyaiol.5cand. gg auppl. 353 z 5 (197D).

ANGGARD,E. y SAMUELSSÜN,É.

Biochem.Pharmacol. ¿2: 281 (196“).

ANTON,R.H. y SAYRE,D.F.

J.Pharmacol.Exp.Ïher. ¿52: 326 (196%).

ARATA,T., HUKDHAÏA,V. y ÏÜNDHURA,Y.

J.Biochem. gg: 501 (1977).

ARMSTRDNG,C.H.

Quart.Rev.Biophys. Z: 179 (1975).

ARMSÏRÜNG,J.H., BÜURA,A.L.A, HAMBERG,H. y SAMUELSSDN,B.

Eur.J.Pharmacol. 22: 251 (1976).

ARUNSDN,R.S. y CRRNEFIELD,P.F.

J.Gen.Phyaiol. 9;: 786 (1973).



290­

300­

310­

320­

33o­

3‘40“

35;­

360­

37o­

380­

390­

‘00.­

226

AXELRÜD,J.

Pharmaco1.Rev. ¿9: 95 (1966).

AXELRÜD,J., HERTTING,G. y PATRICK,R.U.

J.Pharmaool.Exp.Ther. ¿25: 325 (1961).

AXELRDD,J., HERTÏING,G. y POTTER,L.

Nature (London) 19h: 297 (1962).

BACQ,Z.M.

J.Phyoiol.(Paris) 2g: #17 (1976).

BAILEY,H.

J.Biochem. 32: 271 (19h8).

BAHER,P.F.

J.Physiol. (London) ¿59: 383 (1965).

BAHER,P.F.

Metab.PathuayB fi: 2h} (1972).

BAHER,P.F.,BLAUSTEIN,M.P., HÜDGHIN,A.L. y STEINHARDÏ,R.A.

J.Phyaiol.(London) ggg: #31 (1969).

BAKER,P.F., BLAUSTEIN,H.P., KEYNES,R.D., HANIL,J., SHAu,T.I. y

STEINHARDT,R.A.

J.Phyaiol.(London) ggg: h59 (1969).

BAKER,P.F., HÜDGHIN,A.L. y RIDGEUAY,E.B.

J.Physiol.(London) 39g: 80 P (1970).

BARTELS,J., VÜGT,U. y UILLIE,G.

Naunyn-Schmiedeberg'a Arch.Pharmacol. 222: 153 (1967).

BASSINGTHUAIGHTE,J.B. y REUTER,H.

Calcium movementsand excitation-contraction coupling in cardiac

cells. En: Electrical Phenomenain the Heart. M.C.DeMello (ed.)

NewYork, Academic Presa, p. 353 (1972).

BERTI,F., NAIMZADA,H.K.. LENTATI,R., MANTEGAZZA,P.y PAÜLETTI,R.

Prog.Biochem.Pharmacol. 2: 110 (1967).



“2.­

“30'

ul..­

“Se­

“60­

“70'

“86­

“90‘

50.

51.’

520‘

53o­

5‘..­

550­

227

BEVAN,J.A.

Fed.Proo. 25: 2h39 (1977).

BEELER,G.U. y REUTER,H.

J.Phyaiol.(London) 221: 165 (1970).

BEELER,G.U. y REUTER,H.

J.App1.Phyaiol. gg: 755 (197D).

BEELER,G.U. y REUTER,H.

J.Physiol.(London) ¿91: 191 (1970).

BERGSTRÜM,S., CARLSÜN,L.A. y UEEHS,J.R.

Pharmacol.Rev. gg: l (1968).

BERGSTRUM,S., DANIELSÜN,H. y SAMUELSSÜN,B.

Biochim.Biophy8.Acta gg: 207 (196h).

BERGSTRÜM,S. y SAMUELSSDN,B.

Acta Chem.5cand. ¿2: S 282 (1963).

BESCH,H.R., ALLEN,J.C., GLICH,G. y SCHUARTZ,A.

J.Pharmacol.Exp.Ther. ¿liz 1 (197D).

BLAUSTEIN,M.P. y HUDGKIN,A.L.

J.Phyoiol.(London) ggg: h97 (1969).

BLAUSTEIN,M.P. y RUSSELL,J.M.

J.’Membr.eiol. _2_2:285 (1975).

BLASCHKÜ,H.

J.Phyaiol. (London) gg: SDP (1939).

BLASCHHÜ,H.

Pharmacol.Rev. g: hlS (1952).

BLASCHHO,H. y HELLER,H.B.

J.Phyo1ol. (London) ¿92: 120 (1963).

BLINHS,J.R., ULSÜN,C.B., JEUEL,B.R. y BRAUENY,P.

Circulation Res. gg: 367 (1972).



56.

57o­

SB.­

590­

600“

610’

620“

630­

Sho­

65.’

66.­

670'

68"

228

BLÜCH,A.J., PDDLE,S. y VANE,J.A.

Prostaglandine 7: A73 (197“).

BLDÜH,U. y FAMCETÏ,D.U.

A text book of histology.ed. a, Philadelphia. w.B.Saundere00., cap.8,

p.187 (1952).

BÜNTING,S.L., CARAUAGGIÜ,L.L. y HAUKINS,N.H.

Arch.Biochem.Biophys. 2Q: bl} (1962).

BÜNTING,S.L., SIMON,K.A. y HAMKINS,N.M.

Arch.Biochem. 22: “16 (1961).

BÜTTING,J.R. y SALZMANN,R.

Brit.J.Pharmacol. 2Q: 119 (197h).

BRADLEY,P.B., SAMUELS,G.M.R. y SHAU,J.E.

Brit.J.Pharmacol. 22: 151 (1969).

BRAUNUALD,E., RÜSS,J. y SDNNENBLICK,E.H.

Mechaniemof Contraetion of the Normal and Falling Heart. Boston:

Little-Brown (1963).

BRETSCHER,M.S.

Science ¿g¿: 622 (1973).

BRITTEN.J.S. y BLANH,M.

Biuchim.Biophya.Acta ¿22: 160 (1968).

BRÜADLEV,H.J.

Brit.J.Pharmae. 2Q: 89 (1976).

BRDDY,M.J. y KADÜUITZ.J.P.

Fed.Proc. 22: ue (197h).

BRDÜKS,C., HUFFHAN,B.F., SUCKLING,E.E. y ÜRIAS,Ü.

Excitability of the Heart. NewYork, Grune end Stratton-Inc. (1955).

BRÜUN,H.F., CLARK,A. V NDBLE,S.J.

J.Phyeiol.(London) ggg: 5h? (1976).



690­

7D.­

71.­

720­

73o­

750’

760“

77.

73.­

229

BRUNDIN,J.

Acta Physiol.Scsnd. 22: 5h (1968).

BULBRING,E.

Actions of catecholemines on smooth muscle cell membrana. En: Drug

Receptora. Rang,H.P. (ed.). University Park Press, Baltimore, p. l

(1973).

BURNSTÜCH,G. v HDLMAN,M.E.

J.Physiol.(London) ¿29: ARS(1962).

EAMPUS,H.A., STITZEL,R.E. y SHIDEMAN,F.E.

J.Pharmacol.Exp.Ther. lil: 290 (1963).

CANGA,L., STERIN-BDRDA,L., PISSANI,A. y GIMEND,A.L.

Pharmacol.Rea.Commun. ¿3: 559 (1981).

CAPRIÜ,H. y FARAH,A.

J.Pharmscol.Exp.Ther. ¿22: AD}(1967).

CARAFDLI,E.

Mitochondria in the contraction and relaxation of the heart. En:

Recent Advances in Studies on Cardisc Structure and Metabolism.

p. 393, vol. A. N.S.Dhalls and G.Rona(eds.). University Park Press.

Baltimore (l97h).

CARAFÜLI,E. y CRUHPÏDN,H.

The regulation of the intracellular calcium. En: Current topics in

membranessnd transport. p. 151, vol. lO. Bronnsr,F., K1einzeller,A.

(eds.). NewYork: Academic (1978).

CARAFÜLI,E., TIDZZÜ.R., LUGLI.B., CRDUETTI,F. y HRATZING.C.

J.Holec.Cell.Cardiol. fi: 361 (197k).

CARMELIEÏ.E.E.

Ïhe potaaaium end chloride permeability in Purkinje fibers. En: Ïhe

Specialized Tiasues of the Heart. De Carvalho,A., Demello,w.c., Hoffman.

B.F. (eds.). NewVork, Elsevier (1961).



790­

81.­

82.­

830"

Bb.

es;­

86.­

B70­

88.­

890­

900'

910‘

920­

230

CATTELL,H. y GULD,H.

J.Pharmacol.Exp.Ther. gg: 116 (1938).

CLARK,K., RVAN,M.J. y BRDDY,H.J.

Advan.Bioscilgz 779 (1973).

CÜCEANI,F., PACE-ASCIAH.C.,UÜLTA,F. y UDLFE,L.S.

Am.J.Phyaiul. g¿¿: 1056 (1967).

CDCEANI,F. y UÜLFE,L.5.

Can.J.Physiol.Pharmacol. 32: khS (1965).

CDHEN,I.. DAUT,J. y NÜBLE,D.

J.Physial. (London)ggg: 75 (1976).

CONSTANTIN,L.L.

J.Gen.PhyBinl. 22: 703 (197D).

CDRSI,A. y PERRv,s.v.

Biochem.J. gg: 12 (1958?.

CUSTA,E. y SANDLER,M(8da.)

Honoamine oxidases.Nem Vistas. Advances in Biochemical Paychapharma­

colcgy. V01. 5. Raven Presa, NewYork (1972).

