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A. CALCIO Y CONTRACTILIDAD CARDIACA

1. Generaiidades

Está bien probado que e] ca1cio 1ibre citosóiico (Ca2+) está invo1ucrado

en un sinnúmero de fenómenos a nive1 ce1u1ar, ya sea comoreguïador fisioió

gico o comogatiiio o desencadenante de funciones ceiuiares. E1 incremento

en su concentración citosóiica promueveuna serie de actividades ce1u1ares

que inciuyen secreción, mitosis, transmisión de] impuiso nervioso, transpor

te a nive] de membrana,reacciones de fosforiiación, activación o inhibición

de sistemas enzimáticos y, en tejidos musculares activación de 1a contracción

(Rasmussen y Barret, 1984).

Es de hacer notar, que e] gradiente iónico para caicio (Ca) es cuantita

tivamente ei más importante en ios seres vivos. En efecto, como1a concentra

ción de Ca en e] medio extraceiuïar está en e] orden mi1im01ar, 1a reiación

entre las concentraciones extra e intraceiuiares para este ión excede 104. En

e] müscuio cardiaco, ei e1evado gradiente eiectroquimico para caïcio existen

te, está parciaimente garantizado por 1a baja permeabiiidad de 1a membranaa

este ión en condiciones de reposo. Además, e] nive] de Ca citosóiico en estas

condiciones, extremadamente bajo, es mantenido por sistemas de tranSporte que

directamente o por su asociación con otros sistemas de transporte, uti1izan

energia quimica y que están ubicados tanto en 1a membranacelular o sarcoïe

ma (bomba de Ca asociada a sarcoiema e intercambiador NaxCa) como a reticuio

sarcopiásmico (bomba de Ca asociada a este sistema membranoso) o en 1a mito

condria (Reuter y Seizt, 1968; Caroni y Carafoii, 1980; Tada e Inui, 1983;

Schoiz, 1984). Durante e] evento contráctii, e] múscuio cardiaco está someti



do a rápidos cambios en 1a concentración intraceiuiar de Ca, 1a cua] osciia

entre e] nive] basa] correspondiente a] estado de reposo mecánico (<:10'7m01

5 1 en e] pico de activación, en periodos1'1) hasta aproximadamente 10' moi-1'

de 50 a 1000 ms dependiendo de 1a especie y de 1a temperatura. Por 10 tanto,

e] múscuio cardiaco posee mecanismos capaces de reguiar ciciicamente en for

marápida y precisa ios niveies de calcio citopiasmático y asi efectuar su

función contrácti].

A diferencia de] müscuio esqueiético de mamífero en e] que 1a graduación

de 1a contracción se Iogra o bien mediante e] reciutamiento de fibras motoras

(müscuioesqueiético de tipo rápido) o por variaciones en 1a despoiarización

de 1a membranaceiuiar (müscuio esqueiético de caracteristicas tónicas), en

e] múscuio cardiaco toda 1a masa muscuiar se contrae en cada iatido y 1a fue:

za generada puede variar marcadamentesin que existan aiteraciones manifies

tas en e] potenciai de acción. Esta respuesta caracteristica de] tipo todo o

nada_imp1ica que 1a reguiación de 1a contracción cardiaca debe ser una pro

piedad de ias céiuias miocárdicas y que existiría una moduiación de 1a con

tracción a nive] de cada una de e11as. Una de las formas por ias que e] müs

cuio cardiaco es capaz de reguiar 1a fuerza generada es a través de 1a ciási

ca respuesta de Frank-Stariing en 1a cua], las variaciones de 1a iongitud de

ias fibras en reposo modifican 1a interacción entre miofiiamentos de actina

y miosina. Otra forma por 1a cua] e] múscuio cardiaco puede reguiar su fuer

za contrácti] está reiacionada con modificaciones en ios mecanismos que con

troian 1a oferta de calcio a ios miofiïamentos (Langer, 1980). En efecto,exi¿

ten una serie de compartimientos ceiuïares (compiejo giicocáiix-sarcoiema, re

ticuio sarcopiásmico, mitocondrias) con capacidad de acumuiar caicio en can

tidad suficiente comopara modificar 1a oferta de este catión a1 medio intra



ce1u1ar.

2. Pape] de] ca1cio extraceluiar y de] sarcoiema

E1 müscuio cardiaco cesa casi inmediatamente de responder frente a un es

timuio cuando se priva de ca1cio e] medio de perfusión. Esto denota 1a criti

ca dependencia existente en müscuio cardiaco entre 1a actividad contráctii y

1a presencia de caicio en e] medio extraceiuiar (Ringer, 1883; Phiiipson y

Langer, 1979) 10 que 10 diferencia de] müscuio esqueiético e] cua] es capaz

de contraerse aún en medios Iibres de ca1cio por espacio de horas a tempera

tura ambiente (Armstrong, Bezani11a y Horowicz, 1972).

No caben dudas que e] medio extraceiuïar es un compartimiento que contie

ne suficiente Ca para activar e] aparato contrácti], sin embargola fuente de

Ca responsabïe dei mantenimiento de 1a contracción cardiaca continúa siendo

un problema no resueïto. En efecto, si bien 1a fuerza generada disminuye rá

pidamente con 1a reducción de 1a concentración de Ca en ei medio extraceluiar

(Shine, Serena y Langer, 1971) o por 1a exposición de] müscu10 a inhibidores

de 1a entrada de Ca desde este medio (Mn, verapami], nifedipina etc.), se ha

encontrado que e] Ca que ingresa a 1a céiuia desde e] medio extraceïuiar se

ria, a] menosen aïgunas especies, insuficiente para 1a generación de fuerza.

Además, 1a mayor parte de ios estudios e1ectrofisioiógicos que estiman 1a en

trada de Ca por 1a denominada corriente 1enta, han generado vaïores que 5610

pueden expiicar entre e] 10 y 20%de] Ca requerido para una activación máxi

ma (Soiaro, Wise, Shiner y Briggs, 1974; Fozzard y Beeïer, 1975; Chapman,1979l

De] mismo modo, 1as estimaciones de 1a entrada de Ca por latido, obtenidaspor

mediciones de flujos radioisotópicos, también representan aproximadamentee]



10% del Ca requerido para la completa activación de los miofilamentos (Chap

man, 1979; Bers, 1983). Si bien más recientemente las estimaciones del influ

jo de Ca se han incrementado hasta los niveles requeridos para la mitad de la

activación máximade los miofilamentos, éstas aün no pueden considerarse como

definitivas. De hecho, es de destacar que las estimaciones del influjo de Ca

obtenidas por mediciones radioisotópicas, por el método de patch-Clamp o por

ambos difieren en un orden de magnitud (Bers, 1985).

Cuandose encara el análisis del origen del calcio responsable de la con

tracción cardiaca, es interesante examinar la respuesta del músculo cardiaco

frente a la perfusión con soluciones libres de calcio. En estas condiciones,

se ha observado en ventrículo de conejo que la fuerza contráctil declina con

un tiempo medio de aproximadamente 0,8 minutos lo que indicaria que la ten

sión cae tanto comolo hace la concentración de calcio en el espacio inters

ticial o en regiones celulares que se hallan en rápido equilibrio con el mis

mo (Shine, Serena y Langer, 1971). Por otra parte, cuando el calcio es rein

troducido en el medio de perfusión, la fuerza generada asciende hasta el ni

vel control con un tiempo medio de aproximadamente 0,2 minutos. Este tiempo

medio es muysimilar al obtenido para el intercambio de sustancias dentro del

espacio vascular (Philipson y Langer, 1979). La explicación para esta asime

tria observada para el descenso versus el ascenso de la fuerza contráctil

cuando se remueve o readmite al calcio en el medio de perfusión, seria que un

componentede calcio importante en la c0ntracción cardiaca estaria unido a al

gün sitio superficial con afinidad para calcio tal que su readmisión (asocia

ción del ión a estos sitios de unión) se efectuaria en forma más rápida que

el lavado del mismo(disociación del calcio de los sitios de unión superficia

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



cé1u1as aisiadas de ventricuio de conejo, que si se asegura un 1avado de to

do e] medio extraceiuiar en pocas décimas de segundo estas cé1u1as pierden

por compieto su habiiidad para contraerse 1a que se recupera inmediatamente

(tiempo medio 1 s) con 1a reposición de] Ca extraceiuiar. Estudios reaiizados

en vesicuias de sarcoiema y en tejido muscuiar cardiaco frente a concentra

ciones de ca1cio extraceiuiar que variaron en un ampiio rango (0,05 a 9,0 mM),

demostraron que e] caicio unido a1 sarcoiema estaba en estrecha reiación con

1a fuerza activa generada por ias preparaciones muscuiares. Esto se puso en

evidencia en e] hecho que e] gráfico que re1acionaba e] Ca unido a sarcolema

vs. concentración de caicio extraceiuiar y aque] que reiacionaba 1a máximave

locidad de contracción vs. concentración de ca1cio extraceiuiar eran totaimen

te superponibies (Bers, Phiiipson y Langer, 1981). Mayor soporte para 1a par

ticipación de] Ca extraceiuiar y especificamente 1a fracción de Ca unida a]

sarcoiema, se derivó de estudios en ios que se comparó 1a habiiidad de varios

cationes (Y3+, Nd3+ 3+ 2+ 2+ 2+ 2, La , Cd , Mn , Co , Zn +, Mgz+) de desplazar Ca de]

mismo con su habiiidad de desacopiar 1a excitación de 1a contracción. La se

cuencia de se1ectividades encontradas tanto para cationes divaientes comotri

vaientes fue 1a misma que 1a secuencia reiativa de desacopiamiento de 1a ten

sión contrácti] (Langer, Serena y Nudd, 1974; Bers y Langer, 1979). La poten

cia de un determinado ión comodesacopiante y como agente despiazante de] Ca

unido a sarcoiema, dependía no 5610 de su carga (ios trivaientes fueron en gg

nera] más potentes que ios divaientes) sino, más distintivamente, de su radio

iónico. Es decir, aquelios con radios iónicos simiiares a1 radio iónico de]

Ca (0,99 Á), mostraron más habilidad desacopiante y capacidad de despiazamien

to de] Ca unido a1 sarcoiema.

En resumen, parecería que e] espacio intersticiai es 1a fuente primaria



de calcio para el acople de la despolarización con la contracción, y existi

rían sitios de unión y almacenamiento del mismoen, o cerca de, la superfi

cie celular, desde los cuales éste sería liberado. Estos sitios parecerían lg

calizados en el complejo glicocálix-sarcolema en el cual existen mucopolisa

cáridos y fosfolípidos cuyas cargas negativas serían capaces de fijar catio

2+. Este complejo sería un importante lugar de almacenes, entre ellos el Ca

namiento superficial de Ca (Langer, 1984). Es de hacer notar que este lugar

de almacenamiento contiene, en concentraciones de Ca fisiológicas, una can

tidad de Ca unido de aproximadamente 700 pmol-kg'1 de tejido húmedo (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 gg

nerar el 50%de la fuerza máximaen ventrículo de mamífero (Pierce, Philipson

y Langer, 1985).

Debe destacarse que si el Ca que entra a la célula miocárdica a través de

sarcolemaestuviera destinado a activar a las proteínas contráctiles, el flu

jo transmembrana resultante sería de una magnitud tal que, de no mediar com

pensación por otros movimientos iónicos, generaría corrientes o cambios de pg

tencial de membranaelevados, y éstos no han sido detectados (Chapman, 1983).

Por otra parte, si el Ca ingresara al sarcoplasma en cantidad suficiente pa

ra activar la contracción, habría dos consecuencias importantes a considerar:

Primero, debería producirse una gran elevación en la concentración de Ca li

bre en el sarcoplasma en regiones próximas al sarcolema, lo que debería ser

detectado mediante el uso de aequorina (proteína fotoluminiscente en presen

2+ se equilibre encia de Ca2+); Segundo, el tiempo necesario para que el Ca

el interior de la célula debería ser mayor cuanto mayorsea el diámetro celu

lar. Tanto las señales obtenidas con aequorina comolos tiempos de difusión



caicuïados para distintos tipos ceiuiares, sugieren que e] movimiento de Ca2+

a través de 1a membranace1u1ar, aunque indispensabie, no seria necesariamen

te 1a única fuente de Ca activador de 1a contracción en 1a céiuïa cardiaca

(Ailen y Blinks, 1978; Wier, 1980; Chapman, 1983).

Necesariamente, 1a dependencia de] proceso contrácti] de 1a presencia de

caicio en e] medio extraceiuïar impiica 1a existencia de mecanismos que se ha

11en invoiucrados en ios movimientos de caicio transarcoiemaies. Hasta el mo

mento, se han descripto tres de estos mecanismos: a. 105 canaies de caicio,

b. e] intercambiador NaxCa asociado a1 sarcoiema y c. 1a bomba de caicio de]

sarcoiema.

a. Canaies de caicio.

Este es uno de ios procesos que introducen Ca a1 citoso] durante e] poten

cia] de acción cardiaco. La dependencia iónica de 1a porción positiva de] po

tencia] de acción y estudios reaiizados a potenciaies de membranaeiéctrica

mente prefijados (voïtage-ciamp) permitieron reconocer 1a existencia de una

corriente de entrada adiciona] a 1a corriente rápida de sodio (responsable es

ta üitima de 1a espiga o fase cero de] potencia] de acción). Esta corriente

secundaria, que es conducida a través de ios 11amadoscanaïes ientos, es de

pendiente de Ca2+, posee una cinética más lenta y una dependencia de] poten

cia] de membranaque 1a diferencian de 1a corriente rápida de sodio (Reuter,

1979).

Se han descripto distintos tipos de canaies a través de ios cuaies el Ca

ingresaria a 1a céiuia (Schrammy Towart, 1985). Dentro de estos, e] ilamado

"canai operado por receptores" ha sido propuesto para explicar e] hecho de



que, en céiuias muscuiares iisas, muchosneurotransmisores activan 1a entra

da de Ca en ausencia de cambios en e] potencia] de membrana (Boïton, 1979;

Towart, 1981). La existencia de este tipo de cana]rKJhasidodescripUJencéïg

1as cardiacas.

E1 11amado"canai voitaje-dependiente", por otra parte, ha sido muyestu

diado y su existencia es indiscutida. Se encuentra ampïiamente distribuido no

sóio en e] corazón sino también en diferentes tejidos corporaies y en todo e]

reino anima]. Este cana], a diferencia de] cana] rápido de sodio, no es bio

queado por tetrodotoxina pero es sensibie a cationes divaientes (Mn2+,Ni2+,
+ + . , . , . . . . .

2 2 ) y a 105 antagonistas ca1c1cos organicos como verapamii, nifedipiCd , Co

na y otras dihidropiridinas. E1 movimiento pasivo transmembrana de Ca a tra

vés de] cana] depende de 1a diferencia neta de] potencia] e1ectroquimico pa

ra Ca y de 1a conductancia de] mismo. Las cinéticas de apertura y oc1usi6n de]

cana] son e] resultado de 10s cambios en e] potencia] de membrana que se pro

ducen durante e] potencia] de acción. Evidencias experimentaies sugieren 1a

posib1e existencia de un sensor de voïtaje en 1a membrana. Este sensor podria

ser un grupo proteico con propiedades de dipoio que formaria una parte inte

gra] de] cana] iónico y cuyo comportamiento seria sensib1e a1 campo e1éctrico.

Cua1quier cambio en e] potencia] de membranacausaria reorientación de] sen
Q

sor cargado dentro dei campo y en consecuencia un cambio en e] fiujo de iones

a través de] cana] (Reuter, 1983). La corriente 1enta comienza cuando e] po

tencia] de membrana a1canza ios -40 mVy tiene su máximo a 0 mV(Schrammy Towart, 1985).

La inactivación de 105 canaies se produce por Io menos por dos mecanismos: 1a

inactivación dependiente de] voitaje de 1a membranay, a1 menos en algunos te

jidos, mediante un proceso de inactivación por Ca que guarda re1ación directa

con e] flujo de Ca a través de] cana], de ta] modo que a mayor fiujo más rápi



da seria 1a inactivación (Hagiwara y Byerïy, 1981; Aschcroft y Stanfieid, 1982i

Sin embargo, este üitimo mecanismo de inactivación no se ha estabiecido ine

quivocamente en múscuio cardiaco (Reuter, 1983; Kokubune Irisawa, 1984). Las

mediciones de 1a corriente de un cana] de caicio aisiado, utiiizando técnicas

de patch-Clamp, han demostrado que 1a apertura de] mismoestá distribuida es

tadísticamente con una duración de aproximadamente 1 ms, e interrumpida por

periodos de cierre variabies que osci1an entre menos de 1 ms y 100 ms de du

ración (Cavaiie, Ochi, Peizery'Trautwein, 1983). Fina1mente, evidencias expe

rimentaies recientes, utiiizando técnicas de patch-ciamp para céiuias enteras,

sugieren que 1a corriente de entrada de Ca seria acarreada por este ión a tra

vés de dos tipos de canaies voitaje-dependientes: ios 11amadoscanaies de Ca

de tipo L y los canaies de Ca de tipo T (Mitra y Morad, 1986; Hagiwara, Iri

sawa y Kameyama,1988). Estos dos tipos de canaies poseen caracteristicas di

ferenciaies que han permitido su separación y parcial caracterización. Entre

elias cabe mencionar ios diferentes rangos de potencia] de membranarequeri

dos tanto para 1a apertura comopara 1a inactivación de ios mismos, y 1a dis

tinta sensibiiidad frente a antagonistas (verapamii, fiunarizina) y agonistas

(BAYK8644) cáicicos (Tytgat, Vereecke y Canneiiet, 1988; Van Skiver, Spires

y Cohen, 1988).

Fisioiógicamente, 1a función de Ios canaies 1entos es moduiada por neuro

transmisores. Las catecoiaminas aumentan 1a corriente de Ca sin modificar 1a

conductancia de] cana]. La probabiiidad de que un cana1 esté en estado abier

to aumenta a través de un incremento en ios tiempos de apertura y/o por acor

tamiento enios periodos de cierre. Hasta e] momentono está ciaro si éste in

cremento en 1a corriente de Ca es debida a un incremento en e] número tota]

de canaies disponibies funcionaimente o a un aumento en 1a probabiiidad de a



pertura de ios canaies existentes durante 1a despoiarización. Los mismosefeg

tos se observan después de 1a inyección intraceiuiar de AMPco de 1a subuni

dad cataiitica de ias proteino-quinasas dependientes de AMPc,io cua] indica

que en 1a transición de] estado inactivo a1 activo está invoiucrado un proce

so de fosforiiación (Schrammy Towart, 1985).

b. Intercambiador NaxCa.

La existencia de un sistema de intercambio de NaxCaha sido estabiecida

en muchostejidos inciuyendo e] tejido cardiaco intacto (Reuter y Seitz, 1968;

Horackova y VaSSOrt, 1979) y vesicuias de sarcoiema cardiaco (Reeves y Sutko,

1979; Phiiipson y Nishimoto, 1982). Recientemente, mediante ei uso de técni

cas de aisiamiento y purificación a partir de vesicuias de sarcoiema cardiaco

y apiicación de anticuerpos monocionaies se ha propuesto que 1a unidad bási

ca de] sistema de intercambio NaxCaseria una proteina monomérica de aproxi

madamente 33 kDa de masa moiar y que e] intercambiador funcionaimente activo

seria un tetrámero en e] cua] cuatro Subunidades de 33 kDaestarian asociadas

por uniones disuifuro (Pierce, Hard y Phiiipson, 1986; Letarte, Quackenbush,

Bauma]y Michaiak, 1986; Longoni y Carafoii, 1987).

Estudios reaiizados tanto en vesicuias sarcoiemaies comoen cé1u1as ven

tricuiares, han demostrado1a caracteristica eiectrogénica de este sistema de

intercambio, es decir, su operación genera transporte desigua] de cargas a

través de 1a membranay cano consecuencia diferencias de potencia] transmem

brana que producen corrientes de intercambio (Reeves y Haie, 1984; Hume, 1987;

Barcena-Ruiz, Bauckeimanny Hier, 1987). En lo referente a 1a estequeometria

de] sistema, hasta e] momento,ios estudios reaiizados mediante e] uso de tég



nicas de flujos radioisotópicos, análisis de curvas de activación y el uso de

microelectrodos sensibles a Na+y Ca2+, permiten establecer que se intercam

bian más de dos Na+ por cada Ca2+ contratransportado (Philipson y Nishimoto,

1981; Bers y Ellis, 1982; Bridge y Bassingthwaighte, 1983). La estequeometria

más probable parecería ser de tres Na+por cada Ca2+contratransportado (Pitts,

1979; Reeves y Hale, 1984; Kimura, Miyamae y Noma, 1987).

La dirección del movimiento neto de calcio a través del intercambiador

NaxCaestá energéticamente determinado. Dependiendodel gradiente electroqui

mico para ambos iones y del potencial de membrana, el sistema puede, en prin

cipio, participar tanto en la entrada comoen la remoción de calcio citosóli

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

+ 2+ + 2+
n Nae + Ca. -—-—-* n Nai + Cae'l ‘—

Donde: n= relación de acoplamiento para el intercambio

i y e= compartimientos intra y extracelular respectivamente

2El sistema de intercambio NaxCaproducirá la salida de Ca + desde el citosol

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

(Na+)? (Ca2+ e + ( 2) o (1). .____ . n- <
(NJ): (eazbi E'"

u01n

Donde: R= constante universal de los gases

l'atemperatura absoluta

F=constante de Faraday

fin=potencial de membrana

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



tivamente

me“) 2+)i y (Ca e =actividades intra y extraceïuïares de ca1cio res

pectivamente.

En e] músculo ventricuiar de mamífero en reposo, en e] que Emes de aïre

dedor de -80 mV, ias concentraciones extraceiuiares fisiológicas de Nay Ca

son de 140 y 1,5 mHrespectivamente y ias concentraciones intraceïulares de

Na y Ca 1ibre medidas tienen vaiores de 5-11 mMy 0,1-0,5 FM respectivamente

(Bers y E11is, 1982; Chapman, 1986; Desiiets y Baumgarten, 1986; duBe] l y

Houser, 1987), se puede ca1cu1ar 1a dirección en 1a que e] intercambio proce

de asumiendo 1a estequeometria 3 Na+:1 Ca2+ para e] intercambio. Tomandova

iores promedio para ias concentraciones intraceiuiares de Na y Ca de 8 mMy

0,3 PMrespectivamente, a 37 °C, e] vaïor obtenido para 1a expresion (1) es

de -82 mV, es decir que en condiciones de reposo, e] sistema de intercambio

de NaxCaprocede en 1a dirección de 1a extrusión de Ca desde e] citoso] uti

iizando e] gradiente e1ectroquimico transmembrana de Na.

