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A. CALCIO Y CONTRACTILIDAD CARDIACA

1. Generalidades

Estd bien probado que el calcio libre citosdlico (Ca2+) estd involucrado
en un sinnimero de fendémenos a nivel celular, ya sea como regulador fisiold-
gico o como gatillo o desencadenante de funciones celulares. E1 incremento
en su concentracidn citos6lica promueve una serie de actividades celulares
que incluyen secrecidon, mitosis, transmisién del impulso nervioso, transpor-
te a nivel de membrana, reacciones de fosforilacidn, activacién o inhibicidn
de sistemas enzimaticos y, en tejidos musculares activacién de la contraccidn
(Rasmussen y Barret, 1984).

Es de hacer notar, que el gradiente idnico para calcio (Ca) es cuantita-
tivamente el mds importante en los seres vivos. En efecto, como la concentra
cion de Ca en el medio extracelular estd en el orden milimolar, la relacidn
entre las concentraciones extra e intracelulares para este ion excede 104. En
el misculo cardiaco, el elevado gradiente electroquimico para calcio existen-
te, estd parcialmente garantizado por la baja permeabilidad de 1a membrana a
este i6n en condiciones de reposo. Ademds, el nivel de Ca citosdlico en estas
condiciones, extremadamente bajo, es mantenido por sistemas de transporte que
directamente o por su asociacidn con otros sistemas de transporte, utilizan
energia quimica y que estdn ubicados tanto en la membrana celular o sarcole-
ma (bomba de Ca asociada a sarcolema e intercambiador NaxCa) como a reticulo
sarcoplasmico (bomba de Ca asociada a este sistema membranoso) o en la mito-
condria (Reuter y Seizt, 1968; Caroni y Carafoli, 1980; Tada e Inui, 1983;

Scholz, 1984). Durante el evento contrdctil, el mdsculo cardfaco estd someti-



do a rdpidos cambios en la concentracidn intracelular de Ca, la cual oscila
entre el nivel basal correspondiente al estado de reposo mecidnico (<:10'7moL

5 mo]-]'1 en el pico de activacién, en periodos

1'1) hasta aproximadamente 10~
de 50 a 1000 ms dependiendo de 1a especie y de la temperatura. Por lo tanto,
el midsculo cardiaco posee mecanismos capaces de regular ciclicamente en for-
ma rapida y precisa los niveles de calcio citoplasmdtico y asi efectuar su
funcidn contractil.

A diferencia del misculo esquelético de mamifero en el que la graduacion
de Ta contraccidn se logra o bien mediante el reclutamiento de fibras motoras
(misculo esquelético de tipo rdpido) o por variaciones en la despolarizacidn
de la membrana celular (misculo esquelético de caracteristicas tdénicas), en
el misculo cardiaco toda la masa muscular se contrae en cada latido y la fuer
za generada puede variar marcadamente sin que existan alteraciones manifies-
tas en el potencial de accidn. Esta respuesta caracteristica del tipo todo o
nada implica que la regulacidon de la contraccidon cardiaca debe ser una pro-
piedad de las células miocdrdicas y que existiria una modulacidon de la con-
traccidn a nivel de cada una de ellas. Una de las formas por las que el mis-
culo cardiaco es capaz de reqular la fuerza generada es a través de la cldsi-
ca respuesta de Frank-Starling en la cual, las variaciones de la longitud de
las fibras en reposo modifican la interaccién entre miofilamentos de actina
y miosina. Otra forma por la cual el misculo cardiaco puede regular su fuer-
za contrdctil estd relacionada con modificaciones en los mecanismos que con-
trolan la oferta de calcio a los miofilamentos (Langer, 1980). En efecto, exis
ten una serie de compartimientos celulares (complejo glicocdlix-sarcolema, re
ticulo sarcopldsmico, mitocondrias) con capacidad de acumular calcio en can-

tidad suficiente como para modificar la oferta de este catid6n al medio intra-



celular.

2. Papel del calcio extracelular y del sarcolema

E1 misculo cardiaco cesa casi inmediatamente de responder frente a un es-
timulo cuando se priva de calcio el medio de perfusidén. Esto denota la criti-
ca dependencia existente en misculo cardiaco entre la actividad contrdctil y
la presencia de calcio en el medio extracelular (Ringer, 1883; Philipson y
Langer, 1979) 1o que 1o diferencia del misculo esquelético el cual es capaz
de contraerse alin en medios 1ibres de calcio por espacio de horas a tempera-
tura ambiente (Armstrong, Bezanilla y Horowicz, 1972).

No caben dudas que el medio extracelular es un compartimiento que contie-
ne suficiente Ca para activar el aparato contrdctil, sin embargo 1a fuente de
Ca responsable del mantenimiento de la contraccidn cardiaca continda siendo
un problema no resuelto. En efecto, si bien la fuerza generada disminuye ra-
pidamente con la reduccion de la concentracidn de Ca en el medio extracelular
(Shine, Serena y Langer, 1971) o por la exposicidn del misculo a inhibidores
de 1a entrada de Ca desde este medio (Mn, verapamil, nifedipina etc.), se ha
encontrado que el Ca que ingresa a la célula desde el medio extracelular se-
ria, al menos en algunas especies, insuficiente para la generacion de fuerza.
Ademds, la mayor parte de los estudios electrofisioldgicos que estiman la en-
trada de Ca por la denominada corriente lenta, han generado valores que sélo
pueden explicar entre el 10 y 20% del Ca requerido para una activacidn maxi-
ma (Solaro, Wise, Shiner y Briggs, 1974; Fozzard y Beeler, 1975; Chapman,1979)
Del mismo modo, las estimaciones de la entrada de Ca por latido, obtenidas por

mediciones de flujos radioisotdpicos, también representan aproximadamente el



10% del Ca requerido para la completa activacién de los miofilamentos (Chap-
man, 1979; Bers, 1983). Si bien mds recientemente las estimaciones del influ-
jo de Ca se han incrementado hasta 1os niveles requeridos para la mitad de la
activacion miaxima de los miofilamentos, éstas alin no pueden considerarse como
definitivas. De hecho, es de destacar que las estimaciones del influjo de Ca
obtenidas por mediciones radioisotfpicas, por el método de patch-clamp o por
ambos difieren en un orden de magnitud (Bers, 1985).

Cuando se encara el andlisis del origen del calcio responsable de 1la con-
traccion cardiaca, es interesante examinar la respuesta del misculo cardiaco
frente a la perfusidon con soluciones libres de calcio. En estas condiciones,
se ha observado en ventriculo de conejo que la fuerza contractil declina con
un tiempo medio de aproximadamente 0,8 minutos lo que indicaria que la ten-
sion cae tanto como 1o hace la concentracidon de calcio en el espacio inters-
ticial o en regiones celulares que se hallan en rdpido equilibrio con el mis-
mo (Shine, Serena y Langer, 1971). Por otra parte, cuando el calcio es rein-
troducido en el medio de perfusidén, la fuerza generada asciende hasta el ni-
vel control con un tiempo medio de aproximadamente 0,2 minutos. Este tiempo
medio es muy similar al obtenido para el intercambio de sustancias dentro del
espacio vascular (Philipson y Langer, 1979). La explicacidn para esta asime-
tria observada para el descenso versus el ascenso de la fuerza contrdactil
cuando se remueve 0 readmite al calcio en el medio de perfusidon, seria que un
componente de calcio importante en la contraccién cardiaca estaria unido a al-
gin sitio superficial con afinidad para calcio tal que su readmisién (asocia-
cidon del i6n a estos sitios de unidn) se efectuaria en forma mids rdpida que
el lavado del mismo (disociacion del calcio de los sitios de unién superficia

les). Mds recientemente (Rich, Langer y Klassen, 1988) se ha encontrado, en



células aisladas de ventriculo de conejo, que si se asegura un lavado de to-
do el medio extracelular en pocas décimas de segundo estas células pierden
por completo su habilidad para contraerse la que se recupera inmediatamente
(tiempo medio 1 s) con la reposicidn del Ca extracelular. Estudios realizados
en vesiculas de sarcolema y en tejido muscular cardiaco frente a concentra-
ciones de calcio extracelular que variaron en un amplio rango (0,05 a 9,0 mM),
demostraron que el calcio unido al sarcolema estaba en estrecha relacidn con
la fuerza activa generada por las preparaciones musculares. Esto se puso en
evidencia en el hecho que el grafico que relacionaba el Ca unido a sarcolema
vs. concentracidn de calcio extracelular y aquél que relacionaba la mixima ve
locidad de contraccidn vs. concentracion de calcio extracelular eran totalmen
te superponibles (Bers, Philipson y Langer, 1981). Mayor soporte para la par-
ticipacion del Ca extracelular y especificamente la fraccion de Ca unida al
sarcolema, se derivd de estudios en Tos que se compard la habilidad de varios

cationes (Y3+, Nd3+, La3+, Cd2+, Mn2+ 2+ n2 2+)

, Co , Z +, Mg de desplazar Ca del
mismo con su habilidad de desacoplar la excitacidn de la contraccion. La se-
cuencia de selectividades encontradas tanto para cationes divalentes como tri
valentes fue la misma que la secuencia relativa de desacoplamiento de la ten-
sion contrdctil (Langer, Serena y Nudd, 1974; Bers y Langer, 1979). La poten-
cia de un determinado i6n como desacoplante y como agente desplazante del Ca
unido a sarcolema, dependia no sélo de su carga (los trivalentes fueron en ge
neral mis potentes que los divalentes) sino, mds distintivamente, de su radio
i6nico. Es decir, aquellos con radios idnicos similares al radio idonico del
Ca (0,99 K), mostraron mas habilidad desacoplante y capacidad de desplazamien
to del Ca unido al sarcolema.

En resumen, pareceria que el espacio intersticial es la fuente primaria



de calcio para el acople de la despolarizacidon con la contraccidon, y existi-
rian sitios de unidn y almacenamiento del mismo en, o cerca de, la superfi-
cie celular, desde los cuales &ste seria liberado. Estos sitios parecerian 1o
calizados en el complejo glicocdlix-sarcolema en el cual existen mucopolisa-
cdridos y fosfolipidos cuyas cargas negativas serian capaces de fijar catio-

2+. Este complejo seria un importante Tugar de almace-

nes, entre ellos el Ca
namiento superficial de Ca (Langer, 1984). Es de hacer notar que este lugar
de almacenamiento contiene, en concentraciones de Ca fisioldgicas, una can-
tidad de Ca unido de aproximadamente 700 pmo]-kg'l de tejido himedo (Bers y
Langer, 1979). Esta cantidad representa el 20% del contenido total de calcio
tisular y es alrededor de diez veces la cantidad de calcio requerida para ge
nerar el 50% de la fuerza mdxima en ventriculo de mamifero (Pierce, Philipson
y Langer, 1985).

Debe destacarse que si el Ca que entra a la célula miocdrdica a través de
sarcolema estuviera destinado a activar a las proteinas contrdctiles, el flu-
jo transmembrana resultante seria de una magnitud tal que, de no mediar com-
pensacidon por otros movimientos idnicos, generaria corrientes o cambios de po
tencial de membrana elevados, y &stos no han sido detectados (Chapman, 1983).
Por otra parte, si el Ca ingresara al sarcoplasma en cantidad suficiente pa-
ra activar la contraccién, habria dos consecuencias importantes a considerar:
Primero, deberia producirse una gran elevacidn en la concentracid6n de Ca 1i-
bre en el sarcoplasma en regiones proximas al sarcolema, 1o que deberia ser
detectado mediante el uso de aequorina (proteina fotoluminiscente en presen-
cia de Ca2+); Segundo, el tiempo necesario para que el Ca2+ se equilibre en
el interior de la célula deberia ser mayor cuanto mayor sea el didmetro celu-

lar. Tanto las sefiales obtenidas con aequorina como los tiempos de difusidn



calculados para distintos tipos celulares, sugieren que el movimiento de Ca2+

a través de la membrana celular, aunque indispensable, no seria necesariamen
te la Unica fuente de Ca activador de la contraccidn en la célula cardiaca
(Allen y Blinks, 1978; Wier, 1980; Chapman, 1983).

Necesariamente, la dependencia del proceso contrdactil de la presencia de
calcio en el medio extracelular implica la existencia de mecanismos que se ha
1len involucrados en los movimientos de calcio transarcolemales. Hasta el mo-
mento, se han descripto tres de estos mecanismos: a. los canales de calcio,
b. el intercambiador NaxCa asociado al sarcolema y c. la bomba de calcio del

sarcolema.

a. Canales de calcio.

Este es uno de los procesos que introducen Ca al citosol durante el poten
cial de accidon cardiaco. La dependencia idnica de la porcién positiva del po-
tencial de accidn y estudios realizados a potenciales de membrana eléctrica-
mente prefijados (voltage-clamp) permitieron reconocer la existencia de una
corriente de entrada adicional a la corriente rdpida de sodio (responsable es
ta Gitima de la espiga o fase cero del potencial de accidén). Esta corriente
secundaria, que es conducida a través de los 1lamados canales lentos, es de-
pendiente de Ca2+, posee una cinética mds lenta y una dependencia del poten-
cial de membrana que la diferencian de la corriente ripida de sodio (Reuter,
1979).

Se han descripto distintos tipos de canales a través de los cuales el Ca
ingresaria a la célula (Schramm y Towart, 1985). Dentro de estos, el 1lamado

canal operado por receptores” ha sido propuesto para explicar el hecho de



que, en células musculares lisas, muchos neurotransmisores activan la entra-
da de Ca en ausencia de cambios en el potencial de membrana (Bolton, 1979;
Towart, 1981). La existencia de este tipo de canalno ha sido descripto en célu
las cardiacas.

E1 1lamado "canal voltaje-dependiente", por otra parte, ha sido muy estu-
diado y su existencia es indiscutida. Se encuentra ampliamente distribuido no
s6lo en el corazdon sino también en diferentes tejidos corporales y en todo el
reino animal. Este canal, a diferencia del canal rdpido de sodio, no es blo-

queado por tetrodotoxina pero es sensible a cationes divalentes (Mn2+, N12+,

Cd2+ 2+)

, Co y a los antagonistas cdlcicos orgdnicos como verapamil, nifedipi-
na y otras dihidropiridinas. E1 movimiento pasivo transmembrana de Ca a tra-
vés del canal depende de 1a diferencia neta del potencial electroquimico pa-
ra Ca y de 1a conductancia del mismo. Las cinéticas de apertura y oclusidn del
canal son el resultado de los cambios en el potencial de membrana que se pro-
ducen durante el potencial de accidn. Evidencias experimentales sugieren la
posible existencia de un sensor de voltaje en la membrana. Este sensor podria
ser un grupo proteico con propiedades de dipolo que formaria una parte inte-
gral del canal idnico y cuyo comportamiento seria sensible al campo eléctrico.
Cualquier cambio en el potencial de membrana causaria reorientacidn del sen-
sor cargado dentro del campo y en Lonsecuencia un cambio en el flujo de iones
a través del canal (Reuter, 1983). La corriente lenta comienza cuando el po-
tencial de membrana alcanza Tos -40mV y tiene sumdximoa OmV (Schramm y Towart, 1985).
La inactivacion de los canales se produce por 1o menos por dos mecanismos: la
inactivacion dependiente del voltaje de la membrana y, al menos en algunos te-

jidos, mediante un proceso de inactivacion por Ca que guarda relacidn directa

con el flujo de Ca a través del canal, de tal modo que a mayor flujo mds rdpi



da seria la inactivacion (Hagiwara y Byerly, 1981; Aschcroft y Stanfield, 1982).
Sin embargo, este G1timo mecanismo de inactivacién no se ha establecido ine-
quivocamente en mlsculo cardiaco (Reuter, 1983; Kokubun e Irisawa, 1984). Las
mediciones de la corriente de un canal de calcio aislado, utilizando técnicas
de patch-clamp, han demostrado que la apertura del mismo estd distribuida es-
tadisticamente con una duracidn de aproximadamente 1 ms, e interrumpida por
periodos de cierre variables que oscilan entre menos de 1 ms y 100 ms de du-
racién (Cavalie, Ochi, Pelzer y Trautwein, 1983). Finalmente, evidencias expe-
rimentales recientes, utilizando técnicas de patch-clamp para células enteras,
sugieren que la corriente de entrada de Ca serfa acarreada por este idon a tra
vés de dos tipos de canales voltaje-dependientes: los 1lamados canales de Ca
de tipo L y los canales de Ca de tipo T (Mitra y Morad, 1986; Hagiwara, Iri-
sawa y Kameyama, 1988). Estos dos tipos de canales poseen caracteristicas di-
ferenciales que han permitido su separacidn y parcial caracterizacion. Entre
ellas cabe mencionar los diferentes rangos de potencial de membrana requeri-
dos tanto para la apertura como para la inactivacidon de los mismos, y la dis-
tinta sensibilidad frente a antagonistas (verapamil, flunarizina) y agonistas
(BAY K8644) cdlcicos (Tytgat, Vereecke y Carmeliet, 1988; Van Skiver, Spires
y Cohen, 1988).

Fisiolégicamente, la funcidn de los canales lentos es modulada por neuro-
transmisores. Las catecolaminas aumentan la corriente de Ca sin modificar la
conductancia del canal. La probabilidad de que un canal esté en estado abier-
to aumenta a través de un incremento en los tiempos de apertura y/o por acor-
tamiento en los periodos de cierre. Hasta el momento no estd claro si éste in-
cremento en la corriente de Ca es debida a un incremento en el nimero total

de canales disponibles funcionalmente o a un aumento en la probabilidad de a-



10.

pertura de los canales existentes durante la despolarizacidn. Los mismos efec
tos se observan después de la inyeccidn intracelular de AMPc o de la subuni-
dad catalitica de las proteino-quinasas dependientes de AMPc, 1o cual indica
que en la transicidn del estado inactivo al activo estd involucrado un proce-

so de fosforilacion (Schramm y Towart, 1985).

b. Intercambiador NaxCa.

La existencia de un sistema de intercambio de NaxCa ha sido establecida
en muchos tejidos incluyendo el tejido cardfaco intacto (Reuter y Seitz, 1968;
Horackova y Vassort, 1979) y vesiculas de sarcolema cardiaco (Reeves y Sutko,
1979; Philipson y Nishimoto, 1982). Recientemente, mediante el uso de técni-
cas de aislamiento y purificacion a partir de vesiculas de sarcolema cardfiaco
y aplicacidn de anticuerpos monoclonales se ha propuesto que la unidad bdsi-
ca del sistema de intercambio NaxCa seria una proteina monomérica de aproxi-
madamente 32 kDa de masa molar y que el intercambiador funcionalmente activo
serfa un tetramero en el cual cuatro subunidades de 33 kDa estarian asociadas
por uniones disulfuro (Pierce, Ward y Philipson, 1986; Letarte, Quackenbush,
Baumal y Michalak, 1986; Longoni y Carafoli, 1987).

Estudios realizados tanto en vesiculas sarcolemales como en células ven-
triculares, han demostrado la caracteristica electrogénica de este sistema de
intercambio, es decir, su operacidn genera transporte desigual de cargas a
través de la membrana y como consecuencia diferencias de potencial transmem-
brana que producen corrientes de intercambio (Reeves y Hale, 1984; Hume, 1987;
Barcena-Ruiz, Bauckelmann y Wier, 1987). En 1o referente a la estequeometria

del sistema, hasta el momento, los estudios realizados mediante el uso de téc



nicas de flujos radioisotdpicos, andlisis de curvas de activacién y el uso de

microelectrodos sensibles a Na+ \ Ca2+

, permiten establecer que se intercam-
bian mas de dos Na+ por cada Ca2+ contratransportado (Philipson y Nishimoto,
1981; Bers y E11is, 1982; Bridge y Bassingthwaighte, 1983). La estequeometria
mds probable pareceria ser de tres Na+ por cada Ca2+ contratransportado (Pitts,
1979; Reeves y Hale, 1984; Kimura, Miyamae y Noma, 1987).

La direccidon del movimiento neto de calcio a través del intercambiador
NaxCa estd energéticamente determinado. Dependiendo del gradiente electroqui-
mico para ambos iones y del potencial de membrana, el sistema puede, en prin-

cipio, participar tanto en la entrada como en la remocidn de calcio citoséli-

co. Asi, para la reaccidn de intercambio se puede pues plantear:

+ 2+ + 2+
+ . —— Na. +
n Nae CaT n Na, Cae

Donde: n=relacidon de acoplamiento para el intercambio

i y e=compartimientos intra y extracelular respectivamente

2

E1 sistema de intercambio NaxCa producird la salida de Ca * desde el citosol

acoplada con la entrada de Na+ siempre que se cumpla:

LR I (n-2) <0 (1)
. + (n-2) <
Py,

RT. In
F
Donde: R=constante universal de los gases
T = temperatura absoluta
F =constante de Faraday
§n=potencia] de membrana

(Na+)i y (Na+)e==act1vidades intra y extracelulares de sodio respec-



tivamente

2+) 2+)

(Ca y (Ca = actividades intra y extracelulares de calcio res-

i e

pectivamente.

