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Introducc ión



A. CALCIO Y CONTRACTILIDAD CARDIACA

1. Generalidades

El calcio libre citosólico (Ca”), está involucrado en un sinnúmero

de fenómenos a nivel celular, ya sea comorequlador fisiolóqico o como

qatillo o desencadenante de funciones celulares. El incremento en su

concentración citosólica promueveuna serie de actividades celulares que

incluyen secreción, mitosis, transmisión del impulsonervioso, transpor­

te a nivel de membrana, reacciones de fosforilación, activación o

inhibición de sistemas enzimáticos y, en tejidos musculares activación

de la contracción (Rasmusseny Barret, 1984).

El qradiente iónico para calcio es cuantitativamente el más

importante que se establece a través de la membranacelular. En efecto,

como la concentración de Ca en el medio extracelular está en el orden

milimolar, la relación entre las concentraciones extra e intracelulares

para este ión excede 10‘. En el músculo cardiaco, el elevado gradiente

electroquimico para calcio está parcialmente garantizado por 1a baja

permeabilidad de la membrana a este ión en condiciones de reposo.

Además, el bajo nivel de (Ca”)i en estas condiciones es mantenido por

sistemas de transporte que directamente o por su asociación con otros

sistemas de transporte, utilizan energia quimica. Estos sistemas están

ubicados tanto en la membranacelular o sarcolema (bombade Ca asociada

a sarcolema e intercambiador de NaxCa)comoen el reticulo sarcoplásmico

(RS) (bomba de Ca asociada a este sistema membranoso) o en la mitocon­

dria (Reuter y Seitz, 1968; Caroní y Carafoli, 1980; Tada e Inui, 1983;



Scholz, 1984). Durante el evento contráctil, el músculo cardíaco está

sometido a rápidos cambios en la concentración intracelular de Ca, la

cual oscila entre el nivel basal correspondiente al estado de reposo

mecánico (<10” mol.1“) hasta aproximadamente 10” mol.l“ en el pico de

activación, en períodos que pueden variar entre 50 a 1000 ms dependiendo

de la especie y la temperatura. Por lo tanto, el músculo cardíaco posee

mecanismoscapaces de regular cíclicamente en forma rápida y precisa los

niveles de (Ca”)i de lo que depende su función contráctil. En trabajos

más recientes se propuso que existiría una competencia entre el

intercambiador NaxCa y la bomba de Ca del RS por la remoción del Ca que

entra al intracelular en una contracción, de modo que cuando uno de

estos dos sistemas es inhibido el otro sería capaz de captar todo el Ca

que inqresó (Bers y Bridge, 1989; Shattock y Bers, 1989; Bridge, Smolley

y Spitzer, 1990: Lewartowski, Wolska y Zdanowski, 1992).

A diferencia del músculo esquelético de mamífero en el que la

graduación de la contracción se logra o bien mediante el reclutamiento

de fibras motoras (músculoesquelético de tipo rápido) o por variaciones

de desporalización de la membrana celular (músculo esquelético de

características tónicas), en el músculocardíaco toda la masa muscular

se contrae en cada latido y la fuerza generada puede variar marcadamente

sin que existan alteraciones manifiestas en el potencial de acción. Esta

respuesta del tipo tgdg_g_nagaimplica que la regulación de la contrac­

ción cardíaca debe ser una propiedad de las células miocárdicas y que
existiría una modulaciónde la contracción a nivel de cada una de ellas.

Unade las formas por las que el músculo cardíaco es capaz de regular la

fuerza qenerada es a través de la clásica respuesta de Frank-Starling en

la cual, las variaciones de la longitud de las fibras en reposo



modifican la interacción entre miofilamentos de actina y miosina. Otra

forma por la cual el músculocardiaco puede regular su fuerza contráctil

está relacionada con modificaciones en los mecanismosque controlan la

oferta de calcio a los miofilamentos (Langer, 1980). En efecto, existen

una serie de compartimientos celulares (complejo glicocálix-sarcolema,

reticulo sarcoplasmático, mitocondrias) con capacidad de acumular calcio

en cantidad suficiente comopara modificar la oferta de este catión al
medio intracelular. Acontinuación se desarrollarán detalladamente

las caracteristicas de cada uno de los compartimientos potencialmente
involucrados en el control del Ca celular. A su vez se discutirá el

lugar que estos ocupan en los modelos de excitación-contracción­

relajación existentes hoy en dia en la literatura.

2. e i e c a

El músculo cardiaco cesa casi inmediatamente de responder frente a

un estimulo cuando se priva de calcio (Ca) el medio de perfusión. Esto

denota la critica dependencia existente en músculo cardiaco entre la

actividad contráctil y la presencia de Ca en el medio extracelular

(Rinqer, 1883: Philipson y Langer, 1979; Rich, Langer y Klassen, 1988)

lo que lo diferencia del músculo esquelético el cual es capaz de

contraerse aún en medios libres de Ca por espacio de horas a temperatura

ambiente (Amstrong, Bezanilla y Horowicz, 1972).

El medio extracelular es un compartimiento que contiene suficiente

Capara activar el aparato contráctil, sin embargoel Ca responsable del

mantenimiento de la contracción cardiaca no parece provenir exclusiva­



mente de alli. En efecto, si bien la fuerza generada disminuye rápida­

mente por la reducción de la concentración de Ca en el medio extracelu­

lar (Shine, Serena y Langer, 1971) o por la exposición del músculo a

inhibidores de 1a entrada de Ca desde este medio (Mn, verapamil,

nifedipina, etc.), se ha encontrado que el Ca que ingresa a la célula

desde el medio extracelular seria, al menos en algunas especies,

insuficiente para la generación de fuerza. Además,la mayorparte de los

estudios electrofisiológicos que estiman la entrada de Ca por la

denominada corriente lenta, han generado valores que sólo pueden

explicar entre el 10 y 20%del Ca requerido para una activación máxima

(Solaro, Wise, Shiner y Briggs, 1974; Fozzard y Beeler, 1975: Chapman,

1979). Del mismomodo, las estimaciones de la entrada de Ca por latido,

obtenidas por mediciones de flujos radioisotópicos, también representan

aproximadamente el 10%del Ca requerido para la completa activación de

los miofilamentos (Chapman, 1979; Bers, 1983). Si bien posteriormente

las estimaciones del influjo de Ca se han incrementado hasta los niveles

requeridos para la mitad de la activación máximade los miofilamentos,

éstas aún no pueden considerarse como definitivas. De hecho, es de

destacar que las estimaciones del influjo de Ca obtenidas por mediciones

radioisotópicas y por el método de voltage-Clamp en células aisladas,

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

Cuandose encara el análisis del origen del calcio responsable de

la contracción cardiaca, es interesante examinar la respuesta del

músculo cardiaco frente a la perfusión con soluciones libres de Ca. 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 tensión cae tanto comolo hace la concentración



de calcio en el espacio intersticial o en regiones celulares que se

hallan en rápido equilibrio con el mismo(Shine, Serena y Langer, 1971).

Por otra parte, cuando el Ca es reintroducido en el medio de perfusión,

la fuerza generada asciende hasta el nivel control con un tiempo medio

de aproximadamente 0,2 minutos. Este tiempo medio es muy similar al

obtenido para el intercambio de sustancias dentro del espacio vascular

(Philipson y Langer, 1979). La explicación para esta asimetría 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 contracción cardiaca estaria unido

a algún sitio superficial con afinidad para el Ca, tal que su readmisión

(asociación del ión a estos sitios de unión) se efectuaria en forma más

rápida que el lavado del mismo (disociación del Ca de los sitios de

unión superficiales). Másrecientemente (Rich, Langer y Klassen, 1988)

se ha encontrado, en células aisladas de ventrículo de conejo, que si se

asegura un lavado de todo el medio extracelular en pocas décimas de

segundoestas células pierden totalmente su habilidad para contraerse en

menos de un segundo de cambiado el medio, la que se recupera inmediata­

mente con la reposición del Ca extracelular. Esta fracción de Ca

rápidamente intercambiable fue asociada al sarcolema c) a sitios de

rápido intercambio con esta membrana.Posteriormente se determinó, por

medio de flujos radíoisotópicos bajo condiciones no limitantes de

perfusión, la existencia de un componente de Ca de intercambio rápido

(t1/2<1.5 seg) en células cardiacas de rata neonata (Kuwatay Langer,

1989). Este componente, por sus propiedades cinéticas y porque era

desplazable por lantano, también fue asociado a la membrana o a una

región de rápido intercambio con esta. Este componente de intercambio



rápido fue confirmado posteriormente en células de rata adulta (Langer,

Rich y Orner, 1990) y la contracción resultó totalmente dependiente de

él. Esta fracción de Ca era suficientemente grande comopara explicar

por si sola la fuerza generada en una contracción. Sin embargo 1a

ubicación especifica de este "pool" de Ca aún no está confirmada.

Posteriormente se determinó que una fracción discreta del componente

rápido (aproximadamente el 20%) estaba ubicada del lado interno de la

membranacelular, poseía un tiempo medio de 650 ms y su intercambio era

completamente dependiente del intercambiador NaxCa (Langer y Rich,

1992). Todos estos datos coinciden en atribuir al Ca sarcolemal una

participación importante en la contracción.

La importancia del Ca sarcolemal en la contracción está corroborada

por los estudios realizados en vesículas de sarcolema y! en tejido

muscular cardíaco frente a concentraciones de Ca extracelular variable

(0,05 a 9,0 mM),que demostraron que el Ca unido al sarcolema estaba en

estrecha relación con la fuerza activa generada por las preparaciones

musculares. De hecho el gráfico que relaciona el Ca unido a sarcolema

vs. concentración de Ca extracelular y aquél que relaciona la máxima

velocidad de contracción vs. el mismoparámetro son totalmente superpo­

nibles (Bers, Philipson y Langer, 1981). Mayorsoporte para la partici­

pación del Ca extracelular y especificamente la fracción de Ca unida al

sarcolema, se derivó de estudios en los que se comparó la habilidad de

varios cationes (Yy, Nd”, La”, Cd”, Mn”, Co”, Zn”, Mg”) de desplazar

Ca del mismo con su habilidad de desacoplar la excitación de la

contracción. La secuencia de selectividades encontradas tanto para

cationes divalentes como trivalentes fue la misma que la secuencia

relativa de desacoplamiento de la tensión contráctil (Langer, Serena y



Nudd, 1974: Bers y Langer, 1979). La potencia de un determinado ión como

desacoplante y como agente desplazante del Ca unido al sarcolema,

dependía no sólo de su carga (los trivalentes fueron en general más

potentes que los divalentes) sino, más distintivamente, de su radio

iónico. Es decir, aquellos con radios iónicos similares al radio iónico

del Ca (0,99 A), mostraron más habilidad desacoplante y capacidad de

desplazamiento del Ca unido al sarcolema.

En resumen, parecería que el espacio intersticial es la fuente

primaria de Ca para el acople de la despolarización con la contracción.

A su vez existirían sitios de unión y almacenamiento de Ca en, o cerca

de, la superficie celular, desde los cuales éste sería liberado. Estos
sitios parecerían estar localizados en el complejoglicocálix-sarcolema

en el cual existen mucopolisacáridos y fosfolípidos cuyas cargas

negativas serían capaces de fijar cationes, entre ellos el Ca”. Este

complejo sería un importante lugar de almacenamiento superficial de Ca

(Langer, 1984). Es de hacer notar que este lugar de almacenamiento

contiene, en concentraciones de Ca fisiológicas, una cantidad de Ca

unido de aproximadamente 700 pmol.kg“ 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 generar el 50% de la fuerza máxima en ventrículo de mamífero

(Pierce, Philipson y Langer, 1985). Este valor es aún superado por la

fracción de intercambio rápido (2.6 mmol.kg“ de tej.húmedo) hallado más

recientemente por medio de la técnica de superfusión rápida (Kuwatay

Langer, 1989; Langer, Rich y Orner, 1990)

Debe mencionarse que si el Ca que entra a la célula miocárdica a

través de sarcolema estuviera destinado a activar a las proteínas



contráctiles seria necesario un flujo transmembranade una magnitud tal

que, de no mediar compensación por otros movimientos iónicos, generaría

corrientes o cambios de potencial de membranaelevados, y estos no han

sido detectados (Chapman,1983). Por otra parte, si el Ca ingresara al

sarcoplasma en cantidad suficiente para activar la contracción, habria

dos consecuencias importantes a considerar: Primero, deberia producirse

una gran elevación en la concentración de Ca libre en el sarcoplasma en

regiones próximas al sarcolema, que deberia ser detectado mediante el

uso de aequorina (proteina fotoluminiscente en presencia de Ca);

Segundo, el tiempo necesario para que el Ca se equilibre en el interior

de la célula deberia ser mayor cuanto mayor sea el diámetro celular.

Tanto las señales obtenidas con aequorina comolos tiempos de difusión

calculados para distintos tipos celulares, sugieren que el movimientode

Ca a través de la membranacelular, aunque indispensable, no seria

necesariamente la única fuente de Ca activador de la contracción en la

célula cardiaca (Allen y Blinks, 1978; Wier, 1980; Chapman, 1983).

Necesariamente, la dependencia del proceso contráctil de la

presencia de Ca en el medio extracelular implica la existencia de
mecanismosinvolucrados en los movimientos de calcio transarcolemales.

Hasta el momentose han descripto tres de estos mecanismos: a. los

canales de calcio, b. el intercambiador NaxCaasociado al sarcolema y c.

la bombade calcio del sarcolema.

a. Canales de calcio.

Este es uno de los sistemas que introducen Ca al citosol durante el

potencial de acción cardiaco. La dependencia iónica de la porción

positiva del potencial de acción y estudios realizados a potenciales de



membranaeléctricamente prefijados (voltage-Clamp) permitieron reconocer
la existencia de una corriente de entrada adicional a la corriente

rápida de sodio (responsable esta última de la espiga o fase cero del

potencial de acción). Esta corriente secundaria lenta (Isi) es depen­

diente de Ca, posee una cinética. más lentak y una dependencia del

potencial de membranaque la diferencian de la corriente rápida de sodio

(Reuter, 1979). Posteriormente, en los primeros experimentos de "voltage

Clamp"realizados en miocitos individuales (Reuter, 1979; Tsien, 1983;

Trautwein y Pelzer, 1985), se observó que esta corriente era más

selectiva para el Ca de lo que se pensaba. Por este motivo se la comenzó

a llamar corriente de calcio (Ica), y su cinética de activación e

inactivación mostró ser muchomás rápida que las estimaciones previas,

observándose en miocitos de mamífero un tiempo al pico en la corriente

de 1 a 2 ms y una inactivación completa entre los 100 y 150 ms (Lee y

Tsien, 1982; Lee y Tsien, 1984).

Se han descripto distintos tipos de canales a través de los cuales

el Ca ingresaria a la célula (Schrammy Towart, 1985). Dentro de estos

el llamado "canal operado por receptores" ha sido propuesto para

explicar el hecho de que, en células musculares lisas, muchosneuro­

transmisores activan la entrada de Ca en ausencia de cambios en el

potencial de membrana (Bolton, 1979; Towart, 1981). La existencia de

este tipo de canal no ha sido descripto en células cardiacas. El llamado

"canal voltaje-dependiente", por otra parte, ha sido muyestudiado y su

existencia es indiscutida. Se encuentra ampliamentedistribuido no sólo

en el corazón sino también en diferentes tejidos corporales y en todo el

reino animal (Stanfield, 1986). Este canal, a diferencia del canal

rápido de sodio, no es bloqueado por tetrodotoxina pero es sensible a
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cationes divalentes (Mn”, Ni”, CGÏ‘yCo“) y a los antagonistas cálcicos

orgánicos comoverapamil, nifedipina y otras dihidropiridinas (Stan­

field, 1986). El movimiento pasivo transmembrana de Ca a través del

canal depende de la diferencia neta de potencial electroquímico para Ca

y de la conductancia al mismo. Las cinéticas de apertura y oclusión del

canal son el resultado de los cambios en el potencial de membranaque se

producen durante el potencial de acción. Evidencias experimentales

sugieren la posible existencia de un sensor de voltaje en la membrana

(Stanfield, 1986). Este sensor podría ser un grupo proteico con

propiedades de dipolo que formaría una parte integral del canal iónico

y cuyo comportamiento sería sensible al campo eléctrico (Stanfield,

1986). Cualquier cambio en el potencial de membrana causaría la

reorientación del sensor cargado dentro del campoy en consecuencia los

cambios conformacionales que llevarían al estado activado. La corriente

lenta comienza cuando el potencial de la membrana alcanza los —50a —60

mV, tiene su máximo a 0 ¡mz y posee un bien definido potencial de

reversión que varía con la concentración extracelular de Ca de acuerdo

a la predicción de un electrodo Nernstiano (Campbell y Giles, 1990). La

inactivación ademásde ser dependiente del voltaje (V) de la membranalo

es de la corriente de Ca, por lo que la inactivación varía con el

voltaje dando una curva en forma de U cualitativamente similar a la

relación Ica vs V (Campbell y Giles, 1990). Esta dependencia que tiene

la inactivación con la corriente de Ca pone de manifiesto que el canal

de Ca no es analizable por medio de la convencional cinética de Hodgkin­

Huxley (Campbell y Giles, 1990), la cual supone una dependencia pura del

voltaje. No se sabe si este proceso de inactivación es por acción

directa del Ca sobre el canal o por intermedio de una reacción bioquími­



ca, aparentemente una defosforilación (Standen y Stanfield, 1982: Eckert

y Chad, 1984; Johnson, Khabbaza, Bailey y Bríeshop, 1986). Las medicio­

nes de la corriente de un canal de calcio aislado, utilizando técnicas

de patch-Clamp, han demostrado que la apertura del mismoestá distribui­

da estadísticamente con una duración de aproximadamente 1 ms, e

interrumpidas por periodos de cierre variables que oscilan entre menos

de 1 ms y 100 ms de duración (Cavalie, Ochi, Pelzer y Trautwein, 1983).

Fisiológicamente, la función de los canales de Ca es modulada por

neurotransmisores (Stanfield, 1986). Las catecolaminas aumentan la

corriente de Casin modificar la conductancia del canal. La probabilidad

de que un canal esté en estado abierto aumenta a través de un incremento

en los tiempos de apertura y/o por acortamiento en los periodos de

cierre. Hasta el momentono está claro si este incremento en la

corriente de Ca es debido a un incremento en el númerototal de canales

disponibles funcionalmente o a un aumentoen la probabilidad de apertura

de los canales existentes durante la despolarización. Los mismosefectos

se observan después de la inyección intracelular de AMPco de la

subunidad catalitica de las proteino-quinasas dependientes de AMPc,lo

cual indica que en la transición del estado inactivo al activo está

involucrado un proceso de fosforilación (Schrammy Towart,1985).

Finalmente, evidencias experimentales recientes, utilizando técnicas

de patch-Clamp para células enteras, sugieren que la corriente de

entrada de Ca seria acarreada por este ión a través de dos tipos de

canales voltaje-dependientes: los llamados canales de Ca de tipo L

(presentes en todas las células cardiacas) y los canales de Ca de tipo

T (Mitra y Morad, 1986; Hagiwara, Irisawa y Kameyama, 1988), que solo

fueron descritos en ciertos tipos celulares de algunas especies. Estos



dos tipos de canales poseen características diferenciales que han

permitido su separación y parcial caracterización. Entre ellas cabe

mencionar los diferentes rangos de potencial de membranarequeridos

tanto para la apertura comopara la inactivación de los mismos, y la

distinta sensibilidad frente a antagonistas (verapamil, flunarizina) y

agonistas (BAYK8644) cálcicos (Tytgat, Vereecke y Carmeliet, 1988; Van

Skiver, Spires y Cohen, 1988).

b. Intercambiador NaxCa.

La existencia de un sistema de intercambio NaxCaha sido estableci­

da en muchostejidos incluyendo el tejido cardíaco intacto (Reuter y

Seitz, 1968: Horackova y Vassort, 1979) y vesículas de sarcolema

cardíaco (Reeves y Sutko, 1979; Philipson y Nishimoto, 1982).Más

recientemente, mediante el uso de técnicas de aislamiento y purificación

a partir de vesículas de sarcolema cardíaco y aplicación de anticuerpos

monoclonales se ha propuesto que la unidad básica del sistema de

intercambio de NaxCasería una proteína monomérica de aproximadamente 33

kDade masa molar y que el intercambiador funcionalmente activo sería un

tetrámero en el cual cuatro subunidades de 33 Kdaestarían asociadas por

uniones disulfuro (Pierce, Wardy Philipson, 1986; Letarte, Quackenbush,

Baumal y Michalak, 1986: Longoni y Carafoli, 1987).

Estudios realizados tanto en vesículas sarcolemales comoen células

ventriculares, han demostradola característica electrogénica de este
sistema de intercambio, es decir, su operación genera transporte

desigual de cargas a través de la membranay comoconsecuencia diferen­

cias de potencial transmembranaque producen corrientes de intercambio

(Reeves y Hale, 1984; Hume, 1987; Barcena-Ruiz, Bauckelmann y Wier,



1987). En lo referente a la estequeometria del sistema, hasta el

momento,los estudios realizados mediante el uso de técnicas de flujos

radioisotópicos, análisis de curvas de activación y el uso de microelec­

trodos sensibles a Na‘ y Ca”, permiten establecer que se intercambian

más de dos Na‘ por cada Ca” contratransportado (Philipson y Nishimo­

to,l981; Bers y Ellis, 1982; Bridge y Bassingthwaighte, 1983). La

estequeometria más probable parecería ser de tres Na‘ por cada Ca”

contratransportado (Pitts, 1979; Reeves y Hale, 1984: Kimura, Miyamaey

Noma, 1987; Bridge, Smolley y Spitzer, 1990).