Durante e] proceso contrácti], 1a generación de un potencia] de acción ha

ce que e] potencia] de membrana cambie abruptamente desde su vaior de reposo

hasta airededor de +10 mVen un tiempo de 2 ms o menos. A este cambio está a

sociada 1a entrada de Na a través de los 11amados canaies rápidos. E1 cambio

en 1a concentración intraceiuiar de Ca es posterior a estos eventos (Hullins,

1979). Entonces, aún sin tener en cuenta ei cambio en 1a concentración intra

ce1u1ar de Na en ias cercanias de 1a membrana, ta] cambio en e] potencia] de

membranaa1canzaria para revertir 1a reïación dada por 1a ecuación (1), de ta]

forma que e] intercambiador actuaria en este caso favoreciendo e] infïujo de

Ca desde e] espacio extraceiuiar. Ahora bien, cuando 1a concentración de Ca
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intraceiuiar se eieva ya sea por 1a entrada de Ca desde e] espacio extracelu

1ar o por liberación de Ca p0r e] sistema reticuio sarcopIásmico (RS), hasta

concentraciones de 1-2 PM, 1a reïación expresada en 1a ecuación (1) nuevamen

te se revierte y e] sistema de intercambio NaxCafuncionaria en e] sentido de

retirar e] Ca de] citoso]. Esto puede suceder aún durante 1a fase p1ateau de]

potencia] de acción (Phi1ipson y Ward, 1986).

Existe numerosa evidencia respecto de 1a participación de] sistema de con

tratransporte de NaxCa como uno de 10s mecanismos que median 1a saïida de Ca

de ias céïuïas cardiacas. Se trataria de un sistema de a1ta capacidad pero bg

ja afinidad por 10 que estaria adaptado para remover Ca en condici0nes en don

de 1a concentración citosó1ica de] mismose eieva (en e] pico de 1a activa

ción). Por otra parte, su participación comosistema que media 1a entrada de

Ca desde e] espacio extraceiuïar, aunque energéticamente posibie, no ha sido

definitivamente estabiecida (Carafoii, 1985; Phi1ipson y Ward, 1986) en condi

ciones fisioiógicas, mientras que existe evidencia de su actividad en condi

ciones de sobrecarga de Na intracelular (Ponce-Hornos y Langer, 1980; Bers y

E11is, 1982).

Fisioiógicamente, este sistema seria reguiado por otros 1igandos distin

tos de] Na y Ca intraceiuiar ta1es comoMg, Mg-ATP, Pi, K. A este respecto se

ha informado que e] intercambiador NaxCapodria operar en regimenes de a1ta o

baja ve1ocidad dependiendo de ias concentraciones intraceiuiares de estos ii

gandos (DiPoïo y Beaugé, 1984).

c. Bombade ca1cio de] sarcoiema

Este sistema de transporte activo primario, ha sido identificado en mem



branas piasmáticas de numerosos tipos ce1u1ares entre los que se encuentra

e] müscuio cardiaco (Carafoïi, 1984). La enzima ha sido aisïada de sarcolema

cardiaco, purificada y reconstituida dentro de Iiposomas, 10 que ha pennitido

su caracterización. Se trata de una proteina de 138 kDa de masa moïar y mues

tra una estequeometria de bombeode 1 Ca/ATPhidroiizado (Caroni y Carafoïi,

1980; Caroni, Zurini, C1ark y Carafoii, 1983). Esta ATPasa pertenece a1 grupo

El-Ez, o sea que forma una fosfoenzima durante e] cic10 de reacción y es in

hibida por bajas concentraciones de vanadato.

Caroni y Carafoïi encontraron que e] fiujo máximo de Ca movi1izado por 1a

bomba de Ca en vesicuias de sarcoïema ais1adas de corazón de mamífero, es 1/30

o 1/100 de] movi1izado por e] intercambiador NaxCa. La concentración de Ca a

1a cua] 1a bomba se encuentra a 1a mitad de su actividad máxima es 0,3 pmoiv

1'1, mientras que para e1 intercambiador es 1,5/Jm01-1'1 (Caroni y Carafoii,

1980; Caroni, Reiniib y Carafoii 1980). Ap1icar estos hechos a 1a céïuia car

diaca intacta imp1ica sugerir que, cuando 1a bombade Ca está trabajando a 1a

mitad de su veiocidad máxima, es decir, cuando 1a actividad de Ca intraceïu

1ar es de 300 nm01-1'1 (concentración promedio medida en reposo), e1 inter

cambiador 5610 está activado en un 5% (Chapman, 1983). Durante 1a contracción

cardiaca, en cambio, 1a concentración intraceiuïar de Ca se e1eva sustancia]

mente y es en esta situación en 1a que un sistema de baja afinidad pero alta

capacidad como e] de intercambio NaxCaactuaria en 1a remoción de Ca citosóij_

co en un grado mayor que 1a bombade Ca asociada a1 sarcoiema (Carafoïi, 1985).

3. Fuentes intrace1u1ares de ca1cio

En genera], en todos los tejidos,1a relación entre e] ca1cio iónico intra



celular vs. el calcio total intercambiable es muybaja, hecho que sugiere un

importante control de los niveles de calcio en el medio intracelular (Mullins

y Requena, 1979; Langer, 1982). Una relación de este tipo parecería existir

en el músculo cardíaco 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 müsculo esquelético, la parvoalbümina, el

retículo sarcoplásmico y las mitocondrias funcionan comofuentes intracelula

res de Ca. El músculo cardíaco carece de parvoalbümina (Hamoir, Focart y Dis

teche, 1966), y los lugares más probable de almacenamiento de Ca intracelula

res son el retículo sarcoplásmico y la mitocondria (MIT).

a. Retículo sarcoplásmico

Estudios ultraestructurales en músculo cardíaco han revelado la existen

cia de un RS organizado. En corazón de mamífero, una parte relativamente ex

tensa del RSse acopla a la perisferia celular tanto a nivel del tübulo T

(cuando existe) comoa la superficie de la membrana (McNutt y Fawcett, 1969;

Fabiato, 1981a).El músculo cardíaco de anfibio, por otra parte, posee un sis

tema retículo sarcoplásmico poco desarrollado comparadocon los músculos car

díacos de mamífero (Page y Niedergerke, 1972).

Se han desarrollado numerosos estudios con el fin de establecer la capacj_

dad del RS de músculo cardiaco de mamífero para remover el Ca del citoplasma.

Los resultados obtenidos obtenidos a este respecto muestran un amplio margen

de variación con una capacidad de captación total que oscila entre 5 y 90 nmol

rng'1 de proteina y con una velocidad máxima de captación entre 0,3 y 60 nmol

mg'1 de proteína-5'1 (Chapman1983). Estudios realizados en microsomas aisla
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dos de céiuïas cardiacas aitamente enriquecidos en reticuio sarcopiásmico,

han mostrado que ios mismos son capaces de acumuiar hasta 76 nmoïes de Ca-g'1

de músculo en un segundo, airededor de 1a mitad de eiios en 10s primeros 200

ms (Levitsky, Benevoïensky, Levchenko, Smirnov y Chazov, 1981). Esta activi

dad está en e] orden de 1a necesaria para reiajar un 1atido cardiaco,ya que

e] nive1 de Ca 1ibre y unido en condiciones de activación de 1a contracción

a1 90%de 1a tensión máxima,seria de airededor de 35 nmo1.g'1de tejido húme

do (Soiaro, Wise, Shiner y Briggs, 1974).

La captación de Ca por parte de este sistema membranoso es 11evada a ca

bo por una Ca-ATPasaperteneciente a1 grupo de 1as El-Ez, cuya estequeometria

de bombeo es de 2 Ca/ATP hidroiizado (Tada, Yamamotoy Tonomura, 1978; Cara

foii, 1985). La enzima posee a1ta afinidad (fim==0,3FH) y a1ta velocidad

(V =30 nmoies de Ca-mg'lde proteina-s'l) por 10 que estaria capacitada pamáx

ra actuar tanto durante e] cicio contracción-reiajación comoen 1a homeosta

sis de Ca durante e] reposo mecánico (Carafoïi, 1985).

Conjuntamente con su capacidad de captar Ca, ei RS está capacitado para

1iberar10 hacia e] citoso]. En fibras musculares cardiacas de mamifero a Ias

que por medios mecánicos o quimicos se ies ha e1iminado e] sarcoiema (céiu

1as pe1adas),se ernzontró que 1a máxima 1iberación de Ca desde e] RS (indu

cida por Ca o cafeína) aumenta 1a tensión contráctii hasta a1rededor de] 60%

de 1a máxima fuerza a1canzada por aumento en 1a concentración de Ca iibre en

e] f1uido a que fueron expuestas (Fabiato,1981a) Esto sugiere que e] RS en

estas preparaciones, contiene menos Ca que 1a cantidad requerida para saturar

a ios miofiiamentos. Para 1a iiberación de Ca por parte de] RS, ya.sea indu

cida por Ca (hipótesis sostenida por Fabiato), por despoiarización a nive] de

1a cisterna termina] de] RS (muy probabie en múscuïo esqueiético pero impro
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babie en múscuio cardiaco) (Fabiato, 1986), o via 1a ruta de] Inosit01-1,4,5

trifosfato (Voipe, Saiviati, Di Virgiiio y Pozzan, 1985; Movsesian, Thomas,

Seiak y Niïiamson, 1985), existen evidencias recientes que indican 1a presen

cia de canaies de Ca activabies por Ca que serian ios responsabies de 1a 1i

beración de] mismodesde esta organeia (Rousseau, Smith, Henderson y Meissner,

1987).

En resumen, e] RS parecería ser capaz de proveer Ca para 1a activación de

1a contracción de] músculo cardiaco y también participar en 1a reiajación de]

1atido cardiaco.

b. Mitocondrias

Las mitocondrias tienen una considerabie potenciaiidad comosistema se

cuestrador de Ca (Bygrave, 1978), pero su importancia en 1a homeostasis de]

Ca en ias cé1u1as cardiacas está reiacionada directamente con 1a cantidad de

Ca que pueden contener in vivo, expuestas a las reïativamente e1evadas con

centraciones de Na y Mgexistentes en e] citopiasma (Kitazawa, 1976; Chapman,

1979).

Experimentos rea1izados en mitocondrias cardiacas aisiadas demostraron

que estas organeïas podrian acumular entre 600-900 nmoies de Ca.mg'1de prote

ina mitocondria], en ausencia de Na y presencia de fosfato en e] medio de in

cubación (Païmer, Tandier y Hoppe], 1986). E1 corazón posee aproximadamente

100 mgde proteina mitocondriaI-g'lde tejido húmedo(Scarpa y Graziotti, 1973),

por 10 que e] iimite superior para 1a capacidad de acumuiar Ca por 1as mito

condrias dentro de 1a céiuia seria entre 60 y 90Pmoïes de Ca-g'1 de tejido
húmedo.
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Sin embargo, estudios realizados tanto en tejido cardiaco comoen otros

tejidos, utilizando microanálisis por difracción 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 húmedo (Wendtde proteina mitocondrial o 0,1-0,2 pmoles de Caog'

Gallitelli y Jacob, 1982; Somlyo, Somlyo, Schumanny Endo, 1982; Wheeler-Clark

y Tormey, 1987). Comoestas cifras representan la cantidad total de Ca mitocog

drial, la fracción libre del mismo, o sea, la fracción disponible para un in

tercambio rápido 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 rápidamente inter

cambiabley,por lo tanto,no podrian contribuir con Ca durante el evento contráctil .

El balance dinámico de Ca entre la mitocondria y el citosol es el resulta

do de dos mecanismosopuestos: la via electroforética que se utiliza exclusi

vamente para la captación del catión y el intercambio Na-dependiente a través

del cual el Ca es liberado hacia el citosol.

La fuerza impulsora para la captación de Ca por la mitocondria es la difg

rencia de potencial en la membrana interna mitocondrial establecida por la

respiración. La velocidad de la captación electroforética puede fluctuar de

pendiendo esencialmente de la concentración de Cay Mgcitosólico (Carafoli,

1985). El Mginhibe la captación activa de Ca por las mitocondrias aisladas.

Este ión, en concentraciones de 5 mM,es capaz de bloquear totalmente la cap

tación de Ca por mitocondrias suspendidas en una solución que contiene 1 pmol

l'1 de Ca (Sordahl, 1974). Por lo tanto, la velocidad máximade esta ruta es

taria sensiblemente inhibida a las concentraciones fisiológicas de Mgintra

celular (1-4 mM),de lo que resulta que en condiciones semejantes a las in

tracelulares la contribución de este sistema seria de aproximadamente0,5



nmoies de Ca-mg'lde proteina.s'1. Además, este sistema de captación muestra

baja afinidad por Ca (Kn= 15-30 FM) por 10 que para condiciones de concentra

ción de Ca y Mgsimi1ares a ias existentes in situ, 1a veiocidad de captación

oscilaria entre 0,3 y 3 nmoies de Ca-g'1 de tejido húmedo-5'1 10 que haria im

probabie su participación en 1a reguiación de] Ca citopiasmático durante e]

ciclo de excitación-contracción-re]ajación norma] (Crompton, Sige], Salzmann

y Carafoii, 1976; Carafoii, 1985).

Comose mencionara anteriormente e] Ca mitocondria] es moviïizabie por me

dio de un intercambio Na-dependiente. En mitocondrias cardiacas aisladas se

ha demostrado que una gran parte de1 Ca acumuiado es iiberado aumentando 1a
1concentración de Na de] medio de incubación a 15 mmoies-ï' . Esto se debe a

1a existencia de un mecanismo de saiida de Ca activado por Na cuyo Kmestá al

rededor de 7 mmoies-i'1 de Na (Crompton, Capano y Carafoii, 1976). La estequeg

metria de este contratransporte es de 2 Na por cada Ca, por 10 que seria eieg

troneutro (Affoifer y Carafoïi, 1980; Fiskumy Lehninger, 1980). El mecanis

mo descripto no se encuentra presente en mitocondrias hepáticas.

Los niveies de 1a concentración de Na intraceiuiar en múscuio cardiaco en

reposo osciian entre 5,7 y 11 mmoies-I'1 (Lee, 1981), 10 cua] significa que

e] fiujo de saiida de Ca de 1a mitocondria debido a1 intercambio NaxCadebe

ria estar parcialmente activado (Chapman,1983) y en consecuencia aunque, en

1as céiuias intactas, 1a captación activa de Ca por 1a mitocondria estuviera

estimuiada e] Ca podria saiir de 1a organeia en intercambio con Na intraceiu

1ar. E1 baiance entre ambos procesos determinará cuanto Ca se acumula dentro

de esta organeia.

Las mitocondrias podrian, por 10 tanto, infiuir en e] destino de] Ca ce

1u1ar y en 1a respuesta contrácti] de] müscuio cardiaco cuando cambian 10s ni
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veles de Na intracelular comopor ejemplo durante las contracturas por ausen

cia de Na o durante la inhibición de la bomba de Na-K.

Dos aspectos adicionales de la función mitocondrial en el transporte de

Ca deben ser considerados para completar la discusión de la función de estas

organelas en la homeostasisdel Ca intracelular en el músculo cardiaco. Uno

de ellos es la capacidad mitocondrial de acumular grandes cantidades de Ca,

en un proceso relativamente lento, que se ha observado cuando causas patoló

gicas alteran la permeabilidad del sarcolema (Schanne, Kane, Youngy Farber,

1979). Esta capacidad mitocondrial, está relacionada con la existencia de un

sistema de captación simultánea de fosfato inorgánico (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 iónica de su matriz. El otro aspecto es la regulación

por el Ca de la actividad enzimática de la matriz mitocondrial. Esta regula

ción enzimática seria la razón fundamental de la existencia de sistemas trans

portadores de Ca que tienden a una regulación fina de los niveles de Ca intra

mitocondrial (Carafoli, 1985).

4. Modelosdel proceso de excitación-contracción-relajación

Comoya se expresara, el músculo cardiaco es altamente dependiente del Ca

presente en el medioextracelular para desarrollar su función contráctil. A

demás, existen otras fuentes de Ca capaces de participar en el fenómeno con

tráctil, por lo que los modelos corrientes del acoplamiento excitación-con

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



desde e] medio extrace1u1ar, disienten en e] grado de participación y función

que ie asignan a este proceso.

Uno de e11os, propuesto y extensamente estudiado por Fabiato y Fabiato

(1977), iiamado "Ca- induce 1a 1iberación de Ca", postuia que 1a entrada de

Ca desde e] espacio extrace1u1ar es insuficiente para activar a ios miofi1a—

mentos en fonna directa. Una entrada reïativamente pequeña de Ca (via Ios ca

na1es 1entos y posibiemente ei intercambiador NaxCa) induciria 1a 1iberación

subsecuente de mayor cantidad de este ión por e] RS. Este Ca asi iiberado se

ria e] responsabie de 1a activación de 1os miofiïamentos (Figura 1). Deeste

modo, e] mecanismo de "Ca-induce 1a 1iberación de Ca" coioca a1 RS en 1a po

sición de un sistema ampïificador y 1a magnitud de] Ca 1iberado dependeria

de] Ca que entra a través de] sarco1ema.

En ninguno de 10s trabajos de Fabiato se expone 1a necesidad de un niveï

determinado de Ca para estimuiar 1a Iiberación de Ca por parte de] RS. E1 es

timuïo para esta 1iberación no consistiría en 1a producción de un detennina

do nive] de Ca iibre citopïasmático sino que dependeria de] cambio en su con

centración durante un tiempo dado (Fabiato, 1983). Asi, e1 mismo cambio en

1a concentración de Ca 1ibre puede o bien cargar de Ca a1 RS si fué aplicado

1entamente (5 s) o inducir 1a 1iberación de Ca si 10 fué rápidamente (0,2 s).

De estos estudios infieren 10s autores que 1a simpie entrada de Ca transarco

1emano podria activar a 10s miofiïamentos sin estimuiar previamente 1a 1i

beración de Ca por e] RS (Fabiato, 1981a;Fabiato, 1985).

E1 modeio extremo opuesto propuesto por Langer (1971), sugiere que 1a

cantidad de Ca que ingresa a 1a cé1u1a en cada 1atido seria suficiente para

activar a ios miofiïamentos y no se requeriría Ca adiciona] Iiberado por el

RS (Figura 2). Este Ca provendria de] medio extrace1u1ar Iibre y de 1a misma
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membranap1asmática,más especificamente, de] compïejo glicocaiix-sarcolema

(Langer, 1982). Comoya se expusiera, este compiejo es capaz de unir Ca con

aita afinidad. La cantidad de Ca unida a estos sitios está afectada por un

gran número de factores, entre otros 1a concentración de Na. ión que compi

te con e] Ca por Ios sitios de unión sobre este comp1ejo. A partir de estos

sitios e] Ca seria 1iberado hacia ios miofi1amentos. Una parte de este Ca

puede voiverse a unir a 105 sitios superficiaies durante 1a reïajación y par

te ser captado por e] RS. Según este modeïo, 1a fracción de Ca que recicla

hacia 105 miofiïamentos desde 1as organeïas intraceïuïares es considerada des

preciabïe en e] músculo cardiaco, lo cua] está indicado en 1a Figura 2 por‘1a

fïecha unidirecciona] entre Ios miofiiamentos y e] RS o ias mitocondrias. E1

mantenimiento de] estado estacionario impïica que e] Ca aimacenado intrace

1u1armente debe retornar a] instersticio, probabïemente por medio de una ru

ta especifica (Langer, 1974).

La tendencia actua] pareceria aceptar comomodeïo de 1a cupla excitación

contracción-reïajación en múscuio'cardiaco, una combinación de ambosmodeïos

ta] que: 1. e] Ca entraría durante e] potencia] de acción a través de los ca

na1es de Ca y posibïemente e] intercambiador NaxCa; 2. esta entrada de Ca es

timuiaria 1a 1iberación de Ca adiciona] por e] RS; 3. 1a combinación de] Ca

1iberado por ei RS y de] que entra desde e] extrace1u1ar activaria a Ios mio

fi1amentos; 4. 1a re1ajación se produciría por secuestro de Ca por 1a bomba

de Ca de] RSy por transporte directo de Ca hacia e] extraceïuiar a través

de 1a bomba de Ca asociada a sarcoïema y por e] intercambiador NaxCa. La pa:

ticipación re1ativa de una u otra fuente de Ca en 1a activación de 1a contras

ción miocárdica seria distinta dependiendode 1a especie de que se trate (Bers,

1985; Langer, 1987).
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para determinar e] intercambio de Ca2+.



B. ENERGETICA CARDIACA

1. Generalidades

El tejido muscular posee componentes subcelulares que están 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 hidrólisis de ATPy Creatina fosfato y que la

oxidación de sustratos comohidratos de carbono, ácidos grasos y lactato es

la encargada de mantener, en estado estacionario, los niveles de estos com

puestos con enlaces fosfato de alta energia. Debidoa que el músculo cardia

co debe desarrollar una actividad ininterrumpida, la energia quimica utiliza

da durante el evento contráctil no puede ser recuperada aeróbicamente una vez

finalizado el mismo. Comoconsecuencia, la restauración de los niveles de ATP

y de Creatina fosfato consumidos debe realizarse rápidamente y en gran medida

durante la mismacontracción. Es decir, en el corazón existe una superposición

temporal entre el consumoy la restauración de los niveles de energia quimica.

Esta es una caracteristica diferencial respecto del comportamientoobservado

en músculo esquelético en el cual es posible demostrar una clara separación

temporal entre los eventos ligados a la utilización y aquellos ligados a la

recuperación de la energia quimica consumida, hecho que se hace más evidente

a temperaturas inferiores a 20 °C (Hill, 1928; Gibbs y Gibson, 1972; Chapman

y Gibbs, 1974).