CURTIS,H.J. y CULE,H.S.

J. Cell 8 Comp.Phyaiol. ¿2: 135 (19h2).

CHAPLAIN,R.A.

Experientia (Basel) gg: 79h (1973).

CHAPLER,C.K. y STAINSKV,U.N.

Am.J.Phyaial. gig: 995 (1968).

CHEN,C.M. y GETTES,L.S.

Birculation Rea. gg: asu (1976).

CHEN,K.H. y HENDERSUN}F.G.

J.Pharmacol.Exp.Ther. ¿liz 365 (1955).

CHEN,K.K., RDBBINS,E.B. y wonrH,H.

J.Am.Pharm.Aaaoc.Sc1.Ed. gl: 189 (1938).



930­

950­

960'

970’

930“

99.4

100.­

1010­

1020“

1030’

10h.­

231

CHRIST,E.J. y NUGTEREN,D.H.

Biochim.Biophya.Acta g¿g: 296 (197D).

DAHL.J.L. y HÜKIN,L.E.

Ann.Rev.Biochem. ¿2: 327 (197“).

DALE,A.5.

J.Phyaiol.(London) lg: #55 (193D).

DANCHER,P.

Pflügers Arch. g¿g: 187 (1970).

DAUIES,B.N. y HORTÜN,E.U.

Brit.J.Pharmacol. gg: 658 (1972).

DAVIES,B.N., HURTDN,E.U. y UITHRINGTDN,P.G.

Brit.J.Pharmacol. 22: 127 (1968).

'DAUIES,B.N. y MITHRINGTDN,P.G.

Actions of proetaglandins Al, A2, El, EZ, F1 y F2 op splenic vascular

and capaular smoothmuscle and their interaction with sympathetic

nerve atimulation, catecholamines and angiotensin. En: Prostaglandins,

Peptidea and Amines. A.Mantagazze, E.w.Hortun (2da.) London: Academic,

p. 53 (1969).

DECK,H.A., HERN,R. y TRAUTUEIN,U.

Pfügera Arch. Egg: 50 (196“).

DECK,K.A. y TRAUTUEIN,M.

Arch.Gea.Physiol. Egg: 63 (196“).

DECHEVE,E.A.M.. NUGÏEREN,D.H.V HDDR,F.T.

Nature ggg: 160 (1977).

DETUEILER,D.H.

Fed.Proc. gg: 1119 (1967).

DRUMHDND,B.I.

Ïcx.Rap.Biol.Hed. 22: 37 (1979).



1050­

106.­

107o­

1030­

109.­

1100­

111.­

1120’

113.­

110.­

115.­

116.­

1170'

232

DUDEL,J., PEPER,K.,RUDEL,R y ÏRAUTUEIN,M.

Pflüg.Arch.Gea.Phyaiol. 222: 197 (1967).

DUSTING,G.J.. MONCADA,S.y VRNE,J.R.

Prag.Cardiovaacu1ar Dia. 2;: hDS(1979).

DUÏTA,S., GÜSUAHI,S., DATTA,D.H., LINDOUER,J.D. y MARKS,B.H.

J.Pharmacol.€xp.ïher. ¿ghz 10 (1968).

EBASHI,S.

Arch.Biochem.Biophya. Zé: “10 (1958).

EBASHI,S.

Regulatory mechaniamof muecle contraction with special reference tu

the Ca-troponin-tropomyoain system. En: Essays in Biochemiatry. P.N.

Campbell, F. Dickens (2da.). Vol. ID, p. 1. Academic Presa (London)

(197h).

EBASHI,S.

Ann.Rev.Physinl. gg: 293 (1976).

EBASHI,S., EBASHI,F. y KODAMA,A.

J. Biochem.(Tokyo) gg: 137 (1967).

EBASHI,S. y ENDÜ,H.

Progr.Biophys.Hol.Biol. ¿g: 123 (1965).

EBASHI,S., ENDÜ,M. y ÜHTSUHI,I.

Quart.Rev.Biophya. g; 351 (1969).

EBASHI,S. y HDDAMA,A.

J.Biochem.(Ïokyo) 29: 107 (1965).

EBASHI,S. y KODAMA,A.

J.Biochem.(Tokyc) gg: 733 (1966).

EBNER,F. y REITER,M.

Naunyn-Schmiedeberg's Arch.Pharmacol. ggg: 1 (1977).

ECCLES.J.C.

The Physiology of Synapaes. Springer-Uerlag. Berlin; AcademicPresa,

Inc. NewYork (196h).



113.­

119.­

120.­

1210‘

1220*

123o­

12h;­

1250­

1260­

1270*

128.­

129.­

1300?

1310­

233

ECCLES,J.C.

The Understanding of’ the Brain. Mc Grau-Hill Book 80.. NewYork (1973).

EELINTDN,G., RAPHREL,R.A.. SMITH,G.N., HRLL,U.J. y PICKLES,U.R.

Nature Egg: 960 (1963).

EISENBERG,R.S. y GAGE,P.M.

J.Gen.Phyaiol. 5_3; 279 (1969).

EISENBERG,E., ZÜBEL,C.R. y "005,8.

Biochemiatry 1: 3186 (1968).

ENDÜ,H.

Nature _2_Ü_2_:1115 (1961.).

armom. y BLINHS,J.R.

Nature New.Biol. _2_k6_:218 (1973).

ENGELHARDT,V.A. y LJUBIMDVA,M.H.

Nature (London) Mi: 668 (1939).

ERDMANN,E., GUNTHER,P. y SCHÜLZ,H.

Biochem.Pharmacol. _2_9;3219 (1980).

EZERHAN,E. v ISHIHAUA,H.

J.CBIl.Biol. 22: “05 (1967).

FRBIATÜ,A. y FABIATÜ,F.

Circulation Rea. _3_1_:293 (1972).

FABIATU,A. y FABIATD,F.

Ann.N.Y.Acad.Sc1. 292: “91 (1973).

FARNEBD,L.D. y HAMBERGER,B.

Brit.J.Pharmacol. 22: 97 (1971).

FAUCETT,D.U. y Mc NUTT,N.S.

J.Ce11.Biol. g: 1 (1969).

FAUCETT,D.U. y SELBY.C.C.

J.Biophya.Bioohem.Cytol'. g: 63 (1958).



1320­

133o­

13k.­

135-­

136.­

137o­

1380’

1‘00.­

lhlo­

1“20'

1‘30­

lhho‘

155.­

23h

FELDBERG,M. y GUPTA,H.P.

J.Physiol.(London) ggg: 53 (1973).

FELDBERG,M., GUPTA,K., HILTON,A. y UENDLANDT,S.

J.Phyeiol.(London) ¿23: 279 (1973).

FERREIRA,SH. y MONCADA,S.

Brit.J.Pharmacnl. 52: h19 (1971).

FERREIRA,S.H., MDNCADA,S.y UANE,J.R.

Nature NewBiol. gg¿: 237 (1971).

FERREIRA,S.H., MDNCADA,S.y VANE,J.R.

Brit.J.Phermacol. 31: ha (1973).

FERREIRA,S.H. y VRNE,J.R.

Nature g¿g: 868 (1967).

FIESER,L.F. y FIESER,M.

Steroida. Reinhold Publishing Corp. NewYork (1959).

FISHER,R.A. y YATES,F.

Statistical tables for biological, agricultural and medical research.

5th ed. NewYork, Hefner Publishing Co.Inc. (1957).

FLECHENSTEIN,A.

Arzneim.Forach. gg: 2019 (1972).

FLECHENSTEIN,A.

Ann.Rev.Phermacol.Toxicol. ¿2: 1h9 (1977).

FLECHENSTEIN-GRUN,G., FLECKENSTEIN,A., BYÜN,V.K. y HIH,H.U.

Excerpta Medica, Amsterdam. p. 1 (1978).

FLÜUER,R.J.

Pharmacul.Rev. gg: 33 (197“).

FLDUER,R.J. y BLACHUELL,G.J.

Biochen.Pharmacol. gg: 285 (1976).

FGRD,L.E. y PDDDLSHY,R.

Science ¿91: SB (197D).



1‘66.­

1‘07.“

1‘45.­

1‘69.­

150.­

151.­

1520­

153o“

0'
1550‘

156.­

157o­

158.­

1590­

235

FDRD,L.E. y PODDLSHY,R.J.

J.Phyoiol.(London) ggg: 21 (1972).

FORESTER,G.V. y MAINUDOD,G.M.

Pflüegers Arch. 22g: 189 (197h).

FDRSSMANN,M.G. y GIRARDIER.L.

J.Cell.Biol. gg: 1 (1970).

FDRSTER,U.

Experientie gg: h75 (1967).

FORSTER,U. y LIDENAU,M.

H11n.Uachr. El: 339 (1963).

FDRSTER,U. y STDLZENBURG,U.

Acta Biol.Med.Ger.¿¿: 86 (1963).

FDZZARD,H.A.

Ann.Rev.Physio1. 22: 201 (1977).

FDZZARD,H.A. y HIRAOHA,M.

J.Phyaiol.(LUndon) 225: 569 (1973).

FRANK,J.S., LANGER,G.A., NUDD,L.M. y SERAYDARIAN,H.

Circulation Res. 5¿: 702 (1977).

FRANZINI-ARMSTRÜNG,C.

Membranasystem in muscle fibera. The Structure end Fonction of

Muscle. G.H.Bourne (ed.) g: 531 NewYork: Academic (1973).

FRANZINI-ARMSTRÜNG,C.

Fed.Proc. 25: 1382 (1975).

