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Lista de abreviaturas y simbolos

min: minuto
s: segqundo
ms: milisegundo
Hz: hertz
kHz: kilohertz
mm: milimetro
mN: milinewton
g: gramo
mcal: milicaloria
mJ: milijoule
mW: miliwatt
uW: microwatt
mV: milivoltio
t: tiempo
o: infinito
tg: tangente
ml: mililitro
mM: milimolar
gM: micromolar
mmol: milimol
pmol: micromol
nmol: nanomol
mOsm: miliosmolar
[Ca]o: concentracién extracelular de calcio

(Ca)o: actividad extracelular de calcio



(Ca*?)i: calcio libre citosdlico
Ica: corriente de calcio
Em: diferencia de potencial de la membrana plasmdtica
RS: reticulo sarcopldsmico
C: latido control
TW: estimulo doble o pareado, o contraccién resultante de esta
estimulacién
PTW: contraccién posterior a una de tipo Tw
CD: curva diferencia obtenida restando el trazado calorimétrico de
C al trazado calorimétrico de TW
It: calor (medido en mJ o mcal)
H: potencia (medida en mW o uW)
lit: potencia total liberada por un misculo contrayéndose
Hr: potencia liberada por un misculo en reposo
Ha: potencia liberada debido a la actividad contrdctil del misculo
H’a: calor por latido
Hl: componente de calor de una contraccién
H2: componente de calor de una contraccién
H3: componente de calor de una contraccién
H4: componente de calor de una contraccién
H4: valor de potencia alcanzada por H4 en la meseta del registro
P: mdxima presién desarrollada durante una contraccidén
+P: mdxima velocidad de contraccidn
-P: mdxima velocidad de relajacién
IPt: integral de la curva de desarrollo de presién en funcién del
tiempo

tcl: tiempo transcurrido desde el inicio de la contraccién hasta +P



tc2:
trl:

tr2:

ATP:
ADP:
AMPc:
TnC:

0,:

N,:
Ca:
Mg:
Na:
K:

Mn:

tiempo transcurrido desde +P hasta P

tiempo transcurrido desde P hasta -P

tiempo transcurrido desde -P hasta el final del ciclo contréac
til

constante de velocidad de enfriamiento del calorimetro
constante de velocidad para el retardo en la deteccidén de la
senal calorimétrica

trifosfato de adenosina

difosfato de adenosina

monofosfato de adenosina ciclico

troponina C

oxigeno molecular

nitrégeno molecular

ion calcio.

ion magnesio

ion sodio

ion potasio

ion manganeso



Introduccion



A. CALCIO Y CONTRACTILIDAD CARDIACA

1. Generalidades

El calcio libre citosélico (Ca®*), estd involucrado en un sinnumero
de fendmenos a nivel celular, ya sea como requlador fisioldgico o como
gatillo o desencadenante de funciones celulares. El incremento en su
concentracioén citosdlica promueve una serie de actividades celulares que
incluyen secrecidén, mitosis, transmisién del impulso nervioso, transpor-
te a nivel de membrana, reacciones de fosforilacidn, activacion o
inhibicidén de sistemas enzimaticos y, en tejidos musculares activacion
de la contraccién (Rasmussen y Barret, 1984).

El gradiente ionico para calcio es cuantitativamente el méas
importante que se establece a través de la membrana celular. En efecto,
como la concentracién de Ca en el medio extracelular estd en el orden
milimolar, la relacidén entre las concentraciones extra e intracelulares
para este ién excede 10*. En el misculo cardiaco, el elevado gradiente
electroquimico para calcio estd parcialmente garantizado por 1la baja
permeabilidad de la membrana a este ién en condiciones de reposo.
Ademds, el bajo nivel de (Ca**)i en estas condiciones es mantenido por
sistemas de transporte gue directamente o por su asociacidn con otros
sistemas de transporte, utilizan energia quimica. Estos sistemas estan
ubicados tanto en la membrana celular o sarcolema (bomba de Ca asociada
a sarcolema e intercambiador de NaxCa) como en el reticulo sarcopldsmico
(RS) (bomba de Ca asociada a este sistema membranoso) o en la mitocon-

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



Scholz, 1984). Durante el evento contriactil, el misculo cardiaco esté
sometido a rdpidos cambios en la concentracién intracelular de Ca, la
cual oscila entre el nivel basal correspondiente al estado de reposo
mecdnico (<1077 mol.l™) hasta aproximadamente 10™® mol.l™ en el pico de
activacién, en periodos que pueden variar entre 50 a 1000 ms dependiendo
de la especie y la temperatura. Por lo tanto, el misculo cardiaco posee
mecanismos capaces de regular ciclicamente en forma rdpida y precisa los
niveles de (Ca**)i de lo que depende su funcién contrdactil. En trabajos
mds recientes se propuso que existirfa una competencia entre el
intercambiador NaxCa y la bomba de Ca del RS por la remocién del Ca que
entra al intracelular en una contraccién, de modo que cuando uno de
estos dos sistemas es inhibido el otro seria capaz de captar todo el Ca
que ingresdé (Bers y Bridge, 1989; Shattock y Bers, 1989; Bridge, Smolley
y Spitzer, 1990; Lewartowski, Wolska y 2Zdanowski, 1992).