En el misculo ventricular de mamifero en reposo, en el que Em es de alre-
dedor de -80 mV, las concentraciones extracelulares fisioldgicas de Na y Ca
son de 140 y 1,5 mM respectivamente y las concentraciones intracelulares de
Na y Ca libre medidas tienen valores de 5-11 mM y 0,1-0,5 uM respectivamente
(Bers y E11is, 1982; Chapman, 1986; Desilets y Baumgarten, 1986; duBell y
Houser, 1987), se puede calcular la direccidn en la que el intercambio proce-
de asumiendo la estequeometria 3 Na+:1 Ca2+ para el intercambio. Tomando va-
lores promedio para las concentraciones intracelulares de Na y Ca de 8 M y
0,3 pM respectivamente, a 37 °C, el valor obtenido para la expresion (1) es
de -82 mV, es decir que en condiciones de reposo, el sistema de intercambio
de NaxCa procede en l1a direccidén de la extrusidon de Ca desde el citosol uti-
lizando el gradiente electroquimico transmembrana de Na.

Durante el proceso contrdctil, la generacidn de un potencial de accidon ha
ce que el potencial de membrana cambie abruptamente desde su valor de reposo
hasta alrededor de +10 mV en un tiempo de 2 ms o menos. A este cambio estd a-
sociada la entrada de Na a través de los 1lamados canales rdpidos. E1 cambio
en la concentracidon intracelular de Ca es posterior a estos eventos (Mullins,
1979). Entonces, aiin sin tener en cuenta el cambio en la concentracidn intra-
celular de Na en las cercanias de la membrana, tal cambio en el potencial de
membrana alcanzarfia para revertir la relacidn dada por la ecuacién (1), de tal
forma que el intercambiador actuaria en este caso favoreciendo el influjo de

Ca desde el espacio extracelular. Ahora bien, cuando la concentracion de Ca
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intracelular se eleva ya sea por la entrada de Ca desde el espacio extracelu-
lar o por liberacidon de Ca por el sistema reticulo sarcopldsmico (RS), hasta

concentraciones de 1-2 p, 1a relacidon expresada en la ecuacién (1) nuevamen-
te se revierte y el sistema de intercambio NaxCa funcionaria en el sentido de
retirar el Ca del citosol. Esto puede suceder aln durante la fase plateau del
potencial de acci6n (Philipson y Ward, 1986).

Existe numerosa evidencia respecto de la participacidn del sistema de con
tratransporte de NaxCa como uno de los mecanismos que median la salida de Ca
de las células cardiacas. Se trataria de un sistema de alta capacidad pero ba
ja afinidad por lo que estaria adaptado para remover Ca en condiciones en don
de la concentracidén citosélica del mismo se eleva (en el pico de la activa-
cién). Por otra parte, su participacion como sistema que media la entrada de
Ca desde el espacio extracelular, aunque energéticamente posible, no ha sido
definitivamente establecida (Carafoli, 1985; Philipson y Ward, 1986) en condi
ciones fisioldgicas, mientras que existe evidencia de su actividad en condi-
ciones de sobrecarga de Na intracelular (Ponce-Hornos y Langer, 1980; Bers y
E11is, 1982).

Fisiolégicamente, este sistema seria regulado por otros ligandos distin-
tos del Na y Ca intracelular tales como Mg, Mg-ATP, Pi, K. A este respecto se
ha informado que el intercambiador NaxCa podria operar en regimenes de alta o
baja velocidad dependiendo de las concentraciones intracelulares de estos 1i-

gandos (DiPolo y Beaugé, 1984).

¢. Bomba de calcio del sarcolema

Este sistema de transporte activo primario, ha sido identificado en mem-
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branas plasmdticas de numerosos tipos celulares entre 1os que se encuentra

el misculo cardiaco (Carafoli, 1984). La enzima ha sido aislada de sarcolema
cardiaco, purificada y reconstituida dentro de liposomas, 1o que ha permitido
su caracterizacion. Se trata de una proteina de 138 kDa de masa molar y mues-
tra una estequeometria de bombeo de 1 Ca/ATP hidrolizado (Caroni y Carafoli,
1980; Caroni, Zurini, Clark y Carafoli, 1983). Esta ATPasa pertenece al grupo
El'EZ’ o sea que forma una fosfoenzima durante el ciclo de reaccidon y es in-
hibida por bajas concentraciones de vanadato.

Caroni y Carafoli encontraron que el flujo maximo de Ca movilizado por la
bomba de Ca en vesiculas de sarcolema aisladas de corazdén de mamifero, es 1/30
0 1/100 del movilizado por el intercambiador NaxCa. La concentracidn de Ca a
1a cual la bomba se encuentra a la mitad de su actividad maxima es 0,3 pmo]-
1'1, mientras que para el intercambiador es 1,5/Jm01-]'1 (Caroni y Carafoli,
1980; Caroni, Reinlib y Carafoli 1980). Aplicar estos hechos a la célula car-
diaca intacta implica sugerir que, cuando 1a bomba de Ca estd trabajando a la
mitad de su velocidad mixima, es decir, cuando la actividad de Ca intracelu-
lar es de 300 nmol-171 (concentracidn promedio medida en reposo), el inter-
cambiador s61o estd activado en un 5% (Chapman, 1983). Durante la contraccidn
cardiaca, en cambio, la concentracidn intracelular de Ca se eleva sustancial-
mente y es en esta situacidn en la que un sistema de baja afinidad pero alta
capacidad como el de intercambio NaxCa actuaria en la remocidn de Ca citoséli

co en un grado mayor que la bomba de Ca asociada al sarcolema (Carafoli, 1985).

3. Fuentes intracelulares de calcio

En general, en todos los tejidos,la relacion entre el calcio idnico intra
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celular vs. el calcio total intercambiable es muy baja, hecho que sugiere un
importante control de los niveles de calcio en el medio intracelular (Mullins
y Requena, 1979; Langer, 1982). Una relacidn de este tipo pareceria existir
en el misculo cardiaco donde el Ca total puede llegar a aumentar, en ciertas
condiciones, en el orden milimolar mientras que los niveles de Ca libre lo
hacen en el orden micromolar. En el mdsculo esquelético, 1a parvoalbimina, el
reticulo sarcopldsmico y las mitocondrias funcionan como fuentes intracelula-
res de Ca. E] misculo cardiaco carece de parvoalbdmina (Hamoir, Focart y Dis-
teche, 1966), y los Tugares mds probable de almacenamiento de Ca intracelula-

res son el reticulo sarcopldsmico y la mitocondria (MIT).

a. Reticulo sarcoplasmico

Estudios ultraestructurales en misculo cardiaco han revelado la existen-
cia de un RS organizado. En corazdn de mamifero, una parte relativamente ex-
tensa del RS se acopla a la perisferia celular tanto a nivel del tibulo T
(cuando existe) como a la superficie de l1a membrana (Mc Nutt y Fawcett, 1969;
Fabiato, 198la). E1 midsculo cardiaco de anfibio, por otra parte, posee un sis-
tema reticulo sarcoplasmico poco desarrollado comparado con los misculos car-
diacos de mamifero (Page y Niedergerke, 1972).

Se han desarrollado numerosos estudios con el fin de establecer la capaci
dad del RS de misculo cardiaco de mamifero para remover el Ca del citoplasma.
Los resultados obtenidos obtenidos a este respecto muestran un amplio margen
de variacidn con una capacidad de captacidn total que oscila entre 5 y 90 nmol-
mg'1 de proteina y con una velocidad maxima de captacidon entre 0,3 y 60 nmol-

mg'1 de proteina-s'1 (Chapman 1983). Estudios realizados en microsomas aisla-
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dos de células cardiacas altamente enriquecidos en reticulo sarcoplasmico,
han mostrado que los mismos son capaces de acumular hasta 76 nmoles de Ca-g'1
de misculo en un segundo, alrededor de la mitad de ellos en los primeros 200
ms (Levitsky, Benevolensky, Levchenko, Smirnov y Chazov, 1981). Esta activi-
dad estd en el orden de la necesaria para relajar un latido cardiaco, ya que
el nivel de Ca libre y unido en condiciones de activacion de la contraccidn
al 90% de la tension maxima,seria de alrededor de 35 nmo1-g-1de tejido hime-
do (Solaro, Wise, Shiner y Briggs, 1974).

La captacion de Ca por parte de este sistema membranoso es llevada a ca-
bo por una Ca-ATPasa perteneciente al grupo de las El'EZ’ cuya estequeometria
de bombeo es de 2 Ca/ATP hidrolizado (Tada, Yamamoto y Tonomura, 1978; Cara-
foli, 1985). La enzima posee alta afinidad (ﬁm==0,3 MHM) y alta velocidad

(v =30 nmoles de Ca-mg'lde protefna-s'l) por 1o aue estaria capacitada pa-

max
ra actuar tanto durante el ciclo contraccidon-relajacién como en 1a homeosta-
sis de Ca durante el reposo mecdnico (Carafoli, 1985).

Conjuntamente con su capacidad de captar Ca, el RS estd capacitado para
liberarlo hacia el citosol. En fibras musculares cardiacas de mamifero a las
que por medios mecdnicos o quimicos se les ha eliminado el sarcolema (célu-
las peladas),se encontrd que la maxima liberacidon de Ca desde el RS (indu-
cida por Ca o cafefna) aumenta la tensidn contrdctil hasta alrededor del 60%
de la maxima fuerza alcanzada por aumento en la concentracidon de Ca Tibre en
el fluido a que fueron expuestas (Fabiato,198la). Esto sugiere que el RS en
estas preparaciones, contiene menos Ca que la cantidad requerida para saturar
a2 los miofilamentos. Para la liberacion de Ca por parte del RS, ya sea indu-

cida por Ca (hipdtesis sostenida por Fabiato), por despolarizacidén a nivel de

la cisterna terminal del RS (muy probable en misculo esquelético pero impro-
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bable en mdsculo cardiaco) (Fabiato, 1986), o via la ruta del Inositol-1,4,5-
trifosfato (Volpe, Salviati, Di Virgilio y Pozzan, 1985; Movsesian, Thomas,
Selak y Willamson, 1985), existen evidencias recientes que indican la presen-
cia de canales de Ca activables por Ca que serian los responsables de la 1i-
beracién del mismo desde esta organela (Rousseau, Smith, Henderson y Meissner,
1987).

En resumen, el RS pareceria ser capaz de proveer Ca para la activacion de
la contraccion del misculo cardiaco y también participar en la relajacidn del

latido cardfaco.

b. Mitocondrias

Las mitocondrias tienen una considerable potencialidad como sistema se-
cuestrador de Ca (Bygrave, 1978), pero su importancia en la homeostasis del
Ca en las células cardiacas estd relacionada directamente con la cantidad de
Ca que pueden contener in vivo, expuestas a las relativamente elevadas con-
centraciones de Na y Mg existentes en el citoplasma (Kitazawa, 1976; Chapman,
1979).

Experimentos realizados en mitocondrias cardiacas aisladas demostraron
que estas organelas podrian acumular entre 600-900 nmoles de Ca-mg'lde prote-
ina mitocondrial, en ausencia de Na y presencia de fosfato en el medio de in-
cubaci6én (Palmer, Tandler y Hoppel, 1986). E1 corazdn posee aproximadamente

lde tejido hamedo (Scarpa y Graziotti, 1973),

100 mg de proteina mitocondrial-g~
por 1o que el 1imite superior para la capacidad de acumular Ca por las mito-
condrias dentro de la célula seria entre 60 y 90 Fmo]es de Ca-g'1 de tejido

hdmedo.
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Sin embargo, estudios realizados tanto en tejido cardiaco como en otros
tejidos, utilizando microandlisis por difraccidon de rayos X, han disminuido

el contenido de Ca de las mitocondrias a alrededor de 1-2 nmoles de Ca-mg'1

1 de tejido hdmedo (Wendt-

de proteina mitocondrial o 0,1-0,2 umoles de Ca:g
Gallitelli y Jacob, 1982; Somlyo, Somlyo. Schumann v Endo, 1982; Wheeler-Clark
y Tormey, 1987). Como estas cifras representan la cantidad total de Ca mitocon
drial, la fraccidn libre del mismo, o sea, la fraccion disponible para un in-

tercambio rapido con el citosol, seria considerablemente menor. Este hecho es

importante porque indicaria que las mitocondrias, dentro de las células norma-
les, no serian capaces de almacenar grandes cantidades de Ca rdpidamente inter
cambiable y,por 10 tanto,no podrian contribuir con Ca durante el evento contractil.

E1 balance dindmico de Ca entre la mitocondria y el citosol es el resulta
do de dos mecanismos opuestos: la via electroforética que se utiliza exclusi-
vamente para la captacion del catién y el intercambio Na-dependiente a través
del cual el Ca es liberado hacia el citosol.

La fuerza impulsora para la captacidon de Ca por la mitocondria es la dife
rencia de potencial en la membrana interna mitocondrial establecida por 1la
respiracion. La velocidad de la captacion electroforética puede fluctuar de-
pendiendo esencialmente de la concentracidn de Ca y Mg citosélico (Carafoli,
1985). E1 Mg inhibe 1a captacidn activa de Ca por las mitocondrias aisladas.
Este i6n, en concentraciones de 5 mM, es capaz de bloquear totalmente la cap-
tacion de Ca por mitocondrias suspendidas en una solucion que contiene 1 umol-
1'1 de Ca (Sordahl, 1974). Por lo tanto, la velocidad mdxima de esta ruta es-
taria sensiblemente inhibida a las concentraciones fisiolégicas de Mg intra-
celular (1-4 mM), de 1o que resulta que en condiciones semejantes a las in-

tracelulares la contribucién de este sistema seria de aproximadamente 0,5



1de proteina-s'l. Ademds, este sistema de captacion muestra

nmoles de Ca-mg~
baja afinidad por Ca (Km= 15-30 FM) por 1o que para condiciones de concentra
cion de Ca y Mg similares a las existentes in situ, la velocidad de captacidn
oscilaria entre 0,3 y 3 nmoles de Ca-g'1 de tejido himedo-s~ ! 1o que haria im
probable su participacidon en la regulacion del Ca citoplasmatico durante el
ciclo de excitacidn-contraccidn-relajacién normal (Crompton, Sigel, Salzmann
y Carafoli, 1976; Carafoli, 1985).

Como se mencionara anteriormente el Ca mitocondrial es movilizable por me
dio de un intercambio Na-dependiente. En mitocondrias cardiacas aisladas se
ha demostrado que una gran parte del Ca acumulado es liberado aumentando 1la
concentracion de Na del medio de incubacidn a 15 mmo]es-]'l. Esto se debe a
la existencia de un mecanismo de salida de Ca activado por Na cuyo K estd al

1 de Na (Crompton, Capano y Carafoli, 1976). La estequeo

rededor de 7 mmoles-1~
metria de este contratransporte es de 2 Na por cada Ca, por 1o que seria elec
troneutro (Affolfer y Carafoli, 1980; Fiskum y Lehninger, 1980). El mecanis-
mo descripto no se encuentra presente en mitocondrias hepaticas.

Los niveles de la concentracion de Na intracelular en misculo cardiaco en
reposo oscilan entre 5,7 y 11 mmo]es-]'1 (Lee, 1981), lo cual significa que
el flujo de salida de Ca de la mitocondria debido al intercambio NaxCa debe-
ria estar parcialmente activado (Chapman, 1983) y en consecuencia aunque, en
las células intactas, la captacidon activa de Ca por la mitocondria estuviera
estimulada el Ca podria salir de la organela en intercambio con Na intracelu-
lar. E1 balance entre ambos procesos determinard cuanto Ca se acumula dentro
de esta organela.

Las mitocondrias podrian, por lo tanto, influir en el destino del Ca ce-

lular y en la respuesta contrdctil del misculo cardiaco cuando cambian los ni
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veles de Na intracelular como por ejemplo durante las contracturas por ausen
cia de Na o durante l1a inhibicidén de la bomba de Na-K.

Dos aspectos adicionales de la funcidén mitocondrial en el transporte de
Ca deben ser considerados para completar la discusidon de la funcidn de estas
organelas en la homeostasis del Ca intracelular en el misculo cardiaco. Uno
de ellos es la capacidad mitocondrial de acumular grandes cantidades de Ca,
en un proceso relativamente lento, aue se ha observado cuando causas patold-
gicas alteran la permeabilidad del sarcolema (Schanne, Kane, Young y Farber,
1979). Esta capacidad mitocondrial, estd relacionada con la existencia de un
sistema de captacion simultdnea de fosfato inorgdnico (Ponce-Hornos y Langer,
1982; Ponce-Hornos, Langer y Nudd, 1982) que precipita con Ca en la matriz
mitocondrial en forma de hidroxiapatita. Este hecho es de gran importancia
porque permite a la mitocondria almacenar importantes cantidades de Ca sin
que varie la actividad idnica de su matriz. E1 otro aspecto es la regulacidn
por el Ca de la actividad enzimdtica de la matriz mitocondrial. Esta regula-
cidn enzimatica serfa la razdn fundamental de la existencia de sistemas trans
portadores de Ca que tienden a una regulacidn fina de los niveles de Ca intra

mitocondrial (Carafoli, 1985).

4. Modelos del proceso de excitacidén-contraccidn-relajacion

Como ya se expresara, el misculo cardiaco es altamente dependiente del Ca
presente en el medio extracelular para desarrollar su funcidn contrdctil. A-
demds, existen otras fuentes de Ca capaces de participar en el fendmeno con-
trdctil, por lo que los modelos corrientes del acoplamiento excitacidn-con-

traccidn, a pesar de que le asignan un papel preponderante a la entrada de Ca



desde el medio extracelular, disienten en el grado de participaci6n y funcién
que le asignan a este proceso.

Uno de ellos, propuesto y extensamente estudiado por Fabiato y Fabiato
(1977), 1lamado "Ca- induce la 1iberacidn de Ca", postula que la entrada de
Ca desde el espacio extracelular es insuficiente para activar a los miofila-
mentos en forma directa. Una entrada relativamente pequefia de Ca (via los ca-
nales lentos y posiblemente el intercambiador NaxCa) induciria la liberacidn
subsecuente de mayor cantidad de este i6n por el RS. Este Ca asi liberado se-
ria el responsable de la activacidn de los miofilamentos (Figura 1). De este
modo, el mecanismo de "Ca-induce la liberacidén de Ca" coloca al RS en la po-
sicion de un sistema amplificador y la magnitud del Ca liberado dependeria
del Ca que entra a través del sarcolema.

En ninguno de los trabajos de Fabiato se expone la necesidad de un nivel
determinado de Ca para estimular la liberacidn de Ca por parte del RS. El es-
timulo para esta liberacidn no consistiria en la produccidon de un determina-
do nivel de Ca libre citoplasmdtico sino que dependeria del cambio en su con-
centracion durante un tiempo dado (Fabiato, 1983). Asi, el mismo cambio en
la concentracidon de Ca libre puede o bien cargar de Ca al RS si fué aplicado
lentamente (5 s) o inducir la liberacidon de Ca si 1o fué rapidamente (0,2 s).
De estos estudios infieren los autores que la simple entrada de Ca transarco-
lema no podria activar a los miofilamentos sin estimular previamente la 1i-
beracion de Ca por el RS (Fabiato, 198la;Fabiato, 1985).

E1 modelo extremo opuesto propuesto por Langer (1971), sugiere que la
cantidad de Ca que ingresa a la célula en cada latido seria suficiente para
activar a los miofilamentos y no se requeriria Ca adicional liberado por el

RS (Figura 2). Este Ca provendria del medio extracelular libre y de la misma
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membrana plasmatica,mds especificamente, del complejo glicocalix-sarcolema
(Langer, 1982). Como ya se expusiera, este complejo es capaz de unir Ca con
alta afinidad. La cantidad de Ca unida a estos sitios estd afectada por un
gran nimero de factores, entre otros la concentracion de Na, i6n que compi-
te con el Ca por los sitios de unidon sobre este complejo. A partir de estos
sitios el Ca seria liberado hacia los miofilamentos. Una parte de este Ca
puede volverse a unir a los sitios superficiales durante la relajacidn y par
te ser captado por el RS. Segin este modelo, la fraccion de Ca que recicla
hacia los miofilamentos desde las organelas intracelulares es considerada des
preciable en el misculo cardiaco, lo cual estd indicado en 1a Figura 2 por~la
flecha unidireccional entre los miofilamentos y el RS o las mitocondrias. EIl
mantenimiento del estado estacionario implica que el Ca almacenado intrace-
lularmente debe retornar al instersticio, probablemente por medio de una ru-
ta especifica (Langer, 1974).

La tendencia actual pareceria aceptar como modelo de Ta cupla excitacidn-
contraccidn-relajacion en misculo cardiaco, una combinacién de ambos modelos
tal que: 1. el Ca entraria durante el potencial de accidon a través de los ca-
nales de Ca y posiblemente el intercambiador NaxCa; 2. esta entrada de Ca es-
timularia la liberacidn de Ca adicional por el RS; 3. la combinacidn del Ca
liberado por el RS y del que entra desde el extracelular activaria a los mio-
filamentos; 4. la relajacion se produciria por secuestro de Ca por la bomba
de Ca del RS y por transporte directo de Ca hacia el extracelular a través
de la bomba de Ca asociada a sarcolema y por el intercambiador NaxCa. La par
ticipacion relativa de una u otra fuente de Ca en la activacidn de la contrac
cién miocdrdica seria distinta dependiendo de la especie de que se trate (Bers,

1985; Langer, 1987).
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Figura 2. Representacién esquemdtica, segin Langer (1977), de un modelo de los
movimientos de Ca2+ en el miocardio de mamifero. La representacidn de Na;-Na;
a través del sarcolema indica la importancia de la distribucién del Na tisular

para determinar el intercambio de Ca2+.