FRANZINI-ARMSTRDNG,C., LANDMESSER,L. y PILAR,G.

J.Ce11.Biol. gg: u93 (197u).

FRICHE,U. y KLAUS.w.

Brit.J.Pharmacol. É¿: #23 (1977).

FUCHS,F.

Chemical properties of the calcium receptor eite of troponin aa de­

termined from binding studies. En: Calcium Binding Proteins.Amoterdam:

Elsevier, p. 1 (197h).



1600­

1610­

1620­

163o­

16h.­

1650“

166.­

167o­

168.“

169.­

170.­

1710"

236

FULLERTÜN,D.S., YUSHIÜHA,K., RDHRER,D.C., FRUM,A.H.L. y AHMED,H.

Science 292: 917 (1979).

FURCHGÜTÏ,R.F. y DE GUBAREFF,T.

This Journal ¿22: 203 (1958).

FURCHGOTT,R.F., DE GUBAREFF,T. y HC CAHAN,M.U.

This Journal ¿igz 19 (195%).

GARDÜS,G.

Experientia (Basel) gg: 387 (196“).

GARRAHAN,P.J. y BLYNN,I.M.

J.Phyaiol.(London) ¿Egz 217 (1967).

GEFFEN,L.B., LIUETT,B.B. y RUSH,R.A.

J.Phyeinl.(London) ggg: 58 P (1970).

GEFFEN,L.B., LIUETT,B.G. y RUSH, R.A.

Circulatinn Rea. gg y gl, auppl. 2 : 33 (1970).

BENNSER,G. y NILSSÜN,E.

acta Phyeiol.5cand. 22: #2 (1968).

GERGELY,J.

Circulation Rea. (auppl. III) 3k-35: III- 7h (197h).

GERGELY,J., GREASER,H., NAGY,B. y PDTTER,J.

Trnponin: the regulatory protein compl x of muscle, p. 281 . En:

Recent Advances in Studies on Cardiac Structure and Meteboliem.

N.S.Dhalla, G.Rona(eda.). Vol. h. University Park Presa, Baltimore

(1975).

GERSMEYER,G. y HDLLAND,U.C.

Circulatian Rea. ¿ga 620 (1963).

GERSTENBLITH,G., SPURGEÜN,H.A., FRDEHLICH,J.P., UEISFELDT,H.L. y

LAKATTA,E.G.

Circulation Rea. si: 517 (1979).



1720­

173.­

17‘..­

1750­

1760“

177;­

1780­

179.­

1800­

1810­

182.­

183.“

IB“.­

237

GETTES,L.S. y REUTER,H.

J.Phyaiol.(London) ¿39: 703 (197%).

GIACHETTI,A. y SHURE,P.A.

Naunyn-Schmiedeberg'a Arch.Pharmacal. ggg: 3h5 (1975).

GIBBÜNS,U.R. y FÜZZARD,H.A.

J.Gen.Phyaiol. gg: 367 (1975).

GILMDRE,N., VANE,J.R. y MYLLIE,J.H.

Nature gig: 1135 (1968).

GIMENO,A.L.

Tesis Doctoral: Actividad bioeléctrica y mecánica del miocardio auri­

cular. Influencia de hormonasganadalea y drogas antiarritmicaa.

Facultad de Ciencias Médicas, Universidad de Buenos Aires (1966).

GIMENÜ,A.L., GIMENÜ,M.F. y MEBB,J.L.

Am.J.Physiol. ggg: 198 (1963).

GIMENÜ,A.L., STERIN-BÜRDA,L., BDRDA,E. y GIMENÜ,M.F.

J.Pharm.Pharmacol. 2;: SRS(1979).

GLITSCH,H.G., REUTER,H. y SCHOLZ,H.

J.Phyaiol.(London) 292: 25 (197D).

GLVNN,I.M.

J.Physiol.(Londan) ¿29: Ika (1957).

GLYNN,I.M.

J.Physiol.(London) ¿59: 18 P (1952).

BLVNN,I.H.

Pharmacol.Rev. ¿Ez 381 (196“).

GLYNN,I.M.

Brit.Med.Bu11. gi: 165 (1968).

GÜDFRAIND,T. y GHYSEL-BURTON,J.

Nature (London) ggg: 165 (1977).



1850­

1850­

187o­

158.­

1890­

190.­

191.­

192.’

193o­

19“.­

195.­

196.­

1970‘

238

GÜDFRAIND,T. y GHYSEL-BURTÜN,J.

Proc.Nat1.Acad.Sc1. U.S.A. 21: 3067 (1980).

GDLD,H.

J.Am.Med.Aaaoc. ¿ggz 5k? (196k).

GÜLDMAN,H. y JACÜBÜUITZ,D.

J.Pharmacol.Exp.Ther. ¿29: 119 (1971).

GDLDMAN,R.H., CULTART,J.D., SCHMEIZER,E., SNIDÜM,G. y HARRISÜN,D.C.

Cardiovascular Rea. 2; 515 (1975).

GÜLDMAN,S.5. y ALBERS,R.U.

J.Biol.Chem. Egg: 867 (1973).

GREASER,M.L., YAMAGUCHI,H., BREKKE,M., PDTTER,J.D. y GERGELY,J.

Troponin aubunita and their interactions. Cold Spring Harbor Symp.

Quant.Biol. 22: 235 (1972).

GREEN,D.E. y GOLDBERGER,R.F.

Amer.J.Mad. 2Q: 666 (1961).

GREENBERB,S., ENGELBRECHT,J.A. y UILSÜN,U.R.

Circulation Ras. 23: #91 (197“).

HA,D.B., BDLAND,R. y MARTONÜSI,R.

Bioohim.Biophya.Acta 292: 165 (1979).

HAAS,H.G.

Active ion transport in heart muscle. En: Electrical Phenomanain

the Heart. Damello.U.C. (ed.). NewYork, Academic Presa (1972).

HAGEN,P.S.

J.Pharmacol. El: 50 (1939).

HAJDU,S.

Am.J.Phyoiol. g¿g: 206 (1959).

HAJDU,S. y LEONARD,E.

Pharmaco1.Rev. ¿lt 173 (1959).



239

198.- HAHBERG,H. y SAMUELSSON,B.

Proo.Nat1.Acod.Sc1. U.S.A. gg: 899 (1973).

199.- HAHBERG,H. y SAHUELSSÜN,B.

Biochem.Biophya.Rea.Comm. 91: 9k2 (197“).

200.- HAMBERG,M. y SAMUELSSÜN,B.

Proc.Nat1.Acad.Sci. U.S.A. zi: JhÜD(197%).

201.- HAMBERG,M., SVENSSÜN,J. y SAHUELSSÜN,B.

Proc.Nat1.Acad.Sci. U.S.A. lg: 299h (1975).

202.--HAN,C.S., TÜBIN,T., AKERA,T. y BRÜDY,T.H.

Biochim.Biophys.Acta 322: 993 (1976).

203.- HANSEN,Ü., JENSEN,J. y NÜRBY,J.G.

Nature (NewBiol.) ¿25: 122 (1971).

amm HANSON,J. y HUXLEY,H.E.

Nature (London) 32g: 530 (1953).

205.- HANSÜN,J. y HUXLEY,H.E.

Structural basis of contraction in atriated muscle. En: Sympoaiaof

the Society for Experimental Biology. IX, edited by R.Broun and J.F.

Danieli. NewYork, Academic Presa, p. 228 (1955).

206.- HANSÜN,J. y Louv,3.

J.Moleo.Biol. fi: #6 (1963).

207.- HAUSTEIN,H.Ü. y HRUPTHANN,J.

Pharmacology (Basel) ¿iz 129 (197k).

208.- HAUSMIRTH,O.y SINGH,B.H.

Pharmaool.Rev. gg: 5 (1978).

209.- HEDQVIST,P.

Acta Phyaiol.Soand. 25: 7 A (1968).

210.- HEDQUISÏ,P.

Acta Phyoiol.Scano. 22: 511 (1969).

211.- HEDQUIST,P.

Acta Phyoio1.5cand, 2g: 383 (1969).



212.- HEDQUIST,P.

Acta Phyaiol.5cand. 22, auppl. SHS: 1 (197D).

213.- HEDQUIST,P.

Autonomía neurotransmiaeian. En: The Proataglandina. P.U.Ramuell Cad.)

p. 101. Plenum Presa, NewYork (1973).

21h.- HEDQUIST,P.

Ann.Rev.Pharmacol.Taxicol. ¿2: 259 (1977).

215.- HEDQUIST,P. y BRUNDIN,J. .

Life Sci. Q: 389 (1969).

216.- HEDQUIST,P., STJARNE,L. y UENNMALM,R.

Acta Physiol.Scand. 12: 139 (197D).

217.- HEDQUIST,P., STJARNE,L. y uENNMALM,A.

Acta Phyeiol.5cand. gg: h30 (1971).

218.- HEDQUIST,P. y VONEULER,S.

Nature NewBiol. Egg: 113 (1972).

219.- HEDQVIST,P. y 'VDNEULER,S.

Neuropharmacology ¿iz 177 (1972).

220.- HEDQUIST,P. y MENNHALM,R.

Acta Phyaiol.5cand. Q2: 156 (1971).

221.- HEILBRUNN,L.V. y UIERCINSKV,F.J.

J.Ce11ular Comp.Physiol. gg: 15 (19h7).

222.- HENDERSÜN,E.G. y VÜLLE,R.L.

J.Pharmac.Exp.Ther. ¿99: 553 (197%).

223.- HENRY,P.D.