A diferencia del misculo esquelético de mamifero en el que 1la
graduacion de la contraccién se logra o bien mediante el reclutamiento
de fibras motoras (misculo esquelético de tipo rdpido) o por variaciones
de desporalizacion de la membrana celular (misculo esquelético de
caracteristicas toénicas), en el misculo cardiaco 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 accién. Esta
respuesta del tipo todo o pada implica que la regulacioén de la contrac-
cién cardiaca debe ser una propiedad de las células miocdrdicas y que
existiria una modulacién de la contraccién a nivel de cada una de ellas.
Una de las formas por las que el midsculo cardiaco es capaz de regular la
fuerza generada es a través de la clédsica respuesta de Frank-Starling en

la cual, 1las variaciones de 1la 1longitud de las fibras en reposo



modifican la interaccién entre miofilamentos de actina y miosina. Otra
forma por la cual el misculo cardfaco puede regular su fuerza contréctil
estd relacionada con modificaciones en los mecanismos que controlan la
oferta de calcio a los miofilamentos (Langer, 1980). En efecto, existen
una serie de compartimientos celulares (complejo glicocdlix-sarcolema,
reticulo sarcoplasmdtico, mitocondrias) con capacidad de acumular calcio
en cantidad suficiente como para modificar la oferta de este catién al
medio intracelular. A continuacién se desarrollaran detalladamente
las caracteristicas de cada uno de los compartimientos potencialmente
involucrados en el control del Ca celular. A su vez se discutird el
lugar que estos ocupan en los modelos de excitacidén-contraccién-

relajacién existentes hoy en dia en la literatura.

2. e io e c a

El misculo cardiaco cesa casi inmediatamente de responder frente a
un estimulo cuando se priva de calcio (Ca) el medio de perfusién. Esto
denota la critica dependencia existente en misculo cardiaco entre la
actividad contrdctil y la presencia de Ca en el medio extracelular
(Ringer, 1883; Philipson y Langer, 1979; Rich, Langer y Klassen, 1988)
lo gue lo diferencia del misculo esquelético el cual es capaz de
contraerse aun 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
Ca para activar el aparato contrdactil, sin embargo el Ca responsable del

mantenimiento de la contraccién cardiaca no parece provenir exclusiva-



mente de alli. En efecto, si bien la fuerza generada disminuye rédpida-
mente por la reduccién de la concentracién de Ca en el medio extracelu-
lar (Shine, Serena y Langer, 1971) o por la exposicidén del musculo a
inhibidores de 1la 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 generacién de fuerza. Ademds, la mayor parte de los
estudios electrofisioldgicos que estiman la entrada de Ca por 1la
denominada corriente lenta, han generado valores gque sélo pueden
explicar entre el 10 y 20% del Ca requerido para una activacién mdxima
(Solaro, Wise, Shiner y Briggs, 1974; Fozzard y Beeler, 1975; Chapman,
1979). Del mismo modo, las estimaciones de la entrada de Ca por latido,
obtenidas por mediciones de flujos radioisotépicos, también representan
aproximadamente el 10% del Ca requerido para la completa activacién 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 activacién mdxima de los miofilamentos,
éstas alun no pueden considerarse como definitivas. De hecho, es de
destacar que las estimaciones del influjo de Ca obtenidas por mediciones
radioisotépicas y por el método de voltage-clamp en células aisladas,
difieren en un orden de magnitud (Bers, 1985).

Cuando se encara el andlisis del origen del calcio responsable de
la contraccién cardiaca, es interesante examinar la respuesta del
misculo cardiaco frente a la perfusién con soluciones libres de Ca. En
estas condiciones, se ha observado en ventriculo de conejo que la fuerza
contrdctil declina con un tiempo medio de aproximadamente 0,8 minutos,

lo que indicaria que la tensién cae tanto como lo hace la concentracién



de calcio en el espacio intersticial o en regiones celulares que se
hallan en rdapido equilibrio con el mismo (Shine, Serena y Langer, 1971).
Por otra parte, cuando el Ca es reintroducido en el medio de perfusién,
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 explicacién para esta asimetria observada
para el descenso versus el ascenso de la fuerza contrdctil cuando se
remueve o readmite al calcio en el medio de perfusidén, seria que un
componente de calcio importante en la contraccién cardiaca estaria unido
a algun sitio superficial con afinidad para el Ca, tal que su readmisidn
(asociacion del idén a estos sitios de unidn) se efectuaria en forma mas
rdpida que el lavado del mismo (disociacién del Ca de los sitios de
unién superficiales). Mds recientemente (Rich, Langer y Klassen, 1988)
se ha encontrado, en células aisladas de ventriculo de conejo, que si se
asegura un lavado de todo el medio extracelular en pocas décimas de
sequndo estas células pierden totalmente su habilidad para contraerse en
menos de un segundo de cambiado el medio, la que se recupera inmediata-
mente con la reposicién del Ca extracelular. Esta fraccién de Ca
rdpidamente intercambiable fue asociada al sarcolema o a sitios de
rdpido intercambio con esta membrana. Posteriormente se determiné, por
medio de flujos radioisotépicos bajo condiciones no limitantes de
perfusion, la existencia de un componente de Ca de intercambio rdpido
(t1/2<1.5 seg) en células cardiacas de rata neonata (Kuwata y Langer,
1989). Este componente, por sus propiedades cinéticas y porque era
desplazable por lantano, también fue asociado a la membrana o a una

region de rapido intercambio con esta. Este componente de intercambio



rdpido fue confirmado posteriormente en células de rata adulta (Langer,
Rich y Orner, 1990) y la contraccién resulté totalmente dependiente de
él. Esta fraccioén de Ca era suficientemente grande como para explicar
por si sola la fuerza generada en una contraccién. Sin embargo la
ubicacién especifica de este "pool" de Ca aun no estd confirmada.
Posteriormente se determiné que una fraccion discreta del componente
rapido (aproximadamente el 20%) estaba ubicada del lado interno de 1la
membrana celular, poseia 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
participaciéon importante en la contraccién.