El comportamiento del músculo cardiaco comotransductor de energia puede

ser analizado experimentalmente p0r medio de: a) Mediciones mecánicas (fuer

za o tensión desarrollada, velocidades de contracciónyrderelajación,velocidad
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de acortamiento, etc) (Brady, 1964; Brutsaert, 1979; Roos y Brady, 1982); b)

Mediciones químicas (consumode moléculas con enlace fosfato de alta energia

comoATPy Creatina fosfato, consumode glucosa, producción de ácido láctico,

consumo de oxigeno ) (Rich y Brady, 1974; Coulson, 1976; Ponce-Hornos y Lan

ger, 1982; Dominguez-Mon, Ponce-Hornos, Gómez, Cannata y Taquini; 1984); c)

Mediciones biofisicas (seguimiento fluorométrico de cambios redox, cinética

de intercambio iónico, métodosmiotérmicos) (Mulieri, Luhr, Trefry 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 medicionesquimicasy/o mecánicas

sean compatibles con aquellas obtenidas a partir de mediciones termodinámi

cas. En la presente tesis, para el estudio del comportamiento energético y

mecánico del músculo cardiaco se ha utilizado un método mioténnico que se des

cribe en detalle en la sección Métodos.

Estrictamente, el müsculo cardiaco es un sistema termodinámica abierto ya

que intercambia tanto energia (en forma de calor y trabajo) comomateria con

sus alrededores. Una preparación muscular aislada y perfundida, responde a la

estimulación eléctrica con una respuesta contráctil que involucra el desarro

llo de fuerza, la posible realización de trabajo mecánico externo y la genera

ción de calor por las reacciones quimicas que acompañan al evento mecánico.

Este intercambio inicial de energia es seguido por procesos metabólicos de re

cuperación que involucran el consumode oxigeno con generación de dióxido de

carbono acompañados de generación de calor. En consecuencia, durante los pro

cesos de recuperación el músculo intercambia materia y energia (en forma de

calor) con sus alrededores. Debido a que los cambios térmicos que acompañan

al intercambio de gases respiratorios son despreciables, tanto respecto de a
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que11os provenientes de 1as reacciones quimicas que se producen durante e] e

vento mecánico como de 105 asociados con e] metaboïismo de recuperación, e]

músculo puede ser tratado como un sistema termodinámico cerrado (Gibbs y Chap

man, 1979a).Además, todas 1as reacciones quimicas tienen lugar en soïución

(fases condensadas) por 10 cua] se puede considerar que e] sistema se encuen

tra en condiciones de presión y v01umenconstante y en consecuencia 1as di

ferencias entre energia interna y entaipia.pueden, en 1a práctica, ser obvia

das (Wiikie, 1960). Finaimente, gradientes de temperatura ocurren naturaimen

en e] müscuio, como sucede en cua1quier sistema que produce caior, pero e] ca

10r producido en e] mÜSCUioes casi inmediatamente perdido hacia e] medio y

por 10 tanto 1a temperatura en e] mismo,a los fines prácticos,permanece cons

tante (wiikie, 1960; Gibbs y Chapman1979a). Enconsecuencia, una preparación

muscuiar aisiada puede ser tratada comoun sistema termodinámico cerrado a

presión y v01umenconstante en dondeios términos energia interna y entaipia

serian intercambiabies.

2. componentesenergéticos deimüscuiocardiaco

Unaforma de anaïizar ei comportamiento energético de] corazón es dividir

e] intercambio energético en una fracción relacionada fundamentalmente con e]

estado de reposo mecánico (que se denomina metaboiismo basa1) y otra que es

tá asociada con 1a actividad mecánica (fase activa). La evaiuación de ambos

componentesse reaïiza estudiando energéticamente a] múscuio en actividad y

en estado de reposo, ta] que 1a diferencia entre e] intercambio de energia to

ta] y aque11a que se obtiene durante e] reposo nos da e] recambio de] estado

activo.



a. Metabolismo basa]

Aún cuando no se 10 estimule, un múscuio aisiado debe conservar 1a inte

gridad de su composiciónintraceïuiar en contra de gradientes eléctricos y

quimicos. La producción de caior asociada a este metaboiismo basa] o de man

tenimiento es una medida de 1a utiiización y recuperación de 1a energia in

voiucrada en e] mantenimiento de 1a homeostasis ceiuiar. Si bien hasta e] pre

sente no se han podido estabiecer ias bases fisioiógicas de este calor de re

poso, se ha postuiado a] transporte activo de Na y K comouno de Ios respon

sabies de] consumobasa] de ATPen estas condiciones. De 1a apiicación de téc

nicas miotérmicas conjuntamente con métodos radioisotópicos se puede estimar

que e] transporte activo de Na y K participaria con aproximadamente 10-25%

de] caior producido durante e] reposo mecánico (Gibbs y Chapman,1979b;Gibbs,

1983; Ponce-Hornos, Bonazzoia y Taquini, 1987). La reducción en e] consumo de

oxígeno cuando se reduce 1a concentración de Na extraceiuiar (Lochner y Dud

ziak, 1965), 1a disminución de 1a producción de caior de reposo con simuiánea

reducción en e] infiujo de K sin aiteración de 1a saiida de] mismo cuando dis

minuye 1a concentración de Na en e] medio de perfusión (Ponce-Hornos, Bona

zzoia.yTaquini, 1987) y 1a eievación de] consumo de oxigeno o de 1a producción

de calor asociada a] reposo mecánico por aumento en 1a concentración extrace

1u1ar de K (Ponce-Hornos y Márquez,1986; Loise11e, 1987; Ponce-Hornos, Márquez

Bonazzoia, 1987) son consistentes con 1a postulada contribución de] transpor

te activo de Na y K a1 metaboiismo basa] en e] múscuio cardiaco. Por otro 1a

do, existen evidencias que sugieren que hasta e] 30%de ios vaiores medidos

de producción de caior en reposo estarian relacionados con e] costo energéti

co de] recambio de proteinas (Gibbs y Chapman,1979b; Schreiber, Evans, Oratz
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y Rothchild, 1986). El músculo cardiaco posee un metabolismo basal particu

larmente elevado cuando se lo compara con el músculo esquelético. Dependien

do de la especie, esta diferencia entre ambostipos musculares es tal que el

músculo cardiaco puede tener un metabolismo basal entre cinco y ocho veces

más elevado que el correspondiente al músculo esquelético. Hasta el presen

te no se ha podido explicar esta diferencia y se ha especulado que un can

ponente significativo del mismopodria reflejar una respuesta mitocondrial

al continuo influjo pasivo de H+ hacia su matriz. La evidencia es fundamen

talmente circunstancial. Por ejemplo, se relacionaria con la diferencia enel

contenido mitocondrial en ambos tipos musculares (músculo esquelético y car

diaco). Por otra parte, las diferencias observadas en el calor de reposo en

tre distintas especies se correlaciona con el volumenmitocondrial de sus

corazones (Loiselle, 1987).

En resumen, si bien hasta el presente existen evidencias experimentales

que sugieren la contribución de distintos procesos al metabolismo basal del

músculo cardiaco, el total esclarecimiento de su origen es aún materia de es

peculación.

b. Metabolismo activo

Comoya se puntualizara, el músculo cardiaco aislado y perfundido respon

de a la estimulación eléctrica con una respuesta que, comoconsecuencia de la

interacción entre las proteinas contráctiles, se manifiesta comodesarrollo

de fuerza. Cuando se permite que el músculo se acorte contra una carga, el

desarrollo de fuerza hace posible la realización de trabajo mecánico exter

no. Ha sido establecido, desde los clásicos experimentos de Fenn (Fenn, 1923
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y 1924) posteriormente confirmados por Hi1] (Hi11, 1938) en müscuio esqueié

tico, que 1a energia tota] liberada en una contracción ( en forma de caior y/

o trabajo) no es contante y depende de 1a carga contra 1a cua] e] müscuïo reg

liza trabajo externo. Asimismo, en e] múscuio cardiaco se ha observado una de

pendencia de 1a energia tota] iiberada con la carga contra 1a cua] e] múscu

10 reaiiza trabajo (contracciones isotónicas) (Gibbs y Chapman,1979a)pero,

a diferencia de] müscuio esqueiético en e] que 1a energia tota] 1iberada es

mayor cuando e] múscuio se acorta contra una carga (reaiiza trabajo externo),

en e] múscuio cardiaco 1a misma es máxima en condiciones en ias que e] müs

cu10 desarroiia fuerza pero no reaiiza trabajo externo (contracciones isomé

tricas). Eneste üitimo caso, 1a energia tota] durante ei evento contrácti]

es iiberada en forma de caior (Gibbs y Chapman,1979b;Gibbs, 1987).

La iiberación de caior que acompañaa1 ciclo contracci6n-re1ajación,a1

que se ha iiamado calor activo, es 1a manifestación térmica de ios cambios

quimicos que ocurren durante e] evento contrácti]. Estos cambios invoiucran

tanto 1a utiiización como1a recuperación (principalmente aeróbica) de 1a e

nergia contenida en eniaces quimicos. La separación de 105 componentes ener

géticos reiacionados con ei e] proceso de excitación-contracción-re]ajación

en e] müscuio cardiaco puede rea1izarse según 1a actividad de ios varios com

ponentes enzimáticos invoiucrados en e] ciclo cardiaco. Coneste criterio,

e1 proceso de excitación-contracción-relajación puede ser dividido en un com

ponente contrácti] y un componente no contrácti]. E1 primero de eiios, está

reiacionado con 1a utiiización de energia quimica (en forma de ATP) a nive]

de ias proteinas contráctiies a través de ias ATPasasde ios miofiiamentos.

E1 componenteno contráctii está asociado con 1a deSpoiarización y activación

de 1a fibra. Entre estos procesos se cuentan 1a 1iberación de ca1cio dentro



de] sarcopiasma, su movimiento desde y hacia los sitios de unión miofibriia

res y su retorno a 1os sitios de aïmacenamiento por ios sistemas de transpor

te dependientes de ATP (bombas de Ca tanto de sarcoiema como de reticuïo sa:

copiásmico)conjuntamente con 1a recuperación de] gradiente e1ectroquimico pa

ra Na y K lievada a cabo por 1a Na-K ATPasa asociada a sarc01ema (Chapman,

Gibbs y Gibson, 1970). La energia quimica utiiizada por ambos componentes e

nergéticos es recuperada aeróbicamente durante 1a misma contracción. Para 1a

evaiuación de] componenteno contrácti], cuya manifestación térmica es e] de

nominadocaior de activación o caïor independiente de tensión, debe elimina:

se de] proceso de excitación-contracción-re]ajación toda interacción entre

miofiiamentos. Esto puede iograrse minimizando 1a generación de fuerza por

disminución de 1a tensión de reposo, en múscuios papiiares, hasta que no se

registre desarroiio de fuerza. Unmétodoaiternativo ha sido 1a uti1ización

de medios hipertónicos en ios que 1a interacción entre miofiiamentos es mi

nima (Gibbs y Vaughan, 1968; Aipert y Muiieri, 1982; Gibbs, Loise11e y Wendt

1988). En concentraciones de caicio fisioiógicas, Ios vaiores obtenidos por

ambosmétodos son concordantes y varian, según 1a especie bajo estudio, en

tre 1,5 y 4 mJ-g'};ejido húmedo(Loiseïie y Gibbs, 1979; Loiseiie, 1987). Su

magnitud es afectada por cambios en 1a concentración extraceiuiar de calcio

y por agentes que a1teran 1a contractiiidad (Gibbs y Vaughan, 1968; Gibbs,

1982).

En resumen, actuaimente existen numerosas evidencias experimentaïes que

permiten sugerir 1a contribución de distintos procesos a1 metaboïismo activo

de] múscuïo cardiaco.

3. Antecedentes históricos de Ios estudios miotérmicos



E1 desarroiio de ias técnicas miotérmicas para e] estudio energético de

preparaciones biológicas datan de más de un sigio. Fué en 1848 que Hermann

Heimhoïtz usando tres termocupias en serie con un ga1vanómetro publicó ios

primeros experimentos reiacionados con 1a producción de caïor en múscuio es

queïético (Heimhoitz, 1848). Luegode esta pub1icación inicia], transcurrie

ron quince años hasta que en 1860 Adoif Fick retoma estos experimentos. Pero

no fue hasta 1909 en que A.V. Hi1] comienza un estudio sistemático e integra

do de 1a termodinámica de 1a contracción muscuiar esqueiética. Este autor i

nicia sus investigaciones utiiizando unas termopiias (gran númerode tennocu

p1as en serie) diseñadas por Biinx y que e] mismo Hi1] mejoraria progresiva

mente tanto en rapidez de respuesta comoen sensibiiidad. Esta metodoïogia,

con diferentes variantes continúa siendo apiicada en nuestros dias en e] es

tudio energético de] múscuio esqueiético (Hi11, 1965).

A pesar de] éxito que 1a ap1icación de 1a metodologia miotérmica desarrg

11ada por A.V. Hi1] tuvo en e] estudio energético de] múscuio esqueïético,

los inconvenientes reiacionados con 1a ap1icación de 1a mismaa1 müscuio car

diaco fueron taïes que hasta 1961 no se encuentra 1iteratura miotérmica re

ferida a ésta preparación (Neiii, Wagner, Messner, Krasnowy Gorïin, 1961).

Posteriormente, en 1965, Ricchiuti y Gibbs consiguen aplicar por primera vez

e] método de las termopiïas desarroiiado por A.V. Hi1] en e] múscuïo cardiaco,

más especificamente a1 múscuïo papiiar de ventricuïo derecho de corazón de cg

nejo (Ricchiuti y Gibbs, 1965; Gibbs, Mommaertsy Ricchiuti, 1967). Si bien

con estas termopiias podian reaiizarse estudios miotérmicos simuitáneos con

estudios mecánicos, e] pequeño tamaño de 1a preparación que debia utiïizarse

impidió que se pudiesen reaiizar estudios iónico-cinéticos y/o metabóiicos en

forma simultánea. De hecho estos estudios fueron reaïizados por muchos años



por otros grupos de investigadores haciendo más dificultosa la correlación

entre resultados. Mientras que las termopilas desarrolladas por Gibss y col.

fueron mejoradas tanto en velocidad de respuesta comoen sensibilidad por el

grupo de N.R. Alpert (Mulieri, Luhr, Trefry y Alpert, 1977), las metodologías

que intentaron el uso de preparaciones musculares mas grandes, para poder rea

lizar estudios metabólicos e iónico cinéticos simultáneos, fueron en general

de baja sensibilidad y lenta respuesta. Másrecientemente, 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

simultáneo de parámetros energéticos, contráctiles, iónico-cinéticos y meta

bólicos (Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer, 1982). Este último método es el

que se ha aplicado en la presente tesis para el estudio mecánico-energético

del músculo cardiaco (ver Métodos).

4. Métodos miotérmicos

Hasta el presente, en el estudio energético del músculo cardiaco se han

utilizado fundamentalmente tres métodos miotérmicos: a. Métodode las difereg

cias de temperatura arterio-venosa; b. Métodode las termopilas y c. Método

microcalorimétrico para tejidos perfundidos. A continuación se describirá bre

vemente cada uno de ellos y se expondrán las ventajas, desventajas y aplica

bilidad de los mismos.

a. Métodode las diferencias de temperatura arterio-venosa.

Este métodoutiliza la medición del flujo coronario y el gradiente térmi

co (¿3I) entre los fluidos arteriales y venosos (Neill, Wagner,Messner, Kras
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nowy Goriin, 1961; McDonaïd, 1971; Couison y Rusy, 1973; Theisohn, Friedrich,

Justus, Guttier y Kiaus, 1977). E1 método se basa en que e] caior producido

por e] múscuio cardiaco es proporciona] a 1a diferencia de temperatura arte

rio-venosa (eva1uada con termistores o termocupias), ta] que:

Q=AT.Ja_V-c

Donde: Q = fiujo caiórico

¿XT = diferencia de temperatura arterio-venosa

Ja_v = fiujo arterio-venoso

c = caior especifico de 1a soiución de perfusión

Debido a que este método requiere una cantidad finita de fiujo para obte

ner una medición, e] caior producido en condiciones isquémicas (ausencia de

flujo) no puede ser determinado. Por otra parte, en genera] esta metodoiogia

es de respuesta reiativamente 1enta con constantes de tiempo superiores a los

2,7 minutos y de sensibiiidad relativamente baja. La ventaja más notabie es

que a1 utiiizar preparaciones muscuiares reiativamente grandes (en genera] cg

razón entero) permite rea1izar estudios metabóiicos simuitáneos con métodos

bioquímicos como por ejempio medición de fïujo giucoiitico, producción de á

cido iáctico etc. Además,debido a que 1a perfusión se rea1iza por via fisio

iógica se evitan ios prob1emas asociados con una 1imitada difusión de oxige

no hacia e] tejido. Finaimente, en algunos casos ias mediciones miotérmicas

han podido reaiizarse simuitáneamente con mediciones de consumo de oxigeno

(por e] método poiarográfico) con lo que se han podido obtener indices de] e

quivaiente caiórico de] consumode oxigeno en múscuio cardiaco (Rusy y Couison,

1973; Theison, Friedrich, Justus, Guttier y Kiaus, 1977).



b. Método de las termopilas

Este métodotennoeléctrico fue desarrollado y aplicado extensamente por

A.V. Hill en el estudio energético del músculo esquelético (Hill, 1965). Ha

cia 1965, Ricchiuti y Gibbs consiguieron desarrollar un sistema (posterior

mente mejorado por Mulieri y colaboradores, 1977) de termopilas diseñadas

para medir producción de calor en preparaciones musculares con caracteristi

cas especiales (Ricchiuti y Gibbs, 1965; Gibbs, Mommaertsy Ricchiuti, 1967).

Por ejemplo, la preparación muscular a utilizar debe ser suficientemente del

gada para permitir la adecuada difusión de oxigeno en el tejido y su forma dg

be ser tal que permita que la mayor parte de su superficie esté en contacto

con las uniones termosensibles (termocuplas ubicadas a lo largo del mÜSCUlo

y conectadas en serie). La preparación muscular más utilizada que cumple es

tas condiciones ha sido el músculo papilar de ventriculo derecho de corazón

de conejo o el papilar de ventriculo izquierdo de corazón de rata. El calor

producido por el músculo es medido como el producto entre la variación de tem

peratura, registrada por las tennopilas, y el calor especifico del músculo.

Los inconvenientes técnicos están 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 li

nea de base y, por otro lado, con los inconvenientes derivados del pequeño ta

maño de las preparaciones utilizadas (masa promedio de 5 mg) como,por ejemplo,

el error asociado a la cantidad de solución adherida a la preparación lo que

puede inducir una incertidumbre en la masa tisular a utilizar en los cálculos

de hasta un 30%. A esto debe agregarse que el pequeño tamaño de la prepara

ción hace extremadamentedificil realizar mediciones simultáneas de paráme
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tros metabólicos o estudios de cinética iónica comoen el método antes men

cionado. Las ventajas más relevantes de esta metodologia son su alta sensi

bilidad y rápida respuesta (constantes de tiempo de alrededor de 6 segundos),

caracteristicas considerablemente superiores al método basado en diferencias

de temperatura arterio-venosas.

c. Métodomicrocalorimétrico para tejidos perfundidos

Unaalternativa al métodode las termopilas rápidas descripto en b., par

ticularmente por su sensibilidad y capacidad de evaluar simultáneamente pará

metros mecánicos, bioquímicos e iónico-cinéticos, es un método desarrollado

hacia 1982 (Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer, 1982). El mismo se basa en la

medición del flujo de calor desde la cámara interna del microcalorimetro en

donde se encuentra la pieza muscular en estudio y las paredes externas del

mismo en contacto con un baño mantenido a temperatura constante. La medición

se lleva a cabo mediante el uso de dos juegos de 71 unidades termosensibles

cada uno, conectadas en serie y hubicadas entre la cámara interna, en contac

to con el músculo, y la pared externa del sistema,en contacto con el baño. Es

te método, al igual que aquel basado en la medición de diferencias de tempe

ratura arterio-venosas, permite la utilización de una gran variedad de prepa

raciones miocárdicas de tamaños diversos, perfundidas por via fisiológica, lo

cual resuelve el inconveniente del espesor tisular comofactor limitante de

la difusión de oxigeno hacia el tejido. En cuanto a la velocidad de respues

ta, es mayor (constante de tiempo de 0,9 min) que el método basado en la me

dición de diferencias de temperatura arterio-venosas (constante de tiempo de

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



1idad es comparabie con este üitimo y, además, permite 1a evaiuación conti

nua de actividad contráctii, parámetros metabóiicos (mediante métodos bioqui

micos), f1ujos iónicos, simuitáneamente con ias mediciones de producción de

caior (Dominguez-Mon, Ponce-Hornos, Gómez, Cannata y Taquini, 1984; Ponce

Hornos, Bonazzoia y Taquini, 1987). Por otra parte, estas mediciones son tég

nicamente independientes de 1a temperatura de trabajo y,a1 ser este método

independiente de 1a existencia de perfusato, es utiiizabie en condiciones is

quémicas (ausencia de perfusión). Cabedestacar que por su versatiiidad, ca

pacidad de respuesta y sensibiiidad este método es e] que se ha uti1izado en

1a presente tesis, encontrándose detaiiado en 1a sección Materiaies y Métodos.

C. OBJETIVO DE LOS EXPERIMENTOS PRESENTADOS EN ESTA TESIS

Numerososestudios han sido reaiizados con e] objeto de diiucidar 1a par

ticipación de ias distintas fuentes de caicio en e] proceso de excitación-con

tracción-reiajación en müscuio cardiaco. Sin embargo, si bien se está de a

cuerdo que e] caicio proveniente de] medio extraceiuiar juega un pape] fun

damenta] en 1a contracción muscuiar cardiaca, aún no ha sido posib1e detenni

nar e] grado de participación de ios distintos compartimientos potenciaimen

te capaces de acumuiar y iiberar ca1cio que existen en 1a céiuia miocárdica.