Clase Magistral: ïhe Heart as Muscle. Dept. of Cardiology- Washington

University (U.S.A.).(Üctubre 1977).

22k.- HEPPEL,L.A.

Am.J.Phyainl. ¿22: 385 (1939).



2250­

2260­

227.­

228.­

2290­

2300­

231;­

232.­

233o­

23h.­

2350­

2360­

237o­

2380­

2h1

HILLARP,N.A.

Acta Phyaiol.Scand. El: 271 (1959).

HDDBHIN,A.L.

Proc.R.Soc.Biul.(London) ¿29: 1 (1957).

HÜDGKIN,A.L. y HUXLEY,A.F.

J.Phyaiol. (London). ¿¿1: 500 (1952).

HÜDITZ,P.

Arch.Exp.Path.Pharmakol. 333: 531 (1963).

HÜFFMAN,B.F.

Fed.Proc. ¿2: 127 (1960).

HÜFFHAN,B.F. y CRANEFIELD,P.F.

Electrnphyaialogy of the Heart. NouYork. McGraw-Hill (1960).

HDHIN,L.E., DAHL,J.L., DEUPREE,J.D., DIXÜN,J.F., HACHNEY,J.F.

PERDUE,J.F.

J.Biol.Chem. gig: 2593 (1973).

HÜHIN,L.E. l

Ann.N.Y.Acad.Sc1. gig: 12 (197“).

HDLLANDER,P.B. v UEBB,J.L.

Circulatiun Rea. 2: 60h (1955).

HDLLDSZY,J.D. y NARAHARA,H.T.

J.Gen.Phyaiol. gg: 551 (1967).

HDRACKOVAM. y VASSORTJE.

J.Phyaiol.(London) ggg: 597 (1976).

HDRTÜN,E.U.

Phyaiol.Rev. 32: 125 (1969).

HÜUGEN,T.J. y SHITH,T.U.

Cita: Akera,Ï. y Brody,T.M. Pharmacol.Rev. gg: 187 (1978).

HDUELL,J.N.

J.Physiol.(London) gg¿: 515 (1969).



239.­

Zhoo'

2h1.­

Zhao­

2h30'

2h“.­

2453­

21.6.­

2h7o'

Zhao­

2h90’

2500­

251.­

HUGHES,J.

Brit.J.Pharmacol. 32: h72 (1972).

HUN-CHANH,P., JUNSTAD,M. y UENNHALH,A.

Acta Phyaiol.Scand. gg: 563 (1972).

HUXLEY,A.F.

J.Phyaiol.(London) gig: 1 (197“).

HUXLEY,H.E.

Biochem.Biophya. Acta ig: 38; (1953).

HUXLEY.H.E.

J.Biophya.Biochem.Cytol. 2: 631 (1957).

HUXLEY,H.E.

Circulation gg: 328 (1961).

HUXLEY,H.E.

J.Mol.Biol. 2; 281 (1963).

HUXLEY,H.E.

Nature gig: 1067 (1951.).

HUXLEY,A.F. y HANSÜN,J.

Nature (London) ¿22: 973 (195“).

HUXLEY,H.E. y HANSÜN,J.

Molecular basis of oontraction in croaa-striated muscles. En:

Structure and Function of Muscle. Vol. I, G.Bourne (ed.)- NewYork,

Academic Preso, p. 183 (1960).

HUXLEY,A.F. y NIEDERGERHE,R.

Nature<London) ¿22: 971 (195b).

HUXLEY,A.F. y TAYLOR,R.E.

J.Phyaiol. (London) ¿33: h26 (1958).

ILLES.P., HADHAZY,P., TURMA,Z., VIZI,E.S. y HNÜLL,J.

Eur.J.Pharmacol. gg: 29 (1973).



2520­

253.­

25h.­

255.­

256.­

257.­

2580­

2590'

260.­

2610“

262-­

2630’

26“.­

265.­

2h}

ISAKSDN,P.C.. RAZ,A., DENNV,S.E., PURE.E. y NEEDLEMAN,P.A.

Proc.Nat1.Acad.Sc1. U.S.A. 2g: 101 (1977).

ISENBERG,G.

Nature 222: 273 (1975).

ISENBERG,G. y TRAUTUEIN,U.

Pflügera Arch. 229: bl (197“).

IVERSEN,L.L.

The Uptake and Storage of Norádrenaline in Sympathetic Nerves.

CambridgeUniversity Presa. p. 253 (1967).

JEUETT,P.H., SDMMER,J.R. y JUHNSÜN,E.A.

J.Cell.Biol. 22: 50 (1971).

JÜBSIS,F. y Ü'CÜNNER,M.J.

Biochem.810phya.Res.Commun. gg: 2h6 (1966).

JOHNSON,E.A. 'y LIEBERMAN.M.

Ann.Rev.Phyaiol. 22: #79 (1971).

JUHNSÜN,D.G., THÜA,N.B., MEINSHILBÜUH,R., AXELRÜD,J. y KÜPIN,I.J.

Prac.Natl.Acad.Sci. (U.S.AL)gg: 2227 (1971).

JDNES,N.L. y HAVEL,R.J.

Am.J.Phyaiul. g¿g: 82h (1967).

JÜRGENSEN,P.L.

Arch.810chem.810phys. 22g: 53 (1976).

JÜRGENSEN,P.L.

Biochim.Biophya. Acta Egg: 97 (1977).

JUNDÏ,H., PRDZIG,H., REUTER,H. y STUCHI,J.U.

J.Phyaiol.(Landon) gig: 229 (1975).

JUNSTRD,H. y UENNMALM,A.

Acta Physiol.5cand. gl: 573 (1973).

JUNSÏAD,H. y UENNHALH,A.

Acta Phyaiol.5cand. gg: 55h (1973).



2660­

267.­

2680“

2690­

2700­

2710­

2720­

273.­

27h.­

2750­

276.­

277o­

2h“

HADDMITZ,P.J., swEET,c.s. y BRODY,H.J.

J.Pharmecol.Exp.Ther. ¿22: 563 (1971).

HAHN,J.B.

Cardiac glycoaides and ion transport. En: Proceeding of the First

International Meeting. Stockholm, vol. 3. NewAspect of Cardiac

Glycoeidea. Milbrand,w. (ed.), NewYork. Pergamon Presa, p. 111

(1963).

KALSNER,S.

Brit.J.Pharmacol. 32: 1 (1972).

KALSNER,S.

Brit.J.Pharmacol. 22: 267 (1975).

HARIM,S.M.

J.0batet.Gynecul. 22: 903 (1966).

KARIM,S.M.

Brit.J.Pharmacol. gg: 230 (1967).

KARIM,S.M., SANDER,H. y UILLIAMS,E.D.

Brit.J.Pharmacol. 2;: JRÜ(1967).

HATZ,B.

Nerve, Muscle and Synapee. McGraw-Hill Book 80.; NewYork (1966).

KATZ,A.H.

Phyaiol.Rev. 29: 63 (197D).

KATZ.A.H.

N.Engl.J.Med. 222: 118“ (1975).

HATZ,A.M.

Excitation-contraction coupling. p. 137. En: Physiology of the Heart.

Raven Presa Books, Ltd.. NewYork (U.S.A.) (1977).

KATZ,A.M.

Cardiac action potential. En: Phyeiology of the Heart. Raven Presa

Books, Ltd.. NewYork (U.S.A.) p. 229 (1977).



2780­

279.­

280.­

2810­

282.­

283.­

28‘..­

2850­

286.­

2870­

2880­

289.­

2900­

255

KATZ,A.H., TADA,M., REPHE,D.I., IÜRIÜ,J.M. y KIRCHBERGER,M.A.

J.Holec.Cell.Cardiol. 6: 73 (197“).

HEPNER,G.R. y MACEY,R.I.

Biachim.810phya.Acta ig}: 188 (1968).

KIRPEKAR,S.H. y HISU,Y.

J.Phyainl.(London) ¿22: 219 (1967).

KIRPEHAR,S.H. y PUIG,N.

Brit.J.Pharmacol. 32: 359 (1951).

KIRSHNER,N.

J.Biol.Chem. 222: 2311 (1962).

KLAUS,M., HUSCHINSHY.G. y LULLHANN,H.

The influence of therapeutic and toxic concentratinns of digitoxi­

genin on the K+flux and the ion concentrationa in isolated guinea­

pig auriclea. En: Proc. First Intern. Pharmacol. fleeting. Vol. 3,
p. 211. Milbrandt,w., L1ndgnen,P. (2da.). The Mcmillan Co. N.Y. (1963).

H08H-MESER,J.

J.Pharmacol.Exp.Ther. ¿295 18h (1955).

KÜCH-UESER,J. y BLINHS,J.R.

J.Pharmacal.Exp.Ther. ¿29: 305 (1962).

HDHLHARDÏ,M., BAUER,H., HRAUSE,H. y FLECHENSTEIN,A.

Pflügera Arch. 222: 309 (1972).

HREBS,H.A.

Biochem.Biophys.Acta'g: 2k9 (1950).

HRNJEUIE,H.

Phyaiol.Rev. 22: ble (197“).

HRUTA,U., BRAVENY,P. y HUSAKDVA.B.

Arch.Kreialanfforsh 22: 63 (1960).

HU,D., AHERA,T., PEU,C.L. y BRDDY,T.H.

Naunyn-Schmiedeberg'a Arch.Pharmacol. 285: 185 (197h).



2910­

292-­

293.­

29“.­

2950"

2960­

297o­

2980­

299.­

3000"

3010“

3020­

3030­

206

KU,D.D., AHERA,T., TDBIN,T. y BRÜDY,T.M.