B. ENERGETICA CARDIACA

1. Generalidades

E1 tejido muscular posee componentes subcelulares que estdn especificamen
te organizados para convertir grandes cantidades de energia quimica en traba-
jo y calor. No caben dudas que las fuentes inmediatas de energia quimica en
el metabolismo muscular son la hidrdlisis de ATP y Creatina fosfato y que la
oxidacidon de sustratos como hidratos de carbono, dcidos grasos y lactato es
la encargada de mantener, en estado estacionario, 1os niveles de estos com-
puestos con enlaces fosfato de alta energia. Debido a que el misculo cardia-
co debe desarrollar una actividad ininterrumpida, la energfa quimica utiliza-
da durante el evento contrdctil no puede ser recuperada aerébicamente una vez
finalizado el mismo. Como consecuencia, la restauracion de los niveles de ATP
y de Creatina fosfato consumidos debe realizarse rdpidamente y en gran medida
durante 1a misma contraccién. Es decir, en el corazdén existe una superposicidn
temporal entre el consumo y la restauraci6n de los niveles de energia quimica.
Esta es una caracteristica diferencial respecto del comportamiento observado
en misculo esquelético en el cual es posible demostrar una clara separacion
temporal entre los eventos ligados a la utilizacion y aquellos ligados a la
recuperacién de la energia quimica consumida, hecho que se hace mds evidente
a temperaturas inferiores a 20 °C (Hil1l, 1928; Gibbs y Gibson, 1972; Chapman
y Gibbs, 1974).

E1 comportamiento del misculo cardiaco como transductor de energia puede
ser analizado experimentalmente por medio de: a) Mediciones mecdnicas (fuer-

za 0 tension desarrollada, velocidades de contraccidny de relajacidn, velocidad
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de acortamiento, etc) (Brady, 1964; Brutsaert, 1979; Roos y Brady, 1982); b)
Mediciones quimicas (consumo de moléculas con enlace fosfato de alta energfa
como ATP y Creatina fosfato, consumo de glucosa, produccidén de acido ldctico,
consumo de oxfgeno ) (Rich y Brady, 1974; Coulson, 1976; Ponce-Hornos y Lan-
ger, 1982; Dominguez-Mon, Ponce-Hornos, Gdmez, Cannata y Taquini; 1984); c)
Mediciones biofisicas (seguimiento fluorométrico de cambios redox, cinética
de intercambio iénico, métodos miotérmicos) (Mulieri, Luhr, Trefrv y Alpert,
1977; Gibbs y Chapman, 1979a; Chapman, Gibbs y Loiselle, 1982; Ponce-Hornos,
Bonazzola y Taquini, 1987). Cualquiera sea el método utilizado es esencial
que las conclusiones obtenidas a partir de mediciones quimicas y/o mecanicas
sean compatibles con aquellas obtenidas a partir de mediciones termodinami-
cas. En la presente tesis, para el estudio del comportamiento energético y
mecdnico del misculo cardfaco se ha utilizado un método miotérmico que se des
cribe en detalle en la seccidn Métodos.

Estrictamente, el misculo cardiaco es un sistema termodindmico abierto ya
que intercambia tanto energia (en forma de calor y trabajo) como materia con
sus alrededores. Una preparacidon muscular aislada y perfundida, responde a la
estimulacién eléctrica con una respuesta contrdactil que involucra el desarro-
110 de fuerza, la posible realizacidn de trabajo mecdnico externo y la genera-
cion de calor por las reacciones quimicas que acompanan al evento mecdnico.
Este intercambio inicial de energia es seguido por procesos metab6licos de re-
cuperacion que involucran el consumo de oxigeno con generacidn de didxido de
carbono acompafiados de generacion de calor. En consecuencia, durante los pro-
cesos de recuperacidn el misculo intercambia materia y energia (en forma de
calor) con sus alrededores. Debido a que Tos cambios térmicos que acompafian

al intercambio de gases respiratorios son despreciables, tanto respecto de a-
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quellos provenientes de las reacciones quimicas que se producen durante el e-
vento mecdnico como de los asociados con el metabolismo de recuperacidn, el
misculo puede ser tratado como un sistema termodinamico cerrado (Gibbs y Chap
man, 1979a). Ademds, todas las reacciones quimicas tienen lugar en solucidn
(fases condensadas) por lo cual se puede considerar que el sistema se encuen-
tra en condiciones de presidn y volumen constante y en consecuencia las di-
ferencias entre energia interna y entalpfa.pueden, en la practica, ser obvia
das (Wilkie, 1960). Finalmente, gradientes de temperatura ocurren naturalmen
en el misculo, como sucede en cualquier sistema que produce calor, pero el ca
lor producido en el misculo es casi inmediatamente perdido hacia el medio y
por lo tanto la temperatura en el mismo,a los fines practicos, permanece cons-
tante (Wilkie, 1960; Gibbs y Chapman 1979a). Enconsecuencia, una preparacion
muscular aislada puede ser tratada como un sistema termodindmico cerrado a
presidn y volumen constante en dondelos términos energia interna y entalpia

serian intercambiables.

2. Componentes energéticos del misculo cardiaco

Una forma de analizar el comportamiento energético del corazdn es dividir
el intercambio energético en una fraccidn relacionada fundamentalmente con el
estado de reposo mecdnico (que se denomina metabolismo basal) y otra que es-
td asociada con la actividad mecdnica (fase activa). La evaluacién de ambos
componentes se realiza estudiando energéticamente al misculo en actividad y
en estado de reposo, tal que la diferencia entre el intercambio de energia to-
tal y aquella que se obtiene durante el reposo nos da el recambio del estado

activo.



a. Metabolismo basal

Adn cuando no se lo estimule, un misculo aislado debe conservar la inte-
gridad de su composicién intracelular en contra de gradientes eléctricos y
quimicos. La produccion de calor asociada a este metabolismo basal o de man-
tenimiento es una medida de la utilizacién y recuperacidén de la energia in-
volucrada en el mantenimiento de la homeostasis celular. Si bien hasta el pre
sente no se han podido establecer las bases fisioldgicas de este calor de re-
poso, se ha postulado al transporte activo de Na y K como uno de los respon-
sables del consumo basal de ATP en estas condiciones. De Ta aplicacidn de téc-
nicas miotérmicas conjuntamente con métodos radioisotdpicos se puede estimar
que el transporte activo de Na y K participaria con aproximadamente 10-25%
del calor producido durante el reposo mecdnico (Gibbs y Chapman,1979b; Gibbs,
1983; Ponce-Hornos, Bonazzola y Taquini, 1987). La reduccién en el consumo de
oxigeno cuando se reduce la concentracién de Na extracelular (Lochner y Dud-
ziak, 1965), la disminucién de la produccidn de calor de reposo con simuldnea
reduccidn en el influjo de K sin alteracion de la salida del mismo cuando dis-
minuye la concentracion de Na en el medio de perfusién (Ponce-Hornos, Bona-
zzola y Taquini, 1987) y la elevacién del consumo de oxigeno o de la produccidn
de calor asociada al reposo mecanico por aumento en la concentracidn extrace-
lular de K (Ponce-Hornos y Marquez,1986; Loiselle, 1987; Ponce-Hornos, Marquez
Bonazzola, 1987) son consistentes con la postulada contribucién del transpor-
te activo de Na y K al metabolismo basal en el misculo cardfaco. Por otro la-
do, existen evidencias que sugieren que hasta el 30% de los valores medidos
de produccidn de calor en reposo estarian relacionados con el costo energéti-

co del recambio de proteinas (Gibbs y Chapman,1979b; Schreiber, Evans, Oratz
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y Rothchild, 1986). E1 misculo cardiaco posee un metabolismo basal particu-
larmente elevado cuando se 1o compara con el misculo esquelético. Dependien-
do de la especie, esta diferencia entre ambos tipos musculares es tal que el
misculo cardiaco puede tener un metabolismo basal entre cinco y ocho veces
mds elevado que el correspondiente al misculo esquelético. Hasta el presen-
te no se ha podido explicar esta diferencia y se ha especulado que un com-
ponente significativo del mismo podria reflejar una respuesta mitocondrial
al continuo influjo pasivo de WY hacia su matriz. La evidencia es fundamen-
talmente circunstancial. Por ejemplo, se relacionaria con la diferenciaenel
contenido mitocondrial en ambos tipos musculares (misculo esquelético y car-
diaco). Por otra parte, las diferencias observadas en el calor de reposo en-
tre distintas especies se correlaciona con el volumen mitocondrial de sus
corazones (Loiselle, 1987).

En resumen, si bien hasta el presente existen evidencias experimentales
que sugieren la contribucidn de distintos procesos al metabolismo basal del
misculo cardiaco, el total esclarecimiento de su origen es alin materia de es

peculacion.

b. Metabolismo activo

Como ya se puntualizara, el misculo cardiaco aislado y perfundido respon-
de a la estimulacidon eléctrica con una respuesta que, como consecuencia de la
interaccidn entre las proteinas contrdctiles, se manifiesta como desarrollo
de fuerza. Cuando se permite que el midsculo se acorte contra una carga, el
desarrollo de fuerza hace posible la realizacién de trabajo mecdnico exter-

no. Ha sido establecido, desde los cldsicos experimentos de Fenn (Fenn, 1923
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y 1924) posteriormente confirmados por Hi1l (Hi1l, 1938) en misculo esquelé-
tico, que la energia total liberada en una contraccidén ( en forma de calor y/
0 trabajo) no es contante y depende de la carga contra la cual el mdsculo rea
1iza trabajo externo. Asimismo, en el misculo cardfaco se ha observado una de
pendencia de la energia total liberada con la carga contra la cual el miscu-
lo realiza trabajo (contracciones isotdnicas) (Gibbs y Chapman, 1979a) pero,

a diferencia del midsculo esquelético en el que la energia total liberada es
mayor cuando el misculo se acorta contra una carga (realiza trabajo externo),
en el misculo cardiaco la misma es maxima en condiciones en las que el mis-
culo desarrolla fuerza pero no realiza trabajo externo (contracciones isomé-
tricas). En este Gltimo caso, 1a energia total durante el evento contrdctil
es liberada en forma de calor (Gibbs y Chapman, 1979b; Gibbs, 1987).

La liberacion de calor que acompafa al ciclo contraccidn-relajacion,al
que se ha 1lamado calor activo, es la manifestacién térmica de los cambios
quimicos que ocurren durante el evento contrdctil. Estos cambios involucran
tanto la utilizacién como la recuperacidn (principalmente aerdbica) de la e-
nergia contenida en enlaces quimicos. La separacion de los componentes ener-
géticos relacionados con el el proceso de excitacidon-contraccidon-relajaciodn
en el midsculo cardiaco puede realizarse segin la actividad de los varios com
ponentes enzimdticos involucrados en el ciclo cardiaco. Con este criterio,
el proceso de excitacidn-contraccidn-relajacion puede ser dividido en un com
ponente contrdctil y un componente no contrdctil. E1 primero de ellos, estd
relacionado con la utilizacidn de energfa quimica (en forma de ATP) a nivel
de las proteinas contrdctiles a través de las ATPasas de los miofilamentos.
E1 componente no contrdctil estd asociado con la despolarizacidn y activaciodn

de la fibra. Entre estos procesos se cuentan la liberacidn de calcio dentro



del sarcoplasma, su movimiento desde y hacia los sitios de unidn miofibrila-
res y su retorno a los sitios de almacenamiento por los sistemas de transpor
te dependientes de ATP (bombas de Ca tanto de sarcolema como de reticulo sar
copldsmico) conjuntamente con la recuperacidn del gradiente electroquimico pa
ra Na y K 1levada a cabo por 1a Na-K ATPasa asociada a sarcolema (Chapman,
Gibbs y Gibson, 1970). La energia quimica utilizada por ambos componentes e-
nergéticos es recuperada aerdbicamente durante la misma contraccidn. Para la
evaluacion del componente no contractil, cuya manifestacidn térmica es el de
nominado calor de activacidn o calor independiente de tensidn, debe eliminar
se del proceso de excitacidn-contraccidn-relajacién toda interaccidn entre
miofilamentos. Esto puede lograrse minimizando 1a generacidn de fuerza por
disminucidén de T1a tensidn de reposo, en misculos papilares, hasta que no se
registre desarrollo de fuerza. Un método alternativo ha sido la utilizacidon
de medios hipertonicos en los que la interaccidn entre miofilamentos es mi-
nima (Gibbs y Vaughan, 1968; Alpert y Mulieri, 1982; Gibbs, Loiselle y Wendt
1988). En concentraciones de calcio fisioldgicas, los valores obtenidos por

ambos métodos son concordantes y varian, segin la especie bajo estudio, en-

1

tejido himedo (Loiselle y Gibbs, 1979; Loiselle, 1987). Su

tre 1,5y 4 md-g~
magnitud es afectada por cambios en la concentracidn extracelular de calcio
y por agentes que alteran la contractilidad (Gibbs y Vaughan, 1968; Gibbs,
1982).

En resumen, actualmente existen numerosas evidencias experimentales que

permiten sugerir la contribucidon de distintos procesos al metabolismo activo

del midsculo cardiaco.

3. Antecedentes historicos de los estudios miotérmicos




E1 desarrollo de las técnicas miotérmicas para el estudio energético de
preparaciones bioldgicas datan de mds de un siglo. Fué en 1848 que Hermann
Helmholtz usando tres termocuplas en serie con un galvandmetro publicé los
primeros experimentos relacionados con la produccidon de calor en misculo es-
quelético (Helmholtz, 1848). Luego de esta publicacidn inicial, transcurrie-
ron quince afnos hasta que en 1860 Adolf Fick retoma estos experimentos. Pero
no fue hasta 1909 en que A.V. Hill comienza un estudio sistemdtico e integra
do de la termodindmica de la contraccidn muscular esquelética. Este autor i-
nicia sus investigaciones utilizando unas termopilas (gran nimero de termocu
plas en serie) disefiadas por Blinx y que el mismo Hill mejoraria progresiva-
mente tanto en rapidez de respuesta como en sensibilidad. Esta metodologia,
con diferentes variantes continda siendo aplicada en nuestros dias en el es-
tudio energético del misculo esquelético (Hill, 1965).

A pesar del éxito que Ta aplicacidn de la metodologia miotérmica desarro
1lada por A.V. Hill tuvo en el estudio energético del misculo esquelético,
los inconvenientes relacionados con la aplicacion de la misma al mdsculo car
diaco fueron tales que hasta 1961 no se encuentra literatura miotérmica re-
ferida a ésta preparacion (Neill, Wagner, Messner, Krasnow y Gorlin, 1961).
Posteriormente, en 1965, Ricchiuti y Gibbs consiguen aplicar por primera vez
el método de Tas termopilas desarrollado por A.V. Hill en el misculo cardiaco,
mds especificamente al misculo papilar de ventrfculo derecho de corazén de co
nejo (Ricchiuti y Gibbs, 1965; Gibbs, Mommaerts y Ricchiuti, 1967). Si bien
con estas termopilas podian realizarse estudios miotérmicos simultdaneos con
estudios mecdnicos, el pequefno tamafio de Ta preparacidn que debia utilizarse
impidid que se pudiesen realizar estudios idnico-cinéticos y/o metabdlicos en

forma simultdnea. De hecho estos estudios fueron realizados por muchos afios



por otros grupos de investigadores haciendo mas dificultosa la correlacidn
entre resultados. Mientras que las termopilas desarrolladas por Gibss y col.
fueron mejoradas tanto en velocidad de respuesta como en sensibilidad por el
grupo de N.R. Alpert (Mulieri, Luhr, Trefry y Alpert, 1977), las metodologias
que intentaron el uso de preparaciones musculares mas grandes, para poder rea
lizar estudios metabdlicos e idnico cinéticos simultdneos, fueron en general
de baja sensibilidad y lenta respuesta. Mas recientemente, se ha desarrolla-
do un método calorimétrico con una sensibilidad comparable al método de las
termopilas, con suficiente velocidad de respuesta y que permite el estudio
simultdneo de pardmetros energéticos, contractiles, i6nico-cinéticos y meta-
bd1licos (Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer, 1982). Este G1timo método es el
que se ha aplicado en la presente tesis para el estudio mecanico-energético

del mdsculo cardiaco (ver Métodos).

4., Métodos miotérmicos

Hasta el presente, en el estudio energético del misculo cardiaco se han
utilizado fundamentalmente tres métodos miotérmicos: a. Método de las diferen
cias de temperatura arterio-venosa; b. Método de las termopilas y c. Método
microcalorimétrico para tejidos perfundidos. A continuacidon se describird bre
vemente cada uno de ellos y se expondrdn las ventajas, desventajas y aplica-

bilidad de los mismos.

a. Método de las diferericias de temperatura arterio-venosa.

Este método utiliza la medici6én del flujo coronario y el gradiente térmi-

co (AT) entre los fluidos arteriales y venosos (Neill, Wagner, Messner, Kras
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now y Gorlin, 1961; McDonald, 1971; Coulson y Rusy, 1973; Theisohn, Friedrich,
Justus, Guttler y Klaus, 1977). E1 método se basa en que el calor producido
por el misculo cardiaco es proporcional a la diferencia de temperatura arte-

rio-venosa (evaluada con termistores o termocuplas), tal que:
Q=AT-Ja_v-c

Donde: Q = flujo caldrico
AT = diferencia de temperatura arterio-venosa
Ja-v = flujo arterio-venoso
c = calor especifico de 1a solucidn de perfusion

Debido a que este método requiere una cantidad finita de flujo para obte-
ner una medicidn, el calor producido en condiciones isquémicas (ausencia de
flujo) no puede ser determinado. Por otra parte, en general esta metodologia
es de respuesta relativamente lenta con constantes de tiempo superiores a 10s
2,7 minutos y de sensibilidad relativamente baja. La ventaja mds notable es
que al utilizar preparaciones musculares relativamente grandes (en general co
razén entero) permite realizar estudios metabdlicos simultdneos con métodos
bioquimicos como por ejemplo medicidon de flujo glucolitico, produccion de a-
cido ldctico etc. Ademds, debido a que la perfusidn se realiza por via fisio-
16gica se evitan Tos problemas asociados con una limitada difusidn de oxige-
no hacia el tejido. Finalmente, en algunos casos las mediciones miotérmicas
han podido realizarse simultdneamente con mediciones de consumo de oxigeno
(por el método polarogrdfico) con lo que se han podido obtener indices del e-
quivalente caldrico del consumo de oxigeno en misculo cardiaco (Rusy y Coulson,

1973; Theison, Friedrich, Justus, Guttler y Klaus, 1977).



b. Método de las termopilas

Este método termoeléctrico fue desarrollado y aplicado extensamente por
A.V. Hi1l en el estudio energético del misculo esquelético (ili1l, 1965). Ha-
cia 1965, Ricchiuti y Gibbs consiguieron desarrollar un sistema (posterior-
mente mejorado por Mulieri y colaboradores, 1977) de termopilas disefiadas
para medir produccidn de calor en preparaciones musculares con caracteristi-
cas especiales (Ricchiuti y Gibbs, 1965; Gibbs, Mommaerts y Ricchiuti, 1967).
Por ejemplo, la preparacidn muscular a utilizar debe ser suficientemente del
gada para permitir la adecuada difusion de oxigeno en el tejido y su forma de
be ser tal que permita que la mayor parte de su superficie esté en contacto
con las uniones termosensibles (termocuplas ubicadas a 1o largo del misculo
y conectadas en serie). La preparacién muscular mds utilizada que cumple es-
tas condiciones ha sido el mdsculo papilar de ventriculo derecho de corazén
de conejo o el papilar de ventriculo izquierdo de corazdn de rata. El1 calor
producido por el misculo es medido como el producto entre la variacién de tem
peratura, registrada por las termopilas, y el calor especifico del misculo.
Los inconvenientes técnicos estdn relacionados, por un lado, con la elevada
pérdida de calor que se produce,de aproximadamente 14% por segundo (constan-
tes de tiempo del orden de 10 segundos) y consiguiente inestabilidad de la 1i
nea de base y, por otro lado, con Tos inconvenientes derivados del pequefio ta
mafio de las preparaciones utilizadas (masa promedio de 5 mg) como, por ejemplo,
el error asociado a la cantidad de solucidn adherida a la preparacidén lo que
puede inducir una incertidumbre en la masa tisular a utilizar en los cdlculos
de hasta un 30%. A esto debe agregarse que el pequefio tamafio de la prepara-

cidn hace extremadamente dificil realizar mediciones simultdneas de pardme-
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tros metabélicos o estudios de cinética idnica como en el método antes men-
cionado. Las ventajas mds relevantes de esta metodologia son su alta sensi-
bilidad y rdpida respuesta (constantes de tiempo de alrededor de 6 segundos),
caracteristicas considerablemente superiores al método basado en diferencias

de temperatura arterio-venosas.

c. Método microcalorimétrico para tejidos perfundidos

Una alternativa al método de las termopilas rdpidas descripto en b., par-
ticularmente por su sensibilidad y capacidad de evaluar simultdneamente para-
metros mecdnicos, bioquimicos e idnico-cinéticos, es un método desarrollado
hacia 1982 (Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer, 1982). E1 mismo se basa en la
medicién del flujo de calor desde la cdmara interna del microcalorimetro en
donde se encuentra la pieza muscular en estudio y las paredes externas del
mismo en contacto con un bafo mantenido a temperatura constante. La medicidn
se 1leva a cabo mediante el uso de dos juegos de 71 unidades termosensibles
cada uno, conectadas en serie y hubicadas entre la cdmara interna, en contac-
to con el misculo, y la pared externa del sistema,en contacto con el bafo. Es
te método, al igual que aquel basado en Ta medicidon de diferencias de tempe-
ratura arterio-venosas, permite la utilizacidon de una gran variedad de prepa-
raciones miocé;dicas de tamafios diversos, perfundidas por via fisioldgica, 1o
cual resuelve el inconveniente del espesor tisular como factor limitante de
la difusion de oxigeno hacia el tejido. En cuanto a 1a velocidad de respues-
ta, es mayor (constante de tiempo de 0,9 min) que el método basado en la me-
dicién de diferencias de temperatura arterio-venosas (constante de tiempo de

2,7 min) pero menor que el método de termopilas descripto en b.. Su sensibi-



1idad es comparable con este Gltimo y, ademds, permite la evaluacidn conti-
nua de actividad contrdctil, pardmetros metabdlicos (mediante métodos bioqui
micos), flujos idnicos, simultdneamente con las mediciones de produccidn de
calor (Dominguez-Mon, Ponce-Hornos, Gomez, Cannata y Taquini, 1984; Ponce-
Hornos, Bonazzola y Taquini, 1987). Por otra parte, estas mediciones son téc
nicamente independientes de la temperatura de trabajo y,al ser este método
independiente de la existencia de perfusato, es utilizable en condiciones is-
quémicas (ausencia de perfusidn). Cabe destacar que por su versatilidad, ca-
pacidad de respuesta y sensibilidad este método es el que se ha utilizado en

la presente tesis, encontrdndose detallado en la seccidn Materiales y Métodos.