La importancia del Ca sarcolemal en la contraccién estd corroborada
por los estudios realizados en vesiculas de sarcolema y en tejido
muscular cardiaco frente a concentraciones de Ca extracelular variable
(0,05 a 9,0 mM), que demostraron gque el Ca unido al sarcolema estaba en
estrecha relacién con la fuerza activa generada por las preparaciones
musculares. De hecho el grdafico que relaciona el Ca unido a sarcolema
vs. concentracién de Ca extracelular y aguél que relaciona la mdxima
velocidad de contraccioén vs. el mismo pardmetro son totalmente superpo-
nibles (Bers, Philipson y Langer, 1981). Mayor soporte para la partici-
pacién del Ca extracelular y especificamente la fraccion de Ca unida al
sarcolema, se derivo de estudios en los que se compard la habilidad de
varios cationes (Y**, Nd**, La®*, Cd*, Mn*, Co*, Zn*, Mg”) de desplazar
Ca del mismo con su habilidad de desacoplar la excitacién de 1la
contraccién. La secuencia de selectividades encontradas tanto para
cationes divalentes como trivalentes fue la misma que la secuencia

relativa de desacoplamiento de la tensién contractil (Langer, Serena y



Nudd, 1974; Bers y Langer, 1979). La potencia de un determinado ién como
desacoplante y como agente desplazante del Ca unido al sarcolema,
dependia no sélo de su carga (los trivalentes fueron en general mas
potentes que los divalentes) sino, mas distintivamente, de su radio
iénico. Es decir, aquellos con radios iénicos similares al radio idénico
del Ca (0,99 A), mostraron mas habilidad desacoplante y capacidad de
desplazamiento del Ca unido al sarcolema.

En resumen, pareceria gque el espacio intersticial es 1la fuente
primaria de Ca para el acople de la despolarizacién con la contraccién.
A su vez existirian sitios de unién y almacenamiento de Ca en, o cerca
de, la superficie celular, desde los cuales éste seria liberado. Estos
sitios parecerian estar localizados en el complejo glicocdlix-sarcolema
en el cual existen mucopolisacdridos y fosfolipidos cuyas cargas
negativas serian capaces de fijar cationes, entre ellos el Ca?*. Este
complejo seria un importante lugar de almacenamiento superficial de Ca
(Langer, 1984). Es de hacer notar que este lugar de almacenamiento
contiene, en concentraciones de Ca fisiolégicas, una cantidad de cCa
unido de aproximadamente 700 umol.kg™ de tejido himedo (Bers y Langer,
1979). Esta cantidad representa el 20% del contenido total de calcio
tisular y es alrededor de diez veces la cantidad de calcio requerida
para generar el 50% de la fuerza mdxima en ventriculo de mamifero
(Pierce, Philipson y Langer, 1985). Este valor es aun superado por la
fraccién de intercambio rdpido (2.6 mmol.kg™? de tej.himedo) hallado mds
recientemente por medio de la técnica de superfusidén rdpida (Kuwata y
Langer, 1989; Langer, Rich y Orner, 1990)

Debe mencionarse gue si el Ca que entra a la célula miocdrdica a

través de sarcolema estuviera destinado a activar a las proteinas



8.

contrdctiles seria necesario un flujo transmembrana de una magnitud tal
que, de no mediar compensacién por otros movimientos iénicos, generaria
corrientes o cambios de potencial de membrana elevados, y estos no han
sido detectados (Chapman, 1983). Por otra parte, si el Ca ingresara al
sarcoplasma en cantidad suficiente para activar la contraccién, habria
dos consecuencias importantes a considerar: Primero, deberia producirse
una gran elevacién en la concentracién de Ca libre en el sarcoplasma en
regiones préximas 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 didmetro celular.
Tanto las sefales obtenidas con aequorina como los tiempos de difusién
calculados para distintos tipos celulares, sugieren que el movimiento de
Ca a través de la membrana celular, aunque indispensable, no seria
necesariamente la unica fuente de Ca activador de la contraccién en la
célula cardiaca (Allen y Blinks, 1978; Wier, 1980; Chapman, 1983).
Necesariamente, la dependencia del proceso contrdctil de 1la
presencia de Ca en el medio extracelular implica la existencia de
mecanismos involucrados en los movimientos de calcio transarcolemales.
Hasta el momento se han descripto tres de estos mecanismos: a. los
canales de calcio, b. el intercambiador NaxCa asociado al sarcolema y c.

la bomba de calcio del sarcolema.

a. Canales de calcio.
Este es uno de los sistemas que introducen Ca al citosol durante el
potencial de accién cardiaco. La dependencia idénica de 1la porcién

positiva del potencial de accién y estudios realizados a potenciales de



membrana eléctricamente prefijados (voltage-clamp) permitieron reconocer
la existencia de una corriente de entrada adicional a la corriente
rdpida de sodio (responsable esta uGltima de la espiga o fase cero del
potencial de accién). Esta corriente secundaria lenta (Isi) es depen-
diente de Ca, posee una cinética mds lenta y una dependencia del
potencial de membrana que la diferencian de la corriente rdpida 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 observé que esta corriente era mds
selectiva para el Ca de lo que se pensaba. Por este motivo se la comenzé
a llamar corriente de calcio (Ica), y su cinética de activacién e
inactivacion mostré ser mucho mds rdpida que las estimaciones previas,
observdandose en miocitos de mamifero un tiempo al pico en la corriente
de 1 a 2 ms y una inactivacién 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 (Schramm y Towart, 1985). Dentro de estos
el 1llamado "canal operado por receptores" ha sido propuesto para
explicar el hecho de que, en células musculares lisas, muchos neuro-
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. E1l llamado
"canal voltaje-dependiente", por otra parte, ha sido muy estudiado y su
existencia es indiscutida. Se encuentra ampliamente distribuido no sélo
en el corazoén sino también en diferentes tejidos corporales y en todo el
reino animal (Stanfield, 1986). Este canal, a diferencia del canal