Comoya se expusiera, 1a membrana piasmática representa en si misma un com

partimiento con capacidad de aimacenar y moviiizar caicio distinguibie de]

compartimientoextraceiuiar 1ibre. Esta diferenciación entre Ca extraceiuiar

1ibre y Ca asociado a 1a membrana, se basa principaimente en 1a cinética de

cambio en e] comportamiento mecánico frente a variaciones en 1a concentración

de Ca en e] medio extraceiuiar. Por ejempio, mientras que 1a reducción de 1a
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concentración extrace1u1ar de Ca induce una caida de 1a fuerza con un tiempo

medio de 82 segundos, ei aumento de 1a misma llega a un estado estacionario

en menos de 0,2 minutos. Esto es compatibïe con un sistema de adsorción-de

sorción de Ca en e] que e] compiejo gïicocáïix-sarcoiema seria e] sistema im

p1icado. Por otra parte, esta compartimentaiización de Ca en 1a membranapia;

mática recibe soporte adiciona] en 1a existencia de agentes quimicos y farmg

coiógicos capaces de modificar se1ectivamente 1a disponibiïidad de Ca extra

ce1u1ar 1ibre, de] Ca asociado a1 sarcoiema o 1a transïocación de Ca desde e]

medio extrace1u1ar a1 medio intraceïular. Entre estos agentes pueden mencio

narse 1a aiteración de 1a concentración de Ca en e] medio de perfusión, 1a

presencia de dimetonio, p01imixina B, fosfoïipasa D, 1antano o e] agregado de

1os 11amados bïoqueantes cáicicos comonifedipina, verapami] 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 a1macenar Ca y liberarïo hacia e] cj_

toso] es e] reticulo sarcopiásmico que puede, en consecuencia participar en

1a regulación de] Ca citopiasmático durante 1a contracción. La participación

de esta organeïa en e] evento contrácti] a través de] mecanismo "Ca induce 1a

1iberación de Ca por e] reticuïo sarcoplásmico" ha sido sostenida principaï

mente por Fabiato y coiaboradores (Fabiato y Fabiato, 1977; Fabiato, 1985),

aunque e] grado de participación reiativa de este compartimiento en 1a acti

vación de 1os miofiiamentos no está aún estabiecida.

Los experimentos presentados en esta tesis fueron diseñados con e1 objeto

de evaiuar 1a participación re1ativa de] sistema reticulo sarcopïásmico tan

to en e] proceso de excitación-contracción-relajación comoen e] mantenimien

to de] estado de reposo mecánico en e] múscuio cardiaco. Con este propósito
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se evaiuaron caracteristicas mecánicas simuitáneamente con caracteristicas mig

ténmicas de preparaciones muscuiares cardiacas de distintas especies, que fue

ron eiegidas en base a su distinto grado de desarroiio de reticuio sarcopïás

mico (rata:>conejo:>sapo). Las diferentes preparaciones cardiacas fueron so

metidas a condiciones que aiteran e] estado inotrópico de ias mismas, como 1a

variación en 1a frecuencia de estimuiación, y a 1a presencia de cafeína (droga

que afecta 1a actividad de] reticuio sarcopiásmico). E1 costo energético de

1a moviiización de caicio y,en consecuencia su expresión miotérmica,varia se

gún e] mecanismoy/o c0mpartimiento invoiucrado. En consecuencia, determinar

1a participación reiativa de ios distintos sistemas encargados de dicha movi

iización es de obvia re1evancia ya que está reiacionada estrechamente con 1a

eficiencia con 1a cua] e] müscuio 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 osci

ló entre los 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). El corazón fue rápidamente removido por toracotomia y sumergi

do en solución 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 canalizó la rama septal de la coronaria izquier

da con una cánula de polietileno PE 50. De éste modo, se logra la perfusión

de la masa mUSCular,via arterial, a flujo (2,5 ml-min'l) y temperatura (25

°C) regulados. En todos los casos el periodo transcurrido desde la toracoto

mia hasta la introducción 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 músculo cardiaco no

perfundido y montada en un soporte de Kel-F como se muestra en la Figura 3.

La base del músculo se fijó a dos finos alambres de acero inoxidable que a

su vez son utilizados comoelectrodos de estimulación (ver Figura 3). Asimis_

mo, el músculo fue fijado por su ápex a un transductor de fuerza isométrica

sensible al vector de tensión desarrollada a lo largo de su eje.

La frecuencia de estimulación 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 duración. El rango de fuerza diastólica a que se sometió a los dis

tintos músculos osciló entre 45 y 80 mNy se mantuvo constante a lo largo de
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cada experimento.

Só1o fueron aceptados para su estudio aqueiios múscuios que durante e]

periodo de equiiibración mantenían constante y mayor que dos 1a re1ación fue:

za generada/fuerza diastóïica cuando eran estimuiados a 0,5 Hz. Tambiénse

descartaron aque11as preparaciones que en ausencia de estimuiación no perma

necieron en reposo.

A1 finaiizar cada experimento, e] tejido fué removido de] caiorimetro, pg

sado en un recipiente previamente tarado (peso húmedo= 1,171 i 0,133 g) y se

cado a 110 °C hasta peso constante (usuaimente 48 hs). E] porcentaje de agua

tisuïar promedio fue de 86,1 :_0,2 Z.

Conrespecto a1 porcentaje de agua de las preparaciones arteriaïmente per

fundidas "in vitro", debe mencionarse que durante 1a primera hora a hora y mg

dia que 1e sigue a 1a canu1ación septa] y perfusión con soïución de Krebs,

existe un incremento en e] contenido de agua de aproximadamente un 5% (TiI

1isch, Fung, Homy Langer, 1979; Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer, 1982; Pon

ce-Hornos y Taquini, 1986).

Debe hacerse notar que e] proceso de disección, montaje de 1a preparación

y equiïibración de] caiorimetro requiere aproximadamentedos horas, periodo

que inciuye con suficiente amp1itud a1 periodo inicia] de ganancia de agua.

De este modo, se asegura que las mediciones mecánicas y caiorimétricas se rea

1icen en condiciones estacionarias de contenido hidroeiectroiitico.

2. Ventricuio de rata

Se utiiizaron ratas hembra, de 1a cepa Histar, de peso variabie entre 200

y 230 g. Los animaies fueron heparinizados y sacrificados con una sobredosis
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de pentobarbita] intraperitonea] (100 mg-kg'l). A1 iguai que en e] caso ya

descripto de] tabique interventricuiar de conejo arteriaimente perfundido,

e] corazón de estos animaies fue rápidamente removido por toracotomia y su

mergido en solución de Krebs con baja concentración de Ca (0,5 mM)a 25 °C.

La perfusión se comenzóinmediatamente por via aorta en fonna retrógrada se

gún 1a técnica de Langendorff. En todos ios casos se removió 1a auricuia de

recha y se practicó una pequeña incisión en 1a base de] tabique interventri

cuiar con io que, a esta temperatura se iogra eieminar 1a actividad espontá

nea. Tambiénen este caso e] tiempo transcurrido desde 1a toracotomia hasta

e] comienzo de 1a perfusión fué siempre inferior a ios tres minutos. La fi

jación de] músculo a1 soporte de] Kei-F fue simiiar a 1a practicada en e] ca

so de] tabique interventricuiar de conejo, fijándose e] ápex a un transduc

tor de fuerza isométrica. La frecuencia de estimuiación fue externamente con

troiada con un estimuiador Grass SD 9, utiiizándose ondas cuadradas de 2 V y

3 ms de duración. La fuerza diastóiica o tensión de reposo a 1a que se some

tieron 10s múscuios se mantuvo constante en cada experimento y entre experi

mentos osciió entre 40 y 80 mN. 5610 fueron aceptados para su estudio aque

iios múscuios que durante e] periodo de equiiibración en condiciones de 1,2

mMCa mantuvieron una relación fuerza generada/fuerza diastóiica superior a

dos en forma estable. Tambiénse descartaron aqueiias preparaciones que en

ausencia de estimulación no permanecieron en reposo.

En experimentos preiiminares (no presentados en esta tesis), pudo estabig

cerse que a 1a temperatura de trabajo y en e] rango de frecuencia uti1izado,

Ios múscuios perfundidos a 6 mi-min'log'1 con soiución de Krebs en condicio

nes fisioiógicas de Ca (1,2 HM)mantenían su actividad contrácti], evaiuada

mediante 1a fuerza desarroiiada, 1a máximaveiocidad de desarroiio de 1a fuer
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za y 1a máximaveiocidad de reiajación, constante por periodos superiores a

ias seis horas.

A] igua] que en las preparaciones de conejo, a] finaiizar cada experimen

to e] tejido fue removido de] caiorimetro, pesado en un recipiente previamen

te tarado (peso húmedo= 0,599 :_0,055 g) y secado a 110 °C hasta peso cons

tante. E1 porcentaje de agua tisuiar promedio fue de 83,0 :_0,7 %.

3. Ventricuio de sapo

Se utilizaron sapos (bufo paracnemis) que fueron sacrificados por desme

duiación a nive] cervica] mediante 1a introducción de un trócar entre lra y

da vértebra cervica]. E1 corazón fue rápidamente removido y recogido en so2

iución de Krebs a 22 °C. Todo ei atrio y e] seno venoso fueron extirpados,

coiocándose una cánuia en 1a cavidad ventricuiar que se fija a 1a pared co

rrespondiente. Cabemencionar que estos ventricuios poseen una circuiación

coronaria muyrudimentaria. En consecuencia, estos deben perfundirse intra

cavitariamente comofuera descripto para corazón de rana catesbiana (Sopis y

Langer, 1970). E1 tejido fue montado de modo que e] ápex de] mismo pudiese

conectarse a un transductor de fuerza isométrica. Por otra parte, 1a base de]

músculo queda fijada por ios dos pequeños eiectrodos de acero inoxidabie que

se muestran en 1a Figura 3, uno coiocado en e] ventricuio mismoy e] segundo

en e] buibus cordis de] ventrículo. La fuerza diastóiica a 1a que se some

tieron ios múscuios se mantuvo constante en cada experimento osciïando, en

tre experimentos, en un rango de 10 a 30 mN. En esta especie muscuïar, 1a re

lación entre fuerza generada/fuerza diastóiica fue siempre mayorque 8. Los

múscuios se perfundierona3m1° min'l, a22 °C y fueron eiéctricamente estimu1a_



45.

dos con ondas cuadradas de 2 V y 3 ms de duración.

Pudoestabiecerse que en estas condiciones ios múscuios ventriculares de

esta especie son capaces de mantener su actividad contrácti] (fuerza genera

da. máximaveiocidad de generación de fuerza, máximaveiocidad de reiajación)

c(instantes por periodos superiores a ias doce horas.

A1 finalizar cada experimento e] tejido fue removidode] caiorimetro, pg

Sadoen un recipiente previamente tarado (peso húmedo= 1,090 i 0,069 g) y

setado a 110 °C hasta peso constante. E1 porcentaje de agua tisuiar promedio

fuede 81,7 i 0,2 z.

B. MEDICIONES MIOTERMICAS Y MECANICAS SIMULTANEAS

Las mediciones miotérmicas se reaiizaron utilizando ei sistema caiorimé

“to mostrado en 1a Figura 3. Si bien ios detaHes de 1a construcción y mé

“s de caiibración de] sistema caiorimétrico han sido pubiicados "in exten

3', estos se presentarán a continuación en forma resumida (Ponce-Hornos, Rig

“ti y Langer, 1982; Dominguez-Mon,Ponce-Hornos, Gómez, Cannata y Taquini,

u; Ponce-Hornos, Bonazzoia y Taquini , 1987).

EI caiorimetro que se muestra en 1a Figura 3 está confeccionado en cobre

bsuperficie interna posee un baño de piatino para evitar reacciones con

‘tejido. Utiiiza dos juegos de unidades termosensibies (Cambion-Cambridge

Hoionic) cada una con 71 unidades conectadas en serie y ubicadas entre 1a

Üra interna y 1a gran masa de cobre. E] caiorimetro se sumerge en un baño

¡bstatizado que es controlado por un baño de agua (frio-caior) que reguïa

¡50,003 °C, en e] cua] 1a soiución de perfusión se mantiene en equilibrio

tico. E1 músculo, perfundido con 1a solución térmicamente equih’brada _y
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montado en un soporte de Kei-F, se c010ca en la cámara interna de1 caiorime

tro. La producción de ca10r se evaiüa entonces por 1a diferencia de tempera

tura entre ias paredes internas (en contacto con e] múscuïo) y externas (en

contacto con e] baño termostatizado) de] caiorimetro. La seña] de 1as unida

des termosensibies fue amplificada convenientemente y registrada sobre un pg

1igrafo Grass SD. E1 hecho de que ias mediciones de fïujo de caïor entre e]

baño y 1a cámara interna sean diferenciaies hace que 1a respuesta caiorimé

trica para una cantidad fija de caior, sea independiente de 1a temperatura a

1a que se reaiizan ias mediciones.

Cuandoconocidas cantidades de ca1or son apiicadas a 1a cámara interna

de] caiorimetro, ias unidades termosensibies responden en proporción a 1a po

tencia apiicada. Si 1a adición de energia es mantenida, e] fiujo de caior a1

canza un nuevo estado estacionario visua1izado comoun piateau en e] registro

(Figura 4). En e] rango de veïocidades de perfusión uti1izadas para las dis

tintas preparaciones, 1a respuesta caiorimétrica alcanzó un p1ateau dentro de

ios cuatro minutos con una constante de tiempo de a1rededor de 1 minuto.

La ca1ibración de] caiorimetro se 11evó a cabo por dos métodos. Por pasa

je de una onda de 2,1 kHz a través de] múscuio por medio de 105 e1ectrodos de

estimuiación (ver Figura 3) segün e] método descripto por Ponce-Hornos, Ric

chiuti y Langer (1982) y por pasaje de una corriente a través de una resisten

cia de vaior conocido y ca1cu1ando 1a potencia por 1a re1aci6n I2R, donde I

es 1a corriente y R 1a resistencia. Los vaiores obtenidos por ambos métodos

fueron coincidentes. Se utiiizó rutinariamente e] primero de eiïos porque

permite rea1izar ca1ibraciones en cuaïquier momentodurante e] experimento,

aún teniendo a1 müscu1o bajo estimuiación (Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer,

1982).
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1 min

Figura 4. Registro origina] que muestra 1a respuesta caiorimétrica (panei su
perior) obtenida por adición de conocidas cantidades de calor (0,9 mw)a 1a
cámara interna de] caiorimetro durante ei curso de un experimento. Las fie
chas indican e] comienzo y 1a interrupción de 1a misma. En e] pane] inferior

se muestra e] registro simuitáneo de 1a tensión desarroiiada por e] múscuio
en estado estacionario (0,5 Hz).



48.

Por otra parte, 1a perfusión entra a1 caiorimetro con una cantidad fini

ta de energia dada por e] producto entre 'Ia presión de perfusión (PP) y e]

1"¡l-¡Jo(V). Esta energia es disipada como caior en 1a cámara interna de] ca

1Olr‘ímetropor 10 que esta contribución debe sustraerse a 1as mediciones caio

“métricas. La misma se evaiuó como (Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer, 1982):

Y= 0,0022-PP-V + 0,009

donde: Y=cantidad de calor medido dependiente de 1a presión y de] flujo (mw)

PP=presión de perfusión (mmde Hg)

V= flujo (mi -min-1)

La presión de perfusión a 1a entrada de] caiorimetro (justo antes de 1a

Cámïa de perfusión) fué registrada durante todo e] experimento utiiizando un

trhsductor de presión Statham P23 Db cuya seña] fue recogida en uno de ios

cutre canaies de] poiigrafo Grass 50. E1 flujo se mantuvo constante a io IaL

90k cada experimento mediante una bombaperistáitica Gilson Hinipuis 2.

La generación de caïor asociada a cada contracción o caïor activo (H')

sewaiuó comodiferencia entre 1a producción de caior durante "la estimuia

Cii una vez a1canzado e] estado estacionario (Ht) y 1a producción de caior

en¡usencia de estimuiación (Hr), dividiendo por 1a frecuencia (f) a 1a que

eïfiscuio fue estimulado (ver Figura 5):

(Ht-Hr)/f = Ha/f = Ha

En resumen, este método permite un compieto contro'l de un importante nü

made parámetros comofrecuencia de estimuiación, temperatura de trabajo,

C‘sición de] 1iquido de perfusión. Por otra parte, es posibie registrar con
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Figura 5. Registro origina] de 105 cambios en tensión y producción de caïor
desde 1a condición de reposo mecánico a 1a estimulación (0,5 Hz) en ventrí
cu1o de conejo. Tanto 1a tensión desarroïïada como1a producción de ca1or se
incrementaron por aïrededor de 4-5 minutos, aïcanzando un estado estacionario.
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tinua y simuitáneamente, tensión de reposo (TR), fuerza desarrolïada (T),

veiocidad máximade desarroïio de fuerza (+i), ve1ocidad máximade reiajación

(-i), presión de perfusión (PP), producción de caior tota] (Ht), producción

de ca10r asociada a1 reposo mecánico (Hr) y producción de caïor activo (Ha).

Ademásde estos parámetros mecánicos y energéticos se dividió e] evento con

trácti] en cuatro periodos comose describe en 1a Figura 6. Para elio, en ca

da condición experimenta] se realizaron registros con una veiocidad de pape]

de 50 mm-s'l. De este modopudieron ser evaiuados: e] tiempo transcurrido des

de que se inicia e] proceso contrácti] hasta que 1a velocidad de contracción

se hace máxima (tCl), desdeque 1a veïocidad de contracción se hace máximahas

ta que 1a fuerza desarroiiada se hace máxima (tC2), desde este punto hasta

que 1a veiocidad de reiajación se hace máxima (tRl) y desde ésta ü1tima has

ta que finaïiza e] evento contrácti] (tR2). A partir de estos trazados a a1

ta veiocidad también pudo ca1cu1arse,por p1animetria,1a integra] tensión tieg

po (ITt).

C. SOLUCIONES

La composición de ias soiuciones utiïizadas para 1a perfusión de cada una

de ias preparaciones bioïógicas estudiadas asi como 1a nomenclatura con 1as

que se 1as identifica en cada caso estan deta11adas en 1a Tabia I. Todas 1as

drogas emp1eadas en su preparación fueron de grado anaiitico. Cuandose tra

bajó en presencia de cafeína (British Drug Houses, LTD; Pooie Dorset UK)esta

fue agregada a1 medio de perfusión a partir de una so1ución 10%P/V, hasta a1

canzar una concentración fina] de 1 mmo1'1'1. La droga fue agregada a 1as so

1uciones justo antes de cada experimento.



Figura 6. Representación esquemática de un trazado de tensión isométrica (par
te'superior) y su primera derivada (parte inferior), en donde se indican ios pa
rámetros mecánicos evaiuados. T: tensión isométrica; +i: máximaveiocidad de de
sarroHo de 1a fuerza; Si: máximaveiocidad de relajación; tTP: tiempo a 1a ten

sión pico,que inciuye tC1 y tC2; tR: tiempo de reiajación, que abarca tR1 y tRz.



TABLAI

NomenclaturaNaC]KC1MgC]CaC1NaHP0NaHCO3Glucosa

2224

TIC1206,51,01,50.5256,0 VR1206,51,01,20,5256,0 VS956,01.01.00.5256,0

Lasconcentracionesestánexpresadasenmmoï‘l"1 TIC:Tabiqueinterventrícuïardeconejo VR:Ventrículoderata VS:Ventrículodesapo
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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

temáticas sin que se pudiera definir una función de ajuste se utilizóun aná

lisis de varianza de dos vias. El análisis “a posteriori" o cuandosólo se

analizaron diferencias apareadas consistió en la aplicación de dos métodos

estadísticos: la pruebade las diferencias apareadas utilizando la distribu

ción del estadístico t y una análisis de varianza simple (ANOVAsimple). En

aquellos casos en que el comportamiento de la variable no era ajustable a una

función lineal, comoen el caso de regresiones hiperbólicas, el tratamiento

estadístico de los datos experimentales consistió en linearizar la función

por el sistema de recíprocas para luego utilizar el ajuste lineal de los da

tos transformados utilizando el criterio de los cuadrados minimos. Las tablas

utilizadas para el cálculo de probabilidades fueron las correspondientes a

Dixon y Massey (1969). Se consideró significativo el nivel de p<:0,05.

A menosque se indique explícitamente, todos los resultados calorimétricos

presentados están expresados por gramo de tejido seco.



RESULTADOS
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A. TABIQUE INTERVENTRICULAR DE CONEJO

Durante e] período de equilibración (aproximadamente1,5-2 hs) se estable

cieron ias condiciones de estabiiidad mecánico-energéticas de 1a preparación.

Esto se llevó a cabo a través de 1a eva1uación de parámetros mecánicos y caig

rimétricos de ta] modode asegurar condiciones estacionarias. Así, se desear

taron aqueiias preparaciones que no mantenían constante y superior a dos 1a

reiación entre fuerza generada (T) y fuerza diastólica (TR) cuando eran esti

mulados a 0,5 Hz o que no permanecían en reposo, imposibiïitando 1a determi

nación de] metaboiismo basa].

Unavez estabiecidas ias condiciones de estabiiidad mecánico-energéticas

de 1a preparación Ios múscuios fueron sometidos a diversas intervenciones. En

primer 1ugar, se varió 1a frecuencia de estimulación según dos patrones. En

un grupo de tres experimentos 1a secuencia de estimuiación fue: 0,5; 0,66;

0.83; 0,33 y 0,17 Hz. En otros tres experimentos se varió 1a frecuencia en

un orden determinado por 1a generación de números a1 azar (ver Dixon y Massey,

1969). Debido a que ambos patrones de estimuiación dieron Ios mismos resu]tg_

dos tanto en 1as determinaciones mecánicas comoenergéticas, Ios vaiores para

cab frecuencia se promediaron. En e] protocoio experimenta] utiïizado en es

ta preparación, luego de variar 1a frecuencia de estimuiación, se estabieció

un período de reposo durante e] cua] se inició 1a perfusión en presencia de

cafeína (1 mí-i). Aproximadamente 10 minutos 1uego de 1a adición de 1a droga

sereinició 1a estimuiación de] múscuïo siguiendo 1a mismasecuencia que se'

utflizara en e] período contro].

E1 estado estacionario, en cada condición experimenta] (en cada frecuen

cii en presencia o en ausencia de cafeína), se estabieció reaïizando las me



diciones mecánicas y caiorimétricas 15 minutos después de iniciada 1a nueva

condición experimenta1.De estas mediciones, 5610 fueron consideradas para su

anáiisis aque11as que permanecieron estabies por un periodo no inferior a los

cinco minutos. La dosis de cafeína utiIizada (1 mM)fué e1egida, a partir de

experimentos preiiminares que no se presentan en este trabajo, de ta] modo

que cumpliese con 1a condición de no modificar 1a fuerza generada por esta

preparación estimuiada a una frecuencia de 0,33 Hz.