La dirección del movimientoneto de calcio a través del intercam­

biador NaxCaestá energéticamente determinado. Dependiendodel gradiente

electroquimico para ambosiones y del potencial de membrana,el sistema

puede, en principio, participar tanto en la entrada comoen la remoción

de calcio citosólico. Asi, para la reacción de intercambio se puede pues

plantear:

n Na} + Ca”,---> n Nan + Ca"o

Donde: n=relación de acoplamiento para el intercambio

i y e=compartimientosintra y extracelular respectivamente

El sistema de intercambio NaxCaproducirá la salida de Ca” desde el

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

R.T (Na‘)“1 (Caz‘).
. ln . + E_.(n-2) <0

(l)
F (Na‘)". Wa”);

Donde: R=constante universal de los gases

T=temperatura absoluta

F=constante de Faraday

Eg=potencial de membrana

(Na‘)l y (Nafl,=actividades intra y extracelulares de sodio



respectivamente

(Ca")l y (Ca”).=actividades intra y extracelulares de

calcio respectivamente

En el músculo ventricular de mamífero en reposo, en el que el E_es

de alrededor —80mV,las concentraciones extracelulares fisiológicas de

Na y Ca son de 140 y 1,5 Mmrespectivamente y las concentraciones

intracelulares de Nay Ca libre medidas tienen valores de 5-11 Mmy 0,1­

0,5 uMrespectivamente (Bers y Ellis, 1982: Chapman,1986: Desilets y

Baumgarten, 1986; duBell y Houser, 1987), se puede calcular la dirección

en la que el intercambio procede asumiendo la estequeometria 3 Na‘:1 Ca”

para el intercambio. Tomandovalores promedio para las concentraciones

de Na y Ca de B mMy 0,3 pMrespectivamente, a 37 oC, el valor obtenido

para la expresión (1) es de -82 mV, es decir que en condiciones de

reposo, el sistema de intercambio de NaxCaprocede en la dirección de la

extrusión de Cadesde el citosol utilizando el gradiente electroquimico
transmembrana de Na.

Durante el proceso contráctil, la generación de un potencial de

acción hace que el potencial de membranacambie abruptamente desde su

valor de reposo hasta alrededor de +10 MVen aproximadamente 2 ms. A

este cambio está asociada la entrada de Na a través de los llamados

canales rápidos. El cambio en (Ca”)i es posterior a estos eventos

(Mullins, 1979). Entonces, aún sin tener en cuenta el cambio en la

concentración intracelular de Na en las cercanias de la membrana,tal

cambioen el potencial de membranaalcanzaría para revertir la relación

dada por 1a ecuación (1), de tal forma que el intercambiador actuaria en

este caso favoreciendo el influjo de Ca desde el espacio extracelular.

Ahora bien, cuando la concentración de Ca intracelular se eleva ya sea



por la entrada de Ca desde el espacio extracelular o por liberación de

Ca por el sistema reticulo sarcoplásmico, hasta concentraciones de 1­

ZuM,la relación expresada en la ecuación (1) nuevamente se revierte y

el sistema de intercambio NaxCafuncionaria en el sentido de retirar el

Ca del citosol. Esto puede suceder aún durante la meseta del potencial

de acción (Philipson y Ward, 1986). Mediante técnicas de voltage-Clamp

en contracturas producidas sobre células tratadas previamente con 10 mM

de cafeína a fin de inhibir la actividad del RS, Bridge, Smolley y

Spitzer (1990) pudieron identificar una corriente entrante que se

activaba en presencia de Na extracelular y que precedia temporalmente a

la relajación. Esta corriente fue asimilada al intercambiador NaxCay

explicaba la extrusión de todo el Ca ingresado al citosol en estas
condiciones.

Existe numerosaevidencia respecto de la participación del sistema

de contratransporte de NaxCa como uno de los mecanismos que median la

salida de Cade las células cardiacas. Se trataría de un sistema de alta

capacidad pero baja afinidad por lo que estaria adaptado para remover Ca

en condiciones en donde la concentración citosólica del mismose eleva

(en el pico de la activación). Por otra parte, su participación como

sistema que media la entrada de Ca desde el espacio extracelular, aunque

energéticamente posible, no ha sido establecida en condiciones fisioló­

gicas (Carafoli, 1985: Philipson y Ward, 1986), aunque existen eviden­

cias de su operatividad en condiciones de sobrecarga de Na intracelular

(Ponce-Hornos y Langer, 1980; Bers y Ellis, 1982).

Fisiológicamente, este sistema seria regulado por otros ligandos

distintos del Na y Ca intracelular tales comoMg, Mg-ATP,Pi, K. A este

respecto se ha informado que el intercambiador NaxCapodria operar en



regímenes de alta o baja velocidad dependiendo de las concentraciones

intracelulares de estos ligandos (DiPolo y Beauge, 1984).

c. Bombade calcio del sarcolema.

Este sistema de transporte activo primario, ha sido identificado en

membranasplasmáticas de numerosos tipos celulares entre los que se

encuentra el músculo cardíaco (Carafoli, 1984). La enzima ha sido

aislada de sarcolema cardíaco, purificada y reconstruida dentro de

liposomas, lo que ha permitido su caracterización. Se trata de una

proteína de 138 Kda de masa molar y muestra una estequeometría de bombeo

de 1 Ca/ATPhidrolizado (Caroní y Carafoli, 1980; Caroní, Zurini, Clark

y Carafoli, 1983).

Caroní y Carafoli (1980) encontraron que el flujo máximo de Ca

movilizado por la bomba de Ca en vesículas de sarcolema aisladas de

corazón de mamífero, es 1/30 o 1/100 del movilizado por el intercambia­

dor NaxCa. La concentración de Ca a la cual la bomba se encuentra a la

mitad de su actividad máxima es 0,3 pmol.l“, mientras que para el

intercambiador es 1,5 umol.l“ (Caroní y Carafoli, 1980: Caroní, Reínlib

y Carafoli, 1980). En la célula cardíaca intacta esto implica sugerir

que, cuando la bombade Ca está trabajando a la mitad de su velocidad

máxima, es decir, cuando la actividad de Ca intracelular es de 300

nmol.l” (concentración promedio medida en reposo), el intercambiador

sólo está activado en un 5% (Chapman, 1983). Durante la contracción

cardíaca, en cambio, la concentración intracelular de Ca se eleva

sustancialmente y es en esta situación en la que un sistema de baja

afinidad pero alta capacidad comoel de intercambio NaxCaactuaría en la

remoción de Ca citosólico en un grado mayor que la bomba de Ca asociada



al sarcolema (Carafoli, 1985).

3. Fuentes intracelulares de calcio

En general, en todos los tejidos, la relación entre el calcio

iónico intracelular y el calcio total es muybaja, hecho que sugiere un

importante control de los niveles de calcio en el medio intracelular

(Mullins y Requena, 1979; Langer, 1982). Por ejemplo, en el músculo

esquelético la parvoalbúmina, el retículo sarcoplásmico y las mitocon­

drias funcionan comoreservorios intracelulares de Ca. 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. El

músculo cardíaco carece de parvoalbúmina (Hamoir, Focart y Disteche,

1966), y los lugares más probables de almacenamiento del Ca intracelular

son el retículo sarcoplásmico y la mitocondria (MIT).

a. Retículo sarcoplásmico
Estudios ultraestructurales en músculo cardíaco han revelado la

existencia de un RS organizado. En corazón de mamífero una parte

relativamente extensa del RS se acopla a 1a periferia celular tanto a

nivel del túbulo T (cuando existe) comoa la superficie de la membrana

(Mc Nutt y Fawcet, 1969; Fabiato, 1981a). El músculo cardíaco de

anfibio, por otra parte, posee un sistema retículo sarcoplásmico poco

desarrollado comparado con los músculos cardíacos de mamífero (Page y

Niedergerke, 1972).
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Se han desarrollado numerososestudios con el fin de establecer la

capacidad del RS de músculo cardiaco de mamífero para remover el Ca del

citoplasma. Los resultados obtenidos a este respecto muestran un amplio

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

nmol.mg” de proteina y con una velocidad máximade captación entre 0,3

y 60 nmol.mg“ de proteina.s“ (Chapman, 1983). Estudios realizados en

microsomas aislados de células cardiacas altamente enriquecidos en

reticulo sarcoplásmico, han mostrado que los mismos son capaces de

acumular hasta 76 nmoles de Ca.g“ de músculo en un segundo, alrededor

de la mitad de ellos en los primeros 200 ms (Levitsky, Benevolensky,

Levchenko, Smirnov y Chazov, 1981). Esta actividad está en el orden de

la necesaria para relajar un latido cardiaco, ya que el nivel de Ca

libre y unido en condiciones de activación de la contracción al 90%de

la tensión máxima, seria de alrededor de 35 nmol-g“ de tejido húmedo

(Solaro, Wise, Shiner y Briggs, 1974). Esta última aseveración deberia

ser tomada con precaución debido a que los estudios de captación

mencionadosestán hechos a concentraciones extramicrosomales constantes,

lo que por supuesto no ocurre en la célula, donde la concentración

citoplasmática de Ca libre disminuye a medida que este ión es captado

por el RS. Sin embargotambién existen evidencias en sistemas tisulares

cardíacos que muestran que la organela en cuestión seria capaz, por si

sola, de efectuar una relajación completa en contracturas por enfria­

miento (Bers y Bridge, 1989)

La captación de Ca por parte de este sistema membranosoes llevada

a cabo por una Ca-ATPasa, cuya estequeometria de bombeo es de 2 Ca/ATP

hidrolizado (Tada, Yamamotoy Tonomura, 1978: Carafoli, 1985). La enzima

posee alta afinidad (K;=0,3 MM)y alta velocidad (VN“=30nmoles de Ca.mg'
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’de proteína.s“) por lo que estaría capacitada para actuar tanto durante

el ciclo contracción-relajación comoen la homeostasis de Ca durante el

reposo mecánico (Carafoli, 1985).

Conjuntamente con su capacidad de captar Ca, el RS está capacitado

para liberarlo hacia el citosol. En fibras musculares cardíacas de

mamífero a las que por medios mecánicos o químicos se les ha eliminado

el sarcolema (células peladas), se encontró que la máximaliberación de

Ca desde el RS (inducida por Ca o cafeína) aumenta la tensión contráctil

hasta alrededor del 60%de la máximafuerza alcanzada por aumento en la

concentración de Ca libre en el fluido a que fueron expuestas (Fabiato,

1981a). Esto sugiere que el RSen estas preparaciones, contiene menosCa

que la cantidad requerida para saturar a los miofilamentos. Por otro

lado Rich, Langer y Klassen en 1988 asociaron a1 retículo sarcoplásmico
con una fracción de Ca de intercambio relativamente lento con el

extracelular, que en células ventriculares de rata adulta era responsa­

ble de una fracción importante de la contracción (>90%), mientras que en

células de ventrículo de conejo tenía muchamenor importancia. Poste­

riormente (Langer, Rich y Orner, 1990) en células ventriculares de rata,

se demostró por medio de estudios con flujos radioisotópicos que esta

fracción de Ca podía descomponerse cinéticamente en dos subcomponentes

(t1/2= 3,5 y 19 segundos respectivamente) y que en conjunto representa­

ban un contenido de 2.1 mmol/kg“ de tejido seco.

Existen varias hipótesis para explicar la liberación de Ca por

parte del RSde músculo cardíaco. La más difundida actualmente es la de

Fabiato, en la cual la liberación del Ca es inducida por Ca (Fabiato,

1981a). Sin embargo, también se sostiene que dicha liberación es

consecuencia de una despolarización a nivel de la cisterna terminal del
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RS (muyprobable en músculo esquelético aunque no demostrada en músculo

cardiaco) (Fabiato, 1986), o de una estimulación por la via la ruta del

Inositol-1,4,5-trifosfato (Volpe, Salviati, Di Virgilio y Pozzan, 1985:

Mosvesian, Thomas, Selak y Williamson, 1985). Comoun dato más a favor

de la primera hipótesis, existen evidencias recientes que indican la

presencia de canales de Ca activables por Ca que serian responsables de

la liberación del mismodesde esta organela (Rousseau, Smith, Henderson

y Meissner, 1987). La molécula proteica que forma estos canales seria la

mismaque actúa comoreceptor de rianodina, y fue purificada y reconsti­

tuida en membranasartificiales donde aún mantenía sus propiedades

conductoras de Ca (Lai, Anderson, Rousseau, Liu y Meissner, 1988).

En resumen, el RS parecería ser capaz de proveer Ca para la

activación de la contracción del músculo cardiaco y también participar

en la relajación del latido cardiaco.

b. Mitocondrias

Las mitocondrias tienen una considerable potencialidad comosistema

secuestrador de Ca (Bygrave, 1978), pero su importancia en la homeosta­

sis del Ca en las células cardiacas está relacionada directamente con la

cantidad de Ca que pueden contener in vivo, expuestas a las relativamen­

te elevadas concentraciones de Na y Mg existentes en el citoplasma

(Kitazawa, 1976; Chapman, 1979).

Experimentos realizados en mitocondrias cardiacas aisladas

demostraron que estas organelas podrian acumular entre 600-900 nmoles de

Ca.mgd de proteina, mitocondrial, en ausencia de Na y presencia de

fosfato en el medio de incubación (Palmer, Tandler y Hoppel, 1986). El

corazón posee aproximadamente 100 mg de proteina mitocondrial.gú de



tejido húmedo(Scarpa y Graziotti, 1973), por lo que el limite superior

para la capacidad de acumular Ca por las mitocondrias dentro de la

célula seria entre 60 y 90 pmoles de Ca.gd de tejido húmedo.

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” de proteina mitocondrial o 0,1-0,2 nmoles de Ca.g“ de

tejido húmedo (Wendt-Gallitelli y Jacob, 1982; Somlyo, Schumanny Endo,

1982: Wheeler-Clark y Tormey, 1987). Comoestas cifras representan la

cantidad total de Ca mitocondrial, la fracción libre del mismo,o sea,

la fracción disponible para un intercambio rápido con el citosol, seria

considerablemente menor. Este hecho es importante porque indicaria que

las mitocondrias, dentro de las células normales, no almacenarian

grandes cantidades de Ca rápidamente intercambiable y, por lo tanto, no

podrian contribuir con Ca durante el evento contráctil.

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

resultado de dos mecanismosopuestos: la via electroforética que se

utiliza exclusivamente 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 diferencia de potencial en la membranainterna mitocondrial estable­

cida por la respiración. La velocidad de la captación electroforética

puede fluctuar dependiendo esencialmente de la concentración de Ca y Mg

citosólico (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 captación de Ca por mitocondrias

suspendidas en una solución que contiene 1 umol.lq de Ca (Sordahl,



1974). Por lo tanto, la velocidad máximade esta ruta estaria sensible­

menteinhibida a las concentraciones fisiológicas de Mgintracelular (l­

4 mM),de lo que resulta que en condiciones semejantes a las intracelu­

lares la contribución de este sistema seria de aproximadamente 0,5

nmoles de Ca.mg“ de proteina.s*. Además, este sistema de captación

muestra baja afinidad por Ca (K¿=15-30 pM) por lo que para condiciones

de concentraciones de Ca y Mgsimilares a las existentes in vivo, la

velocidad de captación oscilaria entre 0,3 y 3 nmolesde Ca.gq de tejido

húmedo.s“ lo que haria improbable su participación en la regulación del

Cacitoplasmático durante el ciclo de excitación-contracción-relajación

normal (Crompton, Sigel, Salzman y Carafoli, 1976; Carafoli, 1985).

Comose mencionara anteriormente el Ca mitocondrial es movilizable

por medio de un intercambio Na-dependiente. En mitocondrias cardiacas

aisladas se ha demostrado que una gran parte del Ca acumulado es

liberado aumentando la concentración de Na del medio de incubación a 15

nmoles.l“. Esto se debe a la existencia de un mecanismode salida de Ca

activado por Na cuyo K_está alrededor de 7 nmoles-1“ de Na (Crompton,

Capanoy Carafoli, 1976). La estequeometria de este contratransporte es

de 2 Na por cada Ca, por lo que seria electroneutro (Affolfer y

Carafoli, 1980: Fiskum y Lehninger, 1980).

Los niveles de la concentración de Na intracelular oscilan entre

5,7 y 11 nmoles.1“ (Lee, 1981), lo cual significa que el flujo de salida

de Ca debido al intercambio de NaxCadeberia estar parcialmente activado

(Chapman,1983) y, en consecuencia, aunque en las células intactas, la

captación activa de Ca por la mitocondria estuviera estimulada, el Ca

podria salir de la organela en intercambio con Na intracelular. El

balance entre ambosprocesos determinará cuanto Ca se acumula dentro de



esta organela.

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

Ca celular y en la respuesta contráctil del músculo cardiaco cuando

cambian los niveles de Na intracelular como, por ejemplo, durante las

contracturas por ausencia de Na o durante la inhibición de la bombade

Na-K.

Dosaspectos adicionales de la función mitocondrial en el transpor­

te de Ca deben ser considerados para completar la discusión de la

función de estas organelas en la homeostasis del Ca intracelular en el

músculo cardiaco. Unode ellos es la capacidad mitocondrial de acumular

grandes cantidades de Ca, en un proceso relativamente lento, que se ha

observado cuando causas patológicas alteran la permeabilidad del

sarcolema (Schanne, Kane, Young y Farber, 1979). Esta capacidad

mitocondrial, está relacionada con 1a existencia de un sistema de

captación simultánea de fosfato inorgánico (Ponce-Hornosy 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 importan­

cia porque permite a la mitocondria almacenar grandes 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 mitocon­

drial. Esta regulación enzimática seria la razón fundamental de la

existencia de sistemas transportadores de Ca que tienden a una regula­

ción fina de los niveles de Ca intramitocondrial (Carafoli, 1985).
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4. Modelosdel proceso ge exgitagiQn-contrgcgng-relajacióg

Comoya se expresara, el músculo cardiaco es altamente dependiente

del Ca presente en el medio extracelular para desarrollar su función

contráctil. Pero comopotencialmente existen otras fuentes de Ca capaces

de participar en el fenómenocontráctil, durante la década del setenta

y la primera mitad de los ochenta se plantearon dos modelos antagónicos.

Ambosmodelos coincidían en asignar un papel preponderante a la entrada

de Ca desde el medio extracelular comoactivador inicial del proceso,

pero disentian en el grado de participación que esta fuente tendria en

el Ca que finalmente se une a los miofilamentos.

Uno de ellos, propuesto y extensamente estudiado por Fabiato y

Fabiato (1977), llamado "Ca-induce la liberación de Ca", postula que la

entrada de Ca desde el medioextracelular es insuficiente para activar

a los miofilamentos en forma directa. Unaentrada relativamente pequeña

de Ca (via los canales lentos y posiblemente el intercambiador de NaxCa)

induciria la liberación subsecuente de mayorcantidad de este ión por el

RS. Este Ca asi liberado seria el responsable de la activación de los

miofilamentos (Figura 1). De este modo, el mecanismo de "Ca-induce la

liberación de Ca" coloca al RSen la posición de un sistema amplificador

y la magnitud del Ca liberado dependeria del Ca que entra a través del
sarcolema.

En ninguno de los trabajos de Fabiato se expone la necesidad de un

nivel determinado de Ca para estimular la liberación de Ca por parte del

RS. El estimulo para esta liberación no consistiría en la producción de

un determinado nivel de Ca libre citoplasmático sino que dependeria del

cambio en su concentración durante un tiempo dado (Fabiato, 1983). Asi,
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Figura 1: Participación del retículo sarcoplásmíco en el proceso contráctil

según el modelo de Ca induce liberación de Ca.
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el mismocambio en la concentración de Ca libre puede o bien cargar de

Ca al RS si fue aplicado lentamente (5 s) o inducir a la liberación de

Ca si lo fue rápidamente (0,2 s). De estos estudios los autores

infieren que la simple entrada de Ca transarcolemal no podria activar a

los miofilamentos sin estimular previamente la liberación de Ca por el

RS (Fabiato, 1981a: Fabiato, 1985).

El modelo extremo opuesto propuesto por Langer (1971), sugiere que

la cantidad de Caque ingresa a la célula en cada latido seria suficien­

te para activar a los miofilamentos y no se requeriría Ca adicional

liberado por el RS (Figura 2). Este Ca provendria del medio extracelular

libre y de la misma membrana plasmática, mas especificamente, del

complejo glicocálix-sarcolema (Langer, 1982). Comoya se expusiera, este

complejo es capaz de unir Ca con alta afinidad. La cantidad de Ca unida

a estos sitios está afectada por un gran númerode factores, entre otros

la concentración de Na, ión que compite con el Ca por los sitios de

unión sobre este complejo. Apartir de estos sitios el Ca seria liberado

hacia los miofilamentos. Una parte de este Ca puede volverse a unir a

los sitios superficiales durante la relajación y parte ser captado por

el RS. Según este modelo, la fracción de Ca que recicla hacia los

miofilamentos desde las organelas intracelulares es considerada

despreciable en el músculocardiaco, lo cual está indicado en la Figura

2 por la flecha unidireccional entre los miofilamentos y el RS o las

mitocondrias. El mantenimiento del estado estacionario implica que el Ca

almacenadointracelularmente debe retornar al intersticio, probablemente

por medio de una ruta especifica (Langer, 1974; Langer, Rich y Orner,

1990).