C. OBJETIVO DE LOS EXPERIMENTOS PRESENTADOS EN ESTA TESIS

Numerosos estudios han sido realizados con el objeto de dilucidar la par-
ticipacidon de las distintas fuentes de calcio en el proceso de excitacién-con
traccidn-relajacion en misculo cardiaco. Sin embargo, si bien se estd de a-
cuerdo que el calcio proveniente del medio extracelular juega un papel fun-
damental en la contraccidn muscular cardiaca, alin no ha sido posible determi-
nar el grado de participacidn de los distintos compartimientos potencialmen-
te capaces de acumular y liberar calcio que existen en la célula miocadrdica.
Como ya se expusiera, la membrana plasmatica representa en si misma un com-
partimiento con capacidad de almacenar y movilizar calcio distinguible del
compartimiento extracelular libre. Esta diferenciacidén entre Ca extracelular
libre y Ca asociado a la membrana, se basa principalmente en la cinética de
cambio en el comportamiento mecanico frente a variaciones en la concentracidn

de Ca en el medio extracelular. Por ejemplo, mientras que la reduccion de la
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concentracidon extracelular de Ca induce una caida de la fuerza con un tiempo
medio de 82 segundos, el aumento de la misma 1lega a un estado estacionario
en menos de 0,2 minutos. Esto es compatible con un sistema de adsorcién-de-
sorci6n de Ca en el que el complejo glicocdlix-sarcolema seria el sistema im-
plicado. Por otra parte, esta compartimentalizacién de Ca en la membrana plas
matica recibe soporte adicional en la existencia de agentes quimicos y farma
coldgicos capaces de modificar selectivamente la disponibilidad de Ca extra-
celular 1libre, del Ca asociado al sarcolema o la translocacidn de Ca desde el
medio extracelular al medio intracelular. Entre estos agentes pueden mencio-
narse la alteracion de la concentracidn de Ca en el medio de perfusidn, la
presencia de dimetonio, polimixina B, fosfolipasa D, lantano o el agregado de
los 1lamados bloqueantes cdlcicos como nifedipina, verapamil y D-600 (Langer,
Serena, Nudd, 1975; Burt, Duenas y Langer, 1983; Langer y Rich, 1985, Ponce-
Hornos y Taquini, 1986; Langer, 1987).

Otro compartimiento con capacidad de almacenar Ca y liberarlo hacia el ci
tosol es el reticulo sarcopldsmico que puede, en consecuencia participar en
la regulacion del Ca citoplasmdtico durante la contraccidn. La participacidn
de esta organela en el evento contrdctil a través del mecanismo "Ca induce la
liberacién de Ca por el reticulo sarcopldasmico" ha sido sostenida principal-
mente por Fabjato v colaboradores (Fabiato y Fabiato, 1977; Fabiato, 1985),
aunque el grado de participacidn relativa de este compartimiento en la acti-
vacion de los miofilamentos no estd aln establecida.

Los experimentos presentados en esta tesis fueron disefados con el objeto
de evaluar la participacidon relativa del sistema reticulo sarcopldsmico tan-
to en el proceso de excitacidn-contraccidn-relajacion como en el mantenimien

to del estado de reposo mecdnico en el misculo cardiaco. Con este propdsito
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se evaluaron caracteristicas mecdnicas simultdneamente con caracteristicas mio
térmicas de preparaciones musculares cardiacas de distintas especies, que fue-
ron elegidas en base a su distinto grado de desarrollo de reticulo sarcoplas-
mico (rata= conejo=sapo). Las diferentes preparaciones cardiacas fueron so-
metidas a condiciones que alteran el estado inotrdpico de las mismas, como la
variacién en la frecuencia de estimulacidn, y a la presencia de cafeina (droga
que afecta la actividad del reticulo sarcooldsmico). E1 costo energético de

la movilizacidn de calcio y,en consecuencia su expresion miotérmica,varia se-
giin el mecanismo y/o compartimiento involucrado. En consecuencia, determinar
la participacidon relativa de los distintos sistemas encargados de dicha movi-
lizacion es de obvia relevancia ya que estd relacionada estrechamente con la

eficiencia con Tla cual el mdsculo cardiaco desarrolla su actividad.



MATERIALES Y METODOS
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A. PREPARACIONES BIOLOGICAS

1. Tabique interventricular de conejo

Se utilizaron conejos blancos (Nueva Zelanda), machos, de peso que 0scCi-
16 entre 1os 2,5 y 3 kg. Los animales fueron heparinizados por via endoveno-
sa (1250 USP) y sacrificados con una sobredosis de pentobarbital endovenoso
(100 mg-kg'l). E1 corazén fue rdpidamente removido por toracotomia y sumergi
do en solucidon de Krebs-bicarbonato,a 30 °C, oxigenada con una mezcla gaseo-
sa de 95% 02-5% C02. Las auriculas y la pared ventricular derecha fueron re-
movidas e inmediatamente se canalizé la rama septal de la coronaria izquier-
da con una cadnula de polietileno PE 50. De éste modo, se logra la perfusidn
de la masa muscular, via arterial, a flujo (2,5 m]-min'l) y temperatura (25
°C) regulados. En todos Tlos casos el periodo transcurrido desde la toracoto-
mia hasta la introduccidon del catéter en la arteria septal fue inferior a
tres minutos. La pared septal, de forma triangular, con una masa de aproxi-
madamente 1 g fue cuidadosamente disecada del resto del misculo cardiaco no
perfundido y montada en un soporte de Kel-F como se muestra en la Figura 3.
La base del misculo se fijé a dos finos alambres de acero inoxidable que a
su vez son utilizados como electrodos de estimulacion (ver Figura 3). Asimis
mo, el midsculo fue fijado por su dpex a un transductor de fuerza isométrica
sensible al vector de tensidn desarrollada a 1o largo de su eje.

La frecuencia de estimulacién fue variable, entre 0.167 y 0.833 Hz y con
trolada mediante un estimulador Grass SD9, utilizando ondas cuadradas de 2 V
y 5 ms de duracidn. E1 rango de fuerza diast6lica a que se sometid a los dis

tintos mdsculos oscild entre 45 y 80 mN y se mantuvo constante a lo largo de
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cada experimento.

S6lo fueron aceptados para su estudio aquellos misculos que durante el
periodo de equilibracidn mantenian constante y mayor que dos la relacidon fuer
za generada/fuerza diastélica cuando eran estimulados a 0,5 Hz. También se
descartaron aquellas preparaciones que en ausencia de estimulacidn no perma-
necieron en reposo.

A1 finalizar cada experimento, el tejido fué removido del calorimetro, pe
sado en un recipiente previamente tarado (peso himedo = 1,171 + 0,133 g) y se
cado a 110 °C hasta peso constante (usualmente 48 hs). E1 porcentaje de agua
tisular promedio fue de 86,1 + 0,2 %.

Con respecto al porcentaje de agua de las preparaciones arterialmente per
fundidas "in vitro", debe mencionarse que durante la primera hora a hora y me
dia que le sigue a la canulacidn septal y perfusidén con solucidn de Krebs,
existe un incremento en el contenido de agua de aproximadamente un 5% (Til-
lisch, Fung, Hom y Langer, 1979; Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer, 1982; Pon-
ce-Hornos y Taouini, 1986).

Debe hacerse notar que el proceso de diseccidon, montaje de la preparacidn
y equilibracidén del calorimetro requiere aproximadamente dos horas, periodo
que incluye con suficiente amplitud al periodo inicial de ganancia de agua.
De este modo, se asegura que las mediciones mecdnicas y calorimétricas se rea

Ticen en condiciones estacionarias de contenido hidroelectrolitico.

2. Ventriculo de rata

Se utilizaron ratas hembra, de la cepa Wistar, de peso variable entre 200

y 230 g. Los animales fueron heparinizados y sacrificados con una sobredosis
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de pentobarbital intraperitoneal (100 mg-kg'l). Al igual que en el caso ya
descripto del tabique interventricular de conejo arterialmente perfundido,
el corazén de estos animales fue rdpidamente removido por toracotomia y su-
mergido en solucidn de Krebs con baja concentracidn de Ca (0,5 mM) a 25 °C.
La perfusidn se comenzd inmediatamente por via aorta en forma retrégrada se-
gin la técnica de Langendorff. En todos los casos se removid la auricula de-
recha y se practicd una pequefa incisidn en la base del tabique interventri-
cular con lo que, a esta temperatura se logra eleminar la actividad esponta-
nea. También en este caso el tiempo transcurrido desde la toracotomia hasta
el comienzo de la perfusi6n fué siempre inferior a los tres minutos. La fi-
Jjacion del midsculo al soporte del Kel-F fue similar a la practicada en el ca
so del tabique interventricular de conejo, fijdndose el dpex a un transduc-
tor de fuerza isométrica. La frecuencia de estimulacidon fue externamente con
trolada con un estimulador Grass SD 9, utilizdndose ondas cuadradas de 2 V y
3 ms de duracidn. La fuerza diastélica o tensidn de reposo a la que se some-
tieron los misculos se mantuvo constante en cada experimento y entre experi-
mentos oscild entre 40 y 80 mN. S61o fueron aceptados para su estudio aque-
Tlos misculos que durante el periodo de equilibracidon en condiciones de 1,2
mM Ca mantuvieron una relacidon fuerza generada/fuerza diastdlica superior a
dos en forma estable. También se descartaron aquellas preparaciones que en
ausencia de estimulacién no permanecieron en reposo.

En experimentos preliminares (no presentados en esta tesis), pudo estable
cerse que a la temperatura de trabajo y en el rango de frecuencia utilizado,
los midsculos perfundidos a 6 m]-min'log'1 con solucidon de Krebs en condicio-

nes fisioldgicas de Ca (1,2 mM) mantenian su actividad contrdctil, evaluada

mediante la fuerza desarrollada, la maxima velocidad de desarrollo de la fuer
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za y la maxima velocidad de relajacidn, constante por periodos superiores a
las seis horas.

Al igual que en las prenaraciones de conejo, al finalizar cada experimen
to el tejido fue removido del calorimetro, pesado en un recipiente previamen
te tarado (peso himedo = 0,599 + 0,055 g) y secado a 110 °C hasta peso cons-

tante. E1 porcentaje de agua tisular promedio fue de 83,0 + 0,7 %.

3. Ventriculo de sapo

Se utilizaron sapos (bufo paracnemis) que fueron sacrificados por desme-
dulacidn a nivel cervical mediante la introduccién de un tr6car entre 172 y

2da

vértebra cervical. E1 corazén fue rdpidamente removido y recogido en so-
lucidn de Krebs a 22 °C. Todo el atrio y el seno venoso fueron extirpados,
colocdndose una cdnula en la cavidad ventricular que se fija a la pared co-
rrespondiente. Cabe mencionar que estos ventriculos poseen una circulacion
coronaria muy rudimentaria. En consecuencia, estos deben perfundirse intra-
cavitariamente como fuera descripnto para corazdn de rana catesbiana (Sopis y
Langer, 1970). E1 tejido fue montado de modo que el dpex del mismo pudiese
conectarse a un transductor de fuerza isométrica. Por otra parte, la base del
masculo queda fijada por los dos pequefios electrodos de acero inoxidable que
se muestran en la Figura 3, uno colocado en el ventriculo mismo y el segundo
en el bulbus cordis del ventriculo. La fuerza diast6lica a la que se some-
tieron 1los misculos se mantuvo constante en cada experimento oscilando, en-
tre experimentos, en un rango de 10 a 30 mN. En esta especie muscular, la re
lacion entre fuerza generada/fuerza diastdlica fue siempre mayor que 8. Los

1

mdsculos se perfundierona3ml-min™", a22 °C y fueron eléctricamente estimula
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dos con ondas cuadradas de 2 V y 3 ms de duracién.

Pudo establecerse que en estas condiciones los misculos ventriculares de
€8ta especie son capaces de mantener su actividad contrdctil (fuerza genera-
da, mixima velocidad de generacién de fuerza, mixima velocidad de relajacidn)
Congtantes por periodos superiores a las doce horas.

Al finalizar cada experimento el tejido fue removido del calorimetro, pe
Sads en un recipiente previamente tarado (peso himedo = 1,090 + 0,069 g) v

Secado a 110 °C hasta peso constante. E1 porcentaje de agua tisular promedio

fug de 81,7 + 0,2 %.

B. MEDICIONES MIOTERMICAS Y MECANICAS SIMULTANEAS

Las mediciones miotérmicas se realizaron utilizando el sistema calorimé-
tfco mostrado en 1la Figura 3. Si bien los detalles de la construccidon y mé-
s de calibracion del sistema calorimétrico han sido publicados "in exten
%, estos se presentardn a continuacién en forma resumida (Ponce-Hornos, Ric
i y Langer, 1982; Dominguez-Mon, Ponce-Hornos, Gémez, Cannata y Taquini,
h; Ponce-Hornos , Bonazzola y Taquini, 1987).

El calorimetro que se muestra en la Figura 3 estd confeccionado en cobre
% superficie interna posee un bafio de platino para evitar reacciones con
#ejido. Utiliza dos juegos de unidades termosensibles (Cambion-Cambridge
hmm’om'c) cada una con 71 unidades conectadas en serie y ubicadas entre la
®ra interna y la gran masa de cobre. E1 calorimetro se sumerge en un bafio
Wostatizado que es controlado por un bafio de agua (frio-calor) que reguia
%®-1,003 °C, en el cual la solucidn de perfusion se mantiene en equilibrio

S&ico.

E1 mdsculo, perfundido con la solucidon térmicamente equilibrada y
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montado en un soporte de Kel-F, se coloca en la camara interna del calorime-
tro. La produccidon de calor se evallda entonces por la diferencia de tempera-
tura entre las paredes internas (en contacto con el misculo) y externas (en
contacto con el bafio termostatizado) del calorimetro. La sefial de las unida-
des termosensibles fue amplificada convenientemente y registrada sobre un po
ligrafo Grass 5D. E1 hecho de que las mediciones de flujo de calor entre el
bafio y 1a cdmara interna sean diferenciales hace que la respuesta calorimé-
trica para una cantidad fija de calor, sea independiente de la temperatura a
la que se realizan las mediciones.

Cuando conocidas cantidades de calor son aplicadas a la cadmara interna
del calorimetro, las unidades termosensibles responden en proporcién a la po-
tencia aplicada. Si la adicidon de energia es mantenida, el flujo de calor al-
canza un nuevo estado estacionario visualizado como un plateau en el registro
(Figura 4). En el rango de velocidades de perfusidn utilizadas para las dis-
tintas preparaciones, la respuesta calorimétrica alcanzé un plateau dentro de
los cuatro minutos con una constante de tiempo de alrededor de 1 minuto.

La calibracid6n del calorimetro se 1levé a cabo por dos métodos. Por pasa-
je de una onda de 2,1 kHz a través del misculo por medio de los electrodos de
estimulacién (ver Figura 3) segin el método descripto por Ponce-Hornos, Ric-
chiuti y Langer (1982) y por pasaje de una corriente a través de una resisten-
cia de valor conocido y calculando la potencia por la relacidn IZR, donde I
es la corriente y R 1a resistencia. Los valores obtenidos por ambos métodos
fueron coincidentes. Se utilizé rutinariamente el primero de ellos porque
permite realizar calibraciones en cualquier momento durante el experimento,
aln teniendo al misculo bajo estimulacién (Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer,

1982).
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1 min

Figura 4. Registro original que muestra la respuesta calorimétrica (panel su-
perior) obtenida por adicidon de conocidas cantidades de calor (0,9 mW) a la
cdmara interna del calorimetro durante el curso de un experimento. Las fle-
chas indican el comienzo y la interrupcidn de la misma. En el panel inferior
se muestra el registro simultdneo de la tension desarrollada por el misculo

en estado estacionario (0,5 Hz).
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Por otra parte, la perfusidn entra al calorimetro con una cantidad fini-
ta de energia.dada por el producto entre la presién de perfusién (PP) y el
flujo (V). Esta energia es disipada como calor en la cdmara interna del ca-
Torfmetro por 1o que esta contribucién debe sustraerse a las mediciones calo-

rimgtricas. La misma se evalué como (Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer, 1982):
Y=0,0022-PP.V + 0,009

donde: Y = cantidad de calor medido dependiente de la presién y del flujo (mW)
PP = presion de perfusion (mm de Hg)
V= flujo (ml-min”l)

La presidon de perfusion a la entrada del calorimetro (justo antes de la
camyla de perfusion) fué registrada durante todo el experimento utilizando un
trasductor de presidn Statham P23 Db cuya sefial fue recogida en uno de los
Cultro canales del poligrafo Grass 50. E1 flujo se mantuvo constante a lo lar
gode cada experimento mediante una bomba peristdltica Gilson Minipuls 2.

La generacidn de calor asociada a cada contraccidn o calor activo (Hé)
Seewalub como diferencia entre Ta produccidn de calor durante 1a estimula-
Ci® una vez alcanzado el estado estacionario (Ht) y la produccién de calor
engsencia de estimulacion (Hr)’ dividiendo por la frecuencia (f) a 1a que

elssculo fue estimulado (ver Figura 5):
(Ht-Hr‘)/f= Ha/f = Ha

En resumen, este método permite un completo control de un importante ni-
meg de pardametros como frecuencia de estimulacidn, temperatura de trabajo,

Cyusicion del 1iquido de perfusidon. Por otra parte, es posible registrar con
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3 mW/gl

min

Figura 5. Registro original de los cambios en tensidn y produccidn de calor
desde la condicidn de reposo mecdnico a la estimulacién (0,5 Hz) en ventri-
culo de conejo. Tanto la tensidn desarrollada como la produccidén de calor se
inérementaron por alrededor de 4-5 minutos, alcanzando un estado estacionario.
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tinua y simulténeamente, tensidn de reposo (TR), fuerza desarrollada (T),
velocidad mdxima de desarrollo de fuerza (+f), velocidad mdxima de relajacion
(-f), presion de perfusidon (PP), produccidn de calor total (Ht), produccidn
de calor asociada al reposo mecanico (Hr) y produccidn de calor activo (Ha).
Ademds de estos parametros mecdnicos y energéticos se dividid el evento con-
trdactil en cuatro periodos como se describe en la Figura 6. Para ello, en ca-
da condicion experimental se realizaron registros con una velocidad de papel
de 50 mm-s'l. De este modo pudieron ser evaluados: el tiempo transcurrido des
de que se inicia el proceso contrdctil hasta que la velocidad de contraccidn
se hace mdxima (tCl), desde que 1a velocidad de contraccién se hace mdxima has
ta que la fuerza desarrollada se hace maxima (tCz), desde este punto hasta
que la velocidad de relajacidon se hace mdxima (tRl) y desde ésta Gltima has-
ta que finaliza el evento contrdctil (tRz). A partir de estos trazados a al-
ta velocidad también pudo calcularse,por planimetria,la integral tensidn tiem

po (ITt).
C. SOLUCIONES

La composicidn de las soluciones utilizadas para la perfusion de cada una
de las preparaciones biolégicas estudiadas asi como la nomenclatura con las
que se las identifica en cada caso estan detalladas en la Tabla I. Todas las
drogas empleadas en su preparacidn fueron de grado analitico. Cuando se tra-
bajé en presencia de cafeina (British Drug Houses, LTD; Poole Dorset UK) esta
fue agregada al medio de perfusidén a partir de una solucidon 10% P/V, hasta al-
canzar una concentracidon final de 1 mmo1'1'1. La droga fue agregada a las so-

Tuciones justo antes de cada experimento.