1. Parámetros contráctiies

De acuerdo con e] protocoio experimenta] descripto anteriormente, se eva

1uaron: 1a fuerza desarroiïada (T), 1a máximavelocidad de contracción (+i)

y 1a máximaveiocidad de reiajación (-i), respecto de 1as variaciones de 1a

frecuencia de estimulación, en presencia y en ausencia de cafeína. En 1a si

tuación contro], los tres parámetros contráctiies mencionadossiguieron un pg

trón de respuesta similar (Figura 7), incrementándose con e] aumento de 1a

frecuencia de estimuiación (F;222,5; n1=4, n2==20; p<=0,01). La respuesta i

notrópica positiva obtenida por aumentode 1a frecuencia, aunque cuantitativa

mente menor, fue cuaiitativamente semejante en presencia de cafeina(F:25,79;

n1 =4; n2==20; p<=0,01). Comose muestra en 1a Figura 7, mientras que Ios pa

rámetros mecánicos re1acionados con 1a generación de fuerza, T y +i, 5610 de;

cendieron en presencia de 1a droga a frecuencias superiores a 0,33 Hz, -i dis

minuyósignificativamente a todas Ias frecuencias anaiizadas. E1 descenso de

estos parámetros fue más notorio a mayores frecuencias de estimuïación (F2:

3,58; n1==4, n2 =25; p<=0,05). Conviene destacar que en todos Ios experimen

tos reaiizados con esta preparación, los músculos estimulados a 0,83 Hz en pre
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Figura 7. Respuesta contrácti] de] tabique interventricuiar de conejo a ias va
riaciones de 1a frecuencia de estimuiación. a) T: tensión desarroilada. b) +i:

veiocidad máximade contracción. c) -i: máximaveiocidad de relajación. Las ha
rras representan + 1 error estandard para contro] (o) y - 1 error estandar en
presencia de cafeína (o).
* p<:0,05; ** p-<0,01; *** p-<0,005 para diferencias apareadas (cafeína-con
troi).



57.

sencia de cafeína no podian relajarse por compieto antes de 1a 11egada de] nue

vo estimulo y consecuentemente se producia un iigero incremento en 1a tensión

diastóiica (Figura 8). Si se suspendia 1a estimuiación e] müscuïo rápidamen

te se reiajaba retornando a los vaiores diastóiicos iniciaies.

Es sabido que intervenciones inotrópicas de distinto origen que modifican

1a fuerza máximadesarrollada y 1a máximaveiocidad de contracción, afectan

simuitáneamente a 1a máxima veiocidad de reiajación. Aunque e] nexo entre con

tracción y reiajación es compiejo y no bien comprendido, 1a contractiiidad y

1a reiajación están interconectadas. Es por eiio que se empiean una serie de

indices que tienden a diiucidar que parte de] cicio contracción-reiajación es

e] afectado en cada caso. Comose muestra en 1a Figura 9, ios indices +i/T y

-i/T se incrementaron con e] aumento de 1a frecuencia tanto en ausencia como

en presencia de cafeina (F; 15,71; n1=4, n2=20; p<0,01 para +f/T y F32,87;

n1 =4w n2 =20; p-<0,05 para -i/T), mientras que 1a reiación -i/+f no se modi

ficó (F:sO,48; n1 =4, n2==20; NS). Por otra parte, ITt/T disminuyó con ei au

mento de frecuencia tanto en ausencia comoen presencia de 1a droga (F;;17,7;

n1==4, n2=20; p<:0,01). La cafeína afecta comparativamente más a 1a reiaja

ción que a 1a contracción en este preparado, hecho que se pone de manifiesto

en e] comportamiento de ios indices antes mencionados. En efecto, mientras que

respecto de] contro] 1a caida en 1a máximaveiocidad de c0ntracción estuvo prin

cipaimente adscripta a 1a disminución en 1a fuerza generada inducida por cafe

ina (tai que 1a reiación entre ambas fue, a cada frecuencia, 1a misma tanto en

ausencia como en presencia de cafeina), 1a caida de 1a máxima veiocidad de re

iajación observada a cada frecuencia en presencia de 1a droga, no es exp]ica—

bie solamente por disminución en 1a fuerza generada ya que 1a re1ación entre

ambas, -T/T, fué sistemáticamente menora todas ias frecuencias estudiadas (ver
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Figura 8. Registro origina] a a1ta veïocidad (50 mm-s'l) de 1a tensión desarro
11ada por un tabique interventricuiar de conejo estimuiado a 0,83 Hz. Sobre e]
registro contro] (en trazo continuo) se graficó, en forma superpuesta, e] re
gistro obtenido en e] mismomüscuïo en presencia de cafeina 1 mM(en trazo dis
continuo). Nótese 1a ausencia de completa reiajación en presencia de cafeína
debido a 1a prolongación de 1a contracción particu1armente en su fase fina].
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Figura 9. Cociente entre parámetros contráctiies en tabique interventricuiar
de conejo a distintas frecuencias de estimuiación en ausencia (o) y presencia
de cafeína 1 mM(o). a) +i/T: reiación entre 1a máximaveiocidad de contrac
ción y 1a tensión desarroiiada; b) -Í/T: reiación entre 1a máximaveiocidad
de reiajación y 1a tensión desarroïiada; c) -Ï/+Ï: cociente entre máximasve
locidades de contracción y reiajación; d) ITt/T: relación entre 1a integra]
tensión-tiempo y 1a tensión desarroiiada. Los datos son vaiores medios y ias

barras verticaïes representan :_1 error estandard de 1a media.
i p<:0,05; ** p<:0,01 para ias diferencias apareadas (cafeína-controi).
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Figura 9). A la misma conclusión se llega analizando el índice —l/+l, que se

comportó en forma similar a la relación -l/T.

El análisis de la duración de las distintas fases del evento contráctil

mostró (Figura 10) que el acortamiento en el tiempo total de la contracción

(tTC) inducido por el aumento de la frecuencia de estimulación estuvo asocia

do a una disminución en el tiempo a la tensión pico (tTP) y en el tiempo de

relajación (tR),tanto en ausencia comoen presencia de cafeína (F;=7,68; n1=4,

n2=20; p<0,01 para tTC; F210,8; n1=4, n2=20; p<0,01 para tTP y F25,87;

n1 =4w n2 =20; p<=0,01 para tR). Por otra parte, la cafeína prolongó la con

tracción sin alterar el tiempo a la tensión pico a todas las freCUencias ana

lizadas (ver Figura 10). Cuandose analizaron las cuatro fases del evento con

tráctil comose detalló en Métodos, se observó que la disminución 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 cafeína (F;:8,26; n1==4, n2==20, p<=0,01 para tC1 y F;:5,63; n1 =4,

n2 =20; p<=0,01 para tR2). Además, la prolongación en la duración del evento

contráctil en presencia de cafeína estaba asociada a un enlentecimiento de la

relajación y más específicamente a la segunda fase de la mismaya que la du

ración de ninguna de las dos fases de la contracción (tC1 y tCZ) ni la dura

ción de la primera fase de la relajación (tRl) fueron afectadas por la droga

(Tabla II).

2. Parámetros energéticos

Simultáneamente con los parámetros contráctiles antes mencionados se eva

luaron: la producción de calor total por latido (Hi), la producción de calor
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Figura 10. Duración de distintas fases de] evento contrácti] en e] tabique ig
terventricu1ar de conejo en función de 1a frecuencia de estimu1ación. a) tÏC:
tiempo tota] de 1a contracción; b) tTP: tiempo a 1a tensión pico; c) tR: tiem
po de reiajación. Las barras vertica1es representan -1 error estandard para e1
contro] (o) y +1 error estandard en presencia de cafeína (o).
* p<=0,05; ** p<=0,01; *** p<=0,005 para diferencias apareadas (cafeína-contro1)



TABLAII.Efectode1acafeínasobreiosdistintosperíodosenquesedividióe]eventocontrácti]ava

riasfrecuenciasdeestimuiaciónenventricuiodeconejo.

PeriodosFrecuencia(Hz)

(S)0,170,330,500,670,83

tTC1,278:0,0311,232:0,0301,14li_-0,0201,028i0,0480,97610,016

contro]

**

******

tTC1,728i0,1701,655i0,1881,43610,0751,234:0,0781,200

cafeina

Atc1 ¿Etc2 ¿al Am, tTC:tiempotota]de1acontracción;¿l:diferenciasenpresenciayausenciadecafeína;tC tR2:periodosenquefuedivididoe]eventocontrácti](verMétodos).(*)p<0,05;(**)p‘=0,005paralas

0,007io,o13 0,009¿o,o16 0.01610,01o 0,419¿0,177*

0,01oio,oo7 0,00310,011 o,oos:o.o12 0,404¿0,191"

o,013¿0,011 0,010:0,016 0,006+_0,010 0,266¿0330*

0,005¿0,006 o,oc1¿o,oos 0,002¿0,004

*

0,198¿0,043

i
0,00610,004 0,00210,011 0,009i0,011

**

0,20710.024

diferenciasapareadas(cafeína-controi).

1’

tC2,tR1y

62.



63.

basa] (Hr) y 1a producción de caior activo por 1atido (Há), es decir ya des

contado e] metaboiismo basa].

La producción de caior asociada a1 cicio contrácti] es dependiente de ia

fuerza desarroiiada por e] múscuio (Gibbs y Chapman, 1979b) ya que durante

e] mismo 1a energia quimica es utiiizada a nive1 de ios miofiiamentos. Por

10 tanto, una de ias formas de evaiuación de 1a economia muscuiar es el estu

dio de] comportamiento de ias reiaciones entre ambos parámetros (Há/T y HÉ/T).

Sin embargo, se ha sugerido además que una variabie de importancia es e] tiem

po durante e] cua] se mantiene e] desarroiio de fuerza, por 10 cua] ei aháii

sis de ias reiaciones Há/ITt y HÉ/ITt serian indices apropiados para 1a eva

luación de 1a economia muscuiar (Hoiubarsch, Hasenfuss, Bianchard, Alpert, Mu

1ieri y Just, 1986). En e] presente trabajo se utiiizaron ambostipos de indices.

E1 aumento de 1a frecuencia de estimuiación indujo una disminución en 1a

producción de caior tota] por iatido que, combinadocon e] efecto inotrópico

positivo descripto anteriormente, hizo que 1a reiación Hi/T disminuyera hi

perbóiicamente con 1a frecuencia de contracción (r= 0,90; n= 30; p<=0,001).

Esta disminución de HÉ/T impiica un aumento de 1a economia muscuiar globai

(Ponce-Hornos y Taquini, 1986) con 1a frecuencia. De igua] modo, e] incremeg

to den 1a frecuencia de estimulación indujo una disminución en 1a relación

Há/T que se correlacionó hiperbóïicamente con 1a frecuencia (r'=0,52; n= 30,

p<=0,01). Los parámetros de regresión, pendientes y ordenadas a] origen ob

tenidas figuran en 1a Tabla III. Este hecho indicaria un aumentode 1a efi

ciencia de] proceso de excitación-contracción-reiajación ya que se requeri

ria un menor consumo de energia para 1a generación de un dado nive] de fuer

za isométrica. La presencia de cafeina 1 mMen e] medio de perfusión pro

dujo cambios cuaii y cuantitativos tanto en 1a reiación Hi /T comoen 1a re



contro1 cafeína contro]

Há/T

cafeína

30 30 30 30

0,90 0,84

TABLAIII.CONEJO

ordenadaa1orígen*

(mJémN'l-g'l) 0,101i0,043 0,193Ï_0,061 0,180i0,027 0,227i0,044

pendiente*

(mw-mN'l-g'l) 0,14510,024 0,155:_0,032 0,016i0,008 0,018i0,013

*Parámetrosderegresión:_1intervaïodeconfianzapara30datosexperimentaïes.

0,001 0,001
0,01 0,05
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Figura 11. Comportamientoenergético de] septum interventricu1ar de c0nejo reg

pecto de 1a frecuencia de estimuiación. a) HÉ/T: generación de caïor por 1ati
do dividido por 1a fuerza generada. b) Há/T: generación de caior asociada a]
proceso de excitación-contracción-reïajación dividido por 1a fuerza generada.
Las barras verticaïes representan - 1 error estandard para e] contro] (o) y
+ 1 error estandard en presencia de cafeína 1 mM(o).

* p<:0,05; ** p<=0,025 para diferencias apareadas (cafeina-contro1).
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1ación Há/T con respecto a1 aumento de 'la frecuencia de estimuiación (Tab1a

III). Comose muestra en 1a Figura 11_y en 1a Tab1a III, a todas ias frecuen

cias ana1izadas Hé/T y Há/T fueron significativamente mayores en presencia

de cafeina. Esto impiica una disminución en 1a economia muscuiar gioba] que

puede ser parciaimente expiicada por una disminución en 1a eficiencia de]

proceso de excitación-contracción-reiajación. Cabe destacar que, comose mues_

tra en 1a Tabia III, las pendientes de ias regresiones H; /T versus 1a re

ciproca de 1a frecuencia de estimuiación en presencia y ausencia de cafeina

son iguaies, ta] que e] incremento de Há/T inducido por cafeina fue inde

pendiente de 1a frecuencia de estimuiación (F=0,11; n1=4, n2=25; NS). La

diferencia promedio de Há/T para ios 30 va1ores fue 53,0 i 7,6 pJ-mN'1.g'1.

Cuando se anaiizó 1a reiación HÍ'Z/ITt se observó una caida hiperbóiica

de este indice con e] aumento de 1a frecuencia de estimuiación (Figura 12)

tanto en ausencia (r=0,87; n=30, p<0,001) comoen presencia (r= 0,81; n=

30, p<0,001) de cafeina (ver Tabla IV). Sin embargo, 1a reiación Há/ITt(Fi

gura 12 y Tab1a IV) no se modificó significativamente con 1a variación de frg

cuencia de estimuiación ni en ausencia (r=-0,098; n=30, NS) ni en presencia

de 1a droga (r= 0,016; n=30, NS). Comose muestra en 1a Figura 12, a todas

ias frecuencias ana1izadas Ht'z/ITt y Ha'/ ITt fueron mayores en presencia de

cafeina. Nuevamente, estos resuitados impiican una disminución en 1a econo

mia muscuiar giobai que puede ser parciaimente exp1icada por 1a disminución

en 1a eficiencia de] proceso de excitación-contracción-re1ajación. E1 incre

mento observado de] indice Há/ ITt inducido por cafeina fue independiente de

1a frecuencia de estimuiación (F=0,70; n1=4; n2= 25, NS). La diferencia
1_S-1. —1.promedio de Há/ ITt para ios 30 vaiores fue 78,3 i 10,9 ¡JJ-mN' g



contro]

Ht/ITt

cafeína contro]

Há/ITt

cafeína

*Parámetrosderegresión:_1intervaïodeconfianzapara30 Losvaïorespromedioparae]índiceH¿/ITtfueronde0.455i0,024y0,533i0.029mJ-mN'l-s'l-g'1

30 30 30 30

TABLAIV.CONEJO

ordenadaa1orígen*

(md-mN'l-s'l-g'l)

0,870,325+0,089 0,810,533+0,111
-0,10

0,02

enausenc1aypresenc1adecafeínarespectivamente.

pendiente*

(mwomN'l's'l-—1)

9

0,260+0,0470,001 0,247+0,0580,001

NS NS

datosexperimentaïes
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1
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Há/IT’C (mJ-mN'Ïs'1-g'1)
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-853350.511112

0.15 1_Io

frecuencia (Hz)

Figura 12. a) Hi/ITt: relación entre la generación de calor total por latido
y la integral tensión-tiempo; b) Há/ITt: relación entre la generación de ca
lor activo por latido y la integral tensión-tiempo, en ausencia (o) y presea
cia de cafeína (o). Los datos son valores medios y las barras verticales ne
presentan :_1 error estandard de la media.
* p‘=0,005; ** p <0,0025 para diferencias apareadas (cafeína-control).
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Por otra parte, 1a cafeína 1 mMafectó significativamente a 1a producción

de caíor basa] (Hr) incrementándoía de 10,6 i 0,3 mN-g"1en situación contro]

a 12,2 :_0,5 mN-g'1 (promedio de diferencias apareadas :_1 error standard: 1,6

i 0,6 mw-g'l, n =6, p<:0,025). Este incremento de Hr inducido por cafeína con

tribuye a acentuar 1a disminución de 1a eficiencia muscuïar gïobaí ya que in

crementa 105 vaíores de Ht por unidad de fuerza generada.

B. VENTRICULO DE RATA

Los estudios reaíizados en e] tabique interventricuiar de conejo indica

ron que 1a economía muscuïar gíoba] se incrementaba con 1a frecuencia de es

timuíación. Por otra parte, 1a cafeína, que inhibe 1a captación de Ca por pa:

te de] RS y estimula 1a 1iberación de Ca de] mismo (Weber y Herz, 1968; Fabia

to y Fabiato; 1973), inducía una cïara disminución en 1a eficiencia muscular

gíobaí y en aque11a asociada a] proceso de excitación-contracción-re]ajación.

Debido a que estos resuítados podían estar relacionados con variaciones en 1a

participación re1ativa de] retícuío sarcopíásmico en e] evento contrácti], se

realizaron experimentos en una preparación cardíaca con un mayor desarroïïo

de] mismo. Se utiïizó entonces e] corazón de rata perfundido según 1a técnica

de Langendorff como se describió en Métodos. Una vez determinada 1a estabiíi

dad mecánico-energética de 1a preparación se estabíeció un período de reposo

de aproximadamente 20 minutos para 1uego iniciar 1a estimuïación según 1a se

cuencia 0,17; 0,33; 0,50; 0,67 y 0,83 Hz, estabíeciéndose finalmente un nuevo

período de reposo. En todos los experimentos esta secuencia de reposo-estimu

ïación-reposo se reaíizó un mínimode dos veces con idéntico resultado. A1 i

gua] que con e] septum de conejo, durante e] üítimo período de reposo se cam
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bió 1a soiución contro] por una que contenía cafeína en 1a misma concentra

ción que 1a utiiizada para e] tabique interventricuiar de conejo (1 mM).A

proximadamente 5 a 10 minutos 1uego de] agregado de 1a droga se reinició 1a

estimulación de] múscuio utilizando e] mismo patrón que en ei período contro].

E1 estado estacionario en cada condición experimenta] (a cada frecuencia es

tudiada, en presencia o en ausencia de cafeína) se estabieció anaiizando so

Io ias mediciones rea1izadas 15 minutos después de iniciada 1a nueva condi

ción experimenta]. De estas mediciones, 5610 fueron consideradas aque11as que

permanecieron estabies por un período no inferior a ios cinco minutos.

1. Parámetros contráctiies

Comose muestra en 1a Figura 13, se evaiuaron 1as respuestas de 1a fuer

za desarroïiada y ias máximasvelocidades de contracción y reïajación frente

a variaciones en la frecuencia de estimulación tanto en ausencia comoen pre

sencia de cafeína. La tensión desarroiiada y 1a máximaveiocidad de contrac

ción mostraron una respuesta inotrópica negativa con e] aumento de 1a frecuen

cia de estimulación, cïásica en 1a rata (F;:3,7; n1==4, n2= 20; p<=0,05), mien

tras que 1a máximaveiocidad de reiajación permaneció inaiterada en e] rango

de frecuencias analizadas (F= 0,3; n1= 4, n2= 20; NS). Este patrón de respues

ta fué a1terado por 1a presencia de cafeína 1 mM,ya que, si bien 1a tensión

desarroïiada disminuyó con 1a frecuencia (F= 5,7; n1==4; n2= 20; p<:0,01), 1as

veiocidades máximasde contracción y relajación permanecieron sin cambios sig

nificativos con 1a variación de 1a misma (F= 1,3; n1==4, n2= 20; NS). En to

dos Ios casos ias tres variabies contráctiies fueron sistemáticamente inferig

res en presencia de 1a droga respecto a 1a condición contro] (Figura 13). Cog
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Figura 13. Respuesta contrácti] de] ventrículo de rata frente a 1as variacio
nes de 1a frecuencia de estimuïación. a) T: tensión desarrolïada. b) +f: ve19
cidad máximade contracción. c) -f: máximave1ocidad de reïajación. Las barras
vertica1es representan + 1 error estandard para contro] (o) y - 1 error estan
dar en presencia de cafeína (o).
* p<=0,025; ** p<=0,01; *** p<=0,005 para diferencias apareadas (cafeína-con
troï).
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viene destacar que, a diferencia de 10 descripto para e] tabique interven

tricuiar de conejo, 1a presencia de cafeína, en e] rango de frecuencia ana

iizado, no impedía 1a compieta reiajación en e] ventrícuïo de rata. Comose

muestra en 1a Figura 14, independientemente de] efecto inotrópico negativo

observado" en condición contro], 1as reiaciones +í/T, -'Í'/T y -'i/+1' se in

crementaron con 1a frecuencia (F=5,1; F= 7,1 y F= 5,4 respectivamente pa

ra n1=4, n2=20, p<0,01). La presencia de cafeína en e] medio de perfu

sión no produjo cambios significativos en ninguna de las re1aciones antes

mencionadas. Por otra parte 1a re1ación ITt/T disminuyó con e] incremento

de 1a frecuencia tanto en ausencia comoen presencia de 1a droga (F335,9;

=4,n =20;p<0&1Ln1 2

Si bien, tanto e] tiempo tota] de 1a contracción, e] tiempo a 1a tensión

pico y e] tiempo de relajación disminuyeron con 1a frecuencia tanto en ausen

cia (F= 52,2; F= 18,2 _yF= 35,6 respectivamente para n1=4, n2=20, p<0,01)

comoen presencia de cafeína (F= 19,9; F= 22,9 y F= 10,2 respectivamente pa

ra n1=4, n2= 20, p<0,01), 1a cafeína sóïo afectó respecto de] contro] a

estos tres parámetros a 1a menor frecuencia, siendo e] efecto un acortamien

to de 1os mismos (Figura 15). En 1a situación contro], con e] aumento de

frecuencia, 1a disminución de] tTP estuvo adscripta a 1a disminución de]

tC2 (F=6,6; n1=4, n2=20, p<0,01), mientras que 1a disminución del tR

se debió tanto a 1a disminución de] tR1 como a 1a de] tR2 (F = 98,1- _y F=

13,4 respectivamente, n1=4, n2=20 p< 0,01). Las variaciones de las dis

tintas fases en que se dividió e] evento contrácti] en presencia de cafeína

con respecto a1 contro] a cada frecuencia de estimuiación se muestran en 1a

Tabïa V.
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Figura 14. Cociente entre parámetros contráctiles en ventricuio de rata a dis
tintas frecuencias de estimu1ación en ausencia (o) y presencia de cafeína 1 mM
(o). a) +Í/T: reiación entre 1a máximave1ocidad de contracción y 1a tensión
desarroHada; b) -‘i/T: reiación entre 1a máximaveiocidad de re1ajación _y1a

tensión desarroHada; c) -Ï/+T': cociente entre máximasve1ocidades de contras
ción y reïajación; d) ITt/T: re1ación entre 1a integra] tensión-tiempo _y1a
tensión desarroHada. Los datos son vaiores mediosy ias barras vertica1es' re
presentan il error estandard de 1a media.
* p<0,01; ** p<0,005 para "las diferencias apareadas (cafeína-controi).
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Figura 15. Duración de ias distintas fases de] evento contrácti] en e] ventri
cuio de rata a diferentes frecuencias de estimulación. a) tTC: tiempo tota] de
1a contracción; b) tTP: tiempo a 1a tensión pico; c) tR: tiempo de reiajación.