J.Pharmacol.Exp.Ther. ¿22: iSB (1976).

KUMAGAI,H., EBRSHI,S. y TAKEDA,F.

Nature ¿19: 166 (1955).

HUNZE,H.y manu.

Ann.N.V.Acad.Sci. ¿ggz 123 (1971).

KYTE,J.

J.Biol.Chem. gig: i157 (1971).

KYTE.J.

J.Biol.Chem. gig: 764.2 (1952).

HYTE,J.

J.Biol.Chem. gig: 3652 (197i).

HVTE,J.

J.Biol.Chem. ggg: 7ii3 (1975).

LACUARA,J.L., GIMEND,A.L. y GIMEND,H.F.

Prac.Soc.Exp.Bio1.Med. ¿ggz 1369 (1971).

LAGERCRANTZ,H. y STJARNE,L.

Nature (London) gig: Bi} (197i).

LANDS,U.E.M. y SAMUELSSDN,B.

Biochim.Biophys.Acta ¿Qiz #26 (1968).

LANE,L.K., CDPENHAUER,J.H., LINDENMAYER,G.E. y SCHUARTZ,A.

J.Biol.Chem. gig: 7197 (1973).

LANGER,G.A.

The control of myocardial calcium exchange and 1ta relation to

contractility 1h the mammalianheart. En: Factors influencing

Hyocardial Contractility. Tenz, Havaler, Roberta (eda.). Academic

Preae- NewYork-London. p. 351 (1967).

LANGER,G.A.

Phyeiol.Rev. ig: 708 (1968).



30‘..­

3050’

365.­

307o­

3080‘

309.­

3100'

311.­

3120­

3130­

31h.­

315.­

3160­

2k?

LANGER,G.A.

N.Engl.J.Med. Egg: 1065 (1971).

LANGER,G.A.

Ionic movementeand the control of contraction. En: Mammalian

Hyocardium. p. 193 . NewYork: Miley (197k).

LANGER,S.Z., ADLER,E., ENERÜ,M.A. y STEFANÜ,F.J.E.

Proc. XXUth.Int.Congr.Phyeiol.Sc1., hunich. p. 335 (1971).

LANGER,G.A., BRADY,A.J. y SERENA,S.D.

Circuletion Rea. 2g: 7h“ (1975).

LANGER,G.A. y SERENA,S.D.

J.Mol.Ce11.Cardiol. 1: 65 (1970).

LEE,K.S. y HLAUS,M.

Pharmacol.Rev. gg: 193 (1971).

LEE,H.S. y YU,D.H.

Biochem.Pharmacol. ig: 1253 (1963).

LEHNINGER,A.L.

Bioquímica: lee bases moleculares de la estructura y función celu­

lar. Ediciones Omega,Barcelona (1978).

LEOTY,C.

J.Phyaiol.(London) 322: 2h? (197h).

LEVITT,H., SPECTÜR,S., SJÜERDSHA,A. y UDENFRIEND,S.

J.Pharmecol.Exp.Ther. ¿29: 1 (1965).

LEVY,J.V. y KILLEBREU,E.

Proc.Soc.Exp.Biol.Med. ¿ggz 1227 (1971).

LJUNG,B. y UENNERGREN,G.

Acta Phyaiol.Scend. Q2: 289 (1972).

LULLMANN,H. y HULLAND,M.C.

J.Pharmecol.Exp.Ther. ¿21: 186 (1962).



317o­

3180­

3190­

3200‘

3210­

3220­

323.‘

32H.-.

3250­

3260­

327o­

LULLHANN,H. y PETERS,T.

Recent Advances in Studies on Cardiac Structure and Metaboliam.

Vol. 9. ïhe Sarcolemma. Paul E. Roy , Naranjan S.Dhallo (2da.).

University Park Presa. Baltimore (1976).

MALIH,K.U. y McGIFF,J.C.

Circulation Rea. 22: 553 (197“).

MALIH,K.U. y McGIFF,J.C.

Circulation Rea. 2Q: 599 (1975).

MALIK,H.U. y McGIFF,J.C.

Cardiovascular actions of prostaglandina. En: Prostaglandina:

Phyaiological, Pharmacological and Pathological Aspecto. SMNKarim,

HÏP Lancaster, UPPBaltimore (eds.), p. 103 (1976).

MARCUS,F.I.. NIMMO,L.. KAPADIA,G.G. y GULDSMITH.C.

J.Pharmacol.Exp.Ther. llg: 271 (1971).

MAáSH,a.B.

Nature ¿g22 1065 (1951).

MARSHALL,P.G.

Steroida: cardiotonic glycoaidea and aglycones: toad poisona. En:

Rodd'a Chemistry of Carbon Compounds, 2nd ed. Vol. 2 D (Coffey.5.

ed.). Elsevier Publishing Co.. Amsterdam, p. 360 (197D).

MARTDNDSI,A., BÜNNER,F., KLEINZELLER,A.(eds.).

Current Topics in Membranasand Transport, vol. 3. Nau York: Academic­

p. 83 (1972).

MARTUNDSI,A., CHYN,ï. y SCHIBECI,A.

Ann.N.Y.Acad.Sci. 291: las (1978).

HARTUNDSI,A.. MULINÜ,C.H. y GERGELY.J.

J.Biol.Chem. ¿22: 1057 (196“).

MASCHER,D. y PEPER,K.

Arch.Ges.Phyaiol. 221: 190 (1969).



328.­

3290­

330.

331.­

3320­

333.­

33h.

335.­

336-­

3370'

3380­

3390'

2h9

MASON,D.T. y BRAUNMALD,E.

J.Clin.1nveat. ig: 1105 (1963).

MASUÜKR,Ü.T. y SAUNDERS,P.R.

Proc.Soc.Exp.Biol.Hed. 23: 879 (1950).

MCGIFF,J.C., CRDUSHAU,K.y ITSHÜUITZ,H.D.

Fed.Proc. 22: 39 (197h).

McGIFF,J.C. y ITSKÜUITZ,H.D.

Circulation Rea. 22: #79 (1973).

Mc GUIGAN,J.A.S.

J.Phyaiol.(London) gig: 775 (197h).

Hc LEAN,P.D.

The limbic brain in relation to the psichosea. En: Physiological

Correlateo of Emotion (Black,P., ed.). AcademicPresa, Inc. NeuYork,

p. 130 (1970).

Mc LENNAN,D.H.

J.Blol.Chem. gig: #508 (1970).

Mc LENNAN,D.H. y HOLLAND,P.C.

The calcium transport ATPaseof sarooplasmic reticulum. En: Enzymea

of Biological Membranas. Vol. 3. p. 221. A.Martonosi, ed. NewYork­

Plenum Press (1976).

Mc NUTT,N.S. y FAUCETT,D.M.

Hyocardial ultraatructure. En: Ïhe MammalianHyocardium. G.A.Langer,

A.J.Bradv (3da.). miley, NewYork, o. 1 (197k3.

MEISSNER,G.

Biochim.Biophya. Acta Egg: 51 (1975).

HEISSNER,G. y FLEISCHER,C.

J.Biol.Chem. gig: 302 (197h).

MINHES,M.S., DDUGLAS,J.R. y NEEDLEMAN,P.

Proatoglandina g: h39 (1973).



3‘00.“

31‘10­

31.20­

3‘03.­

3L“..­

31.5.­

3h6.­

3‘07.­

3‘48.“

3‘49.­

3500"

3510­

3520­

HINNEMAN,K.P., HEGSTRAND.L. y HDLINÜFF,P.B.

M01.Pharmacol. ¿2: 286 (1979).

MONCADA,S., GRYGLEUSKY,R., BUNTING,S. y VANE,J.R.

Nature 29;: 663 (1976).

MONCADA,S. y VANE,J.R.

Proatacyclin (P612), the vascular mall and vaaodilatation. En:
Mechaniamsof Vaaodilatation. Uanhoutte,P.M., Lensen.I. (9da.).

S¿Karger, Basel- p. 107 (1978).

MDNTANARI,R., CDSTA,E., BEAUEN.A. y BRÜDIE,B.B.

Life Sci. g: 232 (1963).

MDDRE,P.B.,HUXLEY,H.E. y DE RDSIER,D.J.

J.M01.Bigl. EQ: 279 (197D).

MURAD,M. y GÜLDMRN,Y

Prog.Biophye.Mul.Biol. gl: 257 (1973).

MDRAN,N.C.

Circulation Rea. g¿: 727 (1967).

MDSZIH,G.

Eur.J.Pharmacol. Z: 319 (1969).

HDTTRRH,D.R.

Neuropharmacology ¿5: 91 (1975).

HULLINS,L.J.

J.Gen.Phyaiol. 22: 550 (1968).

MUSCATELLÜ,V., ANDERSSÜN-CEDERGREN,E. V'AZZDNE,G.F.

Biochim.Biophys. Acta 62: 55 (1962).

NAGAÏSU,T.,LEVITT,H. y UDENFRIEND,S.

J.Biol.Chem. 222: 2910 (196“).

NAKANÜ,J.R.

General pharmacology of proataglandina. En: The Proataglandina.

M.F.Cuthbert (ed.). p. 23. J.B.L1pp1ncott, Philadelphia (1973).



3530­

35‘0'

355.­

3560­

357o­

358.­

359.­

3600­

3610­

3620’

3630­

36k.­

365.­

251

NAKAND,J. y Ho CURDY.J.R.

J.Phormocol.Exp.ïher. ¿22: 538 (1967).