Figura 6. Representacion esquemdtica de un trazado de tension isométrica (par-

te'superior) y su primera derivada (parte inferior), en donde se indican los pa
rdmetros mecinicos evaluados. T: tensidn isométrica; +T: mixima velocidad de de
sarrollo de la fuerza; -T: mixima velocidad de relajacidn; tTP: tiempo a la ten
sién pico,que incluye tC1 y tCz; tR: tiempo de relajacion, que abarca tR1 y tRz.
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D. ESTADISTICA

Todos los ajustes que se presentan se realizaron utilizando el criterio
de los cuadrados minimos. En los casos en que se manifestaron tendencias sis-
temdticas sin que se pudiera definir una funcidon de ajuste se utilizoun and-
lisis de varianza de dos vias. El andlisis "a posteriori" o cuando sdlo se
analizaron diferencias apareadas consistid en la aplicacidon de dos métodos
estadisticos: la prueba de las diferencias apareadas utilizando Ta distribu-
cidn del estadistico t y una andlisis de varianza simple (ANOVA simple). En
aquellos casos en que el comportamiento de la variable no era ajustable a una
funcion lineal, como en el caso de regresiones hiperbdlicas, el tratamiento
estadistico de los datos experimentales consistid en linearizar la funcidn
por el sistema de reciprocas para luego utilizar el ajuste lineal de los da-
tos transformados utilizando el criterio de los cuadrados minimos. Las tablas
utilizadas para el cdlculo de probabilidades fueron las correspondientes a
Dixon y Massey (1969). Se considerd significativo el nivel de p<0,05.

A menos que se indique explicitamente, todos los resultados calorimétricos

presentados estdn expresados por gramo de tejido seco.



RESULTAROS
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A. TABIQUE INTERVENTRICULAR DE CONEJO

Durante el periodo de equilibraci6n (aproximadamente 1,5-2 hs) se estable
cieron las condiciones de estabilidad mecdnico-energéticas de la preparacidn.
Esto se 11evd a cabo a través de la evaluacidn de pardmetros mecdnicos y calo
rimétricos de tal modo de asegurar condiciones estacionarias. Asi, se descar
taron aquellas preparaciones que no mantenian constante y superior a dos la
relacion entre fuerza generada (T) y fuerza diastélica (TR) cuando eran esti
mulados a 0,5 Hz o que no permanecian en reposo, imposibilitando la determi
nacion del metabolismo basal.

Una vez establecidas las condiciones de estabilidad mecdnico-energéticas
de 1a preparacidn los miasculos fueron sometidos a diversas intervenciones. En
primer lugar, se varid la frecuencia de estimulacidn segin dos patrones. En
un grupo de tres experimentos la secuencia de estimulacidn fue: 0,5; 0,66;
0.83; 0,33 y 0,17 Hz. En otros tres experimentos se varié la frecuencia en
un orden determinado por la generacidn de nimeros al azar (ver Dixon y Massey,
1969). Debido a que ambos patrones de estimulacién dieron los mismos resulta
dos tanto en las determinaciones mecdnicas como energéticas, los valores para
cada frecuencia se promediaron. En el protocolo experimental utilizado en es
ta preparacion, luego de variar la frecuencia de estimulacidon, se establecid
un periodo de reposo durante el cual se inicid la perfusién en presencia de
cafefna (1 mid). Aproximadamente 10 minutos luego de la adicidn de la droga
sereinicid la estimulacién del misculo siguiendo la misma secuencia que se
utilizara en el periodo control.

E1 estado estacionario, en cada condicidn experimental (en cada frecuen-

ci® en presencia o en ausencia de cafeina), se establecié realizando las me-



diciones mecanicas y calorimétricas 15 minutos después de iniciada la nueva
condicidn experimental. De estas mediciones, s6lo fueron consideradas para su
andlisis aquellas que permanecieron estables por un perfodo no inferior a los
cinco minutos. La dosis de cafeina utilizada (1 mM) fué elegida, a partir de
experimentos preliminares que no se presentan en este trabajo, de tal modo
gque cumpliese con la condicidon de no modificar la fuerza generada por esta

preparacion estimulada a una frecuencia de 0,33 Hz.

1. Parametros contrdctiles

De acuerdo con el protocolo experimental descripto anteriormente, se eva-
luaron: la fuerza desarrollada (T), la midxima velocidad de contraccién (+%)
y la maxima velocidad de relajacidn (-f), respecto de las variaciones de la
frecuencia de estimulacidn, en presencia y en ausencia de cafeina. En la si-
tuacidn control, los tres pardmetros contrdctiles mencionados siguieron un pa
trén de respuesta similar (Figura 7), incrementdndose con el aumento de la
frecuencia de estimulacion (F =22,5; n1=4, n2=20; p<0,01). La respuesta i-
notrdpica positiva obtenida por aumento de la frecuencia, aunque cuantitativa-
mente menor, fue cualitativamente semejante en presencia de cafeina (F =5,79;
ny =4; N, =20; p<0,01). Como se muestra en la Figura 7, mientras que los pa-
rametros mecdnicos relacionados con la generacidn de fuerza, T y +f, sélo des
cendieron en presencia de la droga a frecuencias superiores a 0,33 Hz, -f dis
minuyd significativamente a todas las frecuencias analizadas. E1 descenso de
estos pardmetros fue mas notorio a mayores frecuencias de estimulacidon (F=

3,58; ny =4, n, =25; p<0,05). Conviene destacar que en todos los experimen-

tos realizados con esta preparacidn, los misculos estimulados a 0,33 Hz en pre
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sencia de cafeina no podian relajarse por completo antes de la 1legada del nue
vo estimulo y consecuentemente se producia un ligero incremento en la tensidn
diast6lica (Figura 8). Si se suspendia la estimulacidn el misculo rapidamen-
te se relajaba retornando a los valores diastdlicos iniciales.

Es sabido que intervenciones inotrdpicas de distinto origen que modifican
la fuerza mdxime desarrollada y la mdxima velocidad de contraccidn, afectan
simultdneamente a la mdxima velocidad de relajacidn. Aunque el nexo entre con
traccidn y relajacidn es complejo y no bien comprendido, la contractilidad y
la relajacidn estdn interconectadas. Es por ello que se emplean una serie de
indices que tienden a dilucidar que parte del ciclo contraccidn-relajacién es
el afectado en cada caso. Como se muestra en la Figura 9, los indices +f/T y
-i/T se incrementaron con el aumento de la frecuencia tanto en ausencia como
en presencia de cafeina (F=15,71; n1==4, n2==20; p<90,01 para +f/T y F=2,87;
Ny =4, n2==20; p <0,05 para -f/T), mientras que la relacidn -+/+f no se modi-
ficé (F <0,48; N =4, n, =20; NS). Por otra parte, ITt/T disminuyd con el au-
mento de frecuencia tanto en ausencia como en presencia de la droga (F=17,7;

=4, n,=20; p<0,01). La cafeina afecta comparativamente mds a la relaja-

" 2
cion que a la contraccidn en este preparado, hecho que se pone de manifiesto

en el comportamiento de los indices antes mencionados. En efecto, mientras que
respecto del control la caida en la midxima velocidad de contraccién estuvo prin
cipalmente adscripta a la disminucidén en la fuerza generada inducida por cafe-
ina (tal que la relacidn entre ambas fue, a cada frecuencia, la misma tanto en
ausencia como en presencia de cafeina), la caida de la mdxima velocidad de re-
lajacion observada a cada frecuencia en presencia de la droga, no es explica-

ble solamente por disminucidon en la fuerza generada ya que la relacidn entre

ambas, -T/T, fué sistemdticamente menor a todas las frecuencias estudiadas (ver
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Figura 8. Registro original a alta velocidad (50 mm-s'l) de la tensidn desarro-
1lada por un tabique interventricular de conejo estimulado a 0,83 Hz. Sobre el
registro control (en trazo continuo) se graficé, en forma superpuesta, el re-
gistro obtenido en el mismo misculo en presencia de cafefna 1 mM (en trazo dis-
continuo). Notese la ausencia de completa relajacidn en presencia de cafeina
debido a la prolongacidn de la contraccidn particularmente en su fase final.
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Figura 9. Cociente entre paradmetros contrdctiles en tabique interventricular
de conejo a distintas frecuencias de estimulacién en ausencia (e) y presencia
de cafeina 1 mM (o). a) +f/T re]acién entre la mdxima velocidad de contrac-
cion y la tension desarrollada; b) T/T relac1on entre la maxima velocidad
de relajacién y la tensidn desarrollada; c) T/+T cociente entre maximas ve-
locidades de contraccién y relajacién; d) ITt/T: relacién entre la integral
tensidn-tiempo y la tension desarrollada. Los datos son valores medios y las
barras verticales representan + 1 error estandard de la media.

* D<0,05; **x p<0,01 para las diferencias apareadas (cafeina-control).
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Figura 9). A la misma conclusidn se 1lega analizando el indice -f/++, que se
comportd en forma similar a la relacidn -f/T.

E1 andlisis de la duracidn de las distintas fases del evento contrédctil
mostré (Figura 10) que el acortamiento en el tiempo total de la contraccién
(tTC) inducido por el aumento de la frecuencia de estimulacibn estuvo asocia-
do a una disminucion en el tiempo a la tensidn pico (tTP) y en el tiempo de
relajacidon (tR),tanto en ausencia como en presencia de cafeina (F=7,68; n1=4,
n2=20; p<0,01 para tTC; F=10,8; n1=4, n2=20; p<0,01 para tTP y F=5,87;
Ny =4, n, =20; p<0,01 para tR). Por otra parte, la cafeina prolongdé la con-
traccidn sin alterar el tiempo a la tensidn pico a todas las frecuencias ana-
lizadas (ver Figura 10). Cuando se analizaron las cuatro fases del evento con
tractil como se detalld en Métodos, se observd que la disminucibn en el tTP
y en el tR inducida por el aumento de la frecuencia estuvo adscripta a un a-
cortamiento del tC1 y del tR2 respectivamente, tanto en ausencia como en pre-
sencia de cafeina (F=8,26; n1=4, n2=20, p<0,01 para 1:Cl y F=5,63; n1=4,
n2==20; p<0,01 para tRz). Ademds, la prolongacidn en la duracidn del evento
contrdctil en presencia de cafeina estaba asociada a un enlentecimiento de la
relajacidon y mas especificamente a 1a segunda fase de la misma ya que la du-
racidn de ninguna de las dos fases de la contraccidn (tC1 y tC2) ni la dura-

cion de la primera fase de la relajacidn (tRl) fueron afectadas por la droga

(Tabla II).

2. Pardmetros energéticos

Simultadneamente con los pardmetros contrdctiles antes mencionados se eva-

luaron: la produccidn de calor total por latido (H%), la produccidn de calor
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Figura 10. Duracidn de distintas fases del evento contractil en el tabique in
terventricular de conejo en funcién de la frecuencia de estimulacién. a) tTC:
tiempo total de la contraccién; b) tTP: tiempo a la tensién pico; c) tR: tiem-
po de relajacidn. Las barras verticales representan -1 error estandard para el
control (e) y +1 error estandard en presencia de cafeina (o).

* p<<0,05; »* p<0,01; *xx p<0,005 para diferencias apareadas (cafefna-control)



62.

*(1043u0d-RULBED) Sepeauede SeLOUIADSLP
sel eaed GOO‘0=d (¥+) £G0°0>d (*) *(SOPOIQW 4BA) |L12OLJJUOD 0IUBA3 [ OPLPLALP any anb ud sopotaad ”Nmu

£ Tyr <997 <lyg ‘RUL94BD 3P BLOUASNE A BLOUBSAUd UD SBLOUBUB4LP @7 fUQLIORAIUOD B| 9p |e303 odwdll :)]3

¥20°0 + £L02°0 EY0°0+861°0 080°0 + 9920 161°0+ OV°0 LLT0+6TH°0 Nﬁﬂu
KN *x * X ¥
110°0 + 600°0 #00°0+ 2000 0T0°0 + 900°0 210°0+900°0 010°0 + 9100 Juﬂ
110°0 + 200°0 G00°0 + 1000 910°0 + 010°0 110°0 + £00°0 9100 + 600°0 NBAN
$00°0 + 900°0 900°0 + S00°0 I110°0 +£10°0 L00°0 +010°0 €10°0+ £00°0 Jpﬁ
002°1 8L0°0F ¥E2°T GLO0F 9P T 8810+ G59°T  0/1°0+82L°T BUL9IEY, o
XX *x XX * ¥
910°0+9/6°0 800+ 820°T 020°0 % THT°T 0€0°0 ¥ 262°1 160°07 82°1 1043u03,
£8°0 £9°0 050 €640 [1°0 (s)
(ZH) eLousndauy SopoLJ43d

.O.H,mcou 9p O[NJLJJUBA U3 UQLOB|NWL]SS Bp SBLOUINDBAS Seld

-BA ® [L3DPUJUOD 03U3A3 [3 QLPLALP 3S anb u3 soporuad SOJULISLP SO| B4qOS BULS4ED B[ 3p 039343 '] yIavl



63.

basal (Hr) y la produccion de calor activo por latido (Hé), es decir ya des-
contado el metabolismo basal.

La produccidn de calor asociada al ciclo contrdctil es dependiente de la
fuerza desarrollada por el misculo (Gibbs y Chapman, 1979b) ya que durante
el mismo la energia quimica es utilizada a nivel de los miofilamentos. Por
lo tanto, una de las formas de evaluacidon de la economia muscular es el estu-
dio del comportamiento de las relaciones entre ambos pardmetros (H;/T y H{/T).
Sin embargo, se ha sugerido ademds que una variable de importancia es el tiem
po durante el cual se mantiene el desarrollo de fuerza, por lo cual el andli-
sis de las relaciones Hé/ITt y H%/ITt serian indices apropiados para la eva-
luacién de la economia muscular (Holubarsch, Hasenfuss, Blanchard, Alpert, Mu
lieri y Just, 1986). En el presente trabajo se utilizaron ambos tipos de indices.

ET aumento de 1a frecuencia de estimulacidn indujo una disminucidon en la
produccidn de calor total por latido que, combinado con el efecto inotrdpico
positivo descripto anteriormente, hizo que la relacidn H%/T disminuyera hi-
perbdlicamente con la frecuencia de contraccidon (r=0,90; n=30; p<0,001).
Esta disminucién de H%/T implica un aumento de la economia muscular global
(Ponce-Hornos y Taquini, 1986) con la frecuencia. De igual modo, el incremen
to den la frecuencia de estimulacidn indujo una disminucién en la relacion
HY/T que se correlacioné hiperbélicamente con la frecuencia (r=0,52; n=30,
p<9,01). Los pardmetros de regresién, pendientes y ordenadas al origen ob-
tenidas figuran en la Tabla III. Este hecho indicaria un aumento de la efi-
ciencia del proceso de excitacién-contraccidn-relajacién ya que se requeri-
ria un menor consumo de energia para la generacid6n de un dado nivel de fuer-
za isométrica. La presencia de cafeifna 1 mM en el medio de perfusidn pro-

dujo cambios cuali y cuantitativos tanto en la relacidn H% /T como en la re-
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Figura 11. Comportamiento energético del septum interventricular de conejo res
pecto de la frecuencia de estimulacidn. a) H%/T: generacion de calor por lati-
do dividido por la fuerza generada. b) Hé/T: generacion de calor asociada al
proceso de excitacidn-contraccidn-relajacion dividido por la fuerza generada.
Las barras verticales representan - 1 error estandard para el control (e) y

+ 1 error estandard en presencia de cafeina 1 mM (o).

* p<0,05; »x p<0,025 para diferencias apareadas (cafeina-control).
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lacidn Ha' /T con respecto al aumento de la frecuencia de estimulacidén (Tabla
IIT). Como se muestra en la Figura 11 y en la Tabla III, a todas las frecuen
cias analizadas H;:/T y Hell/T fueron significativamente mayores en presencia
de cafeina. Esto implica una disminucion en la economia muscular global que
puede ser parcialmente explicada por una disminucidn en la eficiencia del
proceso de excitacidén-contraccidn-relajacién. Cabe destacar que, como se mues
tra en la Tabla III, las pendientes de las regresiones Ha' /T versus la re-
ciproca de la frecuencia de estimulacion en presencia y ausencia de cafeina
son iguales, tal que el incremento de He'l /T inducido por cafeina fue inde-
pendiente de la frecuencia de estimulacion (F=0,11; n1=4, n2=25; NS). La
diferencia promedio de Hé/T para los 30 valores fue 53,0 + 7,6 pJ-mN'l.g'l.

Cuando se analizo la relaciodn H%/ITt se observd una caida hiperbdlica
de este indice con el aumento de la frecuencia de estimulacién (Figura 12)
tanto en ausencia (r=0,87; n=30, p<0,001) como en presencia (r=0,81; n=
30, p<0,001) de cafefna (ver Tabla IV). Sin embargo, la relacidn Ha'/ITt(Fi-
gura 12 y Tabla IV) no se modificd significativamente con la variacién de fre
cuencia de estimulacién ni en ausencia (r=-0,098; n=30, NS) ni en presencia
de l1a droga (r=0,016; n=30, NS). Como se muestra en la Figura 12, a todas
las frecuencias analizadas Hé/ ITt y HZ;/ITt fueron mayores en presencia de
cafeina. Nuevamente, estos resultados implican una disminucidén en la econo-
mia muscular global que puede ser parcialmente explicada por la disminucidn
en la eficiencia del proceso de excitacién-contraccidn-relajacion. E1 incre-
mento observado del indice He'1 / ITt inducido por cafeina fue independiente de
la frecuencia de estimulacién (F=0,70; n1=4; n, = 25, NS). La diferencia

1,141

promedio de Hé/ ITt para los 30 valores fue 78,3 + 10,9 }JJ-mN' g
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Figura 12. a) Ht';/ITt: relacion entre la generacion de calor total por latido
y la integral tensidén-tiempo; b) Ha"/ITt: relacién entre la generacién de ca-
Tor activo por latido y la integral tensidn-tiempo, en ausencia (e) y presen
cia de cafeina (o). Los datos son valores medios y las barras verticales re-
presentan *+ 1 error estandard de la media.

x p=<0,005; »x p <0,0025 para diferencias apareadas (cafeina-control).
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Por otra parte, la cafeina 1 mM afecté significativamente a la produccidn
de calor basal (Hr) incrementéndola de 10,6 + 0,3 mN-g“1 en situacidén control
a 12,2 + 0,5 mN-g'1 (promedio de diferencias apareadas + 1 error standard: 1,6

+ 0,6 g™

, N=6, p<0,025). Este incremento de Hr inducido por cafeina con
tribuye a acentuar la disminucién de la eficiencia muscular global ya que in-

crementa los valores de Ht por unicdad de fuerza generada.
B. VENTRICULO DE RATA

Los estudios realizados en el tabique interventricular de conejo indica-
ron que la economia muscular global se incrementaba con la frecuencia de es-
timulacién. Por otra parte, la cafeina, que inhibe la captacidn de Ca por par
te del RS y estimula la liberacidn de Ca del mismo (Weber y Herz, 1968; Fabia
to y Fabiato; 1973), inducia una clara disminucidn en la eficiencia muscular
global y en aquella asociada al proceso de excitacién-contraccidén-relajacidn.
Debido a que estos resultados podian estar relacionados con variaciones en la
participacion relativa del reticulo sarcopldasmico en el evento contractil, se
realizaron experimentos en una preparacidn cardiaca con un mayor desarrollo
del mismo. Se utilizd entonces el corazdn de rata perfundido segin la técnica
de Langendorff como se describié en [Métodos. Una vez determinada la estabili-
dad mecdnico-energética de la preparacion se establecié un periodo de reposo
de aproximadamente 20 minutos para luego iniciar la estimulacidn segin la se-
cuencia 0,17; 0,33; 0,50; 0,67 y 0,83 Hz, estableciéndose finalmente un nuevo
periodo de reposo. En todos los experimentos esta secuencia de reposo-estimu-
lacidn-reposo se realizd un minimo de dos veces con idéntico resultado. Al i-

gual que con el septum de conejo, durante el G1timo periodo de reposo se cam-
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bié la solucion control por una que contenia cafeina en la misma concentra-
cién que la utilizada para el tabique interventricular de conejo (1 mM). A-
proximadamente 5 a 10 minutos luego del agregado de la droga se reinicid la
estimulacion del misculo utilizando el mismo patrdn que en el periodo control.
E1 estado estacionario en cada condicidén experimental (a cada frecuencia es-
tudiada, en presencia o en ausencia de cafeina) se establecid analizando so-
1o Tas mediciones realizadas 15 minutos después de iniciada la nueva condi-
cién experimental. De estas mediciones, solo fueron consideradas aquellas que

permanecieron estables por un periodo no inferior a los cinco minutos.