La tendencia actual parecería aceptar como modelo de la cupla



No‘i/
4

lNTERSTICIO

CO’24——>C02‘

f .
N09 292

No?x í _____J L___
Co

SARCOLEMA T/\
+ + 1 *TUBULOT Co? No? Co2

Figura 2: Representación esquemática, según Langer (1977), de un modelo de ios

movimientos de Ca en ei miocardio de mamífero. La representación de Na.—Na.a

traves dei sarcoiema indica 1a importancia de 1a distribución de] Na tisular

para determinar e] intercambio de Ca.
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excitación-contracción-relajación en músculocardiaco, una combinación

de ambos modelos tal que: 1. el Ca entraría durante el potencial de

acción a través de los canales de Ca y posiblemente el intercambiador

NaxCa;2. esta entrada de Ca estimularia la liberación de Ca adicional

por el RS: 3. la combinación del Ca liberado por el RS y el que entra

desde el extracelular activaria a los miofilamentos; 4. la relajación se

produciría por secuestro de Ca por la bombade Ca del RS y por transpor­

te directo de Ca hacia el extracelular a través de la bomba de Ca

asociada a sarcolema y por el intercambiador NaxCa. La participación
relativa de una u otra fuente de Ca en la activación de la contracción

miocárdica seria distinta dependiendo de la especie de que se trate

(Bers, 1985; Langer, 1987; Rich, Langer y Klassen, 1988; Shattock y

Bers, 1989).

Aún aceptando este esquema comoválido quedan varios aspectos por

resolver, entre los que podemoscitar:

- Si el influjo de Capara la contracción tiene

o no un componente asociado al intercambiador NaxCa.

- Cuáles son las modificaciones que se producen

en las participaciones relativas de las distintas fuentes comoel Rs y
el complejo qlicocálix-sarcolema en contracciones asociadas a fenómenos

frecuencia dependientes comolas extrasistolias y las postextrasisto­
lias.

- Cuál es el gasto energético que se produce

por movimientos iónicos en la contracción cardiaca en comparación al

asociado a la hidrólisis de ATPpor los miofilamentos.

El trabajo que se describe en esta tesis pretende abordar en parte
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a estas preguntas y/o establecer un método de análisis que permita

continuar investigándolas.

El establecimiento de un modelo cada vez más completo del proceso

excitación-contracción-relajación no sólo tiene importancia por el mismo

conocimiento fisiológico del sistema, sino también por las aplicaciones

farmacológicas y terapéuticas que puedan derivar de este conocimiento.

Debe recordarse que estamos hablando del funcionamiento de un tejido

vital para el ser humanoy cuyas patologías representan una de las más

grandes preocupaciones de la medicina actual.
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B. ENERGÉTICA CARDIACA

1. Geneqalidages

El tejido muscular posee componentes subcelulares que están

especificamente organizados para convertir grandes cantidades de energia

quimica en trabajo y calor. Nocaben 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 como hidratos de

carbono, ácidos grasos y lactato es la encargada de mantener, en estado

estacionario, los niveles de estos compuestos con enlaces fosfato de

alta energia. Debido a que el músculo cardiaco debe desarrollar una

actividad ininterrumpida, la energia quimicautilizada 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 consumidosdebe realizarse rápidamente y en gran medida

durante la misma contracción. Es decir, en el corazón existe una

superposición temporal entre el consumoy 1a restauración de los niveles

de energia quimica. Esta es una caracteristica diferencial respecto del

comportamiento observado en músculo esquelético en el cual es posible

demostrar una clara separación temporal entre los eventos ligados a la

utilización y aquéllos 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; Chapmany Gibbs, 1974).

El comportamiento del músculo cardiaco comotransductor de energia

puede ser analizado experimentalmente por medio de: a) Mediciones

mecánicas (fuerza o tensión desarrollada, velocidades de contracción y



de relajación, velocidad de acortamiento, etc.) (Brady, 1964:

Brutsaert, 1979; Roos y Brady, 1982); b) Mediciones químicas (consumo de

moléculas con enlace fosfato de alta energia como ATP y Creatina

fosfato, consumo de glucosa, producción de ácido láctico, consumo de

oxigeno) (Rich y Brady, 1974: Ponce-Hornos y Langer, 1982: Dominguez­

Mon, Ponce-Hornos, Gómez, Cannata y Taquini, 1984): c) Mediciones

biofisicas (seguimiento fluorométrico de cambios redox, R.M.N. de

compuestosde fosfato, cinética de intercambio iónico, métodosmiotérmi­

cos) (Mulieri, Luhr, Trefry y Alpert, 1977; Gibbs y Chapman, 1979a;

Chapman, Gibbs y Loiselle, 1982; Ponce-Hornos, Bonazzola y Taquini,

1987; Kushmerick, 1897). Cualquiera sea el método utilizado es esencial

que las conclusiones obtenidas a partir de mediciones químicas y/o

mecánicas sean compatibles con aquéllas obtenidas a partir de mediciones
termodinámicas.

Estrictamente, el músculo cardiaco es un sistema termodinámico

abierto ya que intercambia tanto energia (en forma de calor y trabajo)

comomateria con sus alrededores. Una preparación muscular aislada y

perfundida, responde El la estimulación eléctrica con una respuesta

contráctil que involucra el desarrollo de fuerza, la posible realización

de trabajo mecánico externo y la generación de calor por las reacciones

químicas que acompañanal evento mecánico. Este intercambio inicial de

energia es seguido por procesos metabólicos de recuperación que

involucran el consumo de oxigeno con generación de dióxido de carbono

acompañados de generación de calor. En consecuencia, durante los

procesos de recuperación el músculo intercambia materia y energia (en

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

que acompañanal intercambio de gases respiratorios son despreciables,
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tanto respecto de aquéllos provenientes de las reacciones químicas que

se producen durante el evento mecánico como de los asociados con el

metabolismo de recuperación, el músculo puede ser tratado como sistema

termodinámico cerrado (Gibbs y Chapman, 1979a). Además, todas las

reacciones químicas tienen lugar en solución (fases condensadas) por lo

cual se puede considerar que el sistema se encuentra en condiciones de

presión y volumen constante y en consecuencia las diferencias entre

energia interna y entalpia pueden, en la práctica, ser obviadas (Wilkie,

1960). Finalmente, gradientes de temperatura ocurren naturalmente en el

músculo, como sucede en cualquier sistema que produce calor, pero el

calor producido en el músculo es casi inmediatamente perdido hacia el

medio y por lo tanto la temperatura en el mismo, a los fines prácticos,

permanece constante (Wilkie, 1960; Gibbs y Chapman, 1979a). En conse­

cuencia, una preparación muscular aislada puede ser tratada como un

sistema termodinámico cerrado a presión y volumenconstante en donde los

términos energia interna y entalpia serian, dentro del error experimen­
tal, intercambiables.

2. Antecedentes históricos de los estudios miotérmiggs

El uso de las técnicas miotérmicas data de más de un siglo atrás.

Fue en 1848 que HermannHelmholtz usando tres termocuplas en serie con

un galvanómetro publicó los primeros experimentos relacionados con la

producción de calor en músculo esquelético (Helmholtz, 1848). Luego de

esta publicación inicial, transcurrieron quince años hasta que en 1860

Adolf Fick retoma estos experimentos. Pero no fue hasta 1909 en que A.V.

Hill comienza un estudio sistemático e integrado de la termodinámica de
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la contracción muscularesquelética. Este autor inicia sus investigacio­

nes utilizando unas termopilas (gran número de termocuplas en serie)

diseñadas por Blinx y que el mismoHill mejoraria progresivamente tanto

en rapidez de respuesta como en sensibilidad. Esta metodologia, con

diferentes variantes continúa siendo aplicada en nuestros dias en el

estudio energético del músculoesquelético. (Hill, 1965).

A pesar del éxito que la aplicación de 1a metodologia miotérmica

desarrollada por A.V. Hill tuvo en el estudio energético del músculo

esquelético, los inconvenientes relacionados con la aplicación de la

misma al músculo cardiaco fueron tales que hasta 1961 no se encuentra

literatura miotérmica referida a esta preparación (Neill, Wagner,

Messner, Krasnowy Gorlin, 1961). Posteriormente, en 1965, Ricchiuti y

Gibbs consiguen aplicar por primera vez el método de las termopilas

desarrollado por A.V. Hill en el músculo cardiaco, más especificamente

al músculopapilar de ventrículo derecho de corazón de conejo (Ricchiuti

y Gibbs, 1965; Mommaertsy Ricchiuti, 1967). Si bien con estas termopi­

las podian realizarse estudios miotérmicos simultáneos con estudios

mecánicos, el pequeño tamaño de la preparación que debia utilizarse

impidió que se realizaran estudios iónico-cinéticos y/o metabólicos en

forma simultánea. De hecho estos estudios fueron realizados por muchos

años por otros grupos de investigadores haciendo más dificultosa la

correlación entre resultados. Mientras que las termopilas desarrolladas

por Gibbs y col. fueron mejoradas tanto en velocidad de respuesta como

en sensibilidad por el grupo de N.R. Alpert (Mulieri, Luhr, Trefry y

Alpert, 1977), las metodologías que intentaron el uso de preparaciones

musculares más grandes, para poder realizar estudios metabólicos e

iónico-cinéticos simultáneos, fueron en general de baja sensibilidad y



34.

lenta respuesta. Posteriormente, se desarrolló un métodocalorimétrico

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 metabólicos
(Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer, 1982). Este último método se ha

aplicado en esta tesis para el estudio mecánico-energético del músculo

cardiaco (ver Métodos).

3. Métodos migtérmiggs

Hasta el presente, en el estudio energético del tejido muscular
cardiaco se han utilizado fundamentalmentetres métodos miotérmicos: a.

Métodode las diferencias de temperatura arterio-venosa: b. Método de

las termopilas y c. Métodomicrocalorimétrico para tejidos perfundidos.

Acontinuación se describirá brevemente cada uno de ellos y se expondrán

las ventajas, desventajas y aplicabilidad de los mismos.

a. Métodode las diferencias de temperatura arterio-venosa.

Este métodoutiliza la medición del flujo coronario y el gradiente

térmico (AT) entre los fluidos arteriales y venosos (Neill, Wagner,

Messner, Krasnow y Gorlin, 1961; McDonald,1971: Coulson y Rusy, 1973;

Theisohn, Friedrich, Justus, Guttler y Klaus, 1977). El método se basa

en que el calor producido por el músculo cardiaco es proporcional a la

diferencia de temperatura arteria-venosa (evaluada con termistores o

termocuplas), tal que:

Q = A T*J__v*c

Donde: Q = flujo calórico



¿ST= diferencia de temperatura arteria-venosa

Jr, = flujo arterio-venoso
c = calor especifico de la solución de perfusión

Debido a que este métodorequiere una cantidad finita de flujo para

obtener una medición, el calor producido en condiciones isquémicas

(ausencia de flujo) no puede ser determinado. Por otra parte, en general

esta metodologia es de respuesta relativamente lenta con constantes de

tiempo superiores a los 2,7 minutos y de sensibilidad relativamente

baja. La ventaja másnotable es que al utilizar preparaciones musculares

relativamente grandes (en general corazón entero) permite realizar

estudios metabólicos simultáneos con métodos bioquímicos como por

ejemplomediciónde flujo glucolitico, producción de ácido láctico, etc.

Además,debido a que la perfusión se realiza por via fisiológica se

evitan los problemas asociados con una limitada difusión de oxigeno

hacia el tejido. Finalmente, en algunos casos las mediciones miotérmicas

han podido realizarse simultáneamente con mediciones de consumo de

oxigeno (por el método polarográfico) con lo que se han podido obtener

indices del equivalente calórico del consumo de oxigeno en músculo

cardiaco (Rusy y Coulson, 1973; Theison, Friedrich, Justus, Gluter y

Klaus, 1977).

b. Método de las termopilas

Este métodotermoeléctrico fue desarrollado y aplicado extensamente

por A.V. Hill en el estudio energético del músculo esquelético (Hill,

1965). Hacia 1965, Ricchiuti y Gibbs consiguen desarrollar un sistema

(posteriormente mejorado por Mulieri y colaboradores, 1977) de termopi­

las que permiten medir producción de calor en preparaciones musculares

cardiacas con caracteristicas especiales (Ricchiuti y Gibbs, 1965;
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Gibbs, Mommaertsy Ricchiuti, 1967). La preparación muscular a utilizar

debe ser suficientemente delgada para permitir 1a adecuada difusión de

oxigeno en el tejido y su forma debe ser tal que permita que la mayor

parte de su superficie este en contacto con las uniones termosensibles

(termocuplas ubicadas a lo largo del músculo y conectadas en serie). La

preparación muscular más utilizada que cumpleestas condiciones ha sido

el músculo papilar de ventrículo derecho de corazón de conejo o el

papilar de ventrículo izquierdo de corazón de rata. El calor producido

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

temperatura, registrada por las termopilas, 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 (constantes de tiempo del orden de 10 segundos) y consi­

guiente inestabilidad de la linea de base y, por otro lado, con los

inconvenientes derivados del pequeño tamaño de las preparaciones

utilizadas (masa promedio 5 mg) como, por ejemplo, el error asociado a

la cantidad de solución adherida a la preparación que puede inducir una
incertidumbre en la masatisular a utilizar en los cálculos de hasta un

30%. A esto debe agregarse que el pequeño tamaño de la preparación hace

extremadamentedificil realizar mediciones simultáneas de parámetros
metabólicos <3estudios de cinética iónica como en el método antes

mencionado. Las ventajas más relevantes de esta metodologia son su alta

sensibilidad y rápida respuesta, caracteristicas considerablemente
superiores al método basado en diferencias de temperatura arterio­
venosa .
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c. Métodomicrocalorimétrico para tejidos perfundidos

Una alternativa al métodode las termopilas rápidas descripto en

b., particularmente por su sensibilidad y capacidad de evaluar simultá­

neamente parámetros mecánicos, bioquímicos e iónico-cinéticos, es un

métododesarrollado 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 127 unidades termosensibles cada uno, conectadas

en serie y ubicadas entre la cámara interna, en contacto con el músculo,

y la pared externa del sistema, en contacto con el baño. Este método, al

igual que aquél basado en la medición de diferencias de temperatura

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

preparaciones miocárdicas de tamaños diversos, perfundidas por via

fisiológica, lo cual resuelve el inconveniente del espesor tisular como

factor limitante de la difusión de oxigeno hacia el tejido. En cuanto a

velocidad de respuesta, es mayor (constante de tiempo de 0,5 min) que la

del métodobasado en la medición de diferencias de temperatura arterio­

venosas (constante de tiempo de 2,7 min) pero menor que la del método de

termopilas descripto en b. Su sensibilidad es comparablecon este último

y, además, permite la evaluación continua de actividad contráctil,

parámetros metabólicos (mediante métodos bioquímicos), flujos iónicos,

simultáneamente con las mediciones de producción de calor (Dominguez­

Mon, Ponce-Hornos, Gómez, Cannata y Taquini, 1984; Ponce-Hornos,

Bonazzola y Taquini, 1987). Por otra parte, comoestas mediciones son

técnicamente independientes de la existencia de perfusión, el métodoes
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utilizable en condiciones isquémicas (ausencia de perfusión). Cabe

destacar que por su versatilidad, capacidad de respuesta y sensibilidad

este métodoes el que se ha utilizado en la presente tesis, encontrándo­

se detallado en la sección Materiales y Métodos.

4. Comonentes e ét'c e úscu o ar ac

Una forma de analizar el comportamiento energético del corazón es

dividir el calor generado por el músculo en una fracción relacionada

fundamentalmente con el estado de reposo mecánico (denominada calor

basal) y otra que está asociada con la actividad mecánica (calor

activo). La evaluación de ambos componentes se realiza estudiando

calorimétricamente al músculo en actividad y en estado de reposo, tal

que la diferencia entre la producción de calor total y aquélla que se

obtiene durante el reposo es el calor activo.

a. Metabolismo basal

Aúncuando no se lo estimule, el músculo aislado debe conservar la

integridad de su composición intracelular en contra de gradientes

eléctricos y quimicos. La producción de calor asociada a este metabolis­

mobasal o de mantenimiento es una medida de la utilización y recupera­

ción de la energia involucrada en el mantenimiento de la homeostasis

celular. Si bien hasta el presente no se han podido establecer las bases

fisiológicas de este calor de reposo, se ha postulado al transporte

activo de Na y K como uno de los responsables del consumo basal de ATP

en estas condiciones. De1a aplicación de técnicas miotérmicas conjunta­
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mente con métodos radioisotópicos se ha estimado que el transporte

activo de Na )r K participaria con aproximadamente 10-25% del calor

producido durante el reposo mecánico (Gibbs y Chapman, 1979b; Gibbs,

1983; Ponce-Hornos, Bonazzola y Taquini, 1987). La reducción en el

consumode oxigeno cuando se reduce la concentración de Na extracelular

(Lochner y Dudziak, 1965), la disminución de la producción de calor en

reposo con simultánea reducción en el influjo de K sin alteración de la

salida del mismocuando disminuye la concentración de Na en el medio de

perfusión (Ponce-Hornos, Bonazzola y Taquini, 1987) y la elevación del

consumo de oxigeno o de la ¡moducción de calor asociada al reposo

mecánico por aumento en la concentración extracelular de K (Loiselle,

1987; Ponce-Hornos, Márquez y Bonazzola, 1992) son consistentes con la

postulada contribución del transporte activo de Na y K al metabolismo

basal en el músculo cardiaco. Por otro lado, existen evidencias que

sugieren que hasta el 30%de los valores medidos de producción de calor

en reposo estarian relacionados con el costo energético del recambio de

proteinas (Gibbs y Chapman,1979b: Schreiber, Evans, Oratz y Rothchild,

1986).

El músculo cardiaco posee un metabolismo basal particularmente

elevado cuando se lo compara con el músculo esquelético. Dependiendo 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 presente no se ha podido explicar esta diferencia y se ha especulado

que un componentesignificativo del mismopodria reflejar una respuesta

mitocondrial al continuo influjo pasivo de H * hacia su matriz. La

evidencia es fundamentalmentecircunstancial y se relacionaria con la
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diferencia en el contenido mitocondrial en ambos tipos musculares

(músculo esquelético y cardiaco). Por otra parte, las diferencias

observadas en el calor de reposo entre distintas especies se correlacio­
na con el volumenmitocondrial de sus corazones (Loiselle, 1987).

En resumen, si bien hasta el presente existen evidencias experimen­

tales que sugieren la contribución de distintos procesos al metabolismo

basal del músculocardiaco, el total esclarecimiento de su origen es aún

materia de especulación.

b. Metabolismo activo

Comoya se puntualizara, el músculo cardiaco aislado y perfundido

responde a la estimulación eléctrica con una respuesta que, como

consecuencia de la interacción entre las proteinas contráctiles, se

manifiesta comodesarrollo de fuerza. Cuando_sepermite que el músculo

se acorte contra una carga, el desarrollo de fuerza hace posible la

realización de trabajo mecánicoexterno. Hasido establecido, desde los

clásicos experimentos de Fenn (Fenn, 1923 y 1924) posteriormente

confirmados por Hill (Hill, 1938) en músculo esquelético, que la energia

total liberada en una contracción (en forma de calor y/o trabajo) no es

constante y depende de la carga contra la cual el músculo realiza

trabajo externo. Asimismo, en el músculo cardiaco se ha observado una

dependencia de la energia total liberada con la carga contra la cual el

músculo realiza trabajo (contracciones isotónicas) (Gibbs y Chapman,

1979a) pero, a diferencia del músculo esquelético en el que la energia

total liberada es mayor cuando el músculo se acorta contra una carga

(realiza trabajo externo), en el músculo cardiaco la mismaes máximaen

condiciones en las que el músculo desarrolla fuerza pero no realiza
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trabajo externo (contracciones isométricas). En este último caso, la

energia total durante el evento contráctil es liberada en formade calor

(Gibbs y Chapman, l979b: Gibbs, 1987).

b.1-Componentesdel calor activo: estudios clásicos.