rdpido de sodio, no es bloqueado por tetrodotoxina pero es sensible a
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cationes divalentes (Mn®, Ni*, cd*y Co*) y a los antagonistas cdlcicos
organicos como verapamil, nifedipina y otras dihidropiridinas (Stan-
field, 1986). El movimiento pasivo transmembrana de Ca a través del
canal depende de la diferencia neta de potencial electroquimico para Ca
y de la conductancia al mismo. Las cinéticas de apertura y oclusién del
canal son el resultado de los cambios en el potencial de membrana que se
producen durante el potencial de accién. Evidencias experimentales
sugieren la posible existencia de un sensor de voltaje en la membrana
(Stanfield, 1986). Este sensor podria ser un dgrupo proteico con
propiedades de dipolo que formaria una parte integral del canal idénico
Yy cuyo comportamiento seria sensible al campo eléctrico (Stanfield,
1986). Cualquier cambio en el potencial de membrana causaria la
reorientacion del sensor cargado dentro del campo y en consecuencia los
cambios conformacionales que llevarian al estado activado. La corriente
lenta comienza cuando el potencial de la membrana alcanza los -50 a -60
mV, tiene su mdximo a 0 mV y posee un bien definido potencial de
reversion que varia con la concentracién extracelular de Ca de acuerdo
a la prediccién de un electrodo Nernstiano (Campbell y Giles, 1990). lLa
inactivacién ademds de ser dependiente del voltaje (V) de la membrana lo
es de la corriente de Ca, por lo que la inactivacién varia con el
voltaje dando una curva en forma de U cualitativamente similar a 1la
relacion Ica vs V (Campbell y Giles, 1990). Esta dependencia que tiene
la inactivacién 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 inactivacién es por accién

directa del Ca sobre el canal o por intermedio de una reaccién bioquimi-
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ca, aparentemente una defosforilacién (Standen y Stanfield, 1982; Eckert
y Chad, 1984; Johnson, Khabbaza, Bailey y Brieshop, 1986). Las medicio-
nes de la corriente de un canal de calcio aislado, utilizando técnicas
de patch-clamp, han demostrado que la apertura del mismo estd distribui-
da estadisticamente con una duracién de aproximadamente 1 ms, e
interrumpidas por periodos de cierre variables que oscilan entre menos
de 1 ms y 100 ms de duracioén (Cavalie, Ochi, Pelzer y Trautwein, 1983).
Fisiolégicamente, la funcién de los canales de Ca es modulada por
neurotransmisores (Stanfield, 1986). Las catecolaminas aumentan la
corriente de Ca sin 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 momento no estd claro si este incremento en 1la
corriente de Ca es debido a un incremento en el nimero total de canales
disponibles funcionalmente o a un aumento en la probabilidad de apertura
de los canales existentes durante la despolarizacién. Los mismos efectos
se observan después de la inyeccién intracelular de AMPc o de 1la
subunidad catalitica de las proteino-quinasas dependientes de AMPc, lo
cual indica que en la transicién del estado inactivo al activo esta
involucrado un proceso de fosforilacién (Schramm y 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 idén 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 caracteristicas diferenciales que han
permitido su separacién y parcial caracterizacién. Entre ellas cabe
mencionar los diferentes rangos de potencial de membrana requeridos
tanto para la apertura como para la inactivacién de los mismos, y la
distinta sensibilidad frente a antagonistas (verapamil, flunarizina) y
agonistas (BAY KB8644) cdlcicos (Tytgat, Vereecke y Carmeliet, 1988; Van

Skiver, Spires y Cohen, 1988).

b. Intercambiador NaxCa.

La existencia de un sistema de intercambio NaxCa ha sido estableci-
da en muchos tejidos incluyendo el tejido cardiaco intacto (Reuter y
Seitz, 1968; Horackova y Vassort, 1979) y vesiculas de sarcolema
cardiaco (Reeves y Sutko, 1979; Philipson y Nishimoto, 1982).Méas
recientemente, mediante el uso de técnicas de aislamiento y purificacidn
a partir de vesiculas de sarcolema cardiaco y aplicacién de anticuerpos
monoclonales se ha propuesto que la unidad bdsica del sistema de
intercambio de NaxCa seria una proteina monomérica de aproximadamente 33
kDa de masa molar y que el intercambiador funcionalmente activo seria un
tetrdmero en el cual cuatro subunidades de 33 Kda estarian asociadas por
uniones disulfuro (Pierce, Ward y Philipson, 1986; Letarte, Quackenbush,
Baumal y Michalak, 1986; Longoni y Carafoli, 1987).

Estudios realizados tanto en vesiculas sarcolemales como en células
ventriculares, han demostrado la caracteristica electrogénica de este
sistema de intercambio, es decir, su operacién genera transporte
desigual de cargas a través de la membrana y como consecuencia diferen-
cias de potencial transmembrana que producen corrientes de intercambio

(Reeves y Hale, 1984; Hume, 1987; Barcena-Ruiz, Bauckelmann y Wier,
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1987). En lo referente a la estequeometria del sistema, hasta el
momento, los estudios realizados mediante el uso de técnicas de flujos
radioisotdpicos, andlisis de curvas de activacidn y el uso de microelec-
trodos sensibles a Na‘' y Ca?**, permiten establecer que se intercambian
mds de dos Na' por cada Ca?* contratransportado (Philipson y Nishimo-
to,1981; Bers y Ellis, 1982; Bridge y Bassingthwaighte, 1983). La
estequeometria mds probable pareceria ser de tres Na' por cada Ca*
contratransportado (Pitts, 1979; Reeves y Hale, 1984; Kimura, Miyamae y
Noma, 1987; Bridge, Smolley y Spitzer, 1990).