Las barras verticaies representan :1 error estandard para e‘l contro] (o) cg
feina (o).
* p< 0,05; ** p<0,025 para ias diferencias apareadas (cafeina-controI).



TABLAV.Efectode1acafeinasobrelosdistintosperiodosenquesedividióe]evento

riasfrecuenciasdeestimuiaciónenventricuioderata.

Periodos

(s)

tchontroi tTCcafeína Att:1 Ate2 Atnl AtR2 tTC:tiempotota]de1acontracción;¿í\°

Frecuencia(Hz)

contrácti]ava

0,17

0,33

0,50

0,67

0,83

0,835i0,031 0,76710,037*
—o,003i0,004 —o,022i0,007*

***

—0,062i0,003
0,018i0,018

0,763 0,743
—0,005 -0,010 -0,045

0,040

0,024 0,043 0,004 0,006

*'k*

0,006

*

0,019

0,685i0,022 0.710 0,000 '0
-0,017

0,042

+
0,042 0,004 0,008

**

0,005

*

0,020

0,663 0,675
-0,003 ‘0 -0,020

0,045

+ + +
0,028 0,032 0,006 0,007

"kk

0,004

*

0,017

0.615 0,632

—0,002 —0,007 -0,015

0,040

i0,031 i0,038 +
0,004

i0,007

**

+0,003

*

+0,015

,'\ —‘o'

u

diferenciasenpresenciavausenciadecafeína;tC

1!

tCz,tR1y

tR2:periodosenquefuedivididoe]eventocontrácti](verMétodos).(i)p<=0,05;(**)p‘=0,01;(***) p<<0,005para1asdifernciasapareadas(cafeína-controi).
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2. Parámetros energéticos

A1 igua] que en e] caso de] tabique interventricuiar de conejo, simuitá

neamente con ios parámetros mecánicos antes mencionados, se evaiuaron 1a pro

ducción de caior tota] por 1atido Hi, ia producción de caior activo por 1ati

do Há y 1a producción de calor basa] o asociada a] reposo mecánico Hr. Ei au

mento de 1a frecuencia de estimuiación indujo una disminución en Hi que a pg

sar de] simultáneo efecto inotrópico negativo, hizo que 1a re1ación HÉ/Tdis

minuyera hiperbóiicamente con 1a frecuencia (r‘=0,85; n= 30, p<=0,001). De]

mismomodo, 1a producción de caior activo por contracción disminuyó con ei

aumento de 1a frecuencia de estimuiación, efecto que no pudo ser compensado

por e] simuitáneo descenso en 1a tensión desarroiiada observada, por 10 que

1a reiación Há/T disminuyó,correiacionándose hinerbóiicamente con 1a frecuen

cia de estimuiación (r= 0,69; n= 30, p<=0,001). Los parámetros de regresión

pendientes y ordenadas a] origen obtenidas figuran en 1a Tabia VI. Este incre

mentoen 1a eficiencia de] proceso de excitación-contracción-reiajación (dis

minución de Há/T) y de 1a eficiencia muscuiar giobaï (disminución de HÉ/T) in

ducidos por e] aumento de 1a frecuencia fué significativamente aiterado por

1a presencia de cafeina en e] medio de perfusión. Comose muestra en 1a Figu

ra 16, a todas ias frecuencias anaiizadas HÉ/Ty Há/T fueron mayores en pre

sencia de cafeina,diferencias que se mantienen en ios valores asintóticos cal

cuiados por regresión (ver ordenadas a] origen en Tabia VI). Nótese que e]

incremento de Há/T inducido por cafeina es tai que, las pendientes de 1a re

gresión Há/T respecto de 1a recíproca de 1a frecuencia, son iguaies (ver Ta

bla VI). Esto indica que e] incremento en Há/T inducido por cafeína es inde

pendiente de 1a frecuencia de estimuiación (F= 0,028; n1= 4, n2==20; NS) sien



TABLAVI.RATA

ordenadaa1orígen*pendiente*

(mJ-mN'l-g'l)(mw-mN'1°g-1)

contro]300,850,317Ï_0,1340,205:_0,0410,001 cafeína300,870,679:_0,2480,420Ï_0,0770,001 contro]300,690,198Ï_0,07O0,063Ï_0,0210,001

Ha'l/T

cafeína300,410,479Ï_0,1540,070Ï_0,0300,05

*Parámetrosderegresión:_1intervaïodeconfianzapara30datosexperimentales.
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Fidura 16. Comportamientoenergético de] múscuio ventricuiar de rata respecto

de 1a frecuencia de estimuïación. a) Hi/T: cociente entre 1a generación de ca
lor tota] por 1atido y 1a fuerza generada; b) Há/T: cociente entre 1a genera
ción de calor activo por ïatido y 1a fuerza generada. Los datos son vaiores mg
dios y ias barras verticaies representan - 1 error estandard para e] contro]
(o) y + 1 error estandard en presencia de cafeína (o).
* p<:0,05; ** p<:0,025; *** p<:0,0025 para diferencias apareadas (cafeína-con
troï).



do la diferencia promedio para los 30 valores de 303 Ï_47 pJ-mN'l-g'l.

El análisis de la relación HÉ/ITt mostró una disminución hiperbólica de

este indice con el incremento de la frecuencia de estimulación (Figura 17)

tanto enausencia (r = 0,79; n = 30, p<=0,001) comoen presencia (r = 0,90;

n = 30, p<:0,001) de cafeina (ver Tabla VII). Similar comportamiento se obser

vó cuando se evaluó la relación Há/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). Comose muestra en la Figura 17, a todas las frecuencias anali

zadas HÉ/ITt y Há/ITt fueron mayores en presencia de cafeína. indicando una

disminución en la economia muscular global que puede ser parcialmente expli

cada por la disminución en la eficiencia del proceso de excitación-contrac

ción-relajación. El incremento observado del indice Há/ITt inducido por cafe

ina fue independiente de la frecuencia de estimulación (F = 0,11; n1 = 4, n2 =

25; NS). La diferencia promedio de Há/ITt para los 30 valores fue 1,21 :_0,13

-1_S—1.g-1.mJ-mN

Por otra parte, la producción de calor asociada al reposo mecánico Hr, que

en condición control fue de 20,9 :_0,3 mw-g'l, se incrementó significativamen

te en presencia de cafeína (3,0 i 0,6 mw-g'l, n = 6, p<=0,0025) lo que contri

buye a aCentuar la disminución 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 estimulación independientemente

de la especie en estudio. Es interesante destacar que esto sucede aún en

dos especies cuya respuesta inotrópica a la frecuencia es opuesta (inotró
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Figura 17. a) Hé/ITt: cociente entre 1a generación de ca10r tota] por 1atido
y 1a integra] tensión-tiempo; b) Há/ITt: reïación entre 1a generación de ca10r
activo por 1atido y
cafeína (o).
i 1 error estandard

1a integra] tensión-tiempo, en ausencia (o) y presencia de
Los datos son va10res medios y 1as barras verticaies representan

de 1a media.

* p<:0,01; ** p<:0,005; *** p<=0,0005-para diferencias apareadas (cafeína-con
troi).



contro]

l
Ht/ITt

cafeína contro]

Há/ITt

cafeína

30 30 30 30

0,79 0,90 0,55 0,37

TABLAVII.RATA

ordenadaa]origen*

(md.mN'1.s'l-g'1)

1,781 3.315 0,932 2,011

+ +

*Parámetrosderegresión:_1intervaïodeconfianzapara

pendiente*

(mN-mN'l-s'l-g'l)

0,3590,441:_0,110 0,6161,274+0,190 0,1820,116+0,056 0,4260,163+0,077 30datosexperimentales

0,001 0,001 0,01 0,05
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pica positiva para e] ventrícuio de conejo e inotrópica negativa para ei ven

trícuio de rata).La cafeína también indujo cambios energéticos cuaíitativamen

te simiiares en ambasespecies. En efecto, tanto en e] ventrículo de rata co

mo en e] septum de conejo, 1a cafeína 1 mMindujo un incremento en 1a produg

ción de caior asociada a1 reposo mecánico y disminuyó 1a eficiencia de] pro

ceso de excitación-contracción-reiajación. Comoconsecuencia, en ambas espe

cies 1a cafeína produjo una disminución en 1a eficiencia muscuiar giobai.

Estos resuitados estan de acuerdo con posibíes variaciones en 1a partici

pación reiativa de] retícuio sarcopïásmico en e] proceso contrácti]. Por es

te motivo era de interés anaiizar esta hipótesis, no sóio en un müscuio car

díaco con reiativa abundancia de reticuio sarcoplásmico comoei ventrículo de

rata, sino también en múscuio cardíaco en e] que esta organeia estuviese au

sente o tuviera un pobre desarroiío. En consecuencia se utiiizó e] ventrícu

1o de sapo, múscuío cardiaco considerado como uno de ios que poseen menor de

sarroiio de] sistema reticuio sarcopíásmico.

A1 igua] que con Ias dos preparaciones cardíacas ya descriptas, una vez

detenninada 1a estabiiidad mecánico-energética de 1a preparación, se estabie

ció un período de reposo de aproximadamente 20 minutos, iniciándose iuego 1a

estimulación según 1a secuencia 0,08; 0,17; 0,25 y 0,33 Hz , estabieciéndose

posterionnente un nuevo período de reposo. Con respecto a esta preparación,

debe mencionarse que e] rango de frecuencia uti1izado está despiazado hacia

vaiores menores, ya que a frecuencias mayores que 0,33 Hz se observó, en ex

perimentos preiiminares, que e] müscuio perdía notabiemente su capacidad de

generar fuerza, mostrando períodos de recuperación post-estimuiación más pro

iongados. Por otra parte, 1a diferencia de temperatura (22 °C) respecto de 1a

utiiizada para ios müscuios ventriculares de mamíferos (25 °C) obedece a que



83.

a 22 °C (en e] rango de frecuencias de estimuiación estudiadas) podian asegu

rarse condiciones de estabiiidad taies que todos ios parámetros mecánicos y

energéticos podian ser reproducidos en múscuios perfundidos por más de doce

horas.

La secuencia reposohestimuiación-reposo en ausencia y en presencia de ca

feína se reaïizó de modosimiiar a1 utiiizado para 1a rata. Sin embargo, de

be destacarse que 1a 11egada a estado estacionario para los cambios de esti

muiación tardó más que en ios ventricuios de mamiferos. En efecto, una vez

iniciada 1a estimuiación se observó un incremento sostenido de ios parámetros

mecánicos y energéticos durante 25 a 30 minutos. En consecuencia, e] estado

estacionario en cada condición experimenta] (a cada frecuencia, en presencia

o en ausencia de cafeína) se estabieció anaiizando ias mediciones reaïizadas

30 minutos después de iniciada 1a nueva condición experimenta]. De estas me

diciones 5610 se consideraron aquellas que permanecieron estabies por un pe

riodo no inferior a ios cinco minutos. La perfusión, en presencia de cafeína

1 mM,se inició durante e] üitimo periodo de reposo contro] (posterior a ios

cambios de frecuencia) reiniciándose 1a estimulación 10 minutos después de]

agregado de 1a droga.

1. Parámetros contráctiïes

Se evaiuó, como se muestra en 1a Figura 18, 1a respuesta de 1a fuerza de

sarroiiada y ias máximasveïocidades de contracción y reiajación frente a va

riaciones en 1a frecuencia de estimuiación, tanto en ausencia comoen presen

cia de cafeína. Los tres parámetros contráctiies mencionados se incrementaron

con e] aumento de 1a frecuencia de estimuiación (Ea34,7; n1==3, n2==21; p-<
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Figura 18. Respuesta contrácti] de] ventricuio de sapo a diferentes frecuencias
de estimuiación. a) T: tensión desarroHada. b) +'Í': veiocidad ma‘ximade contrag
ción. c) -Í: máximaveïocidad de re1ajación. Las barras verticaïes representan
- 1 error estandard para contro] (o) y-+1error estandar en presencia de cafeína (o).
* p<:0,05; ** p<=0,025 para diferencias apareadas (cafeina-contr01).
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0,01). En presencia de cafeína 1 mMe] patrón de incremento de ios tres pará

metros contráctiies con 1a frecuencia fue similar a1 contro] pero significa

tivamente mayor a 0,08; 0,17 y 0,25 Hz. Si bien a 0,33 Hz en promedio tanto T

como-FTy-ïífueroniigeramentelnayores en presencia de cafeína, a esta frecuencia

ias diferencias nofueron estadísticamente significativas.Debe destacarseque

esta respuesta inotrópica positiva a 1a cafeína 1 mMes contrastante con 10

observado tanto en ventrícuio de rata comoen ventrícuio de conejo para 1a

misma dosis de 1a droga. Por otra parte, si bien +í/T se incrementó con 1a

frecuencia (F = 3,7; n1 = 3, n2 = 21; p<:0,05) de igua] modo que en 10s dos

preparados antes mencionados (Figura 19), e] comportamiento de ios parámetros

-í/T y -í/+í con e] aumentode frecuencia fue diferente. En efecto, mientras

que -í/T en ios múscuios ventricuiares de mamífero se incrementó con 1a fre

cuencia y —í/+í se incrementó en 1a rata y no se aiteró en e] conejo, en

e] ventrícuio de sapo -í/+Ídisminuyó (F = 6,0; n1 = 3, n2 = 21; p<:0,01) y

-í/T se mantuvo constante (F<:1,0; n1 = 3, n2 = 21; NS) en e] rango de fre

cuencias ana1izadas (Figura 19). Ningunade estas tres re1aciones (+í/T, -í/T

y -í/+í ) se modificaron por 1a presencia de cafeína. Estos resultados sugig

ren que en e] múscuio ventricuiar de sapo, a diferencia de 10 que sucede con

ios ventrícuios de mamíferos, e] incremento de 1a frecuencia favoreceríarnás a

1a contracción que a 1a reïajación, efecto éste no dependiente de mecanismos

cafeíno-sensibïes. E1 anáiisis de 1a duración de ias distintas fases de] e

vento contrácti] mostró que e] acortamiento en e] tiempo tota] de 1a contrag

ción inducido por e] aumento de 1a frecuencia de estimuiación estuvo asocia

do a una disminución en e] tiempo a 1a tensión pico y en e] tiempo de reiaja

ción tanto en ausencia (F = 26,8; F = 31,7 y F = 7,4 respectivamente para n1=

3, n2 = 21; p-<0,01) como en presencia de cafeína (F = 25,3; F = 15,3 y F =
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Figura 19. Cociente entre parámetros contráctiies en ventricu1o de sapo a dis
tintas frecuencias de estimuiación en ausencia (o) y presencia de cafeína 1 mM
(o). a) +i/T: relación entre 1a máximaveïocidad de contracción y 1a tensión
desarr011ada; b) -Ï/T: reïación entre 1a máximaveiocidad de re1ajación y 1a
tensión desarroiïada; c) —Ï/+Ï: cociente entre máximasve1ocidades de contrag
ción y de reïajación; d) ITt/T: re1ación entre 1a integra] tensión-tiempo y 1a
tensión desarr011ada. Los datos son vaïores medios y 1as barras verticaies re

presentan :_1 error estandard de 1a media. En ningún caso 1as diferencias apa
readas fueron estadísticamente significativas
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9,4 respectivamente para n1 = 3, n2 = 21; p<:0,01) (Figura 20). Cuando se a

na1izaron ias cuatro fases en que se dividió e] evento contrácti], se observó

que 1a disminución en e] tTP y en e] tR inducida por e] aumento de 1a frecuen

cia estuvo adscripta a un acortamiento de] tCl, dei tC2 y de] tR2 tanto en a!

sencia comoen presencia de cafeína (F;:18,2; n1 = 3, n2 = 21; p<:0,01 para

tC F;3,4; n1= 3, n2 = 21, p<0,05 para tC2 y F25,1; n1= 3, n2 = 21, p<1;

0,01 para tR2). Independientemente de] acortamiento inducido por incremento

de 1a frecuencia de estimuiación en ios períodos anaiizados, 1a cafeína no

afectó significativamente a ninguno de eiios (Tabia VIII).

2. Parámetros energéticos

Simuitáneamente con ios parámetros mecánicos antes mencionados se evalua

ron, a1 igua] que en Ios tejidos ventriCuiares de mamífero, producción de ca

10r tota] por iatido Hi, producción de ca10r activo por latido Há y produc

ción de calor asociada a1 reposo mecánico Hr.

E1 aumento de 1a frecuencia de contracción indujo en esta especie una dis

minución en 1a producción de caior tota] por 1atido que asociada a1 efecto i

notrópico positivo hizo que 1a re1ación Hi/T disminuyera con 1a frecuencia

(Figura Él). Esta disminución mostró un comportamiento cuaiitativo semejante

a 10 observado para ios múscuios ventricuiares de mamífero, correlacionándose

en fonna hiperbóíica con 1a frecuencia (ver Tabia IX). La reiación Há/T, en

cambio, no se modificó con 1a frecuencia en e] rango anaiizado (r = -0,08;

n = 32, NS). Esto impíica que mientras 1a economía muscuiar giobai mejora

con 1a frecuencia, 1a eficiencia de] proceso de excitación-contracción-reïa

jación, evaluada a través de estos índices, es independiente de e11a. Este
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Figura 20. Duración de ias distintas fases de] evento contrácti] en ventricu
10 de sapo a diferentes frecuencias de estimuiación. a) tTC: tiempo tota] de
1a contracción; b) tTP: tiempo a 1a tensión pico; c) tR: tiempo de relajación.
Las barras verticales representan + 1 error estandard para e] contro] (o) y
- 1 error estandard en presencia de cafeina 1 mM(o). En ningún caso ias di
ferencias apareadas fueron estadísticamente significativas.



TABLAVIII.Efectode1acafeínasobreiosdistintosperiodosenquesedividióe]eventocontrácti]a

variasfrecuenciasdeestimulaciónenventricu10desapo.

Periodos

(s)

Frecuencia(Hz)

0,0830,1670,25I 0,333

tTC1,579:_0,0411,491i0,0261,414i0,0301,370:_0,022

contro]

tTC1,563+0,0601,471+0,0291,385+0,0391,336:_0,036

cafeina-—-—

+

+

+

¿thcl—0,016¿Éxtcz-o,003:_0,016-o,oosi0,011-o,002i0,011-o,oos:_o,oo7

0,012-0,0080,006-0,012

0,007-0,010Ï_0,006

+
0,0100,001

+
0,0050,001

+

¿ÍXtRl-0,0010,005-0,007:_0,006

0,018-0,007+0,011-0,016:_0,019-0,014Ï_0,023

+ I

¿ÍstRz0.003
tTC:tiempotota]de1acontracción;¿3:diferenciasenpresenciayausenciadecafeína;tCtCZ,tR

1’1

ytR2:periodosenquefuedivididoe]eventocontrácti](verMétodos).EnningunodeIoscasos1asdi ferenciasapareadas(cafeína-controi)fueronestadísticamentesignificativas.
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TABLAIX.SAPO

ordenadaa]origen*pendiente*

(mJ-mN'l-g'l)(mN-mN'l-g-l)

contro]320,850,015+0,0090,020+0,040,001 cafeína320,880,024+0,0080,019+0,030,001 contro]32-0,08NS

Há/T

cafeína32-0,05NS

*Parámetrosderegresióni1intervalodeconfianzapara32datosexperimentaies. Noexistiendodiferenciasentrecafeínaycontro]paraHá/Tlosvaioresfueronpromediadosenconjunto siendoe]promedioparan=64de0,048:_0,002mJ-mN'l-g'l.
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es un aspecto diferencia] respecto de 10 observado tanto en e] tabique inter

ventricuiar de conejo comoen e] ventrícuio de rata. Más aún, como se mues

tra en 1a Tabia IX, 1a presencia de cafeína 1 mMen e1 medio de perfusión

no afectó a 1a reiación Hi/T así como tampoco 1o hizo con 1a re1ación Há/T

(Figura 21). Cuando se anaiizó 1a reïación HÉ/ITt se observó una caída de es

te índice que se correiacionó hiperbóiicamente con e] aumento de 1a frecuen

cia de estimuiación (Figura 22) tanto en ausencia (r = 0,76; n = 32, p<:0,001)

como en presencia de cafeína (r = 0,76; n = 32, p<:0,001) (ver Tab1a X). La

re1ación Há/ITt (Figura 22 y Tabïa X) no se modificó significativamente con

1a variación de 1a frecuencia de estimuiación ni en ausencia (r = 0,11; n =

32, NS) ni en presencia de 1a droga (r = 0,21; n = 32, NS). Comose muestra

en 1a Figura 22, en presencia de cafeína, los vaiores de HÉ/ITt y Há/ITt fue

ron semejantes a 1os controles a todas 1as frecuencias anaiizadas.

La producción de caior asociada a1 reposo mecánico Hr fue afectada por 1a

cafeína 1 mMincrementándose de 3,71 :_0,18 mN-g'1 en situación contro] a

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

0,75 :_O,21 mw-g'l; n = 8; p<:0,005). Cabe destacar que e] incremento de Hr

observado con cafeína (efecto negativo sobre 1a eficiencia muscuïar giobaï)

se ve compensadapor e] efecto inotrópico positivo de 1a droga ta] que 1as re

Iaciones HÉ/Ty HÉ/ITt no se modificaron respecto de] contro].
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Figura 21. Comportamientoenergético de] músculo ventricuïar de sapo respecto

de 1a frecuencia de estimuïación. a) Hi/T: generación de ca10r tota] por 1ati
do dividido por 1a fuerza generada. b) Há/T: generación de ca10r asociada a1
proceso de excitación-contracción-re1ajación por Iatido dividido por 1a fuer
za generada. Los datos son valores medios y las barras verticaïes representan
i 1 error estandard para contro] (o) y cafeína(o). En ningún caso 1as difereg
cias apareadas fueron estadísticamente significativas.