La liberación de calor que acompañaa1 ciclo contracción-relaja­

ción, al que se ha llamado calor activo, es la manifestación térmica de

los cambios quimicos que ocurren durante el evento contráctil. Estos

cambiosinvolucran tanto la utilización comola recuperación (principal­

mente aeróbica) de la energia contenida en enlaces quimicos. La

separación de los componentesenergéticos relacionados con el proceso de

excitación-contracción-relajación en el músculocardiaco puederealizar­

se según la actividad de los varios componentesenzimáticos involucrados

en el ciclo cardiaco. Con este criterio, el proceso de excitación­

contracción-relajación puede ser dividido en un componentecontráctil y

un componenteno contráctil. El primero de ellos, está relacionado con

la utilización de energia quimica (en forma de ATP) a nivel de las

proteinas contráctiles a través de las ATPasasde los miofilamentos. El

componente no contráctil está asociado con la despolarización y

activación de la fibra. Entre estos procesos se cuentan 1a liberación de

calcio dentro del sarcoplasma, su movimientodesde y hacia los sitios de

unión miofibrilares y su retorno a los sitios de almacenamientopor los

sistemas de 'transporte dependientes de ATP (bombas de Ca tanto de

sarcolema comode reticulo sarcoplásmico) conjuntamente con la recupera­

ción del gradiente electroquimico para Na y K llevada a cabo por la Na-K

ATPasa asociada a sarcolema (Chapman, Gibbs y Gibson, 1970). La energia

quimica utilizada por ambos componentes energéticos es recuperada
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aeróbicamente durante la misma contracción. Para 1a evaluación del

componenteno contráctil, cuya manifestación térmica es el denominado

calor de activación o calor independiente de tensión, debe eliminarse (o

a1 menosminimizarse) del proceso de excitación-contracción-relajación

toda interacción entre miofilamentos. En el músculoesquelético esto se

ha logrado por estiramiento de las fibras (Rall, 1979). En el músculo

cardiaco este procedimiento no puede emplearse, y la disminución de la

interacción actina-miosina se ha intentado, en músculos papilares,

disminuyendola tensión de reposo hasta que no se registre desarrollo de

fuerza. Unmétodoalternativo ha sido la utilización de medios hipertó­

nicos en los que la interacción entre miofilamentos es minima (Gibbs y

Vaugham, 1968; Alpert y Mulieri, 1982; Gibbs, Loiselle y Wendt, 1988).

En concentraciones de calcio fisiológicas los valores obtenidos por

ambos métodos varian, según 1a especie bajo estudio, entre 1,6 y 2.6

mJ.g“ de tejido húmedo (Loiselle y Gibbs, 1979; Loiselle, 1987). Su

magnitud es afectada por cambios en la concentración extracelular de

calcio y por agentes que alteran la contractilidad (Gibbs y Vaugham,

1968: Gibbs, 1982). Un problema que se planteó sobre el primer método

citado fue que la entrada de Ca era dependiente del estiramiento al cual

se somete al tejido (Allen y Kurihara, 1982), y por lo tanto el calor de

activación obtenido deberia ser menoral correspondiente a una contrac­

ción en longitud óptima. Para evitarlo se desarrolló el métodode "quick

release" (Gibbs, Loisselle y Wendt, 1988) el cual permite el acortamien­

to de la longitud del tejido durante la iniciación de la contracción de

modoque no exista generación medible de fuerza pero partiendo de la

longitud óptima durante 1a estimulación eléctrica. Por este último

método se obtuvieron valores más altos para el calor independiente de
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tensión que en la técnica del preacortamiento (respectivamente 3.46 vs.

2.06rnJ.gr“ de tej.húmedo (Gibbs, Loisselle y Wendt; 1988.)

Enresumen, actualmente existen numerosasevidencias experimentales

que permiten sugerir la contribución de distintos procesos al metabolis­

mo activo del músculo cardiaco. Sin embargo hasta el presente no fue

posible la medición independiente de los calores de activación y

dependiente de miofilamentos sin realizar una intervención que saque al

tejido muscular de sus condiciones fisiológicas, lo cual permite dudar

acerca de las magnitudes obtenidas. Conrespecto a esto último basta con

dar un repaso a la amplia gamade valores que existen en la literatura

acerca del calor de activación, para cerciorarse que aún no es posible

establecer una magnitud comodefinitiva.

b.2 - Separación de componentesdel calor activo por medio del estudio

cinético de la respuesta calorimétrica a una contracción muscular
cardiaca.

Utilizando unas termopilas similares a las desarrolladas por

Ricchiutti y Gibbs (Ricchiutti y Gibbs, 1965) pero de respuesta más

rápida, Alpert y Mulieri obtuvieron registros de producción de calor

como los que se muestran en la Fig 3, para un músculo contrayéndose a

una frecuencia constante (Alpert y Mulieri, 1982). Los autores asumieron

que el pico de 1a generación de calor de un latido marcaba la finaliza­

ción del calor inicial, que estaria asociado al gasto de energia durante

el ciclo contráctil, y el inicio de la recuperación (Alpert y Mulieri,

1982). La cuantificación de cada uno de los componentes asociados a un

latido cardiaco en condiciones de estimulación estacionaria, ha sido

abordada por los autores mediante la aplicación del método de Bugnard
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Figura 3: Análisis por e] nétodo de Bugnard de ios componentes energéticos

asociados a un latido en estado estacionario (esquemas realizados a partir de

trazados originaies de Aipert y Muiieri, Circ Res 50(4):491, 1982). A 1a

izquierda se muestra e] registro de un tren de iatidos en estado estacionario.

AT: area proporciona] a1 caior tota] 1iberado en un latido. A 1a derecha está

representada ia oscilación en ei registro producida por un latido. Están

indicadas ias aituras GRy 0L, a partir de ias cuaies estos autores caicuian las

magnitudes de ios dos componentes de] caior inicia].
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(Bugnard, 1934). En este método, esquematizado en la Figura 3b, se asume

arbitrariamente comotiempo cero de un componentede producción de calor

al máximode la evolución del componente previo, lo que implica que no

existiría contribución de un dado componentesobre el anterior pero si

de los componentesprevios sobre los posteriores.

Los autores dividieron el calor inicial en una fase rápida y una

más lenta posterior. Tanto el primero como el segundo componente son

calculados en 'términos de calor liberado, a partir de las alturas

indicadas en la Figura 3 (OR y 6L) como el área bajo la curva de

enfriamiento del aparato sensor utilizado por estos autores. El tercer

componentede producción de calor, que estos autores atribuyen al calor

de recuperación (RH), se obtiene por diferencia entre AT (calor total

por latido) y 1a suma de los dos primeros. Resumiendo, puede verse que

estos investigadores postularon comoexplicación de sus trazados dos

componentesiniciales asociados al proceso contráctil, y un tercero más

tardío y obtenido por diferencia que fue relacionado con la recuperación

energética. Con respecto al último de los componentes, este modelo

implica una separación temporal entre el gasto y la recuperación de la

energia, lo que se contradice con lo hallado previamente por otros

autores y mostraria para el músculo cardiaco un funcionamiento más

similar al músculo esquelético de lo que se pensaba. En otro trabajo

(Mulieri y Alpert, 1982) también se mostró la existencia de dos

componentesen el calor independiente de la fuerza a partir de experi­

mentos realizados en músculos esquelético y cardiaco en medios hiperos­

móticos para disminuir la interacción actomiosinica. El primero de estos

componentes fue asociado a la unión de Ca a la troponina C mientras que

el segundo seria el pegado y captación de este ión por la bombade Ca
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del RS.

Por lo descripto hasta aqui aún no ha sido posible identificar una

fracción de calor independiente de la fuerza sin involucrar en 1a

experiencia algún elemento no fisiológico comopuede ser el preacorta­

miento del tejido o el sometimiento de este a soluciones hiperosmolares.

De hecho, cualquiera de estas manipulaciones experimentales puede

potencialmente afectar a los procesos responsables de la liberación de

calor independiente de la fuerza que es justamente lo que se desea

medir. Por otro lado las interpretaciones cinéticas realizadas imponen

condiciones de evolución temporal que no necesariamente son ciertas. De

hecho es de esperar al menos un cierto grado de solapamiento temporal

entre, por ejemplo, la recaptación de Cay la interacción actina-miosina

durante la relajación.



Objetivos
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La finalidad última de este trabajo de tesis es contribuir al
establecimiento de un modelo de excitación-contracción-relajación más

completo y perfeccionado que el existente, haciendo hincapié en los sis­

temas que intervienen en la regulación del Ca durante una contracción

miocárdica. Para esto y tomando comoherramienta a la energética, fue

objetivo de esta tesis diferenciar y cuantificar los procesos energéti­
cos durante un ciclo contráctil, tanto en condiciones de estimulación a

frecuencia constante como en latidos aislados (luego de un largo

reposo). Comoya ha sido mencionado antes, si bien varios autores se

entregaron a la tarea de dividir a la contracción en procesos energéti­

cos diferenciables (Ponce Hornos, 1990), el avance ha sido lento y

limitado. Los trabajos que involucraron la determinación simultánea de

un mayor número de componentes los realizaron Alpert y Mulieri (1982),

que reconocieron cinéticamente 2 componentes más un tercero calculado

comola diferencia entre el calor total por latido y los dos cinética­
mente reconocibles.

En la presente tesis se aplicó un sistema de ecuaciones para

difusión de calor, estudiando la generación de calor de una contracción

con mayor resolución que la descrita en la literatura hasta el momento.

Los estudios fueron realizados en ventrículo de rata. Esta prepara­

ción fue escogida por tener un reticulo sacoplásmico muydesarrollado
por lo que el Ca que interviene en la contracción provendria en mayor

grado de esta organela comparativamente con el medioextracelular (Rich,

Langer y Klassen, 1988).

A fin de poder identificar los componentes energéticos que se

describen en este trabajo con los diferentes procesos en los que
interviene el Ca durante la contracción, se practicaron dos formas de
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intervenir sobre estos procesos. Por un lado se modificaron las

concentraciones de Ca extracelular, y se estudió la respuesta mecánica

y de los diferentes componentesenergéticos a este ión. En segundo lugar

se eligió como herramienta experimental perturbar al sistema músculo

cardiaco sumininistrándole una sobrecarga de Ca (desde el medio

extracelular y en cada contracción) por medio del agregado de un pulso

extra de estimulación. Este pulso extra se aplica con un breve retardo

(suficiente para superar el periodo refractario y lo más cercano a la

tensión pico) con respecto al pulso correspondiente de la frecuencia

utilizada (0.16 H2). Este estimulo extra induce una nueva despolariza­
ción de la membrana celular con una concomitante entrada de Ca. Las

consecuencias esperadas de esta perturbación serian cambios tanto

mecánicos como energéticos, ya que el músculo deberá poner en juego

sistemas de control para el Ca extra que ingresa a la célula durante el

segundo estimulo. Por otro lado, esta última intervención permite

también estudiar los efectos mecánico-energéticos producidos sobre la

post-extrasistolia (contracción que sigue a continuación de la estimula­

ción doble). Además,el estudio de estas contracciones provocadas por

estimulaciones dobles o twins (Tw)permite obtener información acerca de

los eventos mecánico-energéticos que ocurren durante situaciones

patológicas comolas contracciones extrasistólicas.



Materiales y Metodos
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1. Preparación biológica

Se utilizaron ratas hembras de la cepa wistar (200-300 g) que

fueron heparinizadas (1500 Unidades FEU.kg“) y sacrificadas con una

sobredosis de pentobarbital (100mg.kg“) administrada por vía intraperi­

toneal. El corazón fue rápidamente retirado del animal por toracotomía

y sumergido en solución de Krebs (0.5 mMde Ca) a temperatura ambiente.

Luego el músculo fue inmediatamente canulado vía aorta y perfundido en

forma retrógrada por el métodode Langendorff. Para evitar el automatis­

mo y tener absoluto control de la frecuencia de contracción, se

retiraron cuidadosamente las aurículas y cuando fue necesario se

practicó una pequeña incisión sobre la base del septum, con lo que a 25

°C el músculo permanecía en reposo a menos que fuera estimulado. En

todos los casos el tiempo transcurrido desde la toracotomía hasta el

comienzo de la perfusión fue inferior a los tres minutos. Desde el

momentode la canulación el músculo es introducido dentro de un soporte

de Kel-F en forma de anillo, construido especialmente para adaptarse a

la cámara interna del calorímetro. Seguidamente se introdujo en el

ventrículo izquierdo un globo de látex de volumenregulable, conectado

a través de una cánula a un transductor de presión Statham, cerrando

dicho ventrículo por medio de una sutura.

Luegode concluida esta operación, el músculo incluido en el soporte fue

introducido en un calorímetro comoel que se muestra en la Figura 4 y se
le conectaron los electrodos de estimulación. La frecuencia de estimula­

ción se controló mediante un estimulador Grass SD 9.

Los músculos fueron perfundidos dentro del sistema calorimétrico a
5.0 ml.min“ con una solución de Krebs a 25°C.
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Al finalizar cada experimento el tejido fue removidodel calorime­

tro, escurrido durante 15 s sobre un papel de filtro Wathman50, pesado

en un recipiente previamente tarado y secado a 110 °C hasta peso

constante a fin de obtener el porcentaje de agua tisular (81.9 i 0.5 %,

n=21). En todos los casos en que los resultados correspondan a experi­

mentos realizados en músculos, n corresponde a númerr> de músculos

(excepto en los ajustes, donde corresponde a número de puntos)

2. ¿ediciones miotérmicas y mecánicas simultáneas

Las mediciones miotérmicas se realizaron utilizando el sistema

calorimétrico mostrado en la Figura 4. Si bien los detalles de la

construcción y métodosde calibración del sistema calorimétrico han sido

publicados "in extenso", estos se presentarán a continuación en forma

resumida (Ponce-Hornos,Ricchiuti,Langer,1982;Dominguez-Mon,Ponce-Hornos,

Gómez,Cannata,Taquini,1984:Ponce-Hornos,Bonazzola,Taquini,1987).

El calorimetro que se muestra en la Figura 4 está confeccionado en

cobre. Ha sido muy mejorado con respecto al original (Ponce-Hornos,

Ricchiuti y Langer, 1982) en sensibilidad y velocidad de respuesta.

Utiliza actualmente dos juegos de unidades termosensibles (Cambion­

Cambridge Thermoionic) cada una con 127 unidades conectadas en serie y

ubicadas entre 1a cámara interna y la gran masa de cobre. El calorimetro

se sumerge en un baño termostatizado que es controlado por un baño de

agua (frio-calor) que regula en ¿0.003 °C, y en el cual se mantiene en

equilibrio térmico 1a solución de perfusión. El músculo, perfundido con

1a solución térmicamente equilibrada y montado en el soporte de Kel-F,

se coloca en la cámara interna del calorimetro. La producción de calor

se evalúa entonces por la diferencia de temperatura entre las paredes
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al amplificador
Entrada de la perfusión entrada del

al trasdgctor de estímulo
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Figura 4: Diagrama del cuerpo calorimétrico. E1 calorimetro una vez

cerrado se sumerge en un baño termostatizado que por simplicidad del

dibujo no se muestra en el diagrama.
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internas (en contacto con el músculo) y externas (en contacto con el

bañotermostatizado) del calorimetro. La señal de las unidades termosen­

sibles fue amplificada convenientementey registrada sobre un poligrafo

Grass 5D. El hecho de que las mediciones de flujo de calor entre el baño

y la cámara interna sean diferencias hace que la respuesta calorimé­

trica para una cantidad fija de calor, sea independiente de la tempera­

tura a la que se realizan las mediciones.

Cuando conocidas cantidades de calor son aplicadas a la cámara

interna del calorimetro, las unidades termosensibles responden en

proporción a la potencia aplicada. Si la adición de energía es manteni­

da, el flujo de calor alcanza un nuevo estado estacionario visualizado

como un "plateau" en el registro. En el rango de velocidades de

perfusión utilizadas para las distintas preparaciones, la respuesta

calorimétrica alcanzó un "plateau" dentro de los dos minutos con una
constante de velocidad de alrededor de 0.03 s“.

La calibración del calorimetro se llevó a cabo por dos métodos. Por

pasaje de una onda de 2.1 kHz a través del músculo por medio de los

electrodos de estimulación según el método descrito por Ponce-Hornos,

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

resistencia de valor conocido y calculando la potencia por la relación

IZR,donde I es la corriente y R la resistencia. Los valores obtenidos

por ambos métodos fueron coincidentes. Se utilizó rutinariamente el

primero de ellos porque permite realizar calibraciones en cualquier

momentodurante el experimento , aún teniendo al músculo bajo estimula­

ción (Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer, 1982).

La perfusión entra al calorimetro con una cantidad finita de

energía dada por el producto entre la presión de perfusión y el flujo.



Esta energia es disipada comocalor en la cámara interna del calorimetro

por lo que esta contribución debe substraerse a las mediciones calorimé­

tricas. La misma se evaluó a partir de la ecuación 1 (Ponce-Hornos,

Ricchiuti y Langer, 1982):

hpp=0.0022opp.v+o.oo9 (1)

donde:

Épp=potencia calculada dependiente de la presión y del flujo (mW)

PP= presión de perfusión (en mmde Hg)

V= flujo (ml.min“)

constantes: 0.0022 mw.min/mmHg.m1: 0.009 mw.

La presión de perfusión a la entrada del calorimetro (justo antes

de la cánula de perfusión) fue registrada durante todo el experimento

utilizando un transductor de presión Statham P23 Db cuya señal fue

recogida en uno de los cuatro canales del poligrafo Grass 5D. El flujo

se mantuvo constante a lo largo de cada experimento mediante una bomba

peristáltica Gilson Minipuls 2.

La generación de presión en la cavidad ventricular se registró

también a través de un transductor de presión idéntico al utilizado para

la presión de perfusión, que fue conectado a uno de los canales del

poligrafo. E1cuarto canal se utilizó para derivar la señal recibida por
este transductor. Tanto las mediciones mecánicas como energéticas

presentadas en este trabajo fueron realizadas a un volumenintraventri­

cular óptimo para la generación de fuerza, el que fue determinado al

comienzo de cada experimento.
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La generación de calor asociada a cada contracción o calor activo

UVa) se evaluó comodiferencia entre la producción de calor durante la

estimulación una vez alcanzado el estado estacionario (Ét) y la

producción de calor en ausencia de estimulación (Ér), dividiendo por la

frecuencia (f) a la que el músculo fue estimulado:

(ñt-ñr) ña
= H'a (2)

f f

En resumen, este método permite un completo control de un importan­

te númerode parámetros comofrecuencia de estimulación, temperatura de

trabajo, composición del liquido de perfusión. Por otra parte, es

posible registrar continua y simultáneamente, presión de reposo (PR),

máximapresión desarrollada (P), velocidad máximade contracción (+P),

velocidad máxima de relajación (-P), presión de perfusión (PP),

producción de calor total (Ét), producción de calor asociada al reposo

mecánico (Ér) y producción de calor activo (Éa). Además de estos

parámetros mecánicos y energéticos se dividió al evento contráctil en

cuatro periodos (Figura 5): desde el inicio de la contracción hasta la

máximavelocidad de contracción (tcl), desde +P hasta que la presión
generada se hace máxima (tc2), desde este punto hasta la máxima

velocidad de relajación (trl), y finalmente desde -P hasta el fin de la

contracción (tr2). Apartir deltrazado de la presión es posible calcular

la integral presión tiempo (IPt). Se calcularon también las relaciones

+P/P y -P/P comoindices de las capacidades de contracción y relajación

del tejido. Por otra parte el sistema permite el análisis de latidos

individuales (registros llevados a cabo a alta sensibilidad y a alta
velocidad de registro).



Figura 5: Representación esquemática de un trazado de presión isovolumé­

trica a 1°,obtenida por inflado del balón de látex intraventricular

(parte superior) y su primera derivada (parte inferior), en donde se

indican los parámetros mecánicos evaluados. P: presión isovolumétrica;

+P: máximavelocidad de desarrollo de fuerza; -P: máximavelocidad de

relajación; tPP: tiempo a la presión pico, que incluye tC1 y tC,; tR:

tiempo de relajación, que abarca tR1 y tR,.
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Los registros de la producción de calor de latidos individuales y

los registros mecánicos para determinar tiempos de la contracción o la

IPt fueron realizados a una velocidad de papel de 25 mm.s“.

Los parámetros mecánicos promedio para contracciones obtenidas a

[Ca]=0.5 ¡M4y frecuencia de 0.16 Hz (n=20) fueron: P=2612 mN.mm*;

IPt=9.0i0.8 mN.s.mm*; +É=250i20 mN.mm*.s“; -É=97t6 mN.mm”.s“; +É/P=

9.8i0.3 s“; -É/P=3.810.1 s“. Para estos mismos experimentos se

obtuvieron los siguientes tiempos de contracción: tc1=0.10i0.01 s;
th=0.lli0.01 s; tr1=0.21i0.01 s; tr2=0.37t0.02 s. El H'a obtenido en

las mismas condiciones fue igual a 14i1 mJ.g“.

3. Soluciones

La solución que se utilizó para la perfusión en condición control

contenía (en mmol/l): NaCl 120; KCl 6.0: CaCl, 0.5; MgCla1.0; NaHCO,25;

NaHJKL0.5 y glucosa 6.0. Las soluciones fueron continuamente burbujea­

das con una mezcla gaseosa que contenía 95% de 02 y 5% de CO2(Ph 7.3 ­

7.4).
En los experimentos en los que se modificó la concentración de Ca

(0.3, 0.5, 1 y 2 mM)se mantuvieron constantes las concentraciones de

los otros compuestos y no se hicieron correcciones por cambios en 1a

osmolaridad. Para el análisis de los resultados, se calculó la actividad

de Ca correspondiente a cada una de las soluciones utilizando el

programa IONMIx(Vericat y Grigera, 1982; Humffray A, 1983). Para las
concentraciones de Ca mencionadaslas actividades resultantes fueron de

0.083, 0.13, 0.276 y 0.547 respectivamente
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4. Métodosestadísticos

Se utilizó el criterio de cuadrados minimostanto para los ajustes

de los puntos obtenidos a partir de los registros calorimétricos

temporales comopara las regresiones entre dos parámetros experimenta­

les. Para los ajustes no lineales se utilizó un programa basado en el

algoritmo de Marquardt (CRISP software). Las rachas surgidas de los

ajustes se estudiaron por medio de un test de signos (DocumentaGeigy,

1962) y las comparaciones entre ajustes obtenidos con diferente número

de componentes se hicieron con un test de Fisher (Documenta Geigy,

1962).