NAKAO,H., NAKAO,Ï., HARA,V..NAGAI,F., YAGASAHI,S., KDI,H., NAHAGANA,

A. y HAuAI,K.

Ann.N.V.Acod.Sc1. gig: 20 (197“).

NAVLER,m.G.

Am.J.thoiol. 223: 969 (1963).

NAYLER,U.G.

J¡H01.Cell.Cardiol. 2: 101 (1973).

NAYLER,M.G.

the plasma membranaand eorcoplaamio reticulum of muscle. En:

Hannalian Cell Hembranea. Jameson,G.A. , Robinson,D.M. (eda.). N.Y.

(U.S.A.) Buttermortha (1977).

NAYLER,U.G. y DUNNETT,J.

Advan.Cardiol. lg: #5 (197“).

NEM,U. y TRAUTUEIN,U.

Pflügera Arch. 225: 2h (1972).

NIEDERGERHE,R. y LUÏTGAU.H.C.

Nature (London) ¿22: 1066 (1957).

NDBLE,D.

the Iniciation of the Heart Beat. Clarendon Presa, Oxford (1975).

NOBLE,D.

J.PhyotolfiLondon) Egg: 579 (1976).

NDBLE,D. y TSIEN,R.U.

J.Phyaiol.(London) ¿22: 185 (1968).

NUBLE,D. v TSIEN,R.U.

J.Phyaiol.(London) ggg: 205 (1969).

NUBLE,D. y TSIEN,R.U.

J.Phyaiol.(Lnndon) Egg: 233 (1969).



366.­

367o­

3680­

3690­

37D.­

371.­

372.­

373o­

37‘50­

3750"

376.­

377.­

378.­

252

NUGTEREN,D.H. y HAZELHDF,E.

Biochim.810phys. Acta Egg: una (1973).

NUTTER,D.D. y CRUMLV,H.R.

Cardiovascular Rea. Q: 217 (1972).

ÜGAMA,Y.

3.810chem. Él: 667 (1970).

DGURD,K. y 0NÜ,H.

Eur.J.Pharmacol. gg: 61 (1980).

0RLÜFF,J. y BURG,H.

Am.J.Phyaiol. ¿22: #9 (1960).

PACKER,L., HEHARD,C.M., MEISSNER,G., ZAHLER,U.L. y FLEISCHER,S.

Biochem.Biophya. Acta 222: 159 (197h).

PAGE,E. y Mc ALLISTER,L.P.

Am.J.Cardiol. 2;: 172 (1973).

PAGE,E., Mc ALLISTER,L.P. y PÚMER,B.

Proc.Nat1.Acad.Sci. (U.S.A.) gg: 1665 (1971).

PARK,H.H. y VICENZI,F.F.

J.Pharmacol.Exp.Ther. ¿22: lkü (1975).

PEACHEY,L.D.

J.Cell.8101. gg: 209 (1965).

PEACHEY,L.D. y ADRIAN,R.H.

Electrical properties of the transverae tubular system. En: Struc­

ture and Function of Muscle. G.80urne (ed.) 2: 1. NewYork.Academ1c

(1973).

PENEFSHY,Z.J,, BUCHLEY,N.H. y LITMA,K.R.S.

Fed.Proc. gg: 389 (197D).

PEPER,K. y TRRUTUEIN,M.

Pflüegera Arch. 292: 108 (1968).



3790­

3800­

381.­

3820­

3830‘

38h.­

385.­

387o­

3880­

3890’

3900­

391.­

3920­

253

PEPER,K. y TRAUTUEIN.U.

Pflügera Arch.Gea.Phyaiol. 292: 356 (1969).

PERRDNE,J.R. y BLÜNSTEIN,R.

Biochim.BiophyB. Acta ggi: 680 (1973).

PERRDNE,J.R., HACHNEY,J.F., DIXON,J.F. y HDHIN,L.E.

J.Biol.Chem. 329: #178 (1975).

PERRY,S.V.

Biochem.Soc.Symp. 22: 115 (1970).

PIPER,P.J.

Distribution and metabolism. En: The Proetaglandins. M.F.Cuthbert

(ed.), p. 125. J.B.L1ppincott, Philadelphia (1973).

PIPER,P.J. y VANE,J.R.

Ann.N.Y.Acad.Sc1. ¿99: 363 (1971).

POLLARD,T.D. y UEIHING,R.R.

CRCCrit.Rev.Biochem. g; 1 (197h).

PDRTER,K.R.

J.Biophys.810chem.0ytol.Suppl. ¿9: 219 (1961).

PDST,R.L., HUHE,S., TDBIN,T.. ÜRCUTT,B. y SEN,A.K.

J.Gen.Phyaiol. gg: 3063 (1969).

PÜST,R.L., MERRITT,C.R., KINSÜLVING,C.R. y ALBRIGHT,C.D.

J.Biol.Chem. 222: 1796 (1960).

PDST,R.L. y SEN,A.K.

J.Hiatochem. ¿2: 105 (1965).

PDTTER,J.D.

Fed.Proc. gg: 671 (Abstr.) (1975).

PDTÏER,J.D. y GERGELY,J.

Biochamiatry ¿2: 2697 (197“).

POTTER,L.T. y AXELRÜD.J.

J.Pharmacol.Exp.Ther. ¿52: 299 (1963).



3930­

39h.­

3950“

3960­

397.­

3980­

3990­

hüüo­

“010­

“020­

“030­

#05.­

“050­

25k

PDÏTER,L.T. y AXELRDD,J.

J.Pharmecol.Exp.Ther. ¿29: 199 (1963).

PRINDLE,H.H., SKELTDN,C.L., EPSTEIN,S.E. y MARCUS,F.I.

Circulation Rea. gg: 337 (1971).

RAHUELL.P.U.

Proetaglandins ¿2: 375 (1975).

RAMUELL,P.U. y SHAU.J.E.

J.Phyaiol.(London) ¿92: 51 P (1963).

RAMUELL,P.U. y SHAw,J.E.

Life Sci. g: h19 (1963).

RAMMELL,P.M. y SHAw,J.E.

Amer.J.Phyeicl. zii: 125 (1966).

RAHUELL,P.U. y SHAU,J.E.

Prosteglandin release from tiasuee by drug, nerve and hormoneeti­

muletion. En: Prnc. 2nd. Nobel Symp. Stockholm: Almqviet-Uikeell.

p. 283 (1967).

RAMUELL,P.M.. SHAU,J.E. y JESSUP,R.

Am.J.Physiol. gil: 998 (1966).

RASH,J.E. y ELLISMAN,M.H.

J.Ce11.8101.'92: 567 (197h).

RASMUSSEN,H.

Science ¿22: “Uk (197D).

REEDY,S.

Am.Zaol. 1: #65 (1967).

REFSUM,H. y LANDMARK,K.

Acta Phermecol.Tox1col. 21: 369 (1976).

REPHE,H.

Heteboliam of cardiac glycoaidee. En: Proc. First Intern.Pharmacol.

Meeting. Stockholm. NewAspecto of Cerdiac Glycosidea. U.Uilbrendt

(ed.). NewYork, PergamonPresa, vol. 3, p. k7 (1963).



h06.­

¿07.­

“UB.­

#09.­

“100­

#110“

“12.­

“13.­

bl“.­

“150­

“16.­

“17o­

“18"

255

REPHE,K.

Effect of digitalia on membranaadenoaine triphoophataae of cardiac

muscle. En: Proc. 2nd. Intern.Pharmacol. Meeting ,Praque, Drugs, and

Enzymea.B.B.Brodie, J.R.Gillete (2da.). vol. k, p. 65. Pergamon

Presa, NewYork (1965).

REUTER,H.

J.Phyaiol. (London)¿22: k79 (1967).

REUTER,H.

Prog.Biophya.Mol.Biol. gg: 1 (1973).

REUTER,H.

Circulation Rea. 25: 599 (197k).

REUTER,H., BLAUSTEIN,M.P. y HAEUSLER,G.

Philoa.Trana.R.Soc. London(Biol.Sc1.) 292: 87 (1973).

REUTER,H. y SCHDLZ,H.

J.Physiol.(London) ggg: 17 (1977).

REUTER,H. y SEITZ,H.

J.Phyaiol.(London) ¿22: #51 (1968).

RICHÏER,G.U. y KELLNER,A.

J.Cell.Biol. lg: 195 (1963).

RÜELDFSEN,B., ZUAAL,R.F.A. y VANDEENEN,L.L.

Adv.Exp.Med.Biol. ¿5: 209 (1971).

RUÜHD,A. y KYTE,J.

Proc.Nat1.Acad.Sc1(U.S.A.) li: 2352 (197h).

SAMUELSSDN,B.

Fedn.Proc.Am.Soc.Exp.Biol. 2L: lhbz (1972).

SANDÜU,A.

Vale J.Biol.Med. gg: 176 (1952).

SANYAL,P.H. y SAUNDERS,P.R.

Proc.Soc.Exp.Biol.Hed. 22: 156 (1957).



“190­

“20.­

“210­

“220­

“230­

52h.­

“25"

“260­

“27o­

“230­

“290'

“300­

‘31."

SANYAL,P.N. y SAUNDERS,P.R.

J.Pharmacol.Exp.Ther. ¿gg: “99 (1958).

SCOTT,U.J., BELILES,R.P. y SILVERHAN,H.I.

Toxicol.Appl.Pharmacol. gg: 599 (1971).

SCHATZMANN,H.J.

Helv.Physiol.Pharmacol.Acta llz3h6 (1953).

SCHATZMRNN,H.J.

Experientia (Basel) gg: 551 (196h).