TABLAX.SAPO

ordenadaa]origen*pendiente*p
(ma-mN'l-s'l-g'l)(mwmN'l-s'l-g'l)

contro]320,760,055i0,0360,031¿_o,ooe0,001

HÉ/ITt

cafeína320,760,077:_0,0300,027+0,0070,001 contro]32-0,10NS

Há/ITt

cafeína320,02NS

*ParámetrosderegresiónÏ_1intervalodeconfianzapara32datosexperimentales. Noexistiendodiferenciasentrecafeínaycontro]parae]indiceHá/ITtlosvaïoresfueronpromediadosenconjunto,siendoe]promedioparan=64de0,088i0,004mJ-mN'l-s'1°g'1.
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Figura-22. a) Hi/ITt: cociente entre 1a generación de ca1or tota] por Iatido
y 1a integrai tensión-tiempo; b) Há/ITt: reiación entre 1a generación de caior
activo por 1atido y 1a integra] tensión-tiempo, en ausencia (o) y presencia de
cafeína (o). Los datos son vaiores medios y 1as barras verticaies representan
i 1 error estandard de 1a media. En ningún caso ias diferencias apareadas (ca
feína-control) fueron estadísticamente significativas.



DISCUSION Y CONCLUSIONES



1. Introducción.

Si bien se esta de acuerdo que e] Ca proveniente de] medio extrace1u1ar

es fundamenta] en 1a contracción muscu1ar cardiaca, 1a participación re1a

tiva frente a otras fuentes de Ca potenciaimente capaces de acumuiar y/o

liberar Ca para 1a contracción es materia de debate. Ademásde 1a partici

pación de] Ca extraceiular Iibre y particuïarmente e] asociado a1 sarcoïe

ma (Langer, 1986),se reconoce a1 reticuio sarcop1ásmico como un sistema ca

paz no só1o remover Ca durante e] cicio contracción-reiajación sino también

comoun sistema capaz de 1iberar1o. La participación de esta organeia a tra

vés de] mecanismo "Ca induce 1a 1iberación de Ca“ ha sido principaimente

sostenido por Fabiato y coïaboradores (Fabiato,1981a: Fabiato, 1985). Sin

embargoe] grado de participación mecánico-energética de esta organeia en

e] proceso de excitación-contracción-re]ajación y en e] mantenimiento dei

estado de reposo mecánico en müscu10 cardiaco no está aún estabïecido.

La utiiización de una u otra de 1as distintas vias existentes tanto pa

ra 1a entrada comopara 1a remoción de] ca1cio citosóïico impiica diferen

cias energéticas vincuiadas con 1a economia o 1a eficiencia con que e] müg

culo es capaz de generar fuerza. Asi por ejempïo, 1a entrada de Ca por ios

llamados canales 1entos imp1ica una disminución de] gradiente e1ectroqui

mico con 1a consiguiente pérdida neta de energia potencia] a1macenada en e]

mismo; mientras que 1a entrada de Ca en intercambio por sodio conduce a una

menor pérdida de energia potencia] pues parte de esta se recupera comogra

diente e1ectroquimico de sodio. E1 mismotipo de análisis puede reaiizarse

en reiación con ïos mecanismos asociados a 1a remoción de Ca ya que depen

diendo de1 mecanismoinvoïucrado, diferente será e] gasto de ener

gia quimica (en forma de ATP)requerida para efectuar dicho trabajo. Debi
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do a que 1a moviiización de Ca esta indisoiubïemente iigada tanto a 1a ge

neración de fuerza como a1 consumo de energia, 1a eva1uaci6n conjunta y

simuitánea de estos parámetros se presenta comoun enfoque necesario para

e] mejor entendimiento de 1a compartimentaiización de] Ca en genera] y de]

pape] re1ativo de] reticuïo sarcopïásmico en particular. Conta] objeto,

se rea1izaron evaiuaciones miotérmicas y mecánicas simuïtáneas en prepara

ciones cardiacas de distintas especies,a ias que se sometió a variaciones

en 1a frecuencia de estimuiación (aiterando de este modoe] estado inotró

pico de 1as mismas) y a 1a presencia de cafeína conocido bioqueante de 1a

actividad de] sistema reticuio sarcopiásmico (Shine y Langer, 1971; Bers,

1985). Respecto de esto ü1timo, e] hecho que 1a cafeína disminuya 1a capta

ción de Ca por e] RS (Weber y Herz , 1968; Shine y Langer, 1971) e induzca

1a 1iberación de] mismo desde e] RS (Thorpe, 1973; Fabiato y Fabiato, 1978)

11eva a una depieción de] contenido de Ca en esta organeia. Debe también

tenerse en cuenta que 1a cafeina,además de sus marcados efectos sobre e]

RS, incrementa 1a entrada de Ca transarcoiemai durante e] potencia] de ac

ción 10 que se ha atribuido a su acción inhibitoria sobre 1a fosfodiestera

sa (Biinks, Oison, Jeweii y Braveny, 1972; Koihardt, Kubïer y Hansi, 1974;

Di Genaro y Vasa11e, 1984) y aumerrta 1a sensibiiidad a1 Ca de 1a

maquinaria contrácti] (Fabiato, 1981b;Wendty Stephenson, 1983). Este ü]

timo efecto ha sido observado a dosis superiores a 10 mM(B1ayney, Thomas,

Muir y Henderson, 1978; Hendt y Stephenson, 1983). En consecuencia, Ios e

fectos de 1a cafeina sobre 1a contractiiidad encontrados en los experimen

tos presentados,deberán anaiizarse teniendo en cuenta e] efecto reiativo

de 1a droga sobre 1a iiberación desde reservorios intraceiuïares respecto

de su infiuencia en 1a entrada de Ca. Las diferentes preparaciones biológi
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cas utiiizadas fueron escogidas teniendo en cuenta 1a abundancia relativa

de reticuio sarcopiasmico (rata =.conejo:> sapo) (Langer, 1973; Page, 1978;

Biayney, 1983).

En ios párrafos que siguen,se discutirán ios resuitados obtenidos en

ias distintas preparaciones bioiógicas en cuanto a su comportamiento mecá

nico correlacionándoio con ios resuitados miotérmicos obtenidos en cada una

de e11as en presencia y en ausencia de cafeína, de tai modode evaiuar 1a

participación reiativa deiRStanto en eimantenimientodeiestadOreiajado(repg

so mecánico) comodurante e] evento contrácti].

2. Comportamiento mecánico.

Cambiosen 1a frecuencia de estimuiacióninducencambios en e] estado

inotrópico de] múscuio cardiaco que son diferentes dependiendo de 1a prepa

ración en estudio. A este respecto, es conocido que e] incremento de 1a fre

cuencia de estimuiación esta asociado con un efecto inotrópico positivo (au

mento de T y +i) en corazones de anfibios y en 1a mayoria de ios corazones

de mamiferos (Koch-Wesser y Biinks, 1963; Henderson, Brutsaert, Parmiey y

Sonnebiick, 1969). Contrariamente, e] corazón de rata exhibe una respuesta

inotrópica negativa frente a1 incremento de 1a frecuencia de contracción

(Hoffman y Keiiy, 1959; Langer, 1978). E1 mismo comportamiento frente a 1a

frecuencia ha sido observado recientemente en miocitos aislados de distin

tas especies,por io que 1a re1ación fuerza-frecuencia es un mecanismopro

pio de] miocito para e] contro] de 1a fuerza que desarroiia (Capogrossi,

Kort, Spurgeony Lakatta, 1986) y no es atribuible a 1a interacción celuiar

que existe en e] tejido. Los efectos producidos por 1a variación en 1a fre

cuencia de estimuiación en e] desarroiio de fuerza contrácti1.en estado es
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tacionario, que se presentan en esta tesis están de acuerdo con estudios pre

vios. A pesar de ias diferentes respuestas que mostraron tanto T como+í en

1as tres especies, e] comportamiento de 1a re1ación entre ambas (+í/T) fue

unifonne, incrementándose en todas e11as. Esto indica que 1a'Ve10cidad con

que ei Ca es puesto a disposición de 1a maquinaria contrácti] para generar

fuerza es mayor a frecuencias mayores. La presencia de cafeína 1 mMen e]

medio de perfusión, que indujo marcado inotropismo negativo en 1a rata, i

notropismo positivo en ventrículo de_sapo y ningún cambio o inotropismo ng

gativo en ventrícuio de conejo dependiendo de 1a frecuencia, no aiteró 1a

relación +í/T. Esto sugiere que, independientemente de 1a especie y, por

ende, de que e] efecto de 1a droga sea inotrópico positivo o negativo, es

tos índices reiacionados con 1a generación de fuerza son afectados en for

ma paraieia. Por e] contrario, tanto -í/T como-í/+í, índices que anaïizan

e] comportamiento de ios procesos asociados-a 1a reiajación respecto de

aqueiios reiacionados con 1a contracción (Kapeiko, Gorina y Novikova, 1982;

Mattiazzi, Garay y Cingoïani, 1986), mostraron comportamientos diferentes

en ias tres especies. Este comportamiento disími] se observó tanto respeg

to a ias variaciones de frecuencia comoa ios efectos inducidos por 1a ca

feína, pero están de acuerdo con e1 distinto grado de desarroïio de] RS in

terespecie. Mientras que en ventrícuio de sapo —í/T no se modificó con 1a

frecuencia, por 10 que en términos re1ativos 1a veiocidad con que e] müs

cuïo se reiaja respecto a 1a fuerza aicanzada no sufre modificaciones, en

ios ventrículos de mamífero esta reiación se incrementó a frecuencias mayo

res. Por otra parte, mientras que en ventrícuio-de sapo y de rata 1as re1a

ciones -í/T y -í/+í no fueron alteradas en presencia de cafeína, en ventrí

cuïo de conejo estas re1aciones disminuyeron a todas Ias frecuencias ana
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1izadas. Esto sugiere que, en e] ventrícuïo de conejo,]a reiajación sería

mas dependiente de mecanismoscafeína-sensibies queia generación de fuerza.

E1hechoque,en e] ventrícuiode rataJa fuerza generada disminuya sensibïemen

te con 1a cafeína sin que se observen cambios significativos de1a.re1ajación

para esa fuerza generada (-í/T constante) sugiere que, a1 menosfrente a una o

ferta de Ca disminuida, iosmecanismos encargados deia remoción deirnisnoson

capaces de realizar esta tarea en forma efectiva. Por 10tanto puedeinferirse que

en ventrícuio de rataia generación de fuerza sería más dependiente de mecanis

mos cafeíno-sensibies que en ventrícuïo de conejo. Esto está de acuerdo con

que e1 mecanismo de "Ca induce 1iberación de Ca por e] RS" tiene un menor um

bra] de disparo en 1a ratarespecto a] conejo,de Raquese hasugerido que e]

ventrícuio de conejo sería más dependiente de] Ca extraceiuiarpara generar

fuerza que eiventrícuio derata(Fabiato, 1981).Los resuïtados se ajustarían

aunInodeio genera] en e] que, en e] caso deia rata, 1a presencia de cafeína en

estado estacionario disminuiríaia oferta de Capor parte de] RS,ya que a1 au

mentariaiiberación de Ca e inhibiria captación conduciríafinaimente a 1a

depieción deia organeia. Habiendo menosCapara ser removido (por una menor'con

tribución de] RS), e] efecto negativo de 1a cafeína sobre 1a reiajación (sobre

1a remoción de Ca citosóiico)sería menosevidente ypodría ser compietada(aun

que comose discutirá mas adeiante, con un mayor costo energético). En e1ven

trícuio de conejo, en e1que1a generación de fuerza sería más dependiente de]

Caproveniente de] medio extraceiuiar que en 1a rata, pero que dependería en for

ma significativa de] RSparaia remoción de Ca citosóiico, e1efecto Inecánico

de 1a cafeína sería entonces comparativamente más importante sobre 1a rela

jación que sobre 1a contracción. Nótese, que a frecuencias e1evadas, e] ven

trícuio de conejo pierde su capacidad de compïeta reiajación (Figura 8). Fi
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naimente, 1a virtua] ausencia de RS en ventrícuio de sapo, en e] que no se og

serva significativaiiberaciónde CaporCa(Fabiat03IFabiato,1978),ta1queias

vesícuias de retícuio existente probabiemente actúen comosistema buffer de]

Ca citosóiico, expiica por si misma 1a ausencia de cambios en 1a reiación

-í/T o -í/+í con cafeína. E1 1eve inotropismo positivo observado en ventrícu

10 de sapo (0-20% dependiendo de 1a frecuencia), es posibie que esté asocia

do con ei efecto de metiixantina de 1a cafeína, efecto cuya consecuencia es

e] incremento de 1a corriente ienta de entrada durante e1 potencia] de acción.

E1 hecho de que no se observe este efecto en estado estacionario en ios ven

trícuios de mamífero (a 1a dosis utiiizada), probabiemente se deba a] efecto

negativo que 1a droga ejerce sobre e] suministro de Ca por parte de] RS. De

este modo en ventrícuio de rata 1a disminución en 1a oferta de Ca a ios mio

fiiamentos sería tan importante que superaría e] efecto de] incremento en 1a

entrada de Ca, dando comoresuitado un efecto inotrópico negativo. En e] co

nejo, con un desarroiio intermedio de] sistema RS, se genera una respuesta i

notrópica intermedia entre ventrícuio de rata y sapo, es decir ausencia de

cambios inotrópicos o iigero inotropismo negativo. Nótese a este respecto que

e] efecto inotrópico negativo en presencia de cafeína es muchomás notabie en

ventrículo de rata (56-49%) que en ventrícuio de conejo (0-18%) dependiendo

de 1a frecuencia.

E1 anáïisis de] curso temporai de] cicio contracción-reiajación en ias

tres especies conduce a conciusiones similares a ias esbozadas anteriormen

te. E1 incremento en 1a frecuencia de contracción acorta 1a duración dei e

vento contrácti] en ias tres especies, pero en ventrículo de sapo 1a presen

cia de cafeína 1 HMno produjo cambios en ninguno de ios subperíodos anaiiza

dos (Tabia VIII). Lo mismo sucedió con ios subperíodos tC1 y tC2 en ventrí
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cuïos de mamífero (sóio se observó un Iigero acortamiento en e] tC2 en ven

tricuïo de rata a 0,17 Hz) (ver Tabias II y V). Las diferencias más notabies

se observan en 1a reiajación. Wientras que en ei ventricu10 de conejo e] tR

se proïongó significativamente en presencia de cafeina a todas ias frecuencias

estudiadas, en e] ventricuïo de rata, en cambio, este periodo se acortó a ex

pensas de1 subperiodo tR1 a 0,17 Hz o no se modificó en presencia de 1a dro

ga teniendo entonces un comportamiento simiiar a1 observado para 1a reïación

-Ï/T y -i/+Í. Esta ausencia de cambios o aún acortamiento en e] tR sucede a

pesar de 1a significativa prolongación de] tR2. En consecuencia, 1a ausencia

de cambios o ligero acortamiento en e] tiempo de relajación en e] ventricuïo

de rata es compatibie con 1a hipótesis de que, en esta especie 1a pronuncia

da disminución de 1a oferta de Ca a 1a maquinaria contrácti] es predominante,

pudiendo ios mecanismos encargados de 1a remoción de] mismo efectuar dicho tra

bajo en simiiares periodos. Por otra parte, e] hecho que en ambas especies de

mamíferos se observe una proïongación en 1a segunda fase de 1a reiajación (tRZ)

sugiere que 1a presencia de cafeina afecta mecanismos que actúan en 1a remoción

de Ca particularmente a nive1es bajos de Ca citosóïico.

3. Evaiuaciones miotérmicas.

E1 costo energético asociado a1 funcionamiento gioba1 de] múscuio cardia

co como trasductor mecánico-quimico puede ser separado en dos componentes: un

componente reiacionado con 1a actividad mecánica y un componente independiente

de 1a misma. Este ü1timo es conocido como metaboïismo basa]. E1 componente 1i

gado a 1a actividad mecánica se asocia con e] gasto de energia quimica de to

dos aqueiïos procesos que tienen 1ugar durante e] ciclo excitación-contracción

reïajación, fundamentaImentee] costo 1igado con 1a interacción de proteinas
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contráctiïes para generar fuerza a nive] de puentes actina-miosina y 1a frac

ción asociada a1 restabïecimiento de gradientes iónicos mediante procesos

de transporte activo.

Comoya se indicara, 1a producción de caior asociada a1 estado de reposo

mecánico en múscuio cardiaco (Hr) es una medida de su metaboiismo basa] ya

que aún cuando no sea estimuiado, en e] mÜSCUiotienen 1ugar procesos que tie

nen como objeto 1a conservación de 1a integridad de 1a composición intrace1u—

iar. Aunque ias bases bioquímicas de] metaboiismo basa] no han sido estabie

cidas inequivocamente,en 1a actividad de 10s sistemas transportadores de Nay

Ca transarcoiemaies, de Ca sarcorreticuiar y e] recambio de proteinas se encueg

tran las fracciones mas significativas de] costo energético de] mantenimien

to de] estado de reposo mecánico (Gibbs y Chapman,1979a; Gibbs, 1986; Loise11e,

1987).

Los vaiores de Hr obtenidos para 1a preparaciones miocárdicas de mamíferos

estudiadas son comparabies con vaiores obtenidos por otros autores utiïizando

otras metodoiogias miotérmicas. Asi, 1a producción de calor asociada a1 reposo

mecánico en septum interventricuiar de conejo (10.6 mw.g'1 tejido seco o 0.42

mca1.s'1.g'1 tejido húmedo)es comparabie con ios vaïores obtenidos previamen

te en nuestro 1aboratorio en 1a misma preparación, con ios obtenidos en müs
-1 -1

cuio papiiar de conejo por Aipert y Muiieri (0,42 mca1.s a tejido húmedo)

y e] promedio de los comunicados por Gibbs y Chapman,también en müscuio papi

1iar de conejo (0.43 mca1.s' .g'1 tejido húmedo),usandogiucosa comosustrato

metabóiico (Gibbs y Chapman,1979b;A1pert y Muiieri, 1982). Asimismo,ios vaig

res obtenidos de Hr en 1a presente tesis para ventricuio de rata (20.9 mw.g’1

tejido seco o 3.7 mw.g'1 tejido húmedo) son comparabies con ios va1ores repor

tados por Gibbs y Loiseiie (3.5 mw.g'1tejido húmedo)y por Hoiubarsch y coia
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1 tejido húmedo) en müscuios papiiares de rata (Gibbs yboradores (4.0 mw. g'

Loiseiie, 1978; Hoiubarsch, Gouiette, Litten, Martin, Muiieri y Aipert, 1985).

Por otra parte,esta es 1a primera comunicación de una evaiuación miotérmica

de múscuio ventricuiar de sapo y ios resuitados son coherentes conunamenor

actividad metabóiica, caracteristica de ios anfibios.Estos resuitados generan

entonces un espectro de metaboiismosbasaiesen e] cuaieilnüscuio septaideconejo

quedaria a mitad de camino entre un metaboiismo elevado como e] de ventricuio

de rata y un metaboiismo bajo como e] de ventricuio de sapo(3.7 mw.g'1 tejido

seco). En 1a misma ubicación intermedia se encontraría ei múscuio papiiar de

ventricuio de perro (Ponce-Hornosy Taquini, 1986).

Es de interés destacar ias notabies diferencias existentes en e] metabo

iismo basa] de ias tres especies estudiadas. A este respecto, cabe mencionar

que estudios caiorimétricos recientes en céiuias aisladas de distintas espe

cies han confirmado 1a existencia de taies diferencias interespecies, exis

tiendo acuerdo con ias mediciones iievadas a cabo en tejidos perfundidos osa

perfundidos siendo entonces ias diferencias observadas propiedad inherente

de cada tipo ceiuiar (Ponce-Hornos, Parker y Langer, 1989). Una posibie ex

piicación para ias diferencias observadas entre los metaboiismos basaies de

ias distintas especies,estaria vincuiada con ias diferencias existentes en

e] contenido mitocondriai de ias mismas (Loiseiie, 1987). A este respecto

se ha especuiado que un componente significativo de] metaboiismo basa] refie

jaria 1a respuesta mitocondriai a] continuo infiujo de protones hacia su

matriz. Esto contribuiria a elevar e] metaboiismo basa] en aqueiias especies

que poseen mayor voiumen mitocondria] en sus corazones (Langer, 1973; Loise

11e, 1987). Por otra parte, e] e1evado metaboiismo basa] observado en ven

tricuio de rata podria estar vincuiado con ias observaciones reaiizadas por
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Nayler y colaboradores y estudios realizados por Penpargkul y colaboradores

quienes sugirieron que el RS de rata tendria menor capacidad de retener Ca

y, comoconsecuencia, este ciclaria continuamente entre el RSy el citosol

aün en ausencia de activación (Nayler, Dunnet y Burian, 1975; Penpargkul,

Repke, Katz y Schener, 1977). Estudios bioquímicos llevados a cabo en vesi

culas de RScardiaco aisladas de distintas especies apoyanestas 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). Nótese 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 ventrículo de perro), siendo el ventrículo

de sapo el que posee menor desarrollo de esta organela (Page y Niedergerke,

1972; Langer, 1973, Fabiato, 1981a).

La presencia de cafeína (1 mM)en el medio de perfusión incrementó la pro

ducción de calor basal estacionaria en las tres especies. A este respecto,

Chapmany colaboradores no encontraron diferencias significativas en la pro

ducción de calor de reposo en músculos papilares de conejo expuestos a dosis

de cafeína de 5 mM(Chapman, Gibbs y Loiselle, 1977). La discrepancia puede de

berse a que en los experimentos realizados en músculos papilares existia una

continua caida en la producción de calor de reposo (alrededor del 15%en 3 hs)

durante el curso del protocolo experimental, lo que enmascararia el incremento

en Hr inducido por la droga (Gibbs y Chapman, 1979a). En los resultados aqui

presentados,la producción de calor basal permaneció estable durante el proto

colo experimental (alrededor de 6 hs) tanto en ausencia comoen presencia de ca

feina. Por otra parte, Gibbs y Loiselle informaron incrementossignigicati
1

vos en Hr (alrededor de 0,7 mw-g' tejido húmedo) en músculos papilares de
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rata expuestos a elevadas concentraciones extracelulares de Ca y elevadas

dosis de cafeína (10 mM)(Gibbs y Loiselle, 1978), siendo ese incremento li

geramente superior al reportado en la presente tesis (0.5 ml»l.g'1tejido hú

medo) en condiciones moderadas de exposición a lá droga.