La direccidon del movimiento neto de calcio a través del intercam-
biador NaxCa estd energéticamente determinado. Dependiendo del gradiente
electroquimico para ambos iones y del potencial de membrana, el sistema
puede, en principio, participar tanto en la entrada como en la remocién
de calcio citosdlico. Asi, para la reaccidn de intercambio se puede pues
plantear:

n Na‘, + Ca*,---> n Na*, + Ca?*,
Donde: n=relacién de acoplamiento para el intercambio
i y e=compartimientos intra y extracelular respectivamente
El sistema de intercambio NaxCa producira la salida de Ca* desde el
citosol acoplada con la entrada de Na+ siempre que se cumpla:

R.T (Na*)~, (Ca*),
. 1n . + E,.(n-2) <0

(1)
F (Na*)",  (ca*),

Donde: R=constante universal de los gases
T=temperatura absoluta
F=constante de Faraday
E.=potencial de membrana

(Na'), y (Na*),=actividades intra y extracelulares de sodio
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respectivamente
(ca”), y (Ca*),=actividades intra y extracelulares de
calcio respectivamente

En el misculo ventricular de mamifero en reposo, en el que el E, es
de alrededor -80 mV, las concentraciones extracelulares fisiolégicas de
Na y Ca son de 140 y 1,5 Mm respectivamente y las concentraciones
intracelulares de Na y Ca libre medidas tienen valores de 5-11 Mm y 0,1-
0,5 puM respectivamente (Bers y Ellis, 1982; Chapman,1986; Desilets y
Baumgarten, 1986; duBell y Houser, 1987), se puede calcular la direccién
en la que el intercambio procede asumiendo la estequeometria 3 Na‘:1 Ca*
para el intercambio. Tomando valores promedio para las concentraciones
de Na y Ca de 8 mM y 0,3 uM respectivamente, a 37 "C, el valor obtenido
para la expresién (1) es de -82 mV, es decir que en condiciones de
reposo, el sistema de intercambio de NaxCa procede en la direccién de la
extrusion de Ca desde el citosol utilizando el gradiente electroquimico
transmembrana de Na.

Durante el proceso contrdctil, la generacién de un potencial de
accién hace que el potencial de membrana cambie abruptamente desde su
valor de reposo hasta alrededor de +10 Mv en aproximadamente 2 ms. A
este cambio estd asociada la entrada de Na a través de los llamados
canales rdpidos. E1 cambio en (Ca*)i es posterior a estos eventos
(Mullins, 1979). Entonces, ain sin tener en cuenta el cambio en 1la
concentracioén intracelular de Na en las cercanias de la membrana, tal
cambio en el potencial de membrana alcanzaria para revertir la relacién
dada por la ecuacién (1), de tal forma que el intercambiador actuaria en
este caso favoreciendo el influjo de Ca desde el espacio extracelular.

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



por la entrada de Ca desde el espacio extracelular o por liberacién de
Ca por el sistema reticulo sarcopldsmico, hasta concentraciones de 1-
2uM, la relacidén expresada en la ecuacidén (1) nuevamente se revierte y
el sistema de intercambio NaxCa funcionaria en el sentido de retirar el
Ca del citosol. Esto puede suceder aun durante la meseta del potencial
de accién (Philipson y Ward, 1986). Mediante técnicas de voltage-clamp
en contracturas producidas sobre células tratadas previamente con 10 mM
de cafeina a fin de inhibir la actividad del RS, Bridge, Smolley y
Spitzer (1990) pudieron identificar una corriente entrante qgque se
activaba en presencia de Na extracelular y que precedia temporalmente a
la relajacién. Esta corriente fue asimilada al intercambiador NaxCa y
explicaba la extrusion de todo el Ca ingresado al citosol en estas
condiciones.

Existe numerosa evidencia respecto de la participacién del sistema
de contratransporte de NaxCa como uno de los mecanismos que median la
salida de Ca de las células cardiacas. Se trataria de un sistema de alta
capacidad pero baja afinidad por lo que estaria adaptado para remover Ca
en condiciones en donde la concentracién citosdlica del mismo se eleva
(en el pico de la activacidén). Por otra parte, su participacién como
sistema que media la entrada de Ca desde el espacio extracelular, aunque
energéticamente posible, no ha sido establecida en condiciones fisiolé-
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).

Fisiolégicamente, este sistema seria regulado por otros ligandos
distintos del Na y Ca intracelular tales como Mg, Mg-ATP, Pi, K. A este

respecto se ha informado que el intercambiador NaxCa podria operar en



16.

regimenes de alta o baja velocidad dependiendo de las concentraciones

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

c. Bomba de calcio del sarcolema.

Este sistema de transporte activo primario, ha sido identificado en
membranas plasmdticas de numerosos tipos celulares entre los que se
encuentra el misculo cardiaco (Carafoli, 1984). La enzima ha sido
aislada de sarcolema cardiaco, purificada y reconstruida dentro de
liposomas, lo que ha permitido su caracterizacién. Se trata de una
proteina de 138 Kda de masa molar y muestra una estequeometria de bombeo
de 1 Ca/ATP hidrolizado (Caroni y Carafoli, 1980; Caroni, Zurini, Clark
y Carafoli, 1983).