Para las comparaciones de tipo apareado se utilizó un test de "t"

para muestras apareadas. Para las comparaciones no apareadas entre

tratamientos se aplicó un test de Student en el caso de dos tratamien­

tos, y uno de Kruskal-Wallis seguido de uno de MannWhitney en casos de

másde dos tratamientos. En todos los casos se consideró significativo

el nivel de p<0.05. Todos los resultados se expresan en forma de

mediaierror estándar.

Los resultados calorimétricos se expresan por“ granK) de tejido

húmedosalvo que se indique lo contrario.

5. Protocolos experimentales

Una vez montado el músculo en la cámara calorimétrica se lo llevó

a la longitud óptima para la generación de presión. Luego se esperó un
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minimode una hora para iniciar el experimento, periodo que asegura la

reestabilización del sistema. Con el corazón en reposo mecánico se

determinó entonces el Hr y se inició la estimulación a 0.16 Hz.

Cuando tanto la producción de calor comolos parámetros mecánicos

llegaron a un estado estacionario (a la frecuencia de estimulación de

0.16 Hz) se obtuvieron trazados de generación de calor a alta sensibili­

dad (1 a 10 uw.mm“)de modo que fuera posible registrar la respuesta

calorimétrica a latidos individuales (los que de aqui en más se

identificarán como"latidos estacionarios"). Estos trazados se obtuvie­

ron para latidos estacionarios controles, "twins" o de estimulación

pareada (TW)y'posttwinsu(PTW) (estos últimos sólo en algunos experimen­

tos). Este protocolo se realizó en condiciones control (0.5 mMde Ca),

a diferentes concentraciones de Ca en la solución de perfusión y en

presencia de cafeína.

En los latidos de tipo Twse aplicó una separación de 200 ms entre

las dos estimulaciones, esto implica que el 2n estimulo cae muypróxima

al tiempo de máximageneración de presión por parte del músculo. Esto se

realizó con la intención de provocar una sobrecarga de Ca en el citosol

en un periodo en el cual los miofilamentos se encuentren al menos

parcialmente ocupados por este ión. Comose puede observar en la Figura

6 la entrada de Ca provocada por la 2° estimulación no aumentó P, aunque
si incrementó IPt.

Para la obtención de los trazados de generación de calor por

latidos estacionarios se corrió el papel del poligrafo a 25 mm.s“ lo

cual permite obtener una resolución de un punto cada 0.04 s (debido a

que la minima división del papel en la escala temporal es de 1 mm). Como

la producción de calor para un latido de este tipo está montadasobre la
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Ficura6:Registrodeldesarrollodepresión(enmN/mmz)deunlatido control(C)ydeunlatidoTWenunmusculoestimuladoa0.16Hz.En todoslosexperimentosenlosqueseestudiaronextrasistoliasel analisisserealizóen'formapareadaversuselcontrolprevioal estimuloextrasistólico.EneltrazadocorrespondienteaTWsepuede observarelaumentoIPtrespectodeC(representadoporlalinea punteada).Enlaparteinferiordelafigurasemuestralasecuenciade estimulos(ST)paraelcontrolyelTW.Laestimulaciónserealizócon unestimuladordeondacuadradayunvoltaje30%superioralumbral (generalmente3V).
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pendiente de caida del latido previo, se debió obtener el trazado del

curso del registro calorimétrico de un latido cuando la estimulación es

suspendida a fin de utilizarlo como linea de base (Figura 7). Igual

procedimiento se repitió con los latidos TWpara ser utilizados como

linea de base de los de tipo PTW.

Se registraron también latidos aislados (luego de un reposo mayor

a 5 minutos), de modoque su linea de base resulta ser una constante (el

Ér) a 0.5 mMde Ca en la solución de perfusión. En otro grupo de

experimentos se estudió el efecto de la anoxia (provocada por burbujeo

con N2)sobre latidos aislados.



Figura7:Registrode1aproduccióndecalordeunmúsculolatiendoa
0.16Hz.Luegodeltercerlatidoqueestáregistradoeneltrazado(en

lineallena)sesuspendió1aestimulaciónafindeobtenerlalineade basesobrelacualsemontanestoslatidos.



Resultados
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En1a primera parte de los Resultados se describen cualitativamente

las respuestas calorimétricas asociadas a una contracción, y a continua­
ción se analizan estas curvas con un métodoya clásico en la literatura.

La segunda parte está enfocada a describir la aplicación de un

modelo de análisis que permite un estudio más completo de los registros
miotérmicos obtenidos.

La caracterización biológica de los componentesde calor predichos

por el modelo, queda reservada a las dos siguientes secciones de estos

resultados. En la tercera se analiza la posible relación de cada

componente con la presión generada por el músculo y con la presencia de

O, en la solución de perfusión. En la cuarta sección se estudian las

contracciones estacionarias y los efectos que la variación del Ca

externo y las intervenciones que modifican la oferta de Ca al citosol,

producen sobre el sistema analizado.

Finalmente, en la quinta sección se estudian las contracciones

extrasistólicas y las post-extrasistólicas. Se analizarán en esta
sección los efectos producidos por cambios en las concentraciones de Ca

extracelular y por agregado de cafeína sobre estas contracciones en

particular.
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1 - Aná isis c ásic de e is s ca orimétricos de ' o

cont oles st 'o arios 's s

Se analizó la respuesta miotérmica asociada a una contracción luego

de un periodo de reposo mecánico prolongado (de al menos 5 minutos), y

a esto se lo llamó latido aislado. Tambiénse estudió la respuesta
calorimétrica asociada a un latido único extraido de un tren de

estimulaciones a 0.16 Hz una vez alcanzado el estado estacionario de

generación de fuerza, y a este tipo de contracciones se las denominó
latidos estacionarios.

El registro de la producción de calor en un latido aislado o en un

latido estacionario da una respuesta compleja que, por la presencia de

2 máximosy bruscos cambios en las pendientes del registro, sugiere la

existencia de varios componentes (Figuras 8 y 9). A primera vista se

puede observar una subida rápida inicial que se prolonga hasta aproxima­

damente los 500 ms. A partir de este punto se observa un cambio brusco

de pendiente que se prolonga en una fase más tardía que llega a un pico

entre 1 y 2 s y, finalmente, aparece una tercera fase muchomás lenta.

En latidos aislados se hace evidente ademásuna meseta a partir de los

40 a 60 s, que aproximadamente entre los 80 a 120 s comienza a caer con

la constante velocidad del calorimetro.

Las dos primeras fases de producción de calor mencionadas parecen,

a primera vista, homologables a las descritas por Alpert y Mulieri

(1982) en músculos papilares de conejo. Estos autores utilizaron el

métodode Bugnard (1934) para analizar sus registros. Por aplicación de

este métodoa los registros experimentales obtenidos en este trabajo,

tanto para latidos estacionarios comoaislados (Figuras 8 y 9), se
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66.

llegó a los resultados que se muestran en la Tabla I. La magnitud del

primer componente mencionado es comparable con la obtenida por aquellos

autores. Contrariamente, la magnitud del segundo componentees inferior

a lo presentado en la bibliografia. Comolos estudios realizados por

Alpert y Mulieri fueron hechos en papilares de conejo, mientras que en

esta tesis se trabajó en ventrículo de rata, estos resultados podrian
indicar una diferencia interespecie en lo que respecta a esta segunda
fracción de calor.

TABLA I

VALORES COMPARATIVOS DE COMPONENTES ENERGETICOS

Bibliografia(*) Este Trabajo Este trabajo
(L.E.) (L.E., n=10) (L.A., n=8)

1er Comp 1.59 —1.9 2.0i0.2 2.4i0.4

(mJ-g")

2do Comp 4.48 - 5.06 1.8i0.2 2.3i0.5

(mJ-g")

(*)Datos extraídos de: Circ Res 502491,1982: Circ Res 56:78,1985;

Basic Res Cardiol 82(2):252, 1987

L.E.: latido estacionario; L.A.: latido aislado

Es de hacer notar que en estos registros miotérmicos tanto en
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latidos estacionarios comoaislados se observa la aparición de un tercer

componente de generación de calor cinéticamente distinguible con un

máximotemporalmente posterior a los dos primeros componentes detectados

hasta el presente por otros métodos miotérmicos (ver Figuras 8 y 9).

El objetivo de la próxima sección de resultados es progresar en la

definición del número total de componentes que hay en la respuesta

miotérmica a una contracción, y ademásevaluar la contribución que tiene

cada uno al total del calor liberado por un latido.
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2 - Descripción de un modelo para la evaluación de las respuestas

observadas.

Para la evaluación cuantitativa de las respuestas miotérmicas

se estudió en ¡mimer lugar la respuesta del calorimetro cuando se

disipan cantidades conocidas de calor en la cámara interna. Esto fue

llevado a cabo haciendo pasar corriente alterna o continua por resisten­

cias de distinta geometria y músculos (en total 4) perfundidos . Por

cada ventrículo o resistencia utilizados se obtuvieronvarios registros.

En la Figura 10 (en linea continua) se muestra la respuesta obtenida

cuando la disipación de calor desde una resistencia dentro de la cámara

interna es mantenida el tiempo suficiente para que el calorimetro

integre la señal. Esta respuesta pudo ajustarse por un métodono lineal

a una ecuación de tipo difusional para lámina plana con retardo

exponencial en la detección por parte de las unidades termosensibles

(Crank, 1956) (Ec. 1).

¿Im= lio-(l-Ao-e'“-8-1r" - Aye-“H Ec.1
1=0

Donde: Ao= (#.4."«2,Bq)-ms.tg[(u.4_"«2,34)—ms]

p = constante de velocidad de enfriamiento del calorimetro Bfli

B = constante de velocidad para el retardo en la detección (59.

A‘=1/{(2-i+1)2-[1-(2.i+1)2.p.3ü]}

ai = (2-i+1)’-p

Se hizo necesaria la suposición de un retardo en la detección

debido a que si se analizaban los registros de generación de calor en la
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Figura 10: Respuestacalorimétrica digitalizada obtenida por disipación
de cantidades conocidas de calor en la cámara interna del sistema

microcalorimetrico. Disipación mantenida (linea continua); Disipación

interrumpida (o). La flecha indica la finalización de la aplicación.
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cámara interna (fuesen registros miotérmicos, o pulsos eléctricos en

músculoso resistencias) a alta velocidad, todos presentaban un "lag" al

comienzo. Este detalle no habia sido detectado en los trabajos previos

realizados con este calorimetro debido a que siempre se habia trabajado

a bajas velocidades de registro. Se utilizó una ecuación difusional para

lámina plana debido a que el ventrículo, que es hueco, queda en contacto

a ambos lados con las unidades de detección (que son planas). En

consecuencia se puede considerar al sistema comodos láminas de espesor

finito en contacto con sus respectivas unidades termosensibles. Como

alternativa se realizaron ajustes de los mismos registros con una

ecuación difusional suponiendouna geometria esférica de la fuente, pero

se obtuvieron sistemáticamente coeficientes de correlación menores que

los observados con la función para lámina plana. Esto es explicable ya

que la geometria esférica implica difusión radial desde el centro de la

esfera. En el caso del músculo cardiaco, aunque podria ser considerado

una esfera, el hecho de ser hueco le impide 1a difusión radial desde el

centro. Las ecuaciones para geometria cilindrica se descartaron, ya que

aparte de suponer también difusión desde el centro, no se asemeja a la

forma que toma el músculo fuera o dentro de la cámara calorimétrica.

Si se toman para el ajuste los primeros puntos de las respuestas

calorimétricas obtenidas tanto en resistencias como en músculos, la

ecuación de ajuste predice el "plateau" de la curva, que representa la

potencia aplicada. Pese a que las respuestas tardaron siempre más de 120

s en llegar a 1a saturación, la ecuación predijo la potencia aplicada

cortando la curva experimental incluso a tiempos menores de 500 ms.

Finalmente, el factor limitante resultó ser los grados de libertad que

quedaban cuando se cortaban las curvas y no los tiempos de aplicación



tomados. La potencia predicha se correlacionó con la potencia aplicada

con un r=0.999, pendiente=1 y ord.origen=0, para n=36. Esto permite

suponer que estariamos en condiciones de estimar la potencia generada

dentro de la cámaradel calorimetro para respuestas transitorias (que no

llegaron a la meseta).

Si la generación de calor se interrumpe (flecha de la Figura 10)

tempranamente(curva en o de la Figura 10), el registro calorimétrico se

mantiene en ascenso hasta llegar a un máximo, luego de lo cual comienza

a descender con la constante de enfriamiento del calorimetro. Es

importante aclarar que, como muestra la Figura 10, no era posible

ajustar toda la curva mediante la Ec.1 debido a que la curva experimen­

tal se desvía del comportamiento predicho por esta ecuación cuando se

interrumpe el proceso de generación de calor. De este modo sólo los

puntos experimentales relacionados con el tiempo en que se mantuvo el

estimulo son ajustables a 1a ecuación difusional descrita. La respuesta

transitoria fue ajustada tomandoen cuenta su parte creciente, es decir

hasta que el registro calorimétrico no evidenciaba ascenso, a una

función del tipo de la Ec. 1 a la cual se le substrajo una fracción

proporcional de lo que se está generando a todo tiempo (Ec.2).

o . a)

rut, = Ho-(1—Ao-e“”"-8-1r'2 - 2 115s,L-e""")-e"'t Ec.2
i=0

Donde: 1= parámetro de ajuste que tiende a 0 cuando la generación es

mantenida (tiempos prolongados, curva en linea continua de 1a

Figura 10).
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Es importante aclarar que en los procesos asociados a1 evento

contráctil el tiempo de interrupción del proceso es justamente una de

las incógnitas a develar por lo que se hace imposible aplicar la Ec. 1

y por lo tanto predecir la potencia. En cambio, la ecuación 2 define con

precisión el trascurso del trazado hasta el pico.

El enfriamiento desde el pico de la curva experimental hasta m se

ajustó a la ecuación 3 (una transformación de 1a ecuación 1 en una

función descendente de É con el tiempo), donde Ét es una constante igualP

al valor alcanzado por la curva experimental en el pico.

o (Aooe-B't-i-a 07r_2 o i Alle-.1.t)
0uM8

De la integral analítica de 1a curva de generación (ecuación 2)

desde t=0 a t=tp (tiempo pico) más la integral analítica de 1a función

de respuesta del calorimetro desde tp hasta t=m (ecuación 3) se puede

estimar la energia total disipada en forma de calor dentro de 1a cámara

interna del sistema calorimétrico (Ec. 4).

tp_ m

H =f HO-(l-Ao-e‘a"-8-1r" - 2 A1-e"'"‘)-e"“ +o
CD . m

f HW,-(175¡.,-e'°°‘+8-7r'2- Aloe‘°'"‘) Ec.4
lp i=0
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Las energias calculadas de este modose correlacionaron linealmente

con las energias reales disipadas dentro de la cámara, obteniéndose una

correlación altamente significativa entre energia estimada y energia

entregada, con pendiente igual a 1 y ordenada al origen no diferente de

0 (Figura 11).

Como una forma de validar el método de ajuste en respuestas

calorimétricas complejas (como las provenientes de latidos), se

realizaron simulaciones en las cuales se aplicaron sobre una resistencia

3 pulsos de corriente. Estos fueron todos de diferente magnitud,

comenzaron juntos y finalizaron a tiempos distintos (100 ms, 1-3s y más

de 30 s). La respuesta calorimétrica fue digitalizada y analizada por

combinación lineal (2, 3 y 4 componentes) de ecuaciones del tipo dado

por la ecuación 2.

Hu):
u.

IlM:

a m

¡{o,-(1-Ao-e‘°"-8-7r" - 2 A1ve""‘)-e"”‘ Ec.5
1 i=0

n=numero de componentes

Sólo se utilizaron para el ajuste aquellos puntos comprendidos

desde el tiempo 0 hasta el tiempo en el cual la señal comenzóa caer con

la constante de enfriamiento del calorimetro. Todas las simulaciones

estudiadas fueron mejor descritas por 3 que por 2 componentes, mientras

que el agregado de un cuarto no mejoró los ajustes. En todos los casos

la magnitud de la energia calculada a partir del ajuste resultó

comparable a la aplicada durante el experimento (97.511.0 %).
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Figura 11: Energia estimada (calculada) vs. energia entregada (real)
a la cámara interna del sistema microcalorimétrico utilizado.



Establecido el patrón de respuesta del sistema calorimétrico tanto

para señales estacionarias comopara transitorias, se ajustaron las

respuestas miotérmicas obtenidas para latidos estacionarios y aislados

a una función del tipo dado por la Ec. 5. Los registros calorimétricos

de los latidos se ajustaron al número minimo de componentes que no

generó rachas significativas, y rechazando el agregado de componentes

adicionales siempre que estos no mejoraran significativamente la bondad

del ajuste (evaluada según un test de Fisher (DocumentaGeigy, 1962)).

Los parámetros iniciales para llevar a cabo los ajustes se estimaron

ubicando los picos de los componentes según los máximos y qcambios

bruscos de pendiente observados en el trazado.

Los latidos obtenidos en condiciones de estimulación a 0.16 Hz

(Figura 12) pudieron ser ajustados a tres componentes (H1, H2 y H3),

mientras que aquellos obtenidos por estimulación luego de un prolongado

reposo lo fueron a 4 componentes (H1, H2, H3 y H4) (Figuras 13 y 14).

Apartir del cálculo analítico de las integrales de cada uno de los

componentes (Ec. 4) se estimaron las energias asociadas a cada uno de

ellos. Los valores promedios para las dos condiciones experimentales

(aislado y estacionario) para una actividad de Ca extracelular de 0.138

mMse dan en la Tabla II (página siguiente).
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Figura 12: Digitalización de la producción de calor de una contracción

perteneciente a un tren de latidos. En linea continua se muestra la

evolución de cada componente ajustado, asi como la suma de los tres

componentes.

En todos los casos r>0.995997 para n>95.
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Figura 13: Digitalización de la producción de calor de una contracción

aislada. En linea continua se muestra la evolución de cada componente

ajustado, asi como la suma de los cuatro componentes.

En todos los casos r > 0.99721 para n > 117).
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Figura 14: Ampliación de los primeros 8 segundos del trazado que se

muestra en la Figura 13.
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TABLA Il

COMPONENTES ENERGETICOS DE LATIDOS ESTACIONARIOS Y AISLADOS

Latido estacionario Latido aislado

(n=20) (n=16)

1er Componente 1.6 i 0.1 2.1 i 0.3

2do Componente 3.2 i 0.4 2.3 i 0.3

3er Componente 6.3 i 0.5 9.1 i 0.7

4to Componente 16.7 i 1.6

Calor total por Latido 14.2 i 1.0 30.7 i 5.0

Los datos están expresados en mJ.g“ y representan valores mediosiE.S.

El calor total por latido (H'a) se calcula comose indica en la pag.54

El cuarto componente es sólo cinéticamente distinguible en los

latidos aislados. Sin embargola resta del calor total por latido H'a
menos la suma de los tres componentes ajustados, permite la iden­

tificación de una cuarta fracción de energía en latidos estacionarios

cuya magnitud fue de 2.7i0.6 mJ.g“. Esta fracción energética no es

diferenciable cinéticamente (al menosno es requerida por los ajustes)

como ocurre con H4. Además su magnitud sólo representa aproximadamente

una séptima parte del H4 medido en latidos aislados.

El componente H4 es de muylenta evolución y se hace necesario para

poder ajustar la meseta que aparece al final del trazado de producción

de calor de cada latido aislado (Figura 8). El exponente 1 (Ec. 5) que

corresponde a este componente tiende a 0, lo cual es lógico ya que la
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meseta que aparece en los trazados se prolonga más allá del tiempo de

integración del calorimetro (constante de velocidad=0.03 s‘“. Este hecho

sugiere la existencia de un proceso que es mantenido suficiente tiempo

para que el calorimetro pueda integrar la respuesta, haciendo por lo

tanto posible la estimación de la potencia a partir del valor asintótico

(ño) alcanzado en el ajuste.

Se podria postular que la cuarta fracción de energia observada en
contracciones estacionarias se debe al mantenimiento de la meseta del

cuarto componente (observada en latidos aislados), la que no se

desactivaria si el músculo es estimulado repetitivamente. Sin embargo

esta fracción de energia implica una potencia de 4501103 uw.g“

(calculada como los 2.7 mJ.g* obtenidos para la cuarta fracción de

energia de latidos estacionarios multiplicados por la frecuencia de

estimulación de 0.16 Hz) que es significativamente mayor que el valor

promedio de la meseta alcanzada por el cuarto componente en latidos

aislados (183i24 pW.g“). Esto sugeriria la posibilidad de que H4 sea

sensible a la estimulación repetida, existiendo una transición en la

magnitud de este componente entre el latido aislado y el estado

estacionario. Esta hipótesis se analizará a continuación en el punto 3

de resultados de la presente tesis.
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3 - Análisis de los procesos asociados a los componentes ajustados en

latidos estacionarios y aislados

Una vez determinado el númerode componentes, el paso siguiente fue

intentar identificarlos con los conocidos procesos que ocurren en los
miocitos durante la contracción.