SCHNEIDER,M.F. y CHANDLER.U.K.

Nature (London) gig: Zhh (1973).

SCHÜLZ,H.

Pflügers Arch. Egg: 315 (1969).

SCHRÜR,K., MONCADA,S., UBATUBA,F.B. y VANE,J.R.

Eur.J.Pharmacol. 31: 103 (1978).

SCHUARTZ,A.

Biochem.Biophys.Res.Commun.'22 301 (1962).

SCHUARTZ,A.

Circulation Res. 22: 2 (1976).

SCHUARTZ,A., ALLEN,J.C., UAN UINKLE,M.Ü. y MUNSÜN,R.

J.Pharmacol.Exp.Ther. ¿glz 119 (197“).

SCHUARTZ,A., LINDENMAYER,G.E. y ALLEN,J.C.

The Na+,K*-ATPaeemembranatransport system: Importance in cellular

function. En: Current Topics in Membranesand Transport. F.Bronner,

A.Kleinzeller (edl.). vol. 3, p. l, AcademicPress, Inc., NewYork

(1972).

SCHUARTZ,A.. LINDENMAYER,G.E¿ y ALLEN,J.C.

Pharmacol.Rev. gl: 3 (1975).

SCHMARTZ,A., MATSUI,H. y LAUGHTER,A.H.

Science (Washington) ¿52: 323 (1968).



¡0320­

“330­

63h.­

“350­

'0360'

“37.­

16380“

#39.­

“‘00.­

hhl.­

“¡020­

“‘03...

“‘01..­

257

SEIFEN,E. y UILBERT,H.

Arch.Exptl.Pathol.Pharmakol. 222: 1 (1966).

SEN,A.K. y PDST,R.L.

J.Biol.Chem. ggg: 3h5 (196“).

SHAU,J.E.

Fed.Proc. 22: 77D (1966).

sunw,a.s. y RAMUELL,P.U.

Morceater Foundation for Experim.Biology i: 1 (i971).

5HAU,T.I.

Sodium and Potaseium Movementsin Red Celia, Ph.D ïhesie, University

of Cambridge, England (195“). Citado en: Glynn,I.M., J.Physiol. (London)

1_3¿5_:las (1957).

SHNITKA,T.K. y SELIGHAN,A.H.

Ann.Rev.Biochem. gg: 375 (1971).

SILVER,M.J. y SMITH,J.B.

Lif‘e Sci. 1_6: 1635 (1975).

SINGER,S.J.

Ann.Rev.Biochem. 32: 80h (197M).

SINGER,S.J. y NICHDLSDN,G.L.

Science ¿22: 720 (1972).

SJDSTRAND,F.S., ANDERSSÜN-CEDERGREN,E.y DEUEV,H.M.

J.U1trastruot.Res. ¿z 271 (1958).

SKUU,J.C.

Biochim.Biophya.Acta gg: 39h (1957).

5HOU,J.C.

Bioohim.Biophys.Acta gg: 6 (1960).

SHÜU,J.C.

Progr.Biophys.Mol.Biol. ¿2: 131 (196%).



“1.5.­

nas.­

“h7o­

“kB.­

“#9.­

“500­

“51.­

“52"

553.­

k5“.­

“550­

“560­

“57o­

#58.­

256

SKÜU,J.C.

Physiol.Rev. ¿2: 596 (1965).

SHÜU,J.C.

J.Biaenerg. g: l (1973).

SLAYÏER,H.S. y LDUEY,S.

Proc.Nat.Acad.Sci.(U.S.A.) gg: 1611 (1967).

SMITH,A.D.

Biochem.Soc.Symp. gg: 103 (1972).

_SMITH,A.D., DE PUTTER,U.P., MOERHAN,E.J. y DE SCHAEPDRYVER,A.F.

ïiasue Cell 2: 5h7 (1970).

SMITH,P.K. y SHITH,A.H.

J.Biol.Chem. ¿91: 673 (193“).

SDHMER,J.R. y JOHNSON,E.A.

J.Cell.8101. 2Q: #97 (1968).

SPANN,J.F. y SÜNNENBLICK,E.H.

Circulation Rea. gg; auppl. II: 201 (1965).

SQUIRES,R.F.

Biochem.BiophyB.Res.Comm. ¿2: 27 (1965).

SÏARKE,K.

Rev.Physiol.Biochem.Pharmacol. 22: 1 (1977).

SÏARKE,H. y ENDO,T.

Comp.Gen.Pharmacol. Z: 307 (1976).

STARKE,K., TAUBE,H.D. y BDRÜUSHI,E.

Biochem.Pharmacol. gg: 259 (1977).

STEINBACH,H.B.

Prnc.Nat.Acad.Sc1.(U.S.A.) 2g: #51 (1952).

STENGER,R.J. y SPIRD,D.

J.Biophys.Biochem.Cytol. 2: 325 (1961).



“590°

“600­

¿610­

#62.­

#63.­

1.64.­

“650­

10660­

“67o­

“68-­

“690­

“7D.­

“710­

STENGER.R.J. y SPIRÜ,D.

Amer.J.Had. gg: 653 (1961).

STERIN-BÜRDA,L., CANGA,L., BDRDA,E., COSSIO,P.M., DIEZ,C., ARANA,R.

y GIMENO,A.L.

Eur.J.Pharmac01. gg: 1 (1981).

SÏERIN-BÜRDA,L., CANGA,L., BURDA,E.S., GIMEND,H.F. y GIMENÜ,A.L.

Naunyn-Schmiedeberg'a Arch.Pharmacol. gig: 95 (1980);

STERIN-BORDA,L., CANGA,L., CDSSIÜ,P.M., DIEZ,C., ARANA,R.H. y

GIMENÜ,A.L.

Arch.Inter.Pharmacodyn.Ther. 229: 93 (1981).

STERIN-BÜRDA,L., CANGA,L. y GIMEND,A.L.

Experientia 22: 592 (1981).

STERIN-BÜRDA,L., CANGA,L., BIMENÜ,H.F. y BIMENÜ,A.L.

Experientia 22: 529 (1979).

STERIN-BÜRDA,L., CANGA,L.. PISSANI,A. y GIMENÜ,A.L.

Prostaglandina gg: 825 (1980).

STERIN-BDRDA,L., GIMENÜ,A.L. y GIMEND,M.F.

Proc.Soc.Exp.Biol.Med. ¿32: 1151 (197“).

STERIN-BDRDA,L., GIMEND,H.F., BDRDA,E. y GIMENÜ,A.L.

Proc.Soc,Exp.Biol.Hed. ¿25: 315 (1977).

STERIN-BÜRDA,L., SHUCHLEIB,R. y HENRY,P.D.

Circulation Res. gi: 778 (1977).

STERIN-BDRDA,L., SHUCHLEIB,R. y HENRY,P.D.

Circulation Res. gg: B70 (1980).

STEMART,P.5., Mc LENNAN,D.H. y SHAMÜD,A.E.

J.Biol.Chem. 22;: 712 (1976).

SÏJARNE,L.

Acta Phyaiol.5cand. él: hhl (1966).



“72.­

“73.­

“7‘00'

“750­

“760­

“77o­

“780­

1.79.­

“BO.­

“81"

#82.­

SÏJARNE,L.

Nature NewBiol. 25;: 189 (1973).

STJARNE,L.

Proataglandins 2: 111 (1973).

STJARNE,L.

Basic mechanismsand local feedback contiol of eecretion of adrenergic

and cholinergic neurotransmittera. En: Handbookof Psychopharmacology.

L.L.Iveraen, S.D.Iversen, S.H.Snyder (eda.), NewYork. Plenun Presa,

vol. 6. p. 179 (1975).

STRAUB,F.B.

Stud.Inst.Med.Chem.Univ.Szeged g: 3 (19k2).

STRÜHMAN,R.C. y SAMDRÜDIN,A.J.

J.Biol.Chem. ¿21: 363 (1962).

STRDNG,C.G. y CHANDLER.J.T.

Interactiona of prostaglandin E1 and catechalaminea in isolated vas­
cular smooth muscle. En: Prostaglandina in Cellular Biology. P.w.

Ramuell, B.B.Pharrias (eda.), NewYork: Plenun Press, p. 369 (1972).

SUN.F.F., CHAFHAN,J.P. y Mc GUIRE,J.C.

Prostaglandine ¿3: 1055 (1977).

SMEDIN,G.

Acta Phyaiol.Scand. gg: A73 (1971).

SZCZEHLIK,A., GRYGLEUSHI,R.J., NIZANHDUSHI,R., HUSIAL,J., PIETDN,R.

y HRUK,J.

Pharmacol.Res.Commun. ¿9: ShS (1978).

SZEHERES,L., BORBOLA,J. y PAPP,J.G.

Acta Biol.Hed.Germ.'22: 1119 (1976).

TADA,M., HIRCHBERGER,H.A., REPHE,D.I. y HATLA-M­

J.8101.Chem. 232: 617h (197h).



“830’

“8‘00”

.085.­

“86.­

l58.7o.

#85.­

¡059.­

“900­

“91.­

#92.­

#93.­

261

ÏAHH,C.

Ïhe stereochemistry of the glycosides in relation to biological acti­

vity. En: Proceedings of the First International Pharmacological

Meeting. Vol. 3, NewAspecto of Cardiac Glycosides. Milbrandt,w.,

Lindgren¡P. (eds.). PergamonPress, Ltd., Oxford (1963).

TANABE,Ï., TSUNEMI,I., AÉIHD,Y. y IIDA,S.

Proc. lot. Intern.Pnarmacol. Meeting, Stockholm, 1961, vol.3, p. 233,

Pergamon Press, Oxford (1963).