1. Parametros contrdctiles

Como se muestra en la Figura 13, se evaluaron las respuestas de la fuer-
za desarrollada y las mdximas velocidades de contraccidn y relajacién frente
a variaciones en la frecuencia de estimulacidon tanto en ausencia como en pre-
sencia de cafeina. La tensidn desarrollada y la mdxima velocidad de contrac-
cidon mostraron una respuesta inotrdpica negativa con el aumento de la frecuen
cia de estimulacidén, cldsica en la rata (F=3,7; n1==4, n,= 20; p<0,05), mien
tras que la maxima velocidad de relajacion permanecié inalterada en el rango
de frecuencias analizadas (F=0,3; ny=4, n2==20; NS). Este patrdn de respues
ta fué alterado por la presencia de cafeina 1 mM, ya que, si bien la tensién
desarrollada disminuyé con la frecuencia (F=5,7; n1==4; n,=20; p<0,01), las
velocidades maximas de contraccién y relajacién permanecieron sin cambios sig
nificativos con la variacidon de la misma (F=1,3; n1==4, n,=20; NS). En to-
dos Tos casos las tres variables contrdctiles fueron sistemdticamente inferio

res en presencia de la droga respecto a la condicién control (Figura 13). Con
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Figura 13. Respuesta contrdctil del ventriculo de rata frente a las variacio-

nes de 1a frecuencia de estimulacidn. a) T: tensién desarrollada. b) +f: vé]g
cidad mdxima de contraccién. c) -f: madxima velocidad de relajacién. Las barras
verticales representan + 1 error estandard para control (e) y - 1 error estan-
dar en presencia de cafeina (0).

* p<<0,025; *x p<0,01; »**x p<0,005 para diferencias apareadas (cafeina-con-

trol).
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viene destacar que, a diferencia de 1o descripto para el tabique interven-
tricular de conejo, la presencia de cafeina, en el rango de frecuencia ana-
lizado, no impedia la completa relajacidn en el ventriculo de rata. Como se
muestra en la Figura 14, independientemente del efecto inotrdpico negativo
observado  en condicién control, las relaciones +'f/T, -f/T y -f/+1.' se in-
crementaron con la frecuencia (F=5,1; F=7,1 y F=5,4 respectivamente pa-
ra n =4, n, = 20, p<0,01). La presencia de cafeina en el medio de perfu-
sién no produjo cambios significativos en ninguna de las relaciones antes
mencionadas. Por otra parte la relacién ITt /T disminuyd con el incremento
de la frecuencia tanto en ausencia como en presencia de la droga (F=35,9;
n1=4,n2=20;p<OﬁlL

Si bien, tanto el tiempo total de la contraccidn, el tiempo a la tensidn
pico y el tiempo de relajacidn disminuyeron con la frecuencia tanto en ausen
cia (F=52,2; F=18,2 y F=35,6 respectivamente para ny=4, n,=20, F<0,01)
como en presencia de cafeina (F=19,9; F=22,9 y F=10,2 respectivamente pa
ran; =4, n,=20, p<0,01), la cafeina s6lo afecté respecto del control a
estos tres parametros a la menor frecuencia, siendo el efecto un acortamien
to de los mismos (Figura 15). En la situacidn control, con el aumento de
frecuencia, la disminucion del tTP estuvo adscripta a la disminucion del
t, (F=6,6; n1==4, n, = 20, p<0,01), mientras que la disminucién del tR
se debi6 tanto a la disminucidn del tR; como a Ta del tR2 (F=98,1l yF=
13,4 respectivamente, ng =4, n, = 20 p<0,01). Las variaciones de las dis-
tintas fases en que se dividid el evento contrdctil en presencia de cafeina
con respecto al control a cada frecuencia de estimulacidon se muestran en la

Tabla V.
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Figura 14. Cociente entre pardmetros contractiles en ventriculo de rata a dis-
tintas frecuencias de estimulacidn en ausencia (e) y presencia de cafeina 1 mM
(0). a) +f/T: relacién entre la mdxima velocidad de contracci6n y la tensidn
desarrollada; b) -f/T: relacidon entre la maxima velocidad de relajaci6n y la
tensidn desarrollada; c) -f/+f: cociente entre miximas velocidades de contrac
cidén y relajacion; d) ITt/T: relaci6n entre la integral tensidn-tiempo y la
tension desarrollada. Los datos son valores medios y las barras verticales re-
presentan *+ 1 error estandard de la media.

* p<0,01; ** p<0,005 para las diferencias apareadas (cafeina-control).
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Figura 15. Duracidén de las distintas fases del evento contrdctil en el ventri-
culo de rata a diferentes frecuencias de estimulacidn. a) tTC: tiempo total de
la contraccién; b) tTP: tiempo a la tensién pico; c) tR: tiempo de relajacidn.
Las barras verticales representan + 1 error estandard para el control (e) } ca
feina (o).

x p<0,05; *x p<0,025 para las diferencias apareadas (cafeina-contrel).
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2. Parametros energéticos

Al igual que en el caso del tabique interventricular de conejo, simultd-
neamente con los paradmetros mecanicos antes mencionados, se evaluaron la pro-
duccién de calor total por latido H;, la produccidon de calor activo por lati-
do H; y la produccidn de calor basal o asociada al reposo mecdnico Hr. E1 au-
mento de la frecuencia de estimulacidon indujo una disminucidn en H{ que a pe
sar del simultdneo efecto inotrdpico negativo, hizo que la relacidn Hé/T dis
minuyera hiperbdlicamente con la frecuencia (r=0,85; n=30, p<0,001). Del
mismo modo, 1a produccidn de calor activo por contraccidon disminuydé con el
aumento de la frecuencia de estimulacidn, efecto que no pudo ser compensado
por el simultdneo descenso en la tensidn desarrollada observada, por lo que
la relacidn Hé/T disminuyd,correlaciondndose hiperbélicamente con la frecuen
cia de estimulacion (r=0,69; n=30, p<0,001). Los pardmetros de regresidn
pendientes y ordenadas al origen obtenidas figuran en la Tabla VI. Este incre
mento en la eficiencia del proceso de excitacidn-contraccidn-relajacidon (dis-
minucidn de Hé/T) y de la eficiencia muscular global (disminucidn de H{/T) in
ducidos por el aumento de la frecuencia fué significativamente alterado por
la presencia de cafeina en el medio de perfusidon. Como se muestra en la Figu-
ra 16, a todas las frecuencias analizadas Hé/T v Hé/T fueron mayores en pre-
sencia de cafeina,diferencias que se mantienen en los valores asintdticos cal
culados por regresién (ver ordenadas al origen en Tabla VI). N6tese que el
incremento de H;/T inducido por cafeina es tal que, las pendientes de la re-
gresion Hé/T respecto de la reciproca de la frecuencia, son iguales (ver Ta
bla VI). Esto indica que el incremento en Hé/T inducido por cafeina es inde-

pendiente de la frecuencia de estimulacién (F=0,028; n; =4, n,=20; NS) sien
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Figura 16. Comportamiento energético del misculo ventricular de rata respecto
de la frecuencia de estimulacidn. a) Hi/T: cociente entre la generacidn de ca
lor total por latido y la fuerza generada; b) Hé/T: cociente entre la genera-
cidn de calor activo por latido y la fuerza generada. Los datos son valores me
dios y las barras verticales representan - 1 error estandard para el control
(o) y + 1 error estandard en presencia de cafefna (o).

x p<0,05; #x p<0,025; »*x p<0,0025 para diferencias apareadas (cafefna-con
trol).



do la diferencia promedio para los 30 valores de 303 + 47 pJ-mN'l-g'l.

E1 andlisis de la relacidn Hé/ITt mostré una disminucidn hiperb6lica de
este indice con el incremento de la frecuencia de estimulacién (Figura 17)
tanto en ausencia (r = 0,79; n = 30, p<0,001) como en presencia (r = 0,90;

n = 30, p<0,001) de cafeifna (ver Tabla VII). Similar comportamiento se obser
vOo cuando se evaludé la relacidn Hé/ITt (Figura 17 y Tabla VII) tanto en ausen
cia (r = 0,55; n = 30, p<0,01) como en presencia de la droga (r = 0,37; n =
30, p<0,05). Como se muestra en la Figura 17, a todas las frecuencias anali-
zadas H%/ITt y Hé/ITt fueron mayores en presencia de cafeina, indicando una
disminucion en la economia muscular global que puede ser parcialmente expli-
cada por la disminucidon en la eficiencia del proceso de excitacidén-contrac-
cion-relajacion. E1 incremento observado del indice Hé/ITt inducido por cafe-
ina fue independiente de la frecuencia de estimulacion (F = 0,11; n = 4, n, =
25; NS). La diferencia promedio de Hé/ITt para los 30 valores fue 1,21 + 0,13

1,141

mJ-mN~ g

Por otra parte, la produccidn de calor asociada al reposo mecanico Hr’ que

1

en condicidén control fue de 20,9 + 0,3 mW-g*, se incrementd significativamen-

1

te en presencia de cafeina (3,0 + 0,6 mW.g"~, n = 6, p<0,0025) To que contri-

buye a acentuar la disminucidon de la eficiencia muscular global.
C. VENTRICULO DE SAPO

Los resultados presentados hasta aqui indicaron que la eficiencia muscular
global se incrementaba con la frecuencia de estimulacién independientemente
de la especie en estudio. Es interesante destacar que esto sucede aln en

dos especies cuya respuesta inotrdpica a la frecuencia es opuesta (inotro-
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Figura 17. a) H%/ITt: cociente entre la generacidn de calor total por latido
y la integral tensidn-tiempo; b) H;/ITt: relacion entre la generacidn de calor
activo por latido y la integral tensidn-tiempo, en ausencia (e) y presencia de
cafeina (0). Los datos son valores medios y las barras verticales representan
+ 1 error estandard de la media.

* p<0,01; **x p<0,005; **x p<(0,0005 para diferencias apareadas (cafefna—cog
trol).
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pica positiva para el ventriculo de conejo e inotrdpica negativa para el ven-
triculo de rata).La cafeina también indujo cambios energéticos cualitativamen
te similares en ambas especies. En efecto, tanto en el ventriculo de rata co-
mo en el septum de conejo, la cafeina 1 mM indujo un incremento en la produc

cién de calor asociada al reposo mecdnico y disminuyé la eficiencia del pro-

ceso de excitacidn-contraccidn-relajacion. Como consecuencia, en ambas espe-

cies la cafefna produjo una disminucion en la eficiencia muscular global.

Estos resultados estan de acuerdo con posibles variaciones en la partici-
pacidn relativa del reticulo sarcopldsmico en el proceso contrdctil. Por es-
te motivo era de interés analizar esta hipdtesis, no sélo en un misculo car-
diaco con relativa abundancia de reticulo sarcoplasmico como el ventriculo de
rata, sino también en misculo cardiaco en el que esta organela estuviese au-
sente o tuviera un pobre desarrollo. En consecuencia se utilizé el ventricu-
lo de sapo, misculo cardiaco considerado como uno de 1os aque poseen menor de-
sarrollo del sistema reticulo sarcoplasmico.

ATl igual que con las dos preparaciones cardiacas ya descriptas, una vez
determinada la estabilidad mecanico-energética de la preparacidn, se estable-
cid6 un perfodo de reposo de aproximadamente 20 minutos, inicidndose luego 1la
estimulacion segin la secuencia 0,08; 0,17; 0,25 y 0,33 Hz , estableciéndose
posteriormente un nuevo periodo de reposo. Con respecto a esta preparacion,
debe mencionarse que el rango de frecuencia utilizado estd desplazado hacia
valores menores, ya que a frecuencias mayores que 0,33 Hz se observé, en ex-
perimentos preliminares, que el mdsculo perdia notablemente su capacidad de
generar fuerza, mostrando periodos de recuperacidn post-estimulacidn mas pro-
longados. Por otra parte, la diferencia de temperatura (22 °C) respecto de la

utilizada para los mdsculos ventriculares de mamiferos (25 °C) obedece a que
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a 22 °C (en el rango de frecuencias de estimulacién estudiadas) podian asegu-
rarse condiciones de estabilidad tales aque todos los pardmetros mecdnicos y
energéticos podian ser reproducidos en misculos perfundidos por mas de doce
horas.

La secuencia reposo-estimulacidn-reposo en ausencia y en presencia de ca-
feina se realizé de modo similar al utilizado para la rata. Sin embargo, de-
be destacarse que Ta 1legada a estado estacionario para los cambios de esti-
mulacidn tardd mas que en los ventriculos de mamiferos. En efecto, una vez
iniciada la estimulacién se observd un incremento sostenido de los parametros
mecdnicos y energéticos durante 25 a 30 minutos. En consecuencia, el estado
estacionario en cada condicidon experimental (a cada frecuencia, en presencia
0 en ausencia de cafeina) se establecié analizando las mediciones realizadas
30 minutos después de iniciada Ta nueva condicidn experimental. De estas me-
diciones solo se consideraron aquellas que permanecieron estables por un pe-
riodo no inferior a l1os cinco minutos. La perfusidn, en presencia de cafeina
1 mM, se inicid durante el Gltimo periodo de reposo control (posterior a los
cambios de frecuencia) reinicidndose la estimulacidn 10 minutos después del

agregado de la droga.

1. Pardmetros contrdctiles

Se evalud, como se muestra en la Figura 18, la respuesta de la fuerza de
sarrollada y las mdximas velocidades de contraccidn y relajacion frente a va-
riaciones en la frecuencia de estimulacidn, tanto en ausencia como en presen-
cia de cafeina. Los tres parametros contractiles mencionados se incrementaron

con el aumento de la frecuencia de estimulacidn (F=34,7; n1==3, n2==21; p=
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Figura 18. Respuesta contrdctil del ventriculo de sapo a diferentes frecuencias

de estimulacién. a) T: tensidn desarrollada. b) +T: velocidad mdxima de contrac
cién. c) -'i': maxima velocidad de relajacidn. Las barras verticales representan

- 1 error estandard para control (e) y+lerror estandar en presencia de cafeina (o).
x p<0,05; ** p<0,025 para diferencias apareadas (cafefna-control).
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0,01). En presencia de cafeina 1 mM el patrdn de incremento de los tres para-
metros contrdctiles con la frecuencia fue similar al control pero significa-
tivamente mayor a 0,08; 0,17 y 0,25 Hz. Si bien a 0,33 Hz en promedio tanto T
como +T y -T fueron 1igeramente mayores enpresencia de cafeina, a esta frecuencia
las diferencias no fueron estadisticamente significativas. Debe destacarse que
esta respuesta inotrdpica positiva a 1la cafeina 1 mM es contrastante con 1o
observado tanto en ventriculo de rata como en ventriculo de conejo para la
misma dosis de la droga. Por otra parte, si bien +f/T se incrementd con la
frecuencia (F = 3,7; ny = 3, n, = 21; p=<0,05) de igual modo que en los dos
preparados antes mencionados (Figura 19), el comportamiento de 1os pardmetros
-f/T y -+/+f con el aumento de frecuencia fue diferente. En efecto, mientras
que -f/T en los misculos ventriculares de mamifero se incrementd con la fre-
cuencia y —f/+f se incrementd en la rata y no se alterd en el conejo, en

el ventriculo de sapo -f/+fdism1nuy6 (F=6,0; ny = 3, n, = 21; p<0,01) y
-f/T se mantuvo constante (F<1,0; n, = 3, n, = 21; NS) en el rango de fre-
cuencias analizadas (Figura 19). Ninguna de estas tres relaciones (+%/T, -f/T
y -f/+f ) se modificaron por la presencia de cafeina. Estos resultados sugie
ren que en el misculo ventricular de sapo, a diferencia de 1o que sucede con
los ventriculos de mamiferos, el incremento de la frecuencia favoreceriamds a
la contraccidn que a la relajacidén, efecto éste no dependiente de mecanismos
cafeino-sensibles. E1 andlisis de la duracidon de las distintas fases del e-
vento contrdctil mostrd que el acortamiento en el tiempo total de 1la contrac
cion inducido por el aumento de la frecuencia de estimulacidon estuvo asocia-
do a una disminucidon en el tiempo a la tensidn pico y en el tiempo de relaja-
cién tanto en ausencia (F = 26,8; F = 31,7 y F = 7,4 respectivamente para ng =

3, n, = 21, p <0,01) como en presencia de cafeina (F = 25,3; F = 15,3 y F =
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Figura 19. Cociente entre pardmetros contractiles en ventriculo de sapo a dis-

tintas frecuencias de estimulacién en ausencia (e) y presencia de cafeina 1 mM

(0). a) +f/T: relacidn entre la
desarrollada; b) -f/T: relacién
tensién desarrollada; c) -f/+f:
cién y de relajacion; d) ITt/T:
tensidn desarrollada. Los datos

mdxima velocidad de contraccidn y la tension
entre la mdxima velocidad de relajacidn y la
cociente entre mdximas velocidades de contrac
relacion entre la integral tensidon-tiempo y 1a
son valores medios y las barras verticales re-

presentan + 1 error estandard de la media. En ningln caso las diferencias apa-

readas fueron estadisticamente significativas
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9,4 respectivamente para n = 3, n, = 21; p<0,01) (Figura 20). Cuando se a-

nalizaron las cuatro fases en que se dividi6é el evento contractil, se observé
que la disminucién en el tTP y en el tR inducida por el aumento de la frecuen
cia estuvo adscripta a un acortamiento del tCl, del tC2 v del tR2 tanto en au
sencia como en presencia de cafeina (F=18,2; n, = 3, n, = 21; p< 0,01 para

tCl;
0,01 para tRZ). Independientemente del acortamiento inducido por incremento

F=3,4; n, = 3, n, = 21, p=<9,05 para tC2 y F=5,1; n, = 3, n, = 21, p <

de la frecuencia de estimulacidn en los periodos analizados, la cafeina no

afectd significativamente a ninguno de ellos (Tabla VIII).

2. Parametros energéticos

Simultdaneamente con los pardmetros mecdnicos antes mencionados se evalua-
ron, al igual que en los tejidos ventriculares de mamifero, produccidn de ca
lor total por latido H%,
cidon de calor asociada al reposo mecanico Hr.

produccidn de calor activo por latido Hé y produc-

E1 aumento de la frecuencia de contraccidn indujo en esta especie una dis
minucidén en la produccion de calor total por latido que asocijada al efecto i-
notrdpico positivo hizo que Ta relaciodn H%/T disminuyera con la frecuencia
(Figura 21). Esta disminucion mostré un comportamiento cualitativo semejante
a lo observado para los mdsculos ventriculares de mamifero, correlaciondndose
en forma hiperbdlica con la frecuencia (ver Tabla IX). La relacidn Hy/T, en
cambio, no se modificé con la frecuencia en el rango analizado (r = -0,08;

n =32, NS). Esto implica que mientras la economia muscular global mejora
con la frecuencia, la eficiencia del proceso de excitacidn-contraccidn-rela-

jacidn, evaluada a través de estos indices, es independiente de ella. Este
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Figura 20. Duracidon de las distintas fases del evento contrdctil en ventricu-
1o de sapo a diferentes frecuencias de estimulacién. a) tTC: tiempo total de
la contraccifn; b) tTP: tiempo a la tensidn pico; c) tR: tiempo de relajacién.
Las barras verticales representan + 1 error estandard para el control (e) y

- 1 error estandard en presencia de cafefna 1 mM (o). En ningln caso las di-
ferencias apareadas fueron estadisticamente significativas.
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es un aspecto diferencial respecto de lo observado tanto en el tabique inter
ventricular de conejo como en el ventriculo de rata. Mas adn, como se mues-
tra en la Tabla IX, la presencia de cafetna 1 mM en el medio de perfusidn
no afecté a la relaciodn H%/T asi como tampoco lo hizo con la relacidn Hé/T
(Figura 21). Cuando se analizé la relacion H%/ITt se observd una caida de es-
te indice que se correlaciond niperbdlicamente con el aumento de la frecuen-
cia de estimulacidén (Figura 22) tanto en ausencia (r = 0,76; n = 32, p< 0,001)
como en presencia de cafeina (r = 0,76; n = 32, p<0,001) (ver Tabla X). La
relacion Hé/ITt (Figura 22 v Tabla X) no se modificé significativamente con
la variacion de la frecuencia de estimulacién ni en ausencia (r = 0,11; n =
32, NS) ni en presencia de la droga (r = 0,21; n = 32, NS). Como se muestra
en la Figura 22, en presencia de cafeina, los valores de HE/ITt y Hé/ITt fue
ron semejantes a 1os controles a todas las frecuencias analizadas.