El primero y el segundo componente, tanto en latidos aislados como

estacionarios, resultaron independientes de la generación de fuerza y su

magnitud conjunta (entre 4.4 y 4.8 mJ.g“ dependiendo de la condición)

es comparable al "calor de activación" del músculo esquelético (aprox.

4.06 mJ.g“; Mulieri y Alpert, 1982) o el "calor independiente de

tensión" de músculo cardiaco (aprox. 3.5 mJ.g“; Gibbs, Loisselle y

Wendt,1988). Esta fracción de calor fue relacionada clásicamente, tanto

en músculo esquelético como cardiaco, a los movimientos iónicos

asociados a la contracción.

El tercer componentese correlacionó linealmente con la presión

generada tanto en latidos aislados comoestacionarios (Figura 15), lo

que indicaria que esta fracción contendria la producción de calor

asociada a la actividad actomiosinica. En la Figura 15 se agrupan los

pares de datos (H3vs P) obtenidos a partir de los dos tipos de latidos,

debido a que los parámetros de regresión fueron iguales en amboscasos.

La recta de regresión y el intervalo de confianza representados

corresponden a los latidos aislados, y se puede observar comolos puntos

provenientes de los latidos estacionarios se incluyen dentro del
intervalo.

Finalmente, ni el cuarto componente de latidos aislados ni la

cuarta fracción de energia obtenida por diferencia en latidos estaciona­
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Figura 15: Correlación lineal entre H3 y! P para todos los latidos

aislados (I) obtenidos a (Ca)o= 0.14 mM;ord.origen= -0.6il.5 mJ.g“

y pendiente= 0.23 i 0.0i mJ.g“.mN“.mm’). Se puede observar como los

latidos estacionarios (Ü) obtenidos a la mismaconcentración de Ca se

ubicaron dentro del intervalo de confianza de la regresión (95%}
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rios se correlacionaron con P (r<0.149). Debido a la lenta evolución

temporal de H4en latidos aislados y su dependencia del Ca extracelular

(este último es un resultado de nuestro laboratorio que no forma parte

de la presente tesis) se podria hipotetizar un origen mitocondrial para
el mismo.

Es sabido que la mitocondria posee una cinética de intercambio de

Ca suficientemente lenta comopara no poder contribuir al ciclo contrác­

til (Carafoli,1985). Podria ajustarse en cambioa las caracteristicas
del cuarto componente, el cual parece activarse en el primer latido y
establecer un "plateau" sobre el cual se sumanlos siguientes latidos.

Conel objeto de poner a prueba esta hipótesis se realizaron experimen­

tos en los cuales, luego de eliminar el Ozdel medio de perfusión burbu­

jeándolo con N2 (N2 95% y CO25%), se obtuvo una sucesión de 5 latidos

aislados separados entre si por cinco minutos. Los resultados de estos

experimentos muestran (Figura 16) que el primer latido en ausencia de 02

sufrió una reducción de H4 a menos del 20%de su valor en 02, mientras

que los tres primeros componentesno sufrieron alteraciones significati­

vas. Además, mientras el cuarto componente en el cuarto latido en N2se

hizo no diferente de cero, los otros tres al igual que P no bajaron del

60%por ciento de sus valores en 0,. En cuanto al tercer componente, como

se observa en la Figura 17, en todos los experimentos realizados la

falta de Ozdisminuyóla pendiente de la regresión lineal existente entre

H3 y P a comparación de la obtenida en condiciones con-troles (Figura

15). Además, como confirmación de esto último, se observó una dis­

minución (en forma pareada) de la relación H3/P como consecuencia del

agregado de N2en todos los experimentos realizados. Estos resultados

indicarían que al menosuna fracción de recuperación aeróbica estaria
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Figura 16: Magnitudes de los componentes H1, H2, H3 y H4 de latidos

aislados obtenidos en presencia de O2 (primer grupo de barras a la

izquierda), y luego de haber eliminado el O2del medio de perfusión

burbujeándolo con N,. Los latidos en presencia de N2se obtuvieron con

una separación de 5 minutos entre si.

* representa ausencia de diferencias significativas respecto de an=4.
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Figura 17: Representación de las regresiones lineales entre H3 y P

obtenidas para los 4 experimentos que se realizaron en presencia de Nz

en el medio de perfusión. Se puede observar comoen todos los casos la

pendiente de la regresión (b) resultó menor que la obtenida en condi­

ciones controles (0.228 mJ.g“.mN“.mm1).
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vinculada al tercer componente.

Comoya se describió previamente, el calor total por latido (para

latidos estacionarios) resultó mayorque la sumade los tres componentes

descritos. Esto sugiere que los tres componentesque se activan latido

a latido en condiciones estacionarias, se suman sobre una fracción

estacionaria de calor que en actividad se libera por sobre el calor de

reposo. Unbuen candidato para explicar el origen de esta fracción seria

el H4 observado en el latido aislado. Esto es debido a que este

componente se activa en el primer latido luego de un reposo y permanece

activo por más de 100 segundos estableciendo una clara meseta. A su vez

no se observa una activación latido a latido de este componente en

estado estacionario de generación de fuerza (recordar que los latidos

estacionarios no poseen un H4cinéticamente diferenciable).

Los resultados expuestos en la sección 2 de este mismocapitulo

mostraron que existían diferencias significativas entre la potencia de

esta fracción de calor en latidos estacionarios (450 pw.g“) y el

"plateau" alcanzado por ú4 en latidos aislados (183 pw.g“). En función

de investigar estas diferencias se realizaron experimentos en los que

sucesivamente se obtuvieron los É4 (a partir de la meseta que se

establece al final del trazado; ver Figura 18) de trenes de 2 y 3

latidos sucesivos (a frecuencia de 0.16 Hz). Los resultados obtenidos

para el Ñ4en estos trenes de latidos y en estado estacionario (obtenido

también de la meseta que se establece al suspender la estimulación) se

compararon con el É4 de un latido aislado realizado durante el mismo

experimento. Los resultados que se muestran en la Figura 19 indican que

el componenteen cuestión aumenta significativamente con el agregado de

latidos respecto del valor que poseía en un latido aislado. El valor de
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Figura 18: Superposición de los registros calorimétricos digitalizados

de un latido aislado (o) y de dos latidos secuenciales con 6 segundos

de separación entre ellos (o). Obsérvese que la meseta que se establece

al final de los trazados es mayor para el segundo caso.
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Figura 19: Magnitud de la meseta del cuarto componente en 1 latido

aislado, en secuencias de 2 y 3 latidos y en el estado estacionario de

generación de fuerza (ES). Las barras representan mediaierror standard

(* representa p<0.05 y ** P<0.01 para la comparación vs. el latido

aislado). Pruebas de Kruskal Wallis y MannWhitney
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Ú4 obtenido por este método parece alcanzar su máximoya para trenes

cortos (3 latidos), y su valor en estado estacionario no fue diferente,

a su vez, del medido previamente por diferencia (386i56 uw.q“ vs.

450i103 pw.g“, respectivamente para el É4 obtenido de estos experimentos

y el calculado previamente por diferencia).
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4 —Análisis de los prgggsgs asociados a los componentes ajustados en

latidos estacionarios. Efiggtg gg la variación de la concentración

extracelular de Ca y de la estimulacion pareada,

Debido a los resultados previos, y a que de la suma de los dos

primeros componentes se obtiene un valor comparable al obtenido por

otros autores para el llamadocalor de activación, se estudió en latidos

estacionarios la posible dependencia de los mismoscon la actividad de
Ca extracelular.

Modificando la actividad de Ca de la perfusión ((Ca)°) entre 0.083

y 0.547 mMse observa que P responde en forma sigmoidea (Figura 20).

Esta respuesta fue ajustable a una ecuación para unión de ligandos a

macromoléculas (Barlow y Blake, 1989). Como ya se mencionó, estos

ajustes se realizaron por mediode un programapara ajustes no lineales.

En estos experimentos H1, H2 y H3 también tuvieron una dependencia

sigmoidea con (Ca)° según puede observarse en las Figuras 21, 22 y 23.

La asociación de H1 y H2con el calor de activación estaria apoyada por

estos resultados, ya que es sabido que esta fracción energética es

altamente dependiente de la concentración de calcio (Gibbs, Loisselle y

Wendt, 1988). El ajuste de todas estas curvas también se realizó por

medio de la mismaecuación (Barlow y Blake, 1989) y los parámetros corr­

espondientes se muestran junto a las figuras.

Mientras los dos primeros componentes son dependientes del Ca

extracelular pero independientes de la fuerza, el tercer componentees

dependiente del Ca extracelular y de la presión máximagenerada. Cabria

ver si la dependencia al Ca observada en H3 es debida solamente al

aumento en la fuerza producido como respuesta a la variación del Ca
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Figura 20: Dependencia de P con (Ca)o. El ajuste se realizó por medio

de la siguiente ecuación:

P=(Ca)o"°*54 /(0.0388 +(Ca)o*-°)

r=0.855 , n=19, los puntos llenos representan los promedios a cada
actividad.
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Figura 21: Dependencia de H1 con (Ca)o. El ajuste se realizó por medio

de la siguiente ecuación:
H1=(Ca)o"’*4.06 /(0.00185+(Ca)0"’)

r=0.859 , n=19, los puntos llenos representan los promedios a cada
actividad.
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Figura 22: Dependencia de H2 con (Ca)o. El ajuste se realizó por medio

de la siguiente ecuación:

H2=(Ca)oL‘*8.42 /(0.00083+(Ca)o’“)

r=0.681 , n=19, los puntos llenos representan los promedios a cada
actividad.
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Figura 23: Dependencia de H3 con (Ca)o. El ajuste se realizó por medio

de la siguiente ecuación:

H3=(Ca)o"‘*10.5 /(0.0023+(Ca)0"‘)

r=0.8017, n=19, los puntos llenos representan los promedios a cada
actividad.
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extracelular. Para ello se estudió la variación de H3/Pcon respecto a

la actividad de Ca. Comopuede observarse en la Fig 24 no se observa

variación de H3/P con el Ca, por lo que no es posible hasta el momento

asignar a H3 otro proceso además de la actividad ATPásica actomisinica

y al menosuna fracción de la recuperación aeróbica.

El calor de activación, llamado también calor independiente de

tensión, ha sido vinculado a los movimientos iónicos producidos durante

la contracción, y fundamentalmente a los movimientos de Ca. Debido a la

secuencia temporal de los picos de los componentes se puede especular

que H1 se asocie fundamentalmente a procesos de binding de Ca a sitios

citosólicos, por ser el primer evento que ocurre luego de la entrada de

Ca a la célula. A su vez H2 podria estar más vinculado con la recapta­

ción de Ca por los sistemas de transporte. Componentesde liberación de

calor asociados con estos dos procesos ya fueron postulados por otros

autores (Mulieri y Alpert, 1982). Una diferencia notable con los

experimentos presentados en esta tesis es que Mulieri y Alpert, con el

fin de anular la generación de fuerza, trataron a los músculos con

soluciones hiperosmóticas (Mulieri y Alpert, 1982), lo cual en primer

lugar aleja más al preparado de la condición fisiológica, y en segundo

lugar presupone igual comportamiento de los componentes de activación en

presencia comoen ausencia de generación de fuerza.

Otro enfoque utilizado en esta tesis con el objeto de proseguir con

la caracterización de estos componentesfue buscar una intervención que

produjese una sobrecarga de Ca en el medio intracelular sin alterar la
concentración extracelular de este ion. Para esto se sometió a1

preparado a una estimulación doble (200 ms entre ambos estímulos) y se

estudió al latido resultante de este tratamiento (TW)(estos experimen­
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Figura 24: Falta de correlación entre H3/P y (Ca)o (r=0.0211).
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tos se realizaron a (Ca)o=0.138mM).Se eligió este tiempo entre las dos

estimulaciones del TWpara que el segundo estimulo cayera próximo a la

presión pico, de modoque encontrase a los miofilamentos ocupados aún

con Ca. La figura 25 muestra que en TWel trazado de presión es idéntico

al control previo hasta pasar apenas la presión al pico, luego al llegar

la segunda estimulación la presión es mantenida un breve lapso y

finalmente el músculo se relaja con la misma-É que el control. De esto

resulta que la estimulación doble, tal comose aplica en este trabajo,

no modifica P aunque si aumenta la integral presión-tiempo (IPt) (Tabla

III). De este comportamiento mecánico se puede inferir que la segunda

estimulación no produjo una unión extra de Ca a los miofilamentos sino

un mantenimiento del Ca ya unido durante más tiempo.

TABLA III

COMPORTAMIENTO MECANICO DEL VENTRICULO EN LATIDOS CONTROLES Y TW

P(mN/mm’) IPt((mN/mm’)*s)

C 26.2il.9 8.7i0.7

TW 26.7i1.8 11.5i1.0 *

Los valores representan MEDIASt ES para n=17

C: controles a (Ca)°=0.138 mM; TW: twins a (Ca)°=0.138 mM

* P<0.0005

Para estudiar el efecto de la segunda estimulación sobre 1a

producción de calor, se le restó a la curva de calor correspondiente a

TWel trazado del latido control previo, obteniéndose asi una curva



/_\\ 2

<i

Figura25:Trazadodeunexperimentotipodondesepuedenobservarel desarrollodepresión(abajo)ylaproduccióndecalor(arriba)enun latidocontrol,unlatidoTWyunlatidoPTW.Lasbarrasverticales representan25mN-mm2(paralageneracióndefuerza)y40uw(parala produccióndecalor).

98.



99.

diferencia (CD) como se muestra en las Figuras 26 y 27. Esta curva
diferencia fue ajustable sólo a dos componentes(0.723i0.067 y 2.24i0.­

387 mJ.g“ respectivamente, n=17), pues el agregado de un tercero no

mejoraba los ajustes y aumentaba notablemente los errores de los

parámetros de ajuste de los componentes (Fig 27). Por su evolución

temporal los dos componentes ajustados corresponden al segundo y al

tercero observados previamente, ya que sus tiempos al pico no difieren

de los correspondientes a los mismosen latidos controles. Si bien H1se

hizo necesario en algunos ajustes (3 en un total de 17), la magnitud que

presentó fue en promedio despreciable (0.03i0.02 mJ.g“) y sólo

representaba un 2%del valor de este componente en condiciones contro­

les. La ausencia del primer componente en CDes compatible con que en el

tiempo que cae la segunda estimulación (próxima a la fuerza máxima

generada) no se unan cantidades adicionales de Ca a la troponina C

(TnC), lo cual se refleja en la falta de variación de P respecto al
control.
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Figura 26:

control y de un latido Tw.

tiempo (S)

Digitalización de la producción de calor de un latido

Restando punto a punto estos dos trazados

se obtiene la curva diferencia de la Figura 27.
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Figura 27: Calor adicional producido por la segunda estimulación,

calculado comola diferencia entre las dos curvas de la Figura 26. En

linea continua se muestra la evolución temporal de cada componente

ajustado, asi comola suma de los tres componentes (en todos los casos

r>0.8896 para n>53).
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postextrasistólicas.

Como ya se mencionó en la sección anterior una estimulación

extrasistólica próxima a la presión pico produjo un incremento en la

integral presión tiempo de 2.4 mN.mm*.seg. Este aumento se debe

exclusivamente a una prolongación del tRl (0.07i0.007 seg: n=17 y

p<0.0005) respecto de la contracción control (C), ya que no hubo modifi­

caciones en P ni en los demás tiempos asociados a1 ciclo contráctil.

Desde el punto de vista calorimétrico la estimulación extrasistólica

originó la aparición de 2 componentes de calor activo cuyas carac­

teristicas cinéticas coinciden con las de H2y H3de los controles. El

componente de tipo IK! y el incremento de IPt que aparecen en las

extrasistolias se correlacionaron entre si por medio de una regresión

lineal con ordenada al origen no diferente de 0 y una pendiente que no

difirió de la que presenta la regresión de los mismos parámetros en

latidos controles. En la Figura 28 se muestra la recta de regresión que

existe entre H3 e IPt para los controles (cuyos puntos se representan

como (0)); en la misma figura se puede observar como los puntos

correspondientes a las extrasistolias (o) se incluyen dentro del

intervalo de confianza de la regresión representada.

La pregunta que necesariamente surge es cuál es la fuente de Ca que

contribuye a los eventos que se desarrollan durante la extrasistolia. La

resolución de esta pregunta tiene una importancia doble. En primer lugar

es relevante del punto de vista mecanistico y en segundo término, siendo

la extrasistolia un fenómenopatológico, es importante fisiopatológica­

mente. Para contestar a esta pregunta se decidió en primer término
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Figura 28: Correlación lineal entre H3e IPt para los latidos controles

estacionarios (O) obtenidos a (Ca)o= 0.13843 mM;ord.origen= 1i1.68

mJ.g"y pendiente= 0.57i0.12 mJ.g“.mN“.mm’.s“). Se puede observar como

tanto las extrasistolias (O) comolos latidos PTW«fio obtenidos a la

misma concentración de Ca se comportaron en forma similar a los

controles.
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estudiar la contribución del Ca extracelular a los eventos mecánicos y

energéticos observados. Para esto se realizaron experimentos en los

cuales se modificó la actividad de Ca entre 0.083 y 0.547 mMy se

estudiaron sus efectos sobre la extrasistolia y el latido inmediatamente

posterior (postextrasistolia o PTW).Se puede observar en las figuras

29, 30, y 31 que tanto la IPt asociada a la extrasistolia (IPtnFc, tomada

como diferencia entre TWy C), como los dos componentes de calor de la

curva diferencia se correlacionaron con la (Ca)o por medio de una

relación sigmoidea. Las ecuaciones de ajuste utilizadas se muestran en

las figuras correspondientes. Deestos resultados puede inferirse que la

extrasistolia, al menosen parte, dependeria de la entrada de Ca del ex­
tracelular.

La P y la IPt de los latidos PTWresultó potenciada respecto al

control correspondiente a todas las concentraciones de Ca utilizadas,

como se muestra en la tabla IV. Al igual que los controles, estos

latidos fueron ajustados a 3 componentes. Los parámetros de la regresión

de H3 vs IPt para PTWno difirieron de los presentes en la regresión

control. En la figura 28 se observa comolos puntos obtenidos para este

tipo de latidos (representados comoA ) se comportan en forma similar a

los correspondientes a latidos controles. Los componentes H1, H2 y H3

de PTWresultaron potenciados respecto a los controles correspondientes

aunque no a todas las concentraciones de Ca (Tabla IV). La potenciación

observada, tanto en parámetros mecánicos (P, IPt) comoenergéticos (H1,

H2 y H3), expresada como porcentaje de C ([(PTW-C)-100]/C), disminuye

con el aumento de (Ca)o (Figura 32). Sin embargo si se analiza la

variación de la potenciación absoluta de PTWen función de la (Ca)°, se

puede observar (Tabla IV) que el pico de potenciación para los cinco
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Figura 29: Dependencia de Ithm con (Ca)o. El ajuste se realizó por

medio de la siguiente ecuación:

IPt=(Ca)o=-°*3,.41 /(0.0035+(Ca)o=-°)

r=0.8586, n=17, los puntos llenos representan los promedios a cada
actividad.
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Figura 30: Dependencia de H2 (para CD) con (Ca)o. El ajuste se realizó

por medio de la siguiente ecuación:

H2=(Ca)o*°*1.10 /(0.00181+(Ca)oL°)

r=0.7963, n=17, los puntos llenos representan los promedios a cada
actividad.
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Figura 31: Dependencia de H3 (para CD) con (Ca)o. El ajuste se realizó

por medio de la siguiente ecuación:

H3=(Ca)o"’*2.87 /(0.0156 +(Ca)o=-=)

r=0.8113, n=17, los puntos llenos representan los promedios a cada
actividad.
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Figura 32: Incrementos porcentuales de P, H1, H2 y H3 en PTWrespecto

de C a diferentes actividades de Ca en el medio de perfusión.
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TABLA IV

MECANICA Y ENERGETICA EN FUNCION DE LA ACTIVIDAD DE CALCIO

DIFERENCIAS ENTRE PTW Y C

(Ca)(mM) 0.083 0.130 0.276 0.547

¿3P 3.44i0.85* 6.33i1.49# 4.00i1.44** 2.33i0.69*

ÁgPt 0.98i0.18# 2.1liO.39# 1.42i0.53* 0.72i0.57

[9”. 0.41i0.23 0.9010.25# 0.29i0.20 -0.20i0.27

¿P2 0.65i0.25* 0.79i0.33* 0.73i0.25* 1.01i0.47

Afi3 1.1910.32# 2.90il.10* 1.00i0.33* 0.9i0.46
n 5 6 6 4

Los valores representan MEDIASi ES; todas las diferencias se toman como

TW-C

*P<0.05; #P<0.01

P: mN/mm’; IPt: mN.s.mm*

H1; H2 y H3: mJ.g“
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parámetros analizados se produce a una actividad de Ca de 0.13 mM,y

luego los valores disminuyen sistemáticamente con el aumentode la (Ca)°.