Caroni y Carafoli (1980) encontraron que el flujo mdximo de Ca
movilizado por la bomba de Ca en vesiculas de sarcolema aisladas de
corazon de mamifero, es 1/30 o 1/100 del movilizado por el intercambia-
dor NaxCa. La concentracién de Ca a la cual la bomba se encuentra a la
mitad de su actividad médxima es 0,3 pmol.l"’, mientras que para el
intercambiador es 1,5 pumol.l™* (Caroni y Carafoli, 1980; Caroni, Reinlib
y Carafoli, 1980). En la célula cardiaca intacta esto implica sugerir
que, cuando la bomba de Ca estd trabajando a la mitad de su velocidad
mdxima, es decir, cuando la actividad de Ca intracelular es de 300
nmol.l™' (concentracién promedio medida en reposo), el intercambiador
s6lo estda activado en un 5% (Chapman, 1983). Durante la contraccién
cardiaca, en cambio, la concentracién intracelular de Ca se eleva
sustancialmente y es en esta situacién en la que un sistema de baja
afinidad pero alta capacidad como el de intercambio NaxCa actuaria en la

remocion de Ca citosdlico 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 relacidén entre el calcio
iénico intracelular y el calcio total es muy baja, 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 misculo
esquelético la parvoalbuimina, el reticulo sarcopldsmico y las mitocon-
drias funcionan como reservorios intracelulares de Ca. Una relacién de
este tipo pareceria existir en el misculo cardiaco donde el Ca total
puede llegar a aumentar, en ciertas condiciones, en el orden milimolar
mientras que los niveles de Ca libre lo hacen en el orden micromolar. El
misculo cardiaco carece de parvoalbiumina (Hamoir, Focart y Disteche,
1966), y los lugares mds probables de almacenamiento del Ca intracelular

son el reticulo sarcopldsmico y la mitocondria (MIT).

a. Reticulo sarcopldsmico

Estudios ultraestructurales en misculo cardiaco han revelado 1la
existencia de un RS organizado. En corazén de mamifero una parte
relativamente extensa del RS se acopla a la periferia celular tanto a
nivel del tudbulo T (cuando existe) como a la superficie de la membrana
(Mc Nutt y Fawcet, 1969; Fabiato, 198la). El misculo cardiaco de
anfibio, por otra parte, posee un sistema reticulo sarcopldsmico poco
desarrollado comparado con los misculos cardiacos de mamifero (Page y

Niedergerke, 1972).
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Se han desarrollado numerosos estudios con el fin de establecer la
capacidad del RS de misculo cardfiaco de mamifero para remover el Ca del
citoplasma. Los resultados obtenidos a este respecto muestran un amplio
margen de variacién con una capacidad total que oscila entre 5 y 90
nmol.mg' de proteina y con una velocidad mdxima de captacién entre 0,3
y 60 nmol.mg™* de proteina.s™ (Chapman, 1983). Estudios realizados en
microsomas aislados de células cardfacas altamente enriquecidos en
reticulo sarcopldsmico, han mostrado que los mismos son capaces de
acumular hasta 76 nmoles de Ca.g™ de misculo en un segundo, alrededor
de la mitad de ellos en los primeros 200 ms (Levitsky, Benevolensky,
Levchenko, Smirnov y Chazov, 1981). Esta actividad estda en el orden de
la necesaria para relajar un latido cardfaco, ya que el nivel de Ca
libre y unido en condiciones de activacidén de la contraccidén al 90% de
la tensidon mdxima, seria de alrededor de 35 nmol.g™* de tejido himedo
(Solaro, Wise, Shiner y Briggs, 1974). Esta udltima aseveracidén deberia
ser tomada con precaucién debido a que los estudios de captaciodn
mencionados estdn hechos a concentraciones extramicrosomales constantes,
lo que por supuesto no ocurre en la célula, donde la concentracioén
citoplasmdtica de Ca libre disminuye a medida que este ién es captado
por el RS. Sin embargo también existen evidencias en sistemas tisulares
cardiacos que muestran que la organela en cuestién seria capaz, por si
sola, de efectuar una relajacién completa en contracturas por enfria-
miento (Bers y Bridge, 1989)

La captacién de Ca por parte de este sistema membranoso es llevada
a cabo por una Ca-ATPasa, cuya estequeometria de bombeo es de 2 Ca/ATP
hidrolizado (Tada, Yamamoto y Tonomura, 1978; Carafoli, 1985). La enzima

posee alta afinidad (K,=0,3 uM) y alta velocidad (V,..=30 nmoles de Ca.mg"
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'de proteina.s™) por lo que estaria capacitada para actuar tanto durante
el ciclo contraccién-relajacién como en la homeostasis de Ca durante el
reposo mecanico (Carafoli, 1985).

Conjuntamente con su capacidad de captar Ca, el RS estd capacitado
para liberarlo hacia el citosol. En fibras musculares cardiacas de
mamifero a las que por medios mecdnicos o quimicos se les ha eliminado
el sarcolema (células peladas), se encontré que la maxima liberacién de
Ca desde el RS (inducida por Ca o cafeina) aumenta la tensién contractil
hasta alrededor del 60% de la mdxima fuerza alcanzada por aumento en la
concentracion de Ca libre en el fluido a que fueron expuestas (Fabiato,
198la). Esto sugiere que el RS en estas preparaciones, contiene menos Ca
gue la cantidad requerida para saturar a los miofilamentos. Por otro
lado Rich, Langer y Klassen en 1988 asociaron al reticulo sarcopldsmico
con una fraccién de Ca de intercambio relativamente lento con el
extracelular, que en células ventriculares de rata adulta era responsa-
ble de una fraccioén importante de la contraccién (>90%), mientras que en
células de ventriculo de conejo tenia mucha menor importancia. Poste-
riormente (Langer, Rich y Orner, 1990) en células ventriculares de rata,
se demostr6é por medio de estudios con flujos radioisotdpicos que esta
fraccién de Ca podia descomponerse cinéticamente en dos subcomponentes
(tl1/2= 3,5 y 19 segundos respectivamente) y que en conjunto representa-
ban un contenido de 2.1 mmol/kg™* de tejido seco.