TANZ,R.D.

J.Pharmacol.Exp.Ther. ¿33: 205 (196“).

TANZ,R.D.

Possible relationship between ouabain-induced augmentation and endo­

genous cardiac catecholamine release. En: Factors influencing myo­

cardial contractility. Tanz,A., Kavaler,F.. Roberts,J. (eds.).

Academic Press. NewYork-London, p. 563 (1967).

THDA,N.B., UOÜTEN,G.F., AXELRDD,J. y HÜPIN,I.J.

Proc.Natl.Acad.Sci. (U.S;A.) Q2: 520 (1972).

ïHUA,N.B., MOOTEN,G.F.. AXELRÜD,J. y HDPIN,I.J.

Mol.Pharmacol. ll: 10 (1975).

THOMAS,R.C.

Physiol.Rev. 23: 553 (1972).

THYRUH,P.

J.Pharmacol.Exp.Ther. ¿95: 166 (1975).

ÏDBIN,T., AHERA,T., BASKIN.S.I. y BRÜDY,T.H.

Hol.Pharmacol. 9: 336 (1973).

ÏDBIN,Ï., AKERA,Ï., HAN,C.S. y BRDDY,T.H.

Hol.Pharmacol. lg: 501 (197“).

TOBIN,T. y BRDDY,T.H.

Biochem.Pharmacol. g¿: 1553 (1972).



“9‘..­

G95.­

“960­

“970‘

“98.­

“990­

5000­

o­
5020­

503.­

50h.­

5050’

5060­

507o­

TODA,N. y UEST,Ï.C.

J.Pharmacol.Exp.Ther. ¿25: 239 (1966).

TRAUTUEIN,M.

Phyaiol.Rev. 22: 793 (1973).

ÏRAUTUEIN,U. y KASSEBAUM,D.G.

J.Gen.Phyaiol. gg: 317 (1961).

TRAUTMEIN,U. y HC DONALD,Ï.F.

Pflügers Arch. 222: R 20 (1975).

TRENDELENBURG,U.

Ïrends in Pharmacol.5c1. ¿z h (1979).

UESUGI,S., DULAH,N.C., DIXON,N.C., HEXUM,J.F., DAHL,T.D., PERDUE,J.F.

y HDHIN.L.E.

J.Biol.Chem. gig: 531 (1971).

UAN BREEMEN,V.L.

nnat.nec. ¿¿z: k9 (1953).

VAN DDRP,D.R., BEERTHUIS,R.H., NUGTEREN,D.H. y VON HEMAN,H.

Biochim.810phys.Acta gg: 20k (196“).

UAN RUSSUH,J.H.

Arch.Int.Pharmacodyn.Ïher. ¿22: 299'(1963).

UAN MINKLE,U.B¡ y ENÏMAN,H.L.

Life Sci. 22: 1189 (1979).

UAN UINKLE,M.B. y SCHUARTZ,A.

Ann.Rev.Physiol. gg: 2h7 (1976).

VANDERKÜÜI,G. y GREEN,D.E.

Proc.Nat1.Acad.5c1.(U.S.A.) gg: 615 (1970).

VANE,J.R.

Nature 22;: 232 (1971).

VASSALLE.M.

Am.J.Phyaiol. g¿g: 1335 (1966).



5080“

509.­

5100'

511.­

5120­

513o­

51h.­

5150­

516.‘

517-­

5180­

5190­

5200­

263

VASSALLE,M.

Ann.Rev.Physiol. 3¿: #25 (1979).

VAUGHANMILLIAMS,E.M.

J.Physiol.(London) ¿gg: #11 (1959).

UICK,R.L., KAHN,J.B. y ACHESDN,G.H.

J.Pharmsc.Exp.Ther. ¿g¿{ 330 (1957).

UICK,R.L.

J.Phsrmscol. ¿22: ao (1959).

VICK,R.L. y KAHN,J.B.

J.Pharmscol. 12;: 389 (1957).

VITEK,H. y TRAUTUEIN,U.

Pflügers Arch.Ges.Phyaiol. 222: 20h (1971).

VÜGT,U. y DISTELLKOTTER,S.

Release of prostaglandin from frog intestine. En: Proc. 2nd. Nobel

Symp. Stockholm: Almqvist, Miksell, p. 237 (1967).

VON.EULER,U.S.

Synthesis. uptake and storage of cstecholsmines in adrenergic nerves.

Ïhe effects of drugs. En: Cstecholamines: Hsndb.Exp.Pharm. H.Bleschkn,

E.Muscholl (eds.). p. 186 (1972).

von EULER,U.S. y LISHAJHO,F.

Acta Physiol,Scand. 2g: 137 (1961).

yÜN HEMAN,H. y VAN DURP,D.A.

Biochem.810phys.Acta ¿ggz EJÜ (1968).

MAGNER,J. y SALZER,u.w.

Arch.Int.Pharmacsdyn.Ther. ggg: h (1976).

MALTÜN.R.P., LEARV,J.S. y JONES,H.P.

J.Pharmscol. 29: SAG(1950).

UEBER,A.

3.8101.cnem. ¿35: 276“ (1959).



5210­

5220"

5230’

52‘..­

5250­

526'0'

52.70"

5280‘

5290­

5300­

531.­

532.­

5330­

UEGER,A.

Energized calcium transport and relaxing factors. En: Current Topics in

Bioenergetica ¿5 203 (1966).

uEBER,A. y MURRAV,J.M.

Phyaiol.Rev. 22: 612 (1973).

WEBER,A. y SANADI,D.R.

Current Topics in Bioenergetics. Neu York, AcademicPresa, p. 203

(1966). '

MEBER,A. y NINICUR,H.

J.8101.Chem. 229: 3198 (1961).

UEIDMANN,S.

J.Phyaiol.(London) ¿¿2: 227 (1951).

UEIDMANN,S.

J.Phyaiol.(London) ¿21: 213 (1955).

MEIQMANN,5.

J.Physiol.(London) ¿92: 323 (1966).

wENNMALM,A.

Acta Physiol.5cand.5upp1. 292: 1 (1971).

MENNMALM,A.

Acta Physiol.Scand. ¿92: 199 (1978).

wENNMALM,A., CHANH,P.H. y JUNSTAD,H.

Acta Phüsiol.5cand. 2;: 133 (197“).

UkNNMALM,A. y HEDQVIST,P.

Life Sci. 2: 931 (1970).

UESÏFALL,T.C.

Phy8101.Rev. 23: 659 (1977).

MESTFALL.T.C.

Ann.Rev.Phyaicl. gg: 383 (1960).



53‘00“

535.­

5360­

537o”

538.­

539o­

SBB;­

Shlo’

5‘20­

5‘30“

Shh.o

51050­

5‘06.­

265

UHALEN,U.J.

Science ¿gzz asa (1958).

UHITTAM,R.

Biochem.J. gg: 110 (1962).

uHIïTAM,R. y AGER,H.E.

Biochem.J. 22: 337 (196h).

wHITïAM,R. y AGER,H.E.

Biochem.J. 21: 21h (1965).

UINEGRAD,S.

J.Gen.Physiol. 22: 77 (1970).

UIT,A.L., CRANEFIELD,P.F. y HDFFHAN,B.F.

Circulation Rea. gg: ll (1972).

UITHERING,M.

Citado en: Akera,A. y Brody, ï.M., Pharmecol.Rev. gg: 137 (1978).

UOLFE.L.S. y HAMER,Ü.A.

Proetaglendineig: 133 (1975).

UULLENBERGER,A. y MILL,H.

Life Sci. gg: 1159 (1978).

UOÜD,E.H., HEPPNER,R.L. y UEIDMANN,S.

Circulation Res. gg: QDQ(1969).

UDODS,E.F.

J.Biol.Chem. gig: 2859 (1967).

UÜODBURY,L.A., HECHT,H.H. y CHRISTÜPHERSÜN,A.R.

An.J.Phyeiol. ¿25: 307 (1951).

UOÜDBURY,J.U.

Cellular electrophyaiology of the heart. En: Handbookof Phyeiology,

section II: Circulation. vol. I. U.F.Hamiltnn, P.Dou(eds).,

Uaahington, D.C.. AmericanPhyeiological Society, p. 237 (1962).



5‘070’

5h8.­

5‘09.“

5500­

o­

5520­

wooïEN,G.F., THOA,N.B., HDPIN,I.J. y AXELRÜD.J.

H01.Pharmacoi. 2: 178 (1973).

VAMAMDTD,S., OGINÜ,N., DHKI,S. y VÜSHIMÜTU,T.

Enzimoidgical studies on prostaglandin biuayntheais. En: Bidchem.

Aspecta of Proataglandina and Thromboanea. Kharaach,N.. Fried,J.

(2da.), AcademicPress, p. 1 (1977).

ZAMPIGHI,G., VERGARA,J. y RAMON,F.

J.Cell.8iol. gg: 73h (197h).

gIHMERHAN,B.G., RYAN,H.J., GOMER,S. y KRAFT,E.

J.Pharmacol.Exp.Ther. ¿glz 315 (1973).

ZINDER,D. y PDLLARD.H.

The chrcmaffin granule: recent studies leading to a functional model

for exocytoaia. En: Neurochemistry and Neuropharmacalogy g; 125 (1980).

ZIPES,T.

Circulation ¿y 752 (1975).


	Portada
	Agradecimientos
	Índice
	1. Introducción
	2. Material y Métodos
	3. Resultados
	4. Discusión
	5. Conclusiones
	Resumen
	Summary
	Referencias