Estos resultados parecerían indicar que a las máximas(Ca)o utilizadas

quedaría poco margen disponible para la potenciación, probablemente

porque nos aproximamosa la saturación del sistema. Por lo tanto la

potenciación postextrasistólica no se relaciona con (Ca)° de la misma

maneraque la extrasistolia, ni mecánica ni energéticamente. Asu vez es

lógico pensar que la potenciación que se observa en PTWsea consecuencia

del Ca extra que entró a la célula durante la extrasistolia. Entonces

cabría preguntarse cómoy dónde se almacena esta fracción extra de Ca,

ya que si fuera extruída totalmente al extracelular y el miocito

retornara a un estado similar al existente luego de cualquier contrac­

ción control no debería esperarse potenciación alguna. Se podría pensar,

por lo tanto, que durante la extrasistolia entra a la célula una deter­

minada cantidad de Ca que genera la diferencia en IPt observada y que a

su vez provoca el sobrellenado de un compartimiento celular que

intervendrá en la contracción siguiente. Como consecuencia esto

provocaría que dicho compartimiento intervenga con una mayor fracción de

Ca en el latido siguiente y, por lo tanto, origine la potenciación
observada en PTW.

A continuación se evaluó la posibilidad de que el compartimiento

que origina la potenciación sea el retículo sarcoplásmico, ya que está

demostradoque esta organela, en ventrículo de rata, tiene una partici­

pación fundamental tanto en la liberación comoen la recaptación del Ca

durante el evento contráctil (Fabiato y Fabiato, 1978). Para ello se

realizó una serie de experimentos en los cuales se agregó cafeína al

medio de perfusión. Estas experiencias se llevaron a cabo una vez que el



efecto de la cafeína llegó a su estado estacionario (aproximadamente30

minutos). Esto último es importante, ya que esta droga a las concentra­

ciones utilizadas provoca el progresivo vaciamiento en Ca del retículo

sarcoplásmico y por lo tanto su inactivación comofuente de dicho ión

(Webery Herz, 1968; Bers, 1985). Estos experimentos se realizaron a una

(CaL,de 0.13 mM,debido a que fue la condición tomada comocontrol desde

el comienzode estos estudios (por ser la más favorable para el estado

del músculo) y porque fue en la que se obtuvo la mayor potenciación

absoluta en PTW.Con el agregado de la droga desapareció completamente

la potenciación postextrasistólica (¿3Pz 0.11: 0.13 mN.mm*:¿XIPt
0.44i0.27 mN.s.mmü:n=5), aunque se mantuvo el efecto de la extrasis­

tolia sobre la IPt del TW(Figura 33). Esto indicaría que si bien

durante la extrasistolia contribuiría al menosuna importante fracción

de Caextracelular, 1a potenciación postextrasistólica estaría provocada

enteramente por el RS. Es interesante notar que Ithqz no se reduce en

presencia de cafeína con respecto a los valores obtenidos durante los

mismos experimentos en solución sin droga (2.32i0.42 vs 2.4010.37

mN.s.mm*), mientras que el valor de IPt para latidos controles

experimenta una notable disminución en presencia de la droga (49.3i6.5%;

n=5). Este resultado parecería indicar que el Ca que llega al citosol

durante la extrasistolia provendría principalmente del extracelular.

Con respecto a los registros calorimétricos, la droga abolió

completamente la potenciación postextrasistólica en los componentes

independientes y dependiente de la fuerza que fue observada en condicio­

nes controles (0.10i0.06, 0.09i0.04 y 0.46i0.61 mJ.g“, paranH1,¿Sfl2 y

¿Yí3respectivamente).
Los experimentos con cafeína también proporcionaron interesante
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información acerca de la extrasistolia, ya que en tres de los cinco

experimentos realizados esta provocó un aumento en P en TW(Figura 33)

de 1.33i0.11 mN.mm*,lo cual es coherente con la parcial inhibición que

provoca esta droga en el mecanismo de relajación. En estos casos

particulares fue necesario el agregado de un primer componente en los

ajustes de las curvas diferencias (0.58i0.18 mJ.g“). Un aumento de P

supone una mayor ocupación de los miofilamentos por Ca. Estos últimos

resultados apoyan la hipótesis que plantea que el componenteH1seria el

resultado del "binding" de Ca a sitios de unión intracelulares.



Discusión
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A fin de avanzar en la definición de los eventos fisicos, quimicos

y biológicos que ocurren tanto durante un latido cardiaco normal comoen

el proveniente ciertas situaciones patológicas (extrasistoles y

postextrasistoles), se evaluó el comportamientomecánicoy energético de

contracciones musculares cardiacas bajo diferentes condiciones experi­
mentales

En general los registros mecánicos y calorimétricos totales

obtenidos en este trabajo de tesis resultaron comparables con los que se
encuentran en la literatura. A una concentración de Ca de 0.5 mM

(correspondiente a una actividad de 0.13) los latidos estacionarios

desarrollaron en promedio 25.5i1.5 mN.mm*de presión, mientras que Gibbs

y col., en músculo papilar de conejo a 0.625 mMde Ca, obtuvieron

22.9i3.7 mN.mm*(Gibbs, Loisselle y Wendt, 1988). Con respecto al calor

por latido, en este trabajo de tesis se informó un valor de 14.2il.0

mJ.g“ para latidos estacionarios, mientras que la mayoria de las

estimaciones del calor por latido se encuentran entre 7 y 16 mJ.g“

(Ponce-Hornos, 1990). Finalmente, se registró un calor de reposo

promedio de 4.15i0.24 mW/g,el cual está dentro de los valores que se

encuentran clásicamente en la literatura (Loisselle, 1987).1-Mmmm.
Laevaluación energética se realizó calorimétricamente. El registro

calorimétrico de un latido (ya sea aislado o estacionario) muestra un

comportamiento complejo que evidencia 1a existencia de varios componen­

tes energéticos. La primera parte de este trabajo de tesis se abocó a

desarrollar las metodologías experimental y de análisis que permitiesen
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diferenciar y cuantificar estos componentes.

Antes de encarar el análisis de las respuestas miotérmicas se

estudió la respuesta del calorimetro al pasaje de pulsos de corriente
eléctrica a través del músculoo de diversas resistencias. Los resulta­

dos muestran que, siempre y cuando se conozca la duración del pulso, por

medio de la aplicación de la Ec.1 es posible estimar la potencia

entregada. A partir del producto de la potencia estimada por el tiempo

de aplicación se puede conocer también el total de energia liberada.

Esto es potencialmente útil para condiciones en las cuales la señal es

mantenida durante un periodo conocido, como ocurre por ejemplo en las

contracturas o en las tetanizaciones. Desafortunadamente, durante una

contracción simple la duración de cada proceso que libera energia es una

de las incógnitas.

La respuesta calorimétrica a un proceso liberador de energia de

corta duración (comoseria el caso de un latido) posee un valor máximo

que es normalmente posterior al máximode la señal. Comose muestra en

la Figura 10, una respuesta calorimétrica de este tipo puede ser

ajustada hasta el valor máximopor medio de la Ec.2. Seguidamente, de la

integral del ajuste hasta el pico de la respuesta másel área debajo de

la curva de enfriamiento del sistema calorimétrico puede estimarse la

energia total liberada en el proceso.

Todo esto implica que este tipo de análisis permite conocer 1a

potencia y la energia de un proceso mantenido por un tiempo conocido. Si

en cambio el proceso liberador de energia es de duración desconocida y

menor que el tiempo de integración del calorimetro sólo es posible

estimar la energia total involucrada.

Dado que el objetivo estaba puesto en poder analizar curvas de
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producción de calor en las que indudablemente intervenia más de un

componente (comoes el caso de una contracción muscular), se estudió la

respuesta calorimétrica a tres pulsos de corriente de diferente

duración. Las curvas de producción de calor resultantes se analizaron

por la aplicación de combinaciones lineales de la Ec.2 (Ec.5). Estas

curvas fueron mejor descritas por 3 que por dos componentes, y el

agregado de un cuarto componente no mejoró los ajustes. Los resultados

obtenidos para los ajustes de estas simulaciones apoyan la utilización

de la Ec.5 en la diferenciación de componentesde producción de calor de

respuestas miotérmicas complejas. Es decir, fue posible no solo estimar

la energia total liberada sino que también fue posible determinar el

número de componentes involucrados y sus magnitudes individuales

Se utilizó, entonces, la Ec.5 para analizar la curva de calor

liberado en un latido a fin de determinar el númeroy la magnitud de los

componentes que la integran.

Hasta el presente, el métodoque permitió la determinación de

un mayor número de componentes calóricos durante una contracción

cardiaca fue el método de Bugnard (1934). Una desventaja de este método

(Alpert y Mulieri, 1982) es que se debe asumir previamente un número

dado de componentes energéticos basándose en los picos o cambios de

pendiente observados en el trazado. En el método presentado en este

trabajo, en cambio, se toma el minimo número de componentes que da el

mejor ajuste, es decir que si se agregan más componentes la bondad del

ajuste no mejora. Otra ventaja es que este método asume que todos los

componentescomienzan a tiempo cero, lo cual resulta más representativo

de los modelos de excitación-contracción-relajación vigentes (ver

Introducción). Una vez que el Ca ingresó a la célula, el periodo
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transcurrido desde que se inicia el "binding" del ión a TnCy a ATPasas­

Ca-dependientes hasta la activación de la hidrólisis de ATP por

miofilamentos y sistemas de remoción de Ca debe se necesariamente muy

pequeño. Es esperable al menos que sea menor a 100 ms, que es tiempo en

el que aproximadamente se producen la máximavelocidad de contracción y

el pico del transitorio de Ca medido con fura (Callewaert, Cleemanny

Morad, 1989). En contraposición el método aplicado por Alpert asumia que

un componente comenzaba cuando el anterior llegaba al máximo (aproxima­

damente 400 ms). Esto es en realidad el resultado de una limitación de

la metodologia de análisis aplicada por estos autores. Este esquemao

bien implica que cada proceso en el músculo comienza cuando finaliza el

anterior, o bien se debe asumir que es incapaz de separar componentes

energéticos identificados a procesos relativamente puros. Finalmente,

hay que agregar que el métodoaplicado en la presente tesis resultó más

sensible, ya que permitió la diferenciación cinética de un mayornúmero

de componentes (Figuras 12, 13 y 14).

2. C m one t s at' s ' ' ° S'

mismos.

Comosurge de los registros miotérmicos presentados en las Figuras

13 y 14 ha sido posible 1a determinación de cuatro componentescinética­
mente diferenciables de liberación de calor en latidos aislados. En

cambio, en latidos estacionarios pudieron distinguirse cinéticamente

sólo tres componentes (Figura 12) , mientras que una cuarta fracción de

calor se obtuvo por la diferencia entre el calor total asociado a un

latido menos la suma de los tres componentes ajustados.
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Los resultados presentados en las figuras 8, 13 y 18 muestran que

el componente H4 se activa durante el latido aislado y alcanza una

meseta (aproximadamente de 180 pw.g“) luego de los 50 segundos, para

finalmente desactivarse después de los 100 s cuando la señal comienza a

caer con la velocidad de enfriamiento del calorimetro. En cambio, en

latidos estacionarios la diferencia existente entre H'a y la sumade los

tres componentes ajustados sugiere que H4 alcanzaría una potencia

significativamente mayor (alrededor de 450 uw.g“). La diferencia de
valores obtenidos entre estas dos condiciones extremas se evaluó

estudiando la evolución que É4 muestra durante la transición entre

ellas. En estos experimentos se demostró que la meseta que se establece

al final del latido aislado (o de los trenes de latidos), y que fue

tomada como una medida de ¿4, se incrementa con la aparición de una

segunda contracción, y a su vez se vuelve a incrementar con el agregado

de una tercera. Sin embargoel É4 obtenido luego de tres contracciones

sucesivas fue prácticamente idéntico al obtenido en latidos estaciona­

rios (Figura 19). Cabe destacarse que el valor de É4 para latidos

estacionarios obtenido en estos últimos experimentos no difirió del

hallado previamente (comola diferencia entre H'a y la sumade los tres

componentes multiplicada por la frecuencia de estimulación). Por lo

expuesto, los resultados indican que H4corresponde a un proceso que es

activado cuando se estimula al músculo luego de una pausa prolongada, y

se incrementa durante los tres primeros latidos de un tren, establecien­

do finalmente un "plateau" sobre el cual se adicionan los otros tres

componentesidentificados.

Como se mencionó en la sección 3 de resultados, H4 resultó

independiente de la P generada tanto en latidos aislados comoestaciona­



119.

rios. Por otra parte, comose ilustra en la Figura 16, este componente

desaparece en las condiciones anóxicas que son provocadas por burbujeo

de la solución de perfusión con N,. A su vez en experimentos en progreso

realizados en nuestro laboratorio (que no se muestran en la presente

tesis), H4 se mostró dependiente de la concentración de Ca en latidos

aislados. La dependencia de este componente con la concentración de Ca

del medio y su eliminación en ausencia de Ozindican un probable origen
mitocondrial. Otro elemento a tener en cuenta es la lenta evolución

temporal de este componente, lo cual podria vincularse con la lentitud

caracteristica que tiene la mitocondria para la captación del Ca.

La alta dependencia que manifiesta H4 respecto de la presencia de

O2 no es suficiente para adscribir a este componente al proceso de

recuperación metabólica. De hecho, la magnitud de H4 no se correlaciona

ni con el número de contracciones (sólo aumenta durante las tres

primeras contracciones luego de un periodo de reposo) ni con la presión

desarrollada. Ademássi bien para un latido aislado la relación

H4/(H1+H2+H3)resultó igual a 1.24 (valor razonable para una relación

recuperación/consumo), para latidos estacionarios esta disminuyóa 0.24.

La distinta contribución que presenta H4en el calor total de un latido

aislado vs. un latido estacionario explica la diferencia observadaentre

el calor total de ambostipos de latidos (Tabla II).

La disminución (que en promedio corresponde al 75% del valor

obtenido en condiciones controles) de la pendiente de la regresión entre

H3 y P en ausencia de 02 (Figura 17) implica que al menos una fracción

de la recuperación se ubicaria en el tercer componente. Pero, ¿donde se

ubica, entonces, el resto de la recuperación? El calor de recuperación

de una contracción debe representar alrededor del 50%del calor total
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liberado. Sin embargo hay que tener en cuenta que el burbujeo con N2no

asegura el total desplazamiento del O2 de la solución de perfusión

(Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer, 1982). El tal caso, el O2remanente

podria ser suficiente para mantener una fracción de recuperación que no

es eliminada en presencia de N3.Por lo tanto no ha podido identificarse

su ubicación en los componentes energéticos. Por otro lado, como en

estos experimentos no se inhibió la glucólisis anaeróbica seria de

esperar que esta estuviese aumentadaen ausencia de szor efecto Pasteur

(Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer, 1982). Por lo tanto el O2remanente

en la solución y una glucólisis aumentadapodrian ser suficientes para

recuperar los bajos requerimientos de energia del músculo durante estos

experimentos (alrededor de una contracción cada 5 minutos).

Los componentes H1, H2 y H3 se activan latido a latido, y son

diferenciables tanto en latidos aislados comoestacionarios.

El único componentede liberación de calor que se correlacionó con

P e IPt fue H3 (Fig 15 y 28). Esta correlación se observó tanto en

latidos aislados comoestacionarios. De este hecho se concluye que esta

fracción de calor debe representar el calor asociado a la generación de

fuerza, y por lo tanto deberia contener la hidrólisis de ATPa nivel de

los puentes actomiosinicos. Si expresamos a H3 y ¡a P en la mismas

unidades (usando 1.05 como la densidad del músculo (Hill, 1965), la

pendiente que se obtiene para la correlación entre ambos parámetros

(0.24) es adimensional. La inversa de esta pendiente es 4.17 y represen­

taría el coeficiente isométrico de calor, el cual ha sido muyutilizado

comoindice de la economia de la contracción (Mulieri y Alpert, 1982;

Ponce-Hornos, Musi y Bonazzola, 1990). El valor que se presenta en esta

tesis para el coeficiente mencionado es comparable al informado por
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Gibbs (23.7) y mucho menor al obtenido por Mulieri y Alpert (28.8)

(Mulieri y Alpert, 1982). La diferencia entre los resultados de estos

dos autores ha sido tentativamente explicada a través de la supuesta

inclusión en los valores de Gibbs del calor de recuperación. Mulieri y

Alpert (1982) calcularon que si se eliminaba a1 calor de recuperación,

el coeficiente subirla de 3.7 a 6.7. Si se aplica el mismocriterio a

los resultados presentados en esta tesis (asumiendo que H3 incluye la

recuperación de la energia gastada para la generación de fuerza) el
coeficiente isométrico de calor subirla a 7.5.

El componente H3 se relacionó con (Ca)° en forma similar a P

(Figuras 20 y 23), mostrando ambos parámetros una relación sigmoide con

la actividad extracelular de este ión. Tanto es asi que la relación de

H3 con P, a Ca variable, se comporta linealmente (r:0.847, ordenada al

origen: 0.45i2.41 mJ.g“ , pendiente: 0.23i0.07 mJ.mm2.mN“.g“,n=23) en

el rango de las concentraciones utilizadas.

Comose mencionó previamente, desde los trabajos de A.V. Hill se

sabe que existe una fracción de calor activo que no es dependiente de la

generación de fuerza, al cual se llamó calor de activación. Este calor
a sido clásicamente vinculado a los movimientos de Ca en la célula. En

el presente trabajo, de los cuatro componentesde calor, tres de ellos

resultaron independientes de P. El H4ademásde lo puntualizado respecto

a su origen mitocondrial tiene una evolución temporal que lo descarta

comoparte del llamado calor de activación. En efecto, el calor de

activación en músculo esquelético es de rápida evolución, ubicándose

dentro del primer segundo de la respuesta calorimétrica (Mulieri y

Alpert, 1982). Del mismomodo, en el corazón, el calor independiente de

tensión descrito está ubicado dentro de los primeros dos segundos de
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evolución (Mulieri y Alpert, 1982). Todo esto indicaria que en los

trazados obtenidos en este trabajo el calor de activación estaria

ubicado en los dos primeros componentes, H1 y H2. Estos dos componentes

energéticos resultaron independientes de todos los parámetros contrácti­

les (P, IPt, -P y +P). Este es un punto particularmente importante, ya

que estos componentes energéticos independientes de la generación de

fuerza se determinaron en condiciones másfisiológicas que las utiliza­

das por otros autores. Hasta el presente para obtener fracciones de

calor independientes de la fuerza generada se debió recurrir a imponer

al músculo condiciones de no generación de fuerza, lo cual asume que

este componente de calor posee 1a misma magnitud tanto si el músculo

está generando fuerza comosi no lo está. Los experimentos realizados

bajo condiciones de no generación de fuerza asumen también que la

intervención que se utiliza para tal efecto no afecta a los procesos

comprendidosen el calor de activación. Las intervenciones másutiliza­

das fueron el acortamiento del músculo por debajo de la longitud óptima

de generación de fuerza, el sometimiento del tejido a soluciones

hipertónicas y el método de "quick release" (Gibbs, Losselle y Wendt,

1988; Mulieri y Alpert, 1982). En músculo esquelético y cardiaco,

Mulieri y Alpert (1982) obtuvieron también dos componentes independien­

tes de P, los cuales fueron asociados por los autores con diferentes

etapas del ciclaje de Ca en el miocito. Estos autores muestran que de 1a

suma de estos dos componentes, en el músculo esquelético se obtienen

valores comparables (0.87 mcal.g“) al calor de activación aceptado en

la literatura. Sin embargolos valores que obtuvieron para el calor de

activación de músculocardíaco resultaron excesivamente bajos (aproxima­

damente el 20%del obtenido en músculo esquelético). Cabe destacarse que
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estos autores realizaron estos experimentos en condiciones muyalejadas

del estado fisiológico del tejido, ya que ademásde las inevitables

isquemias durante las mediciones que exige el métodode las termopilas,

con el objeto de minimizar el desarrollo de fuerza debieron someter al

preparado a soluciones 815 mOsm(obtenidas por agregado de manitol). En

la presente tesis H1 y H2 resultaron dependientes de la (Ca)o, en forma

sigmoidea (Figuras 21 y 22), lo cual está de acuerdo con la hipótesis

que relaciona a estas fracciones con el calor de activación, el cual es

altamente dependiente de la concentración de este ión (Gibbs, Loisselle

y Wendt, 1988). En los experimentos presentados en esta tesis para

latidos estacionarios a 0.5 mMde Ca se obtuvieron valores de 1.6 y 3.2

mJ.g“ respectivamente, que sumados dan 4.8 mJ.g“, un valor que está en

el orden de los presentes en la literatura para el calor de activación

(Gibbs, Loisselle y Wendt 1988). Debido que H1 y H2 representan a dos

componentesdiferenciables cinéticamente seria esperable que estuvieran

asociados al menos a dos procesos distinguibles. Ya que los dos forman

parte del calor independiente de tensión que es activable latido a

latido y ambos son dependientes de (Ca)°, se puede hipotetizar que

representan diferentes etapas del ciclado de Cadurante una contracción.