Existen varias hipétesis para explicar la liberacion de Ca por
parte del RS de misculo cardiaco. La mds difundida actualmente es la de
Fabiato, en la cual la liberacién del Ca es inducida por Ca (Fabiato,
198la). Sin embargo, también se sostiene que dicha liberacién es

consecuencia de una despolarizacién a nivel de la cisterna terminal del
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RS (muy probable en misculo esquelético aunque no demostrada en misculo
cardiaco) (Fabiato, 1986), o de una estimulacion por la via la ruta del
Inositol-1,4,5-trifosfato (Volpe, Salviati, Di Virgilio y Pozzan, 1985;
Mosvesian, Thomas, Selak y Williamson, 1985). Como un dato mds a favor
de la primera hipdtesis, existen evidencias recientes que indican la
presencia de canales de Ca activables por Ca que serian responsables de
la liberacion del mismo desde esta organela (Rousseau, Smith, Henderson
y Meissner, 1987). La molécula proteica que forma estos canales seria la
misma que actua como receptor de rianodina, y fue purificada y reconsti-
tuida en membranas artificiales donde ain mantenia sus propiedades
conductoras de Ca (Lai, Anderson, Rousseau, Liu y Meissner, 1988).

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

en la relajacion del latido cardiaco.

b. Mitocondrias

Las mitocondrias tienen una considerable potencialidad como sistema
secuestrador de Ca (Bygrave, 1978), pero su importancia en la homeosta-
sis del Ca en las células cardiacas estd 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.mg' de proteina mitocondrial, en ausencia de Na y presencia de
fosfato en el medio de incubacién (Palmer, Tandler y Hoppel, 1986). El

corazon posee aproximadamente 100 mg de proteina mitocondrial.g™ de



tejido himedo (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 umoles de Ca.g* de tejido humedo.

Sin embargo, estudios realizados tanto en tejido cardiaco como en
otros tejidos, utilizando microandlisis por difraccién 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 pmoles de Ca.g™ de
tejido himedo (Wendt-Gallitelli y Jacob, 1982; Somlyo, Schumann y Endo,
1982; Wheeler-Clark y Tormey, 1987). Como estas cifras representan la
cantidad total de Ca mitocondrial, la fraccién libre del mismo, o sea,
la fraccion disponible para un intercambio rdpido 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 rdpidamente intercambiable y, por lo tanto, no
podrian contribuir con Ca durante el evento contréactil.

El balance dindmico de Ca entre la mitocondria y el citosol es
resultado de dos mecanismos opuestos: la via electroforética que se
utiliza exclusivamente para la captacioén del catidén y el intercambio Na-
dependiente a través del cual el Ca es liberado hacia el citosol.

La fuerza impulsora para la captacién de Ca por la mitocondria es
la diferencia de potencial en la membrana interna mitocondrial estable-
cida por la respiracién. La velocidad de la captacioén electroforética
puede fluctuar dependiendo esencialmente de la concentracién de Ca y Mg
citosélico (Carafoli, 1985). E1 Mg inhibe la captacién activa de Ca por
las mitocondrias aisladas. Este idén, en concentraciones de 5 mM, es
capaz de blogquear totalmente 1la captacién de Ca por mitocondrias

suspendidas en una solucién que contiene 1 umol.l1 de Ca (Sordahl,



1974). Por lo tanto, la velocidad mdxima de esta ruta estaria sensible-
mente inhibida a las concentraciones fisiolégicas de Mg intracelular (1-
4 mM), de lo que resulta que en condiciones semejantes a las intracelu-
lares la contribucién de este sistema seria de aproximadamente 0,5
nmoles de Ca.mg™' de proteina.s™*. Ademds, este sistema de captacioén
muestra baja afinidad por Ca (K,= 15-30 pM) por lo que para condiciones
de concentraciones de Ca y Mg similares a las existentes in vivo, la
velocidad de captacién oscilaria entre 0,3 y 3 nmoles de Ca.g™ de tejido
huimedo.s™ 1o que haria improbable su participacién en la regulacidn del
Ca citoplasmdtico durante el ciclo de excitacion-contraccion-relajaciodn
normal (Crompton, Sigel, Salzman y Carafoli, 1976; Carafoli, 1985).

Como se 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 concentracidén de Na del medio de incubacién a 15
nmoles.l™. Esto se debe a la existencia de un mecanismo de salida de Ca
activado por Na cuyo K, estd alrededor de 7 nmoles-1" de Na (Crompton,
Capano y 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 concentracidén de Na intracelular oscilan entre
5,7 Yy 11 nmoles.1™* (Lee, 1981), lo cual significa que el flujo de salida
de Ca debido al intercambio de NaxCa deberia estar parcialmente activado
(Chapman, 1983) y, en consecuencia, aunque en las células intactas, la
captacién activa de Ca por la mitocondria estuviera estimulada, el Ca
podria salir de la organela en intercambio con Na intracelular. El

balance entre ambos procesos determinard cuanto Ca se acumula dentro de



esta organela.

Las mitocondrias podrian, por lo tanto, influir en el destino del
Ca celular y en la respuesta contrdctil del misculo cardiaco cuando
cambian los niveles de Na intracelular como, por ejemplo, durante las
contracturas por ausencia de Na o durante la inhibicién de la bomba de
Na-K.