En condiciones de reposo mecánico, es probable que los sistemas de bom

beo de Ca que mantienen una concentración del mismo extremadamente baja en

el citosol, se encuentren trabajando por debajo de su velocidad máxima. A

demás los sistemas sarcolemales de extrusión de este ión tendrían una pobre

participación en el mantenimiento del gradiente de Ca transarcolemal debido

a la alta impermeabilidad de la membranaplasmática en condiciones de repo

so. A este respecto la exposición, de músculos cardíacos de distintas espe

cies, a variaciones de la concentración de Ca extracelular en un amplio ran

go, no afecta ni el consumo de oxígeno (Suga, Hisano, Goto, Yamada e Igara

shi, 1983) ni la producción de calor basal (Gibbs y Loiselle, 1978; Nendt y

Loiselle, 1981; Ponce-Hornos y Taquini, 1986), lo que sugeriría un menor pa

pel de los sistemas asociados a sarcolema en el mantenimiento de los niveles

de Ca intracelular en estado de reposo mecánico. Por lo tanto, el incremen

to en el metabolismo basal inducido por la cafeína podría ser explicado a

través de un incremento en la velocidad de bombeosarcorreticular para pre

venir la contracción, ya que en presencia de la droga el RS incrementaría

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, ya que el incremento observado en ventrículo de
1rata fue el mayOr(3.0 + 0.6 mw.g' tejido seco), el incremento en ventrículo

de conejo intermedio (1.6 Í 0.6 mw.g'1 tejido seco) mientras que el menor
1

fue el observado en ventrículo de sapo (0.75 Í 0.21 mw.g' tejido seco).
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Unavez establecidas las condiciones de iongitud inicia], 1a fuerza ge

nerada en un iatido estará fundamentaimente vinculada a 1a cantidad de Ca

iiberada en e] citoso], 1a que deberá, posteriormente, ser removida para

reestablecer ias condiciones iniciaies de reposo mecánico. Este proceso de

excitación-contracción-reiajación va acompañadode una generación de calor

que refieja e] costo energético de 1a utiiización y recuperación de 1a ener

gia quimica consumida durante e] cicio contrácti]. En consecuencia, 1a re

iación entre 1a actividad contráctii y 1a producción de caior asociada a 1a

misma puede utiiizarse como una forma de evaiuar 1a economia muscular. Esto

puede ser iievado a cabo anaiizando e] comportamiento de 1a reiación entre

1a producción de caior activo (Há) y 1a tensión desarroiiada (T) en condi

ciones estacionarias (Há/T). Este indice seria una medida de] costo energé

tico necesario para generar un dado nivel de tensión isométrica. En ios mús

cuios ventricuiares de mamifero Há/T disminuyó significativamente con e] in

cremento en 1a frecuencia de estimu]ación,indicando una mayor eficiencia de]

proceso de excitación-contracción relajación (menosca10r iiberado por uni

dad de fuerza generada). Este incremento en 1a economia muscular observado

con 1a frecuencia, en ios ventricuios de mamíferos, se correiacionó con e]

aumento registrado en 1a relación -i/T sugiriendo, en las condiciones de tem

peratura y rango de frecuencia utiiizado, una mejoría de 1a reiajación res

pecto de 1a fuerza generada. Debido a que 1a reiajación es un proceso acti

vo con consumo de una importante fracción de 1a energia vincuiada a1 proceso

contrácti], una "faciiitación" reiativa de 1a relajación podria ser 1a ciave

de] mejoramiento de 1a economia muscuiar antes mencionado. De acuerdo con es

to está e] hecho que en ventricuio de sapo Há/T no varia con 1a frecuen

cia de estimuiación y tampoco 10 hace 1a reiación -Í/T. Mientras que ios re
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suitados obtenidos en 1a presente tesis muestranun descenso en 1are1ación

Há/T con 1a frecuencia, Gibbs y Gibson trabajando en músculo papiiar de co

nejo (Gibbs y Gibson, 1970) y Loiseiie en papiiar de rata (Loiseiie, 1979)

no observaron cambios en 1a reïación caïor-tensión por variaciones en 1a

frecuencia de estimuiación. Esta discrepancia podria deberse a ias condicio

nes no estacionarias empieadas por estos autores. De hecho, en 1a metodo

1ogia utiiizada por eiios (Métodode Ias termopiias, ver Introducción) 1a

estimuiación se inicia en e] momentode reaiizar ias detenninaciones miotér

micas 10 que obiiga a promediar ias 15-20 primeras contracciones y,en conse

cuencia,se inciuye e] fenómenode escaïera. A este respecto conviene desta

car, además, que existe creciente infonnación reiativa a1 variado comporta

miento contrácti] que se observa iuego de reposos proïongados, asi como tam

bién,1a infiuencia que tiene 1a duración de] reposo en 1a evoiución de los

parámetros contráctiies durante los primeros latidos post-reposo (Bers, 1985;

Janczewski y Lewartowski, 1986). Los resuitados presentados en esta tesis,

en cambio, fueron obtenidos en estrictas condiciones estacionarias y,por

ende,no están contaminadas por variaciones mecánico-energéticas transitorias

vincuiadas con e] fenómeno de escaiera o con 1a inf1uencia de ios periodos

de reposo pre-estimulación.

E1 incremento de 1a frecuencia de estimuiación induce no sóio cambios en

1a tensión isométrica desarroiiada sino que abrevia 1a duración de] estado

activo en ias tres especies. Debido a que ios cambios en 1a duración de] es

tado activo también estan vincuiados a cambios en e] consumode energia, es

importante estabiecer en que medida estas variaciones podrian estar afectan

do 1a economia muscuiar. Comoios cambios en 1a tensión isométrica no nece

sariamente impiican cambios en 1a duración de] estado activo, otra forma a
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propiada de evaiuar 1a economia muscuiar es a través de 1a re1ación entre

1a producción de ca10r activo por 1atido (Há) y 1a integra] tensión-tiempo

(ITt). En este caso, ya que 1a ITt cubre e] periodo tota] de 1a actividad,

1a relación Há/ITt seria una medida de] costo energético asociado a1 mante

nimiento de 1a fuerza generada durante e] ciclo contracción-reiajación. En

genera], 1a re1ación Há/ITt no mostró cambio con 1a frecuencia de estimuia

ción (sóio se eievó en ventrículo de rata a 1a más baja frecuencia ana1iza

da) 10 que indica que ios cambios en e] mantenimiento de 1a fuerza debidos

a cambios en 1a frecuencia se suceden con proporciona] incremento de 1a e

nergia consumida.

Es de interés a esta aïtura notar que ios vaiores de fuerza generada

presentados en esta tesis no son vaiores totaies sino que representan un

componente, proporciona] a 1a fuerza tota], que es generado en 1a dirección

de] transductor de fuerza. Este componente es semejante dentro de 1a misma

especie y, obviamente, exactamente e] mismoen cada experimento, pero varia

bie entre especies (Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer, 1982; Ponce-Hornos y

Taquini, 1986). Por 10 tanto es conveniente mencionar que, en 105 experi

mentos presentados, ios vaiores absoiutos de Ios indices eva1uativos de 1a

economia muscuïar no pueden ser comparados entre especies, siendo 5610 vá

1idas sus variaciones dentro de cada especie.

La presencia de cafeina en e] medio de perfusión indujo disminución en

1a economiade] proceso de excitaci6n-contracción-re1ajación (tanto Há/T

comoHá/ITt se incrementaron) en ambas especies de mamífero, siendo este

efecto independiente de 1a frecuencia a 1a que fueron sometidos. Es de des

tacar que este ü1timo hecho es observado en dos especies con respuestas o

puestas frente a variaciones de 1a frecuencia de estimuïación (inotrópica
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positiva en e] conejo e inotrópica negativa en 1a rata). Esto sugiere que e]

efecto de 1a cafeína sobre 1a economia muscuiar no es dependiente de los me

canismos involucrados en ios cambios inotrópicos dependientes de 1a frecuen

cia de estimuiación.

La disminución en 1a eficiencia de] proceso contrácti] inducido por 1a

cafeina en ventricuios de mamifero está de acuerdo y apoya a1 modeio antes

pianteado para 1a interpretación de 10s resuitados contráctiies. En efecto,

es conocido que 1a bomba de Ca asociada a1 RS remueve a este ión con una es

tequeometria de 2 Ca/ATPque consume, mientras que ia b0mba de Ca asociada

a sarcoiema extruye 1 Ca/ATP conSumido (Heber, Herz y Reiss, 1966; Caroni y

Carafoii, 1981; Tada e Inui, 1983; Carafoii, 1987). E1 sistema de intercam

bio NaxCa extruye 1 Ca por cada 3 Na que ingresan a 1a céiuia (Langer, 1982;

Reeves y Haie, 1984) ios que a1 ser removidos por 1a bomba de Na-K,con uti

iización de 1 ATP por cada 3 Na, 11eva a1 consumo de 1 ATP por cada Ca in

tercambiado por Na. A1 inhibir con cafeina 1a captación de Ca por e] RS,

e] Ca uti1izado para 1a contracción deberá ser removido p0r otros mecanis

mos, menos eficientes, como 1a bombade Ca de sarcoiema, e] intercambiador

NaxCa, o ambos. La actividad de estos mecanismos hace posibie 1a reiajación

pero con un costo energético mas eievado. Nótese que no sóio e] proceso se

enientece sino que, aün considerando 1a consecuente proiongación de]

estado activo, e] proceso es menoseficiente (Há/ITt"se incrementa). Cabe

agregar que 1a iimitación de estos sistemas para reempiazar a1 RS se mani

fiesta particuiarmente en ei caso de ventricuio de conejo. En éste, siendo

1a generación de fuerza más dependiente de] Ca proveniente de] medio extra

ceiuiar, 1a oferta de Ca a ios miofiiamentos esta menos afectada (entre

0 y 18%) que en 1a rata (entre 49 y 56%), haciendo ent0nces critica 1a ope
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ratividad de los mecanismos responsables de 1a remoción de Ca citosóiico.

Comoconsecuencia de este efecto asimétrico, a frecuencias de estimuiación

reiativamente e1evadas (aumento de 1a exigencia de 1a remoción de Ca cito

sóiico) 1a reiajación no podria compietarse (ver Figura 8). E1 pobre desa

rroiio dei RSen ventricuïo de sapo expiicaria 1a ausencia de efecto de 1a

cafeina sobre 1a economiade] proceso de excitación-contracción-reiajación.

En ventricuio de rata, e] efecto inotrópico negativo (1a disminución de 1a

oferta de Ca a ios miofiiamentos) compensaria 1a inhibición de 1a remoción

de] mismo, haciendo posibie 1a compieta reiajación pero con 1a participa

ción de mecanismos menos eficientes ya que 1a economia de] sistema se ve

disminuida.

En resumen, en ios casos en que e] sistema más eficiente debe ser reem

p1azado, 1a remoción de] Ca remanente deberá reaiizarse con menos eficien

cia. Por eiio, si esta fracción remanentees aita 1a reiajación se reaiiza

rá con menos eficiencia y aún podria no completarse (como en e] septum de

conejo), mientras que si 1a fracción remanente es baja, e] reempiazo por

ios sistemas menoseficientes aicanzaria para compietar e] proceso, aunque

siempre con un mayor costo energético.

La disminución de 1a economia muscuiar globai (evaluada a través de ias

reiaciones Hi/T o HÉ/ITt),observada en ias tres especies con e] incremento

de 1a frecuencia,imp1ica necesariamente un mejor aprovechamiento de] meta

boiismo basa]. Esto se ve potenciado en e] ventricuio de rata cuyo metaboiis

mo basa] es e] más e1evado, ta] que a pesar de 1a disminución de 1a fuerza

generada 1a eficiencia muscuiar giobai se incrementa marcadamente con 1a

frecuencia (comparar ias pendientes de 1as regresiones obtenidas en cada

especie, Tablas III, VI y IX para 1a reiación HÉ/T y Tab1as IV, VII y X pa



ra 1a reiación Hi/ITt). Independientemente de esto, e] incremento en e] me

taboiismo basa] inducido por 1a cafeína trae aparejada una disminución en

1a economía gioba] en 1as dos especies de mamífero estudiadas. En e] caso

dei ventrículo de sapo, e] incremento en 1a generación de calor tota] se ve

compensado por e] aumento en 1a fuerza generada en e] estado activo, de modo

que no se ven aiteraciones de ios índices HÉ/Ty HÉ/ITt en presencia de ca

feína. Esto indica que en e] sapo, los mecanismos que de ser afectados com

prometerían a 1a economía muscuiar, no se ai'terari o bien estan ausentes

10 que se correiaciona con 1a virtua] ausencia de un RS activo. Por otra

parte, en e] caso de ios ventrículos de mamífero, en ios que sí existe un

RS activo, e] efecto de 1a cafeína se manifiesta por una disminución de 1a

economíacon que e] proceso de excitación-contracción-reiajación se iieva a

cabo.
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CONCLUSIONES

a. Independientemente de 1a especie estudiada y de] efecto inotrópico que 1a
frecuencia de contracción tuvo sobre cada una de e11as, e] comportamiento

de 1a reiación entre parámetros asociados con 1a generación de fuerza, cg
mo+í/T, fue uniforme con 1a frecuencia (incrementándose en ias tres espg
cies) y no fue a1terado por 1a presencia de cafeína en e] medio de perfu
sión 10 que imp1ica que ambos parámetros (+í y T) son modificados en for

ma paraieia.

b. E1 anáiisis de] comportamiento de ios índices asociados a 1a reiajación
respecto de ios reiacionados con 1a generación de fuerza sugiere que, en

ventrícuio de rata, 1a generación de fuerza sería más dependiente de meca
nismos cafeíno-sensibies que en e] conejo, en e] que predominaría e] efes
to inhibitorio de 1a cafeína sobre 1a remoción de] Ca citosóiico. La vir

tua] ausencia de RS en ventrícuio de sapo independizaría a este úitimo de
105 efectos diferenciaies sobre 1a contracción respecto de 1a relajación.

c. Esta es 1a primera evaiuación miotérmica de] metaboiismo basa] reaiizada
en corazón de anfibio. De esta manera se hace posibie generar un espectro

de metaboiismos basaies interespecies, con e] corazón de anfibio en ei e¿
tremo inferior de] mismo.

d. Las diferencias interespecie en los metaboiismos basaies observadas se co

rreiacionan con e] distinto grado de desarroiio de RS en ios múscuios ven
tricu]ares de cada especie (rata :>conejo :>sapo). Debeagregarse que e]
RS de 1a rata tendría una menor capacidad de retener Ca, ob1igando a] Ca

a ciciar continuamente entre e] RSy e] citoso] (aún en ausencia de activa
ción) con e] consecuente incremento de] consumo de energía.

e. La presencia de cafeína incrementó e] metaboiismo basa] en ias tres espe
cies, siendo e] aumento en ventrículo de rata mayor que en ventrícuio de
conejo y este mayor que en ventrícuio de anfibio. Esto está de acuerdo con
1a distinta actividad de] RSinterespecie.

f. E1 incremento en 1a frecuencia de estimuiación mejora 1a economia muscuiar
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globa] en las tres especies por un mejor aprovechamiento de] metaboiismo
basa]. Este efecto se ve potenciado en ventricuïo de rata cuyo metaboïis
mo basa] es e] más eievado.

E1 incremento en 1a frecuencia de estimuiación mejora 1a economia muscu

iar para 1a generación de fuerza isométrica en ios ventricuios de mamife
ros, hecho que se correiaciona con un aumento de 1a reiajación respecto a

1a fuerza generada. Esto sugiere que, una "faciiitación" re1ativa de 1a re
1ajación podria ser 1a cïave de 1a mejora observada en 1a economia muscu

1ar. De acuerdo con esta hipótesis esta e] hecho que en ventricuio de sapo
no se observan cambios en 1a economia muscuiar para generar tensión isomé

trica comotampoco una mejoria de 1a reiajación respecto a 1a fuerza gene
rada con e] incremento de frecuencia.

La cafeína afecta 1a econ0mia muscuiar gïobai en ventricuio de rata y co
nejo, debido a que incrementa e] consumode energia asociado a1 metaboïis
mobasaï y a que disminuye 1a eficiencia de] evento contrácti].

La disminución en 1a eficiencia de] proceso de excitación-contracción-re
iajación inducido por 1a cafeina puede ser expïicado por 1a distinta efi
ciencia de ios mecanismos responsables de 1a remoción de Ca citosóïico.

A1 inhibir 1a cafeina 1a captación de Ca por e] RS (consumo de 1 ATP/2 Ca

removidos), e] Ca utiiizado para 1a contracción deberá ser removido por g
tros sistemas menos eficientes como 1a bomba de Ca de sarcoiema o e] inter
cambiador NaxCa (ambos con una estequeometria equivaiente a 1 ATP/l Ca re

movido). De acuerdo con este esquema en e] ventricuio de sapo, en e] que
e] RS está virtuaimente ausente, no se esperarian (y no se observan) cam
bios en 1a economiade] proceso de excitación-contracción-reiajación.

La respuesta energética de] evento contrácti] se correïaciona con e] grado
de desarroïio de] RSen cada especie y marca una particicipación reiativa

dei mismodiferencia] para cada una de elias tanto en e] proceso de contras
ción como en e] de re1ajación.
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Si bien hace más de un sigio que Ringer demostró, en müscuio cardiaco,

1a dependencia que existe entre 1a fuerza contrácti] y 1a concentración de

Ca en e] medio extraceiuiar, 1a fuente de Ca responsabie de] mantenimiento

de 1a contracción cardiaca continúa siendo un probiema no resueito. Se han

postuiado dos modeios que, teniendo en cuenta a1 Ca extraceiuiar en e] e

vento contrácti], proponen para su entrada a 1a céiuia, diferentes papeies.

Unode eiios sugiere que 1a entrada de Ca seria insuficiente para activar

a ios miofi]amentos,pero que seria utiiizado para 1iberar Ca de] RS e] que

a su vez activaria a ios miofiiamentos. E1 otro postula que e] infiujo de

Ca seria suficiente para activar a 1a maquinaria contrácti], otorgándoie

a1 RS e] pape] de organeia buffer deios cambios de 1a concentración de Ca

intraceiuiar. Debido a que e] costo energético de 1a moviiización de Ca

varia según e] mecanismoy/o compartimiento que participe, resuita impor

tante diiucidar e] papel de cada uno de eiios. Conel objeto de estudiar

1a participación mecánico-energética de] RSen e] evento contrácti1,se

han utiiizado múscuios ventricuiares de tres especies,e1egidas por su dis

tinto grado de desarroïio de esta organeia. Esta caracteristica biológica

diferencia] se sometió a1 efecto de 1a variación de frecuecia de estimuia

ción en presencia y ausencia de cafeína, droga capaz de dep1ecionar de Ca

a1 RS por un dobie efecto, e] de estimuiar 1a iiberación de] mismo e inhi

bir su recaptación.

En e] presente trabajo, e] anáiisis de] comportamiento mecánico de ias

tres especies estudiadas sugiere que en e] ventricuïo de rata 1a generación

de fuerza seria mas dependiente de mecanismos cafeino-sensibies (como 1a 11

beración de Ca de] RS) que en e] conejo, en e] cua] predominaria e] efecto

inhibitorio de 1a cafeína sobre 1a remoción de] Ca citosóiico. Independien
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temente de esto, la eficiencia del proceso de excitación-contracción-rela

jación se encuentra disminuída en presencia de cafeína en estas dos espe

cies, lo que sería explicable por la distinta eficiencia de los mecanismos

responsables de la remoción de Ca citosólico. Al inhibir la cafeína la cap

tación de Ca por el RS (sonsumo de 1 ATP por cada 2 Ca removidos), el Ca

utilizado para la contracción deberá ser removido por otros sistemas, me

nos eficientes, como la bomba de Ca de sarcolema o el intercambiador NaxCa

(ambos con una estequeometría equivalente a un consumo de 1 ATP por Ca re

movido). Los resultados obtenidos en el ventrículo de sapo dan apoyo a es

ta hipótesis. Enefecto, la virtua] ausencia del sistema retículo sarco

plásmico en el ventrículo de sapo explicaría de por si la falta de efec

to de la cafeína sobre la economía del proceso de excitación-contracción

relajación.

Por otra parte, la frecuencia de estimulación aumentó la eficiencia

muscular global en las tres especies, lo que necesariamente implica un me

jor aprovechamiento del metabolismo basal. Esto se ve potenciado en el ven

trículo de rata cuyo metaboliSmo basal es el más elevado tal que,a pesar de

la disminución en la fuerza generada, la economía muscular global se incre

menta marcadamente con la frecuencia. La presencia de cafeína disminuyó la

eficiencia muscular global en los ventrículos de mamíferos por dos vías:

debido al incremento en el metabolismo basal y a la disminución de la eco

nomía con que el ciclo contráctil se lleva a cabo. En el casodel ventrícu

lo de sapo, el incremento de la generación de calor total se ve compensado

por el aumento de la fuerza generada en el estado activo indicando que

en esta especie los mecanismosque de ser afectados en presencia de la dro

ga comprometerían la economía muscular,o nosculafectadosc>bien estan ausen
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tes, 10 que de sorreiaciona con 1a virtua] ausencia de un RSactivo. Asi

mismo, e] incremento observado en el metaboiismo basa] en 1as tres especies

en presencia de cafeina, se correiaciona con e] grado de desarr0110 de] RS

de 1as mismas.

En e] presente trabajo, se desgïosa 1a participación mecánico-energéti

ca de] RS en cuanto a su función en 1a generación de fuerza, su papei en 1a

reïajación y en e] mantenimiento de1 estado de reposo mecánico en múscuio

cardiaco. Por otra parte, muestra 1a estrecha reiación existente entre 1a

actividad de esta organeia y 1a economia con que e] müscuïo cardiaco es ca

paz de mantener su actividad contrácti].
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