Comose especificó anteriormente, por ser el de evolución más rápida H1

podria ser asociado, en primera instancia, con los eventos iniciales que
ocurren en una contracción. La contracción se inicia con la entrada

masiva de Ca al citosol, tal que independientemente de que provenga del

medio extracelular o de compartimientos intracelulares resulta en un
incremento de la concentración citosólica de Ca. Comoconsecuencia de

esto se produce el pegado de Ca. a diferentes sitios de "binding"

intracelulares. Es sabido que la asociación del ión Ca a la TnCes un
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proceso exotérmico (Imaizumi, Tanokura y Yamada,1990). La desaparición

de H1 durante la extrasistolia (Figura 27) refuerza la hipótesis

presentada sobre el origen de H1. Se debe recordar aqui que la extrasis­

tolia se provoca en un tiempo muy próximo a la presión pico y no se

observan variaciones en P originadas por este tratamiento, con lo cual

es realmente esperable no tener variaciones en la cantidad de Ca unida

a los miofilamentos en forma simultánea. A esto se suma que en presencia

de cafeína 1 mM,en ciertos experimentos, aumentó la P asociada a TW

respecto a su control, y para estos casos en particular reapareció H1en

los trazados de calor. Esto también apoya la hipótesis sostenida sobre

el origen de H1, ya que es esperable que el aumento de P registrado esté

provocado por un aumento en el "binding" de Ca a TnC. Los trazados de

calor asociados a la extrasistolia presentaron un componenteque debido

a sus caracteristicas (tiempo a1 pico, lambda) fue asociado a H2. Esto

nos muestra que contrariamente a H1, H2 representaría una fracción de

calor que no es dependiente de la ocupación de los sitios de "binding"

de Ca intracelulares. Los resultados presentados sugieren que H2 es un

componente asociado a movimientos de Ca (como podria inferirse por su

dependencia con la concentración de este ión), aunque es independiente

de la generación de fuerza y no parece estar asociado a procesos de

"binding" de Ca. El principal evento exotérmico Ca dependiente que

quedaria es 1a recaptación del Ca citosólico por medio de los sistemas

activos. Sin embargono se cuenta con evidencias experimentales univocas

sobre el origen de H2. Estas interpretaciones se encuentran apoyadas por

los resultados de Mulieri y Alpert (1982), ya que estos autores también

asociaron a sus componentes independientes de tensión secuencialmente

con el "binding" de Ca a TnCy recaptación de este ión, respectivamente.
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La suma de H1 y H2 es similar al calor de activación obtenido por

Homsher (1.02 mcal.g“) (Homsher, Mommaerts, Ricchiuti y Wallner, 1972)

y por Mulieri y Alpert (0.87 mcal.g“) (Mulieri y Alpert, 1982) para

músculo esquelético. El modelopropuesto, en el cual H1representaría el

"binding" de Ca a TnCy H2 la remoción del Ca del citosol (y que resulta

coherente con los dos componentesdescritos para el calor de activación

de músculo esquelético) se puede contrastar con datos extraídos de la

literatura. Usandouna relación de 1 pmol Ca.g“ de miofibrillas, una

entalpia para el binding de Ca a 'TnC entre -32 y -26 kJ.mol" Ca

(Imaizumi, Tanokura y Yamada, 1990; Mulieri y Alpert, 1982) y asumiendo

un contenido de miofibrillas de 0.1 9.9“ (Mulieri y Alpert, 1982), el

calor asociado al componente H1 indicaria que alrededor del 60%al 73%

de la TnC está saturada por Ca. Esto concuerda con los resultados

obtenidos por Hoffmany Fuchs (1987). Estos autores calcularon que para

alcanzar niveles de P comolos registrados en este trabajo (25.5 y 33.2

mN.mm*,para latidos estacionarios y aislados respectivamente) seria

necesario ocupar entre el 60%al 70%de la TnC. Para remover el Ca que

se libera al citosol en una contracción a través de los sistemas de

bombeodel sarcolema o del reticulo sarcoplásmico debe hidrolizarse ATP

(según el sistema interviniente se remueven 1 o 2 Ca por ATPrespectiva­

mente) y por lo tanto debe liberarse calor. Debido a que además de la

troponina C existen varios sitios intracelulares que unen Ca con alta

afinidad, es esperable que el Ca liberado durante una contracción sea

mayor que la fracción unida a TnC. Por lo tanto la energia requerida

para remover todo el Ca liberado deberia ser mayorque la esperable para

bombear 1a fracción asociada a TnC. Si se usa 44 kJ.mol“ comoentalpia

de hidrólisis de creatina fosfato y una relación Ca/ATPintermedia de
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1.5 es esperable que para la remoción del Ca unido a TnC (calculado a

partir de H1) se liberen alrededor de 1.92 mJ.g“. Esta cantidad de calor

está contenida en los valores obtenidos para H2, quedando un resto de

energia en este componente que puede contener la remoción de Ca no unido

a TnC y el transporte de Na y K asociado al evento mecánico (Ponce­

Hornos, 1990). Por otro lado, asumiendo que todo H2 esté asociado al

ciclado de Ca resulta (utilizando nuevamenteuna relación Ca/ATPde 1.5

y el promedio de H2 entre latidos aislados y estacionarios) que la

magnitud de este componente pronostica la remoción de aproximadamente

0.1 pmol Caflg“. Mulieri y Alpert (1982) calcularon que el músculo

esquelético (a 0 °C) removia 0.18 pmol Ca.g“. Hay que tener en cuenta

que estos autores consideraron para el cálculo todo el calor de

activación (componentes rápido y lento) (Mulieri y Alpert, 1982). Las

diferencias en el preparado experimental y en los cálculos que existen

entre este trabajo y el publicado por Alpert y Mulieri explican

ampliamentela disimilitud en los valores obtenidos.

Se debe destacar que es la primera vez que se mide el calor de

activación del músculocardiaco en presencia de la generación de fuerza,

que se obtuvieron valores muysimilares a los medidos clásicamente en el

músculo esquelético y que pudieron ser identificados dos componentesde

activación. La importancia de esta medición es aún más relevante si se

tiene en cuenta que previamente sólo se habia logrado diferenciar dos

componentes en el calor de activación si se sometia al músculo a

soluciones altamente hiperosmóticas con el fin de anular el desarrollo

de fuerza, y que la magnitud obtenida en estos estudios previos

resultaba exageradamente pequeña.
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El agregado de un segundo estimulo a 200 ms del primero provoca una

prolongación en el mantenimiento de la fuerza sin afectar la máxima

velocidad de relajación. Comoconsecuencia se induce un aumento del área

bajo la curva de presión intraventricular. Energéticamente, el resultado

de este segundo estimulo es la aparición de dos componentes de calor que

comienzan luego de los 200 ms. Los dos componentes energéticos menciona­

dos fueron asociados a H2 y H3 debido a que poseen tiempos al pico

similares a los observados en latidos aislados y estacionarios. Los

valores de H3 en la estrasistolia se comportaron respecto de IPt en

formasimilar a los latidos estacionarios controles (Figura 28), lo que

implica que el gasto energético realizado por el músculo al generar
fuerza no se modificaria durante la extrasistolia.

Pero, ¿cual es la fuente de Ca que interviene en la extrasistolia?

Contestar a esta pregunta, como ya se dijo en Resultados, tiene

importancia mecanistica, ya que puede contribuir a la comprensión de los

movimientos de Ca durante la contracción y ¿1 la evaluación de las

participaciones relativas de las fuentes celulares de dicho ión. Por

otro lado, conocer la respuesta a esta pregunta es importante desde el

punto de vista fisiopatológico debido a que las extrasistolias son un

fenómeno frecuente en el corazón humano. Tanto los dos componentes

energéticos comola Ith4 asociada a la extrasistolia siguieron una
cinética de saturación con la actividad de (Ca)°. Esto significa que la

contracción en si misma (medida por IPt y H3) y la fracción de calor

asociada a movimientos iónicos durante la contracción siguieron una

relación creciente con el Ca extracelular. Por otro lado la cafeína, un
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conocido inhibidor de la participación del reticulo sarcoplásmico en la

contracción, no modificó el valor de IPtmw. Estos resultados tomados en

conjunto conducen a pensar en un origen extracelular del Ca asociado a

la extrasistolia. Hay trabajos en la bibliografia que muestran la

existencia de un influjo de Ca asociado a la extrasistolia (Morady

Cleemann, 1987). Esto último es totalmente esperable, ya que es sabido

que la señal que activa la contracción en el músculo cardiaco es la

entrada de Ca desde el medio extracelular. Sin embargo los resultados

aqui presentados sugieren una participación casi exclusiva del Ca

extracelular durante la extrasistolia, ya que la IPtmmasociada a ella

no se modificó inhibiendo la función del reticulo sarcoplásmico con

cafeína. Esto último es importante, ya que indicaria que la liberación

de Ca desde el reticulo sarcoplásmico tendria un periodo refractario de

por lo menos 200 ms.

La aplicación del estimulo extrasistólico produce, ademásde los

efectos mecánico-energéticos mencionados, la potenciación de la fuerza

en el latido siguiente. Este fenómeno, llamado potenciación post­

extrasistólica, es conocido desde hace tiempo en la literatura (Hoffman,

Bindler y Suckling, 1956). Sin embargo el mecanismoinvolucrado en este

proceso es un problema aún no resuelto. En los experimentos presentados

en esta tesis se mostró que además de P e IPt se potenciaron los tres

componentesenergéticos activables latido a latido (es decir H1, H2 y

H3). El comportamiento manifestado por H3 respecto a IPt en esta

condición experimental no se modificó respecto de los valores controles

(Figura 28). Deesto resulta, al igual que en las extrasistolias, que el

gasto energético para generar fuerza es el mismo que en un latido

normal. Como resultaron incrementados H1 y H2 (ambos componentes
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dependientes de los movimientos de Ca), puede interpretarse que la

potenciación de la fuerza (y de la fracción de calor dependiente de la

fuerza) puede deberse a un aumentode la oferta de Ca al citosol durante

PTW.Cuandose modificó el contenido de Ca del extracelular, contraria­

mentea lo que ocurrió en la extrasistolia, en la postextrasistolia la

potenciación en valores absolutos de todos los parámetros mecánicos y

energéticos estudiados mostró un pico a una (Ca)o de 0.13 mM.A su vez,

esta potenciación medida en porcentajes respecto al control previo se

redujo con el aumentode (Ca),. Probablemente, estos últimos resultados

son debido a la progresiva saturación, con el aumentodel Ca extracelu­

lar, de uno o más de los mecanismosque intervienen en la contracción.

Dicho de otra manera, a medida que el sistema se aproxima a la satura­

ción queda menos margen para la potenciación.

Si la potenciación de la maquinaria contráctil durante PTWse debe

a un aumento en la oferta de Ca al citosol, surge necesariamente la

pregunta de cual es la fuente de Ca que interviene en este mecanismo. Es

sabido que el retículo sarcoplásmico tiene una participación muy

importante en el proceso contráctil del corazón de los mamíferos (Morad

y Cleemann, 1987). La cafeína inhibe la participación de esta organela

a través del vaciamiento del contenido de Ca de la misma (Bers, 1985).

La completa desaparición de la potenciación de P, IPt, H1, H2 y H3 en

presencia de cafeína 1 mMindica que el retículo sarcoplásmico tiene una

participación preponderante en este proceso. Se sabe que la cafeína

disminuye la captación de Ca por el retículo sarcoplásmico (Weber y

Herz, 1968; Shine y Langer, 1971) e induce la liberación del mismo ión

desde esta organela (Thorpe, 1973; Fabiato y Fabiato, 1978). Estos dos

efectos conducen a una depleción del contenido de Ca de la organela
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(Bers, 1985). Debe tenerse en cuenta que la cafeína, además de sus

efectos sobre el retículo sarcoplásmico, incrementa la entrada de Ca

transarcolemal durante el potencial de acción lo que se ha atribuido a
su acción inhibitoria sobre la fosfodiesterasa (Blinks, Olson, Jewell y

Braveny, 1972; Kolhardt, Kubler y Hansi, 1974; Di Genaro y Vasalle,

1984). Sin embargoa las concentraciones de 1a droga utilizadas en este

trabajo se observa un marcadoefecto inotrópico negativo (P disminuye al

50%), lo que indica que prevalece la acción sobre el retículo sarcoplás­

mico. La droga también aumenta la sensibilidad al Ca de los miofilamen­

tos (Fabiato, 1981b; Wendt y Stephenson, 1983), aunque este efecto ha

sido observado recién a dosis superiores a 10 mM(Blayney, Thomas, Muir

y Henderson, 1978; Wendt y Stephenson, 1983). Por lo tanto hay razones

suficientes para pensar que en los experimentos presentados en esta
tesis la cafeína ha actuado fundamentalmente como inhibidor de la

participación del retículo sarcoplásmico en la contracción. Además,es

sabido que esta organela tiene una importante participación en el ciclo

contráctil del ventrículo de rata (Fabiato y Fabiato, 1978; Bers, 1985)

y particularmente en lo que se refiere a los fenómenos inotrópicos

frecuencia dependientes como lo es 1a potenciación post pausa (Bers,

1985; Marengo, Márquez y Aramendía, 1991). Los resultados presentados en

este trabajo están de acuerdo con lo hallado previamente por Morad y

Cleeman (1987) en ventrículo de gato. Estos autores hallaron que

mientras la fuerza se potenciaba en 1a post-extrasistolia, la duración

del potencial de acción y el influjo de Ca a la célula (medido como

depleción de Ca extracelular) no se modificaban.

Los resultados presentados permiten postular el siguiente mecanis­

mo:durante la extrasistolia ingresaría a 1a célula una fracción extra
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de Caproveniente del medioextracelular que provocaría un retardo en la

remoción del Ca unido a TnC (que provoca el retardo observado en la

relajación y el consecuente aumento en IPt). Esta fracción de Ca se

almacenaría en el RS (casi completamente, ya que no se observaron

diferencias entre la Ithü y la IPtnmc), y se liberaría durante PTW

conjuntamente con 1a fracción de Ca reciclada constantemente latido a

latido. La liberación de Ca desde RS, aumentadadurante 1a postextrasis­

tolia, generaría entonces 1a potenciación observada. En presencia de

cafeína, comola recaptación por parte del RS se halla inhibida por 1a

droga (Webery Herz, 1968; Bers, 1985), la fracción de Ca que entra a la

célula durante la extrasistolia no puede almacenarse en la organela y

desaparece la potenciación de PTW.



Resumen
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El conocimiento de los procesos energéticos que ocurren en el ciclo

contráctil del músculocardiaco es de sumaimportancia para el estable­

cimiento de un modelode excitación-contracción-relajación más completo

y perfeccionado que el existente. A su. vez, tener un modelo bien

establecido de los componentes energéticos que se activan durante una

contracción facilitaria el estudio comparativo del comportamientodel

músculo cardiaco de diferentes especies y/o estados patológicos en una

mismaespecie. Este tipo de estudios comparativos podrian llevarse a

cabo simplemente determinando la magnificación, reducción o desaparición

de un componenteenergético particular que esté identificado a un evento

que ocurre durante el ciclo contráctil.

Hasta el momento otros autores habían logrado determinar como

máximodos componentes energéticos diferenciables cinéticamente más un

tercero obtenido por diferencia con el calor total por latido. A su vez

estas mediciones siempre se realizaron en condiciones poco fisiológicas

que incluían isquemias transitorias y, para medir el calor de activa­

ción, 1a necesidad de trabajar en un estado de no generación de fuerza

(logrado a través de soluciones hipertónicas, preacortamiento del

músculo o "quick release").

En este trabajo de tesis se utilizaron ventrículos de rata

arterialmente perfundidos, y se evaluó con un sistema microcalorimétrico

el comportamiento mecánico y energético (Ponce-Hornos, 1982) de

contracciones obtenidas luego de un largo reposo o a la frecuencia de

estimulación de 0.16 Hz bajo diferentes condiciones experimentales.
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Tanto los registros mecánicos como los energéticos globales se

ubicaron dentro de los valores que registra la literatura (25.47i1.53

mN.mm*y 14.2:1.0 mJ.g“ respectivamente, para latidos obtenidos a 0.16

Hz y 0.5 mMCa).

Conla aplicación de un sistema de ecuaciones de difusión para

lámina plana ha sido posible la determinación de cuatro componentes de

liberación de calor (Hl=2.1i0.3, H2=2.3i0.3, H3=9.liO.7, H4=16.7il.6

mJ.g“) en los latidos obtenidos luego de un largo reposo (siempre mayor

a 5 minutos). En cambio, en latidos obtenidos en un músculo estimulado

de 0.16 Hz se manifestaron sólo tres de los cuatro componentes hallados

previamente (H1=1.610.1, H2: 3.2i0.4, H3=6.3i0.5 mJ.g“). Se muestran

evidencias que indican que estos tres componentesse liberan sobre una

fracción de calor (entre 380 y 450 pw.g*) que se adiciona al calor de

reposo durante la actividad contráctil del músculo. Los resultados

sugieren que este calor adicional proviene del componenteH4 (el de más

lenta evolución), que se activa en el primer latido luego de un reposo

y sólo aumentadurante las dos contracciones subsiguientes, alcanzando

un valor estacionario de potencia que no se diferencia del observado

para latidos estacionarios. Este componentese inhibe en ausencia de Oz

y es sensible a la concentración de Ca del medio de perfusión, resulta­

dos que sugieren un origen mitocondrial del mismo, probablemente

asociado al transporte de Ca por esta organela.

El componente H3 fue el único dependiente de la generación de

fuerza, comportamientoque se repitió tanto en latidos a frecuencia de

0.16 Hz, latidos luego de un largo reposo, extrasistolias y postextra­
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sistolias.

Los componentes H1y H2resultaron independientes de la generación

de fuerza y dependientes de la concentración de Ca del medio. Es la

primera vez que se logra una evaluación del calor independiente de la

fuerza en presencia de la misma. La suma de los dos es muy similar al

calor de activación de músculo esquelético, y por separado sus magnitu­

des respectivas explican satisfactoriamente la liberación de calor

esperable para el "binding" de Ca a sitios intracelulares y para la

remoción del Ca que activaria la contracción.

El agregado de una estimulación extrasistólica a 200 ms del

estimulo que inicia la contracción provoca, en condiciones controles,

la prolongación del tiempo de la contracción (y consecuentemente el

aumentode la integral de la presión respecto del tiempo) sin modificar

la presión máximade la contracción. El mismotratamiento en presencia

de cafeína provocó (en 3 de los 5 casos analizados) además del aumento

del área bajo la curva de la contracción, un aumento de la presión

máxima generada. En los casos donde no aumentó la presión máxima, la

curva de liberación de calor asociado a la extrasistolia mostró la

desaparición de H1; mientras en los casos en que se registró un aumento

de la presión máximalas curvas se ajustaron a los tres componentes (H1,

H2y H3). Estos resultados apoyan la vinculación de H1 con los procesos

de "binding" de Ca a sitios en el citosol, ya que un aumento en la

presión máxima implica que entren en juego sitios de troponina C

adicionales y esto deberia manifestarse calorimétricamente.
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Los dos componentes energéticos y la integral de la presión

respecto del tiempo asociados a 1a extrasistolia siguieron una cinética

de saturación con la actividad de (Ca),. Esto significa que la contrac­

ción extrasistólica en si misma (medida por IPt y H3) y 1a fracción de

calor asociada a movimientosiónicos durante esta contracción siguieron

una relación creciente con el Caextracelular. Por otro lado la cafeína,

un conocido inhibidor de 1a participación del reticulo sarcoplásmico en

la contracción, no modificó el valor de la integral de la presión

respecto del tiempo de la contracción extrasistólica. Estos resultados

tomados en conjunto conducen a pensar en un origen extracelular del Ca
asociado a la extrasistolia.

La aplicación del estimulo extrasistólico produce la potenciación

de la fuerza en el latido siguiente (potenciación post-extrasistólica).

El mecanismoinvolucrado en este proceso es un problema aún no resuelto.

En los experimentos presentados en esta tesis se muestra que además de

P e IPt se potenciaron los tres componentes energéticos activables

latido a latido (H1, H2 y H3). Del incremento de H1 y H2 (ambos

dependientes de los movimientos de Ca), puede interpretarse que la

potenciación de la fuerza (y de la fracción de calor dependiente de la

fuerza) puede deberse a un aumentode la oferta de Ca al citosol durante

PTW.La potenciación postextrasistólica de P, IPt, H1, H2y H3desapare­

ció en presencia de cafeína 1 mM.Esto indica que el reticulo sarcoplás­

mico tiene una participación preponderante en este proceso.

Los resultados presentados permiten postular el siguiente mecanis­

mo:durante la extrasistolia ingresaria a la célula una fracción extra
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de Caproveniente del medio extracelular que provocaría un retardo en la

remoción del Ca unido a TnC. Esta fracción de Ca se almacenaria en el

RS, y se liberaria durante PTWconjuntamente con la fracción de Ca

reciclada constantemente latido a latido. La liberación de Ca desde RS,

aumentadadurante la postextrasistolia, generaría entonces la potencia­
ción observada.

La tesis en su conjunto demuestra como modelando la respuesta

energética del músculo es posible analizar los eventos que ocurren

durante el ciclo contráctil, y a su vez estudiar alteraciones desencade­

nadas sobre estos eventos por una situación patológica como lo es la

aparición de una extrasistolia.
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