La produccidn de calor asociada al reposo mecdnico Hr fue afectada por la

1

cafeina 1 mM incrementdndose de 3,71 + 0,18 mW-g " en situacién control a

4,46 + 0,16 mw-g'1 (promedio de diferencias apareadas + 1 error estandard:

0,75 + 0,21 mi-g”;

n = 8; p<0,005). Cabe destacar que el incremento de Hr
observado con cafeina (efecto negativo sobre la eficiencia muscular global)
se ve compensada por el efecto inotrdpico positivo de la droga tal que las re

laciones H%/T y H{/ITt no se modificaron respecto del control.
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Figura 21. Comportamiento energético del mdsculo ventricular de sapo respecto
de la frecuencia de estimulacidn. a) H,'C/T: generacion de calor total por lati-
do dividido por la fuerza generada. b) Hé/T: generacion de calor asociada al
proceso de excitacidn-contraccidn-relajacidon por latido dividido por la fuer-
za generada. Los datos son valores medios y las barras verticales representan
+ 1 error estandard para control (e) y cafefna(o). En ningiin caso las diferen
cias apareadas fueron estadisticamente significativas.
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Figura -22. a) H%/ITt: cociente entre la generacidn de calor total por latido

y la integral tensidn-tiempo; b) Hé/ITt: relacidn entre la generacidn de calor
activo por latido y la integral tensidn-tiempo, en ausencia (e) y presencia de
cafeina (o). Los datos son valores medios y las barras verticales representan
+ 1 error estandard de 1a media. En ningln caso las diferencias apareadas (ca-
feTna-control) fueron estadisticamente significativas.



DISCUSION Y CONCLUSIONES



1. Introduccion.

Si bien se esta de acuerdo que el Ca proveniente del medio extracelular
es fundamental en la contraccidn muscular cardiaca, la participacidn rela-
tiva frente a otras fuentes de Ca potencialmente capaces de acumular y/o
liberar Ca para la contraccion es materia de debate. Ademds de la partici-
pacion del Ca extracelular libre y particularmente el asociado al sarcole-
ma (Langer, 1986), se reconoce al retfculo sarcopldsmico como un sistema ca
paz no s6lo remover Ca durante el ciclo contraccidon-relajacién sino también
como un sistema capaz de liberarlo. La participacidn de esta organela a tra
vés del mecanismo "Ca induce la liberacion de Ca" ha sido principalmente
sostenido por Fabiato y colaboradores (Fabiato, 198la; Fabiato, 1985). Sin
embargo el grado de participacion mecdnico-energética de esta organela en
el proceso de excitacidn-contraccion-relajacion y en el mantenimiento del
estado de reposo mecanico en misculo cardiaco no estd aln establecido.

La utilizacidn de una u otra de las distintas vias existentes tanto pa-
ra 1a entrada como para la remocidn del calcio citosdlico implica diferen-
cias energéticas vinculadas con la economia o la eficiencia con que el mis
culo es capaz de generar fuerza. Asi por ejemplo, la entrada de Ca por los
1lamados canales lentos implica una disminucidn del gradiente electroqui-
mico con la consiguiente pérdida neta de energia potencial almacenada en el
mismo, mientras que la entrada de Ca en intercambio por sodio conduce a una
menor pérdida de energia potencial pues parte de esta se recupera como gra-
diente electroquimico de sodio. E1 mismo tipo de andlisis puede realizarse
en relacidén con 1os mecanismos asociados a la remocion de Ca ya que depen-
diendo del mecanismo involucrado, diferente serd el gasto de ener-

gfa quimica (en forma de ATP) requerida para efectuar dicho trabajo. Debi-
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do a que la movilizacidn de Ca esta indisolublemente ligada tanto a la ge-
neracion de fuerza como al consumo de energia, la evaluacidon conjunta y
simultdnea de estos parametros se presenta como un enfoque necesario para
el mejor entendimiento de la compartimentalizacidon del Ca en general y del
papel relativo del reticulo sarcopldsmico en particular. Con tal objeto,
se realizaron evaluaciones miotérmicas y mecdnicas simultdneas en prepara-
ciones cardiacas de distintas especies,a las que se sometié a variaciones
en la frecuencia de estimulacién (alterando de este modo el estado inotré-
pico de las mismas) y a la presencia de cafeina conocido bloqueante de la
actividad del sistema reticulo sarcopldsmico (Shine y Langer, 1971; Bers,
1985). Respecto de esto dG1timo, el hecho que la cafeina disminuya la capta-
cidn de Ca por el RS (Weber y Herz , 1968; Shine y Langer, 1971) e induzca
la 1iberacién del mismo desde el RS (Thorpe, 1973; Fabiato y Fabiato, 1978)
1leva a una deplecidn del contenido de Ca en esta organela. Debe también
tenerse en cuenta que la cafeina,ademds de sus marcados efectos sobre el
RS, incrementa la entrada de Ca transarcolemal durante el potencial de ac-
cion 1o que se ha atribuido a su accidn inhibitoria sobre la fosfodiestera
sa (Blinks, Olson, Jewell y Braveny, 1972; Kolhardt, Kubler y Hansi, 1974;
Di Genaro y Vasalle, 1984) y  aumenta la sensibilidad al Ca de la
maquinaria contrdctil (Fabiato, 1981b;Wendt y Stephenson, 1983). Este 01-
timo efecto ha sido observado a dosis superiores a 10 mM (Blayney, Thomas,
Muir y Henderson, 1978; Wendt y Stephenson, 1983). En consecuencia, los e-
fectos de la cafeina sobre la contractilidad encontrados en los experimen-
tos presentados, deberdn analizarse teniendo en cuenta el efecto relativo
de la droga sobre la liberacidn desde reservorios intracelulares respecto

de su influencia en la entrada de Ca. Las diferentes preparaciones biolégi-
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cas utilizadas fueron escogidas teniendo en cuenta la abundancia relativa
de reticulo sarcopldsmico (rata = conejo > sapo) (Langer, 1973; Page, 1978;
Blayney, 1983).

En los pdrrafos que siguen,se discutirdn los resultados obtenidos en
las distintas preparaciones biolfgicas en cuanto a su comportamiento meca-
nico correlaciondandolo con los resultados miotérmicos obtenidos en cada una
de ellas en presencia y en ausencia de cafeina, de tal modo de evaluar la
participacion relativa del RS tanto en el mantenimiento del estado relajado (repo

so mecdnico) como durante el evento contrdctil.

2. Comportamiento mecdnico.

Cambios en la frecuencia de estimulacidn inducen cambios en el estado
inotrdpico del midsculo cardiaco que son diferentes denendiendo de la prepa-
racidon en estudio. A este respecto, es conocido que el incremento de la fre-
cuencia de estimulacidn estd asociado con un efecto inotrdpico positivo (au-
mento de T y +f) en corazones de anfibios y en la mayoria de los corazones
de mamiferos (Koch-Wesser y Blinks, 1963; Henderson, Brutsaert, Parmley y
Sonneblick, 1969). Contrariamente, el corazén de rata exhibe una respuesta
inotrdpica negativa frente al incremento de la frecuencia de contraccion
(Hoffman y Kelly, 1959; Langer, 1978). E1 mismo comportamiento frente a la
frecuencia ha sido observado recientemente en miocitos aislados de distin-
tas especies,por 1o que la relacidn fuerza-frecuencia es un mecanismo pro-
pio del miocito para el control de la fuerza que desarrolla (Capogrossi,
Kort, Spurgeon y Lakatta, 1986) y no es atribufble a la interaccién celular
que existe en el tejido. Los efectos producidos por la variacidn en la fre-

cuencia de estimulacion en el desarrollo de fuerza contrdctil. en estado es-
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tacionario, que se presentan en esta tesis estdn de acuerdo con estudios pre
vios. A pesar de las diferentes respuestas que mostraron tanto T como +f en
las tres especies, el comportamiento de la relacidon entre ambas (+f/T) fue
uniforme, incrementdndose en todas ellas. Esto indica que la velocidad con
que el Ca es puesto a disposicidn de la maquinaria contrdctil para generar
fuerza es mayor a frecuencias mayores. La presencia de cafefna 1 mM en el
medio de perfusidon, que indujo marcado inotropismo negativo en la rata, i-
notropismo positivo en ventriculo de. sapo y ningin cambio o inotropismo ne
gativo en ventriculo de conejo dependiendo de la frecuencia, no alterd la
relacidn ++/T. Esto sugiere que, independientemente de la especie y, por
ende, de que el efecto de la droga sea inotrdpico positivo o negativo, es
tos indices relacionados con la generacidn de fuerza son afectados en for-
ma paralela. Por el contrario, tanto -%/T como -f/+f, indices que analizan
el comportamiento de los procesos asociados a la relajacidn respecto de
aquellos relacionados con la contraccién (Kapelko, Gorina y Novikova, 1982;
Mattiazzi, Garay y Cingolani, 1986), mostraron comportamientos diferentes
en las tres especies. Este comportamiento disimil se observd tanto respec
to a las variaciones de frecuencia como a los efectos inducidos por la ca-
feina, pero estdn de acuerdo con el distinto grado de desarrollo del RS in-
terespecie. Mientras que en ventriculo de sapo -%/T no se modificd con la
frecuencia, por lo que en términos relativos la velocidad con que el mis-
culo se relaja respecto a la fuerza alcanzada no sufre modificaciones, en
los ventriculos de mamifero esta relacidon se incrementé a frecuencias mayo-
res. Por otra parte, mientras que en ventriculo de sapo y de rata las rela-
ciones -f/T y -f/+i no fueron alteradas en presencia de cafeina, en ventri

culo de conejo estas relaciones disminuyeron a todas las frecuencias ana-



99.

lizadas. Esto sugiere que, en el ventriculo de conejo, 1a relajacion serfia

mas dependiente de mecanismos cafeino-sensibles que la generacidn de fuerza.

ET hecho que.en el ventriculo de rata,la fuerza generada disminuya sensiblemen
te con la cafeina sin que se observen cambios significativos de la relajacion
para esa fuerza generada (-f/T constante) sugiere que, al menos frente auna o-
ferta de Ca disminuida, 1os mecanismos encargados de la remocidn del mismo son
capaces derealizar esta tareaen forma efectiva. Por 1o tanto puede inferirse que
en ventriculo de rata la generacidn de fuerza serfa mas dependiente de mecanis
mos cafeino-sensibles que en ventriculo de conejo. Esto estd de acuerdo con
que el mecanismo de "Ca induce liberacidon de Ca por el RS" tiene un menor um-
bral de disparo en la rata respecto al conejo, de 1o que se ha sugerido que el
ventriculo de conejo seria mds dependiente del Ca extracelular para generar
fuerza que el ventriculo derata (Fabiato, 1981). Los resultados se ajustarfian
aun modelo general en el que, en el caso de larata, 1a presencia de cafeina en
estado estacionario disminuiria la oferta de Capor parte del RS, ya que al au
mentar l1a Tiberacidon de Ca e inhibir la cabptacidon conduciria finalmente a la
deplecidn de 1a organela. Habiendo menos Ca para ser removido (por una menor con
tribucidn del RS), el efecto negativo de 1a cafeina sobre larelajacidn (sobre
la remocién de Ca citosélico) seria menos evidente y podria ser completada (aun
que como se discutird mas adelante, con un mayor costo energético). En el ven-
triculo de conejo, en el que 1a generaci6n de fuerza seria mas dependiente del
Ca proveniente delmedio extracelular que en larata, pero que dependeria en for-
ma significativa del RS para la remocidon de Ca citosélico, el efecto mecdnico
de la cafeina seria entonces comparativamente mds importante sobre la rela-
jacidén que sobre la contraccidn. Notese, que a frecuencias elevadas, el ven-

triculo de conejo pierde su capacidad de completa relajacidén (Figura 8). Fi-
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nalmente, la virtual ausencia de RS en ventriculo de sapo, en el que no seob
serva significativa liberacidon de Ca por Ca (Fabiatoy Fabiato, 1978), tal que las
vesiculas de reticulo existente probablemente actien como sistema buffer del
Ca citosolico, explica por si misma la ausencia de cambios en la relacién
-f/T ) -f/+f con cafeina. E1 leve inotropismo positivo observado en ventricu
1o de sapo (0-20% dependiendo de la frecuencia), es posible que esté asocia-
do con el efecto de metilxantina de la cafeina, efecto cuya consecuencia es
el incremento de la corriente lenta de entrada durante el potencial de accidn.
E1 hecho de que no se observe este efecto en estado estacionario en los ven-
triculos de mamifero (a la dosis utilizada), probablemente se deba al efecto
negativo que la droga ejerce sobre el suministro de Ca por parte del RS. De
este modo en ventriculo de rata la disminucion en la oferta de Ca a los mio-
filamentos seria tan importante que superaria el efecto del incremento en la
entrada de Ca, dando como resultado un efecto inotrdpico negativo. En el co-
nejo, con un desarrollo intermedio del sistema RS, se genera una respuesta i-
notrépica intermedia entre ventriculo de rata y sapo, es decir ausencia de
cambios inotrdpicos o ligero inotropismo negativo. Notese a este respecto que
el efecto inotrépico negativo en presencia de cafeina es mucho mds notable en
ventriculo de rata (56-49%) que en ventriculo de conejo (0-13%) dependiendo
de la frecuencia.

E1 andlisis del curso temporal del ciclo contraccidn-relajacidn en las
tres especies conduce a conclusiones similares a las esbozadas anteriormen-
te. E1 incremento en la frecuencia de contraccion acorta la duracidn del e-
vento contrdctil en las tres especies, pero en ventriculo de sapo la presen-
cia de cafeina 1 m no produjo cambios en ninguno de Tos subperiodos analiza-

dos (Tahla VIII). Lo mismo sucedid con los subperfiodos tC1 y tC2 en ventri-
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culos de mamifero (s6lo se observdé un ligero acortamiento en el tC2 en ven-
triculo de rata a 0,17 Hz) (ver Tablas II y V). Las diferencias mds notables

se observan en la relajacidn. Hientras que en el ventriculo de conejo el tR

se prolongd significativamente en presencia de cafeina a todas las frecuencias
estudiadas, en el ventriculo de rata, en cambio, este periodo se acortd a ex-
pensas del subperiodo tR1 a 0,17 Hz o no se modificd en presencia de la dro-

ga teniendo entonces un comportamiento similar al observado para la relacidn
-f/T y -i/+f. Esta ausencia de cambios o ain acortamiento en el tR sucede a
nesar de la significativa prolongacién del tR2. En consecuencia, la ausencia

de cambios o ligero acortamiento en el tiempo de relajacidon en el ventriculo

de rata es compatible con la hipdtesis de que, en esta especie la pronuncia-

da disminucidn de la oferta de Ca a la maquinaria contractil es predominante,
pudiendo los mecanismos encargados de la remocidn del mismo efectuar dicho tra-
bajo en similares periodos. Por otra parte, el hecho que en ambas especies de
mamiferos se observe una prolongacidn en la segunda fase de la relajacion (tRz)
sugiere aque la presencia de cafeina afecta mecanismos que actian en la remocidn

de Ca particularmente a niveles bajos de Ca citosdlico.

3. Evaluaciones miotérmicas.

E1 costo energético asociado al funcionamiento global del misculo cardia-
co como trasductor mecdnico-quimico puede ser separado en dos componentes: un
componente relacionado con la actividad mecdnica y un componente independiente
de la misma. Este G1timo es conocido como metabolismo basal. E1 componente Ti-
gado a la actividad mecdnica se asocia con el gasto de energia quimica de to-
dos aquellos procesos que tienen Tugar durante el ciclo excitacidon-contracci6n-

relajacién, fundamentalmente el costo ligado con la interaccidn de proteinas
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contrdctiles para generar fuerza a nivel de puentes actina-miosina y la frac-
cion asociada al restablecimiento de gradientes idnicos mediante procesos
de transporte activo.

Como ya se indicara, la produccidn de calor asociada al estado de reposo
mecdnico en midsculo cardiaco (Hr) es una medida de su metabolismo basal ya
que aun cuando no sea estimulado, en el misculo tienen lugar procesos que tie-
nen como objeto la conservacion de la integridad de la composicidn intracelu-
lar. Aunque las bases bioquimicas del metabolismo basal no han sido estable-
cidas inequivocamente,en la actividad de los sistemas transportadores de Na y
Ca transarcolemales, de Ca sarcorreticular y el recambio de proteinas se encuen
tran las fracciones mas significativas del costo energético del mantenimien-
to del estado de reposo mecdnico (Gibbs y Chapman, 1979a; Gibbs, 1986; Loiselle,
1987).

Los valores de Hr obtenidos para la preparaciones miocdrdicas de mamiferos
estudiadas son comparables con valores obtenidos por otros autores utilizando
otras metodologias miotérmicas. Asi, la produccidén de calor asociada al reposo

1

mecdnico en septum interventricular de conejo (10.6 mW.g " tejido seco o 0.42

mca].s"l.g'1 tejido himedo) es comparable con los valores obtenidos previamen-

te en nuestro laboratorio en la misma preparacién, con los obtenidos en mds-

culo papilar de conejo por Alpert y Mulieri (0,42 mcal.s™l.a7! tejido himedo)

y el promedio de los comunicados por Gibbs y Chapman,tambien en misculo papi-

-1

lar de conejo (0.43 mca].s'l.g tejido himedo),usando glucosa como sustrato

metabélico (Gibbs y Chapman, 1979b; Alpert v Mulieri, 1982). Asimismo,los valo

res obtenidos de Hr en la presente tesis para ventriculo de rata (20.9 mw.g"1

1

tejido seco o0 3.7 mW.g " tejido hidmedo) son comparables con los valores repor

tados por Gibbs y Loiselle (3.5 mw.g'ltejido himedo) y por Holubarsch y cola-
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1 tejido himedo) en midsculos papilares de rata (Gibbs y

boradores (4.0 mW. g~
Loiselle, 1978; Holubarsch, Goulette, Litten, Martin, Mulieri y Alpert, 1985).
Por otra parte,esta es la primera comunicacidn de una evaluacidon miotérmica

de misculo ventricular de sapo y los resultados son coherentes con unamenor
actividad metab6lica, caracteristica de los anfibios.Estos resultados generan
entonces un espectro de metabolismos basalesen el cual el misculo septal de conejo
quedaria a mitad de camino entre un metabolismo elevado como el de ventriculo

1 teiido

de rata y un metabolismo bajo como el de ventriculo de sapo(3.7 mW.g"~
seco). En la misma ubicacidn intermedia se encontraria el misculo papilar de
ventriculo de perro (Ponce-Hornos y Taquini, 1986).

Es de interés destacar las notables diferencias existentes en. el metabo-
1ismo basal de las tres especies estudiadas. A este respecto, cabe mencionar
que estudios calorimétricos recientes en células aisladas de distintas espe-
cies han confirmado la existencia de tales diferencias interespecies, exis-
tiendo acuerdo con las mediciones l1levadas a cabo en tejidos perfundidos o su-
perfundidos siendo entonces las diferencias observadas propiedad inherente
de cada tipo celular (Ponce-Hornos, Parker y Langer, 1989). Una posible ex-
plicacion para las diferencias observadas entre los metabolismos basales de
las distintas especies,estaria vinculada con las diferencias existentes en
el contenido mitocondrial de las mismas (Loiselle, 1987). A este respecto
se hg especulado que un componente significativo del metabolismo basal refle
jarfa la respuesta mitocondrial al continuo influjo de protones hacia su
matriz. Esto contribuiria a elevar el metabolismo basal en aquellas especies
que poseen mayor volumen mitocondrial en sus corazones (Langer, 1973; Loise
1le, 1987). Por otra parte, el elevado metabolismo basal observado en ven-

triculo de rata podria estar vinculado con las observaciones realizadas por



104.

Nayler y colaboradores y estudios realizados por Penpargkul y colaboradores
quienes sugirieron que el RS de rata tendria menor capacidad de retener Ca

y, como consecuencia, este ciclaria continuamente ‘entre el RS y el citosol
aln en ausencia de activacién (Nayler, Dunnet y Burian, 1975; Penpargkul,
Repke, Katz y Schener, 1977). Estudios bioquimicos 1levados a cabo en vesi-
culas de RS cardiaco aisladas de distintas especies apoyan estas observacio-
nes ya que, aun cuando las velocidades de bombeo de Ca por parte del RS se
correlacionan con la frecuencia cardiaca natural de las distintas especies,
el RS de rata no retiene Ca tan efectivamente (Blayney, 1983). Nitese asimis-
mo que el desarrollo del sistema RS es mayor en ventriculo de rata que en co-
nejo (que a su vez es semejante a ventriculo de perro), siendo el ventriculo
de sapo el que posee menor desarrollo de esta organela (Page y Niedergerke,
1972; Langer, 1973, Fabiato, 198la).

La presencia de cafeina (1 mM) en el medio de perfusién incrementé 1a pro
duccidn de calor basal estacionaria en las tres especies. A este respecto,
Chapman y colaboradores no encontraron diferencias significativas en la pro-
duccidn de calor de reposo en miasculos papilares de conejo expuestos a dosis
de cafeina de 5 mM (Chapman, Gibbs y Loiselle, 1977). La discrepancia puede de
berse a que en los experimentos realizados en misculos papilares existia una
continua caida en la produccién de calor de reposo (alrededor del 15% en 3 hs)
durante el curso del protocolo experimental, 1o que enmascararia el incremento
en Hr inducido por la droga (Gibbs y Chapman, 1979a). En los resultados. aqui
presentados, 1a produccion de calor basal permanecid estable durante el proto-
colo experimental (alrededor de 6 hs) tanto en ausencia como enpresencia de ca
feina. Por otra parte, Gibbs y Loiselle informaron incrementos signigicati-

1

vos en H_ (alrededor de 0,7 mW-g~~ tejido hdmedo) en mdsculos papilares de
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rata expuestos a elevadas concentraciones extracelulares de Ca y elevadas
dosis de cafeina (10 mM) (Gibbs y Loiselle, 1978), siendo ese incremento 1i-
geramente superior al reportado en la presente tesis (0.5 mw.g'1 tejido ha-
medo) en condiciones moderadas de exposicidn a 1a droga.

En condiciones de reposo mecdnico, es probable que los sistemas de bom-
beo de Ca que mantienen una concentracidn del mismo extremadamente baja en
el citosol, se encuentren trabajando por debajo de su velocidad maxima. A-
demds los sistemas sarcolemales de extrusidn de este i6n tendrian una pobre
participacidon en el mantenimiento del gradiente de Ca transarcolemal debido
a la alta impermeabilidad de 1a membrana plasmdtica en condiciones de repo-
so. A este respecto la exposicidon, de misculos cardiacos de distintas espe-
cies, a variaciones de Ta concentracidn de Ca extracelular en un amplio ran-
go, no afecta ni el consumo de oxigeno (Suga, Hisano, Goto, Yamada e Igara-
shi, 1983) ni la produccidn de calor basal (Gibbs y Loiselle, 1978; Wendt y
Loiselle, 1981; Ponce-Hornos y Taquini, 1986), 1o que sugerirfia un menor pa-
pel de los sistemas asociados a sarcolema en el mantenimiento de los niveles
de Ca intracelular en estado de reposo mecdnico. Por To tanto, el incremen-
to en el metabolismo basal inducido por la cafeina podria ser explicado a
través de un incremento en la velocidad de bombeo sarcorreticular para pre-
venir la contraccidn, ya que en presencia de la droga el RS incrementarfia
su pérdida basal de Ca hacia el citosol. Es de hacer notar que el incremen-
to observado en Hr en las tres especies estudiadas se correlaciona con el
grado de desarrollo de RS, va que el incremento observado en ventriculo de

1 tejido seco), el incremento en ventriculo

1

rata fue el mayor (3.0 + 0.6 mW.g~
de conejo intermedio (1.6 + 0.6 mW.g =~ tejido seco) mientras que el menor

fue el observado en ventriculo de sapo (0.75 + 0.21 mw.g'ltejido seco).
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Una vez establecidas las condiciones de longitud inicial, la fuerza ge-
nerada en un latido estard fundamentalmente vinculada a la cantidad de Ca
liberada en el citosol, la que deberd, posteriormente, ser removida para
reestablecer las condiciones iniciales de reposo mecdnico. Este oroceso de
excitacidon-contraccion-relajacion va acompanado de una generacion de calor
que refleja el costo energético de la utilizacidn y recuperacidn de la ener-
gfa quimica consumida durante el ciclo contrdctil. En consecuencia, la re-
lacion entre la actividad contrdctil y la produccidén de calor asociada a la
misma puede utilizarse como una forma de evaluar la economia muscular. Esto
puede ser llevado a cabo analizando el comportamiento de la relacifn entre
la produccidn de calor activo (Hé) y la tensidn desarrollada (T) en condi-
ciones estacionarias (Hé/T). Este indice seria una medida del costo energé-
tico necesario para generar un dado nivel de tensidon isométrica. En los mds-
culos ventriculares de mamifero Hé/T disminuyd significativamente con el in-
cremento en la frecuencia de estimulacidn,indicando una mayor eficiencia del
proceso de excitacidn-contraccién relajacidon (menos calor liberado por uni-
dad de fuerza generada). Este incremento en la economia muscular observado
con la frecuencia, en los ventriculos de mamiferos, se correlaciond con el
aumento registrado en la relaciodn -f/T sugiriendo, en las condiciones de tem
peratura y rango de frecuencia utilizado, una mejoria de la relajacidn res-
pecto de la fuerza generada. Debido a que la relajacién es un proceso acti-
vo con consumo de una importante fraccidn de la energia vinculada al proceso
contrdctil, una "facilitacidon" relativa de la relajacid6n podria ser la clave
del mejoramiento de la economia muscular antes mencionado. De acuerdo con es
to estd el hecho que en ventriculo de sapo Hé/T no varia con la frecuen-

cia de estimulacion y tampoco To hace la relacidn -f/T. Mientras que los re-
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sultados obtenidos en la presente tesis muestranun descenso en larelacidn
Hé/T con la frecuencia, Gibbs y Gibson trabajando en misculo papilar de co-
nejo (Gibbs y Gibson, 1970) y Loiselle en papilar de rata (Loiselle, 1979)
no observaron cambios en la relacidn calor-tensidn por variaciones en la
frecuencia de estimulacidn. Esta discrepancia podria deberse a las condicio-
nes no estacionarias empleadas por estos autores. De hecho, en la metodo-
logia utilizada por ellos (Método de las termopilas, ver Introduccidn) la
estimulacidon se inicia en el momento de realizar las determinaciones miotér-
micas 1o que obliga a promediar las 15-20 primeras contracciones y, en conse-
cuencia, se incluye el fendmeno de escalera. A este respecto conviene desta-
car, ademds, que existe creciente informacidn relativa al variado comporta-
miento contrdctil que se observa luego de reposos prolongados, asi como tam-
bién, la influencia que tiene la duracidn del reposo en la evolucion de los
pardmetros contrdctiles durante los primeros latidos post-reposo (Bers, 1985;
Janczewski y Lewartowski, 1986). Los resultados presentados en esta tesis,
en cambio, fueron obtenidos en estrictas condiciones estacionarias y,por
ende,no estdn contaminadas por variaciones mecdnico-energéticas transijtorias
vinculadas con el fendmeno de escalera ¢ con la influencia de los periodos
de reposo-pre-estimulacién.

E1 incremento de la frecuencia de estimulacidn induce no sélo cambios en
la tension isométrica desarrollada sino que abrevia la duracidn del estado
activo en las tres especies. Debido a que los cambios en la duracidn del es
tado activo también estan vinculados a cambios en el consumo de energia, es
importante establecer en que medida estas variaciones podrian estar afectan-
do la economia muscular. Como 1os cambios en la tensidn isométrica no nece-

sariamente implican cambios en la duracidn del estado activo, otra forma a-



108.

npropiada de evaluar la economia muscular es a través de la relacidn entre
1a produccién de calor activo por latido (Hé) y la integral tensidn-tiempo
(ITt). En este caso, va que la ITt cubre el periodo total de la actividad,
la relacion Hé/ITt serfa una medida del costo energético asociado al mante-
nimiento de la fuerza generada durante el ciclo contraccidn-relajacién. En
general, 1a relacion HA/ITt no mostrd cambio con la frecuencia de estimula
cidn (s6lo se elevd en ventriculo de rata a la mds baja frecuencia analiza-
da) 1o que indica que los cambios en el mantenimiento de la fuerza debidos
a cambios en la frecuencia se suceden con proporcional incremento de la e-
nergia consumida.

Es de interés a esta altura notar que los valores de fuerza generada
presentados en esta tesis no son valores totales sino que representan un
componente, proporcional a la fuerza total, que es generado en la direccidn
del transductor de fuerza. Este componente es semejante dentro de la misma
especie y, obviamente, exactamente el mismo en cada experimento, pero varia
ble entre especies (Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer, 1982; Ponce-Hornos y
Taquini, 1986). Por 1o tanto es conveniente mencionar que, en 10s experi-
mentos presentados, los valores absolutos de los indices evaluativos de 1la
economia muscular no pueden ser comparados entre especies, siendo sélo va-
lidas sus variaciones dentro de cada especie.

La presencia de cafeina en el medio de perfusidn indujo disminucién en
la economia del proceso de excitacidn-contraccién-relajacidn (tanto Hé/T
como Hé/ITt se incrementaron) en ambas especies de mamifero, siendo este
efecto independiente de la frecuencia a la que fueron sometidos. Es de des
tacar que este G1timo hecho es observado en dos especies con respuestas o-

puestas frente a variaciones de la frecuencia de estimulacidn (inotrédpica
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positiva en el conejo e inotrdpica negativa en la rata). Esto sugiere que el
efecto de la cafeina sobre 1a economia muscular no es dependiente de los me-
canismos involucrados en Tos cambios inotrdpicos deoendientes de la frecuen-
cia de estimulacién.

La disminucidn en la eficiencia del proceso contrdctil inducido por la
cafeina en ventriculos de mamifero estd de acuerdo y apoya al modelo antes
planteado para la interpretacidon de los resultados contrdctiles. En efecto,
es conocido que Ta bomba de Ca asociada al RS remueve a este idn con una es-
tequeometria de 2 Ca/ATP que consume, mientras que la bomba de Ca asociada
a sarcolema extruye 1 Ca/ATP consumido (Weber, Herz y Reiss, 1966; Caroni y
Carafoli, 1981; Tada e Inui, 1983; Carafoli, 1987). E1 sistema de intercam-
bio NaxCa extruye 1 Ca por cada 3 Na que ingresan a la célula (Langer, 1982;
Reeves y Hale, 1984) los que al ser removidos por la bomba de Na-K,con uti-
Tizacion de 1 ATP por cada 3 Na, 1leva al consumo de 1 ATP por cada Ca in-
tercambiado por Na. Al inhibir con cafeina Ta captacion de Ca por el RS,
el Ca utilizado para la contraccidon deberd ser removido por otros mecanis-
mos, menos eficientes, como 1a bomba de Ca de sarcolema, el intercambiador
NaxCa, o ambos. La actividad de estos mecanismos hace posible la relajacidn
pero con un costo energético mds elevado. Notese que no sdlo el proceso se
enlentece sino que, aln considerando la consecuente prolongacidn del
estado activo, el proceso es menos eficiente (Hé/ITt"se incrementa). Cabe
agregar que la Timitacion de estos sistemas para reemplazar al RS se mani-
fiesta particularmente en el caso de ventriculo de conejo. En éste, siendo
1a generacion de fuerza mds dependiente del Ca proveniente del medio extra-
celular, Ta oferta de Ca a los miofilamentos esta menos afectada (entre

0 y 18%) que en la rata (entre 49 y 56%), haciendo entonces critica la ope-
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ratividad de los mecanismos responsables de la remocidn de Ca citosélico.
Como consecuencia de este efecto asimétrico, a frecuencias de estimulacidn
relativamente elevadas (aumento de la exigencia de la remocidn de Ca cito-
s6lico) la relajacidn no podria completarse (ver Figura 8). E1 pobre desa-
rrollo del RS en ventriculo de sapo explicaria la ausencia de efecto de la
cafeina sobre la economia del proceso de excitacidn-contraccidén-relajacidn.
En ventriculo de rata, el efecto inotrdpico negativo (la disminucidn de la
oferta de Ca a los miofilamentos) comcensarfa la inhibicién de la remocién
del mismo, haciendo posible la completa relajacidon pero con la participa-
cidén de mecanismos menos eficientes ya que la economia del sistema se ve
disminuida.

En resumen, en los casos en que el sistema mds eficiente debe ser reem-
plazado, la remocidn del Ca remanente deberd realizarse con menos eficien-
cia. Por ello, si esta fraccion remanente es alta la relajacion se realiza-
rd con menos eficiencia y adn podrfa no completarse (como en el septum de
conejo), mientras que si la fraccidon remanente es baja, el reemplazo nor
los sistemas menos eficientes alcanzaria para completar el proceso, aunque
siempre con un mayor costo energético.

La disminucién de la economia muscular global (evaluada a través de las
relaciones H%/T 0 HE/ITt),observada en las tres especies con el incremento
de la frecuencia,implica necesariamente un mejor aprovechamiento del meta-
bolismo basal. Esto se ve potenciado en el ventriculo de rata cuyo metabolis-
mo basal es el mds elevado, tal que a pesar de la disminucidon de la fuerza
generada la eficiencia muscular global se incrementa marcadamente con la
frecuencia (comparar las pendientes de las regresiones obtenidas en cada

especie, Tablas III, VI y IX para la relacidn H%/T y Tablas IV, VII y X pa-



ra la relacidn H%/ITt). Independientemente de esto, el incremento en el me-
tabolismo basal inducido por la cafeina trae aparejada una disminuci6n en
la economia global en las dos especies de mamifero estudiadas. En el caso
del ventriculo de sapo, el incremento en la generacidén de calor total se ve
compensado por el aumento en la fuerza generada en el estado activo, de modo
que no se ven alteraciones de los indices H£/T y HE/ITt en presencia de ca-
feina. Esto indica que en el sapo, los mecanismos que de ser afectados com-
prometerian a la economia muscular, no se alteran 0 bien estan ausentes
1o que se correlaciona con la virtual ausencia de un RS activo. Por otra
parte, en el caso de los ventriculos de mamifero, en los que si existe un
RS activo, el efecto de la cafeina se manifiesta por una disminucidn de la
economia con que el proceso de excitacidn-contraccidn-relajacion se lleva a

cabo.
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CONCLUSIONES

Independientemente de la especie estudiada y del efecto inotrdpico que la
frecuencia de contraccidn tuvo sobre cada una de ellas, el comportamiento
de la relacibn entre parametros asociados con la generacidon de fuerza, co
mo +f/T, fue uniforme con la frecuencia (incrementdndose en las tres espe
cies) y no fue alterado por la presencia de cafeina en el medio de perfu-
sidn 1o que implica que ambos pardmetros (++ y T) son modificados en for-
ma paralela.

E1 andlisis del comportamiento de los indices asociados a la relajaciodn
respecto de los relacionados con la generacidn de fuerza sugiere que, en
ventriculo de rata, la generacidn de fuerza serfa mds dependiente de meca
nismos cafeino-sensibles que en el conejo, en el que predominaria el efec
to inhibitorio de la cafeina sobre la remocidén del Ca citosélico. La vir-
tual ausencia de RS en ventriculo de sapo independizaria a este (l1timo de
los efectos diferenciales sobre la contraccion respecto de la relajacion.

Esta es la primera evaluacién miotérmica del metabolismo basal realizada
en corazdn de anfibio. De esta manera se hace posible generar un espectro
de metabolismos basales interespecies, con el corazén de anfibio en el ex

tremo inferior del mismo.

Las diferencias interespecie en los metabolismos basales observadas se co-
rrelacionan con el distinto grado de desarrollo de RS en los mﬁséulos ven-
triculares de cada especie (rata = conejo = sapo). Debe agregarse que el
RS de la rata tendria una menor capacidad de retener Ca, obligando al Ca

a ciclar continuamente entre el RS y el citosol (aln en ausercia de activa
cidn) con el consecuente incremento del consumo de energfa.

La presencia de cafeina incrementd el metabolismo basal en las tres espe-
cies, siendo el aumento en ventriculo de rata mayor que en ventriculo de
conejo y este mayor que en ventriculo de anfibio. Esto estd de acuerdo con
la distinta actividad del RS interespecie.

E1 incremento en la frecuencia de estimulacién mejora la economia muscular
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global en las tres especies por un mejor aprovechamiento del metabolismo
basal. Este efecto se ve potenciado en ventriculo de rata cuvo metabolis-
mo basal es el mis elevado.

E1 incremento en'1a frecuencia de estimulacion mejora la economia muscu-
lar para la generacion de fuerza isométrica en los ventriculos de mamife-
ros, hecho que se correlaciona con un aumento de la relajacifn respecto a
la fuerza generada. Esto sugiere que, una "facilitacion" relativa de la re
lajacion podria ser la clave de 1a mejora observada en la economia muscu-
lar. De acuerdo con esta hipdtesis esta el hecho que en ventriculo de sapo
no se observan cambios en la economia muscular para generar tensién isomé-
trica como tampoco una mejorfa de la relajacidn respecto a la fuerza gene-
rada con el incremento de frecuencia.

La cafeina afecta la economia muscular global en ventriculo de rata y co-
nejo, debido a que incrementa el consumo de energia asociado al metabolis-
mo basal y a que disminuye la eficiencia del evento contrdctil.

La disminucion en Ta eficiencia del proceso de excitacidn-contraccidn-re-
lajacion inducido por la cafeina puede ser explicado por la distinta efi-
ciencia de los mecanismos responsables de la remocidén de Ca citosélico.

Al inhibir la cafeina la captacidn de Ca por el RS (consumo de 1 ATP/2 Ca
removidos), el Ca utilizado para la contraccion deberd ser removido por o
tros sistemas menos eficientes como la bomba de Ca de sarcolema o el inter
cambiador NaxCa (ambos con una estequeometria equivalente a 1 ATP/1 Ca re-
movido). De acuerdo con este esquema en el ventriculo de sapo, en el que
el RS estd virtualmente ausente, no se esperarian (v no se observan) cam-
bios en la economia del proceso de excitacidn-contraccidén-relajacion.

La respuesta energética del evento contrdctil se correlaciona con el grado
de desarrollo del RS en cada especie y marca una particicipacién relativa
del mismo diferencial para cada una de ellas tanto en el proceso de contrac
cion como en el de relajacion.
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Si bien hace mds de un siglo que Ringer demostrd, en misculo cardiaco,
la dependencia que existe entre la fuerza contrdctil y la concentracidn de
Ca en el medio extracelular, la fuente de Ca responsable del mantenimiento
de la contraccién cardiaca continda siendo un problema no resuelto. Se han
postulado dos modelos que, teniendo en cuenta al Ca extracelular en el e-
vento contrdctil, proponen para su entrada a la célula, diferentes papeles.
Uno de ellos sugiere que la entrada de Ca seria insuficiente para activar
a los miofilamentos, pero que seria utilizado para liberar Ca del RS el que
a su vez activarfa a los miofilamentos. E1 otro postula que el influjo de
Ca serfa suficiente para activar a la maquinaria contrdctil, otorgdndole
al RS el papel de organela buffer delos cambios de la concentracidén de Ca
intracelular. Debido a que el costo energético de la movilizacidn de Ca
varia segin el mecanismo y/o compartimiento que participe, resulta impor-
tante dilucidar el papel de cada uno de ellos. Con el objeto de estudiar
1a participacion mecdnico-energética del RS en el evento contractil, se
han utilizado misculos ventriculares de tres especies,elegidas por su dis-
tinto grado de desarrollo de esta organela. Esta caracteristica bioldgica
diferencial se sometié al efecto de la variacidn de frecuecia de estimula-
cidon en presencia y ausencia de cafeina, droga capaz de deplecionar de Ca
al RS por un doble efecto, el de estimular la liberaci6én del mismo e inhi-
bir su recaptacién.

En el presente trabajo, el andlisis del comportamiento mecdnico de las
tres especies estudiadas sugiere que en el ventriculo de rata la generacidn
de fuerza serfa mas dependiente de mecanismos cafeino-sensibles (como la 1i
beracion de Ca del RS) que en el conejo, en el cual predominaria el efecto

inhibitorio de la cafeina sobre la remocidn del Ca citosélico. Independien-



115.

temente de esto, la eficiencia del proceso de excitacidn-contraccidn-rela-
jacion se encuentra disminuida en presencia de cafeina en estas dos espe-
cies, 1o que seria explicable por la distinta eficiencia de los mecanismos
responsables de 1a remocidén de Ca citosélico. Al inhibir la cafeina la cap-
tacién de Ca por el RS (sonsumo de 1 ATP por cada 2 Ca removidos), el Ca
utilizado para la contraccion deberd ser removido por otros sistemas, me-
nos eficientes, como la bomba de Ca de sarcolema o el intercambiador NaxCa
(ambos con una estequeometria equivalente a un consumo de 1 ATP por Ca re-
movido). Los resultados obtenidos en el ventriculo de sapo dan apoyo a es-
ta hipdtesis. En efecto, Ta virtual ausencia del sistema reticulo sarco-
plasmico en el ventriculo de sapo explicaria de por si la falta de efec-
to de la cafeina sobre 1a economia del proceso de excitacidén-contraccion-
relajacion.

Por otra parte, la frecuencia de estimulacién aumenté la eficiencia
muscular global en las tres especies, 10 que necesariamente implica un me-
jor aprovechamiento del metabolismo basal. Esto se ve potenciado en el ven-
triculo de rata cuyo metabolismo basal es el mds elevado tal que,a pesar de
la disminucidn en la fuerza generada, la economia muscular global se incre-
menta marcadamente con la frecuencia. La presencia de cafeina disminuyé la
eficiencia muscular global en los ventriculos de mamiferos por dos vias:
debido al incremento en el metabolismo basal y a la disminucidon de la eco-
nomia con que el ciclo contrdctil se 1leva a cabo. En el casodel ventricu-
lo de sapo, el incremento de la generacidn de calor total se ve compensado
por el aumento de la fuerza generada en el estado activo indicando que
en esta especie los mecanismos que de ser afectados en presencia de la dro-

ga comprometerian la economia muscular, 0 noson afectados o bien estan ausen-



116.

tes, lo que de sorrelaciona con la virtual ausencia de un RS activo. Asi-
mismo, el incremento observado en el metabolismo basal en las tres especies
en presencia de cafeina, se correlaciona con el grado de desarrollo del RS

de las mismas.

En el presente trabajo, se desglosa la participacion mecadnico-energéti-
ca del RS en cuanto a su funcidn en la generacidn de fuerza, su papel en la
relajacion y en el mantenimiento del estado de reposo mecdnico en misculo
cardfaco. Por otra parte, muestra la estrecha relacidn existente entre la
actividad de esta organela y 1a economia con que el mdsculo cardiaco es ca-

paz de mantener su actividad contractil.
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