Dos aspectos adicionales de la funcién mitocondrial en el transpor-
te de Ca deben ser considerados para completar la discusién de 1la
funcién de estas organelas en la homeostasis del Ca intracelular en el
misculo cardiaco. Uno de ellos es la capacidad mitocondrial de acumular
grandes cantidades de Ca, en un proceso relativamente lento, que se ha
observado cuando causas patolégicas alteran la permeabilidad del
sarcolema (Schanne, Kane, Young y Farber, 1979). BEsta capacidad
mitocondrial, estd relacionada con la existencia de un sistema de
captacion simultdnea de fosfato inorgdnico (Ponce-Hornos y Langer, 1982;
Ponce-Hornos, Langer y Nudd, 1982) que precipita con Ca en la matriz
mitocondrial en forma de hidroxiapatita. Este hecho es de gran importan-
cia porque permite a la mitocondria almacenar grandes cantidades de Ca
sin que varie la actividad idnica de su matriz. E1 otro aspecto es la
regulacioén por el Ca de la actividad enzimdatica de la matriz mitocon-
drial. Esta regulacién enzimdtica serfia la razén fundamental de 1la
existencia de sistemas transportadores de Ca que tienden a una regula-

cién fina de los niveles de Ca intramitocondrial (Carafoli, 1985).
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4. Modelos del proceso de excitacién-contraccién-relajacion

Como ya se expresara, el misculo cardiaco es altamente dependiente
del Ca presente en el medio extracelular para desarrollar su funcidn
contrdctil. Pero como potencialmente existen otras fuentes de Ca capaces
de participar en el fendmeno contrdctil, durante la década del setenta
y la primera mitad de los ochenta se plantearon dos modelos antagdnicos.
Ambos modelos coincidian en asignar un papel preponderante a la entrada
de Ca desde el medio extracelular como activador inicial del proceso,
pero disentian en el grado de participacién 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 liberacién de Ca", postula que la
entrada de Ca desde el medio extracelular es insuficiente para activar
a los miofilamentos en forma directa. Una entrada relativamente pequeia
de Ca (via los canales lentos y posiblemente el intercambiador de NaxCa)
induciria la liberacién subsecuente de mayor cantidad de este ién por el
RS. Este Ca asi liberado seria el responsable de la activacién de los
miofilamentos (Figura 1). De este modo, el mecanismo de "Ca-induce la
liberacién de Ca" coloca al RS en la posicién 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 liberacién de Ca por parte del
RS. El estimulo para esta liberacién no consistiria en la produccién de
un determinado nivel de Ca libre citoplasmdtico sino que dependeria del

cambio en su concentracién durante un tiempo dado (Fabiato, 1983). As{,
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el mismo cambio en la concentracién de Ca libre puede o bien cargar de
Ca al RS si fue aplicado lentamente (5 s) o inducir a la liberacidén de
Ca si lo fue rdpidamente (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 liberacién de Ca por el
RS (Fabiato, 198l1a; Fabiato, 1985).

El modelo extremo opuesto propuesto por Langer (1971), sugiere que
la cantidad de Ca que ingresa a la célula en cada latido seria suficien-
te para activar a los miofilamentos y no se requeriria Ca adicional
liberado por el RS (Figura 2). Este Ca provendria del medio extracelular
libre y de la misma membrana plasmdtica, mas especificamente, del
complejo glicocdlix~-sarcolema (Langer, 1982). Como ya se expusiera, este
complejo es capaz de unir Ca con alta afinidad. La cantidad de Ca unida
a estos sitios estda afectada por un gran nimero de factores, entre otros
la concentracidén de Na, ién que compite con el Ca por los sitios de
unién sobre este complejo. A partir de estos sitios el Ca seria liberado
hacia los miofilamentos. Una parte de este Ca puede volverse a unir a
los sitios superficiales durante la relajacién y parte ser captado por
el RS. Segun este modelo, la fraccién de Ca que recicla hacia los
miofilamentos desde 1las organelas intracelulares es considerada
despreciable en el musculo cardiaco, 1o cual estd 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
almacenado intracelularmente debe retornar al intersticio, probablemente
por medio de una ruta especifica (Langer, 1974; Langer, Rich y Orner,
1990).

La tendencia actual pareceria aceptar como modelo de 1la cupla
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excitacién-contraccién-relajacién en misculo cardiaco, una combinacidn
de ambos modelos tal que: 1. el Ca entraria durante el potencial de
accién a través de los canales de Ca y posiblemente el intercambiador
NaxCa; 2. esta entrada de Ca estimularia la liberacién de Ca adicional
por el RS; 3. la combinacién del Ca liberado por el RS y el que entra
desde el extracelular activaria a los miofilamentos; 4. la relajacién se
produciria por secuestro de Ca por la bomba de 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 participacién
relativa de una u otra fuente de Ca en la activacién de la contraccién
miocdrdica seria distinta dependiendo de la especie de que se trate
(Bers, 1985; Langer, 1987; Rich, Langer y Klassen, 1988; Shattock y
Bers, 1989).
Aun aceptando este esquema como vdlido quedan varios aspectos por

resolver, entre los que podemos citar:

- Si el influjo de Ca para la contraccién tiene
0 no un componente asociado al intercambiador NaxCa.

- Cudles son las modificaciones que se producen
en las participaciones relativas de las distintas fuentes como el RS y
el complejo glicocdlix-sarcolema en contracciones asociadas a fendémenos
frecuencia dependientes como las extrasistolias y las postextrasisto-
lias.

- Cudl es el gasto energético que se produce
por movimientos iénicos en la contraccién cardiaca en comparacién al

asociado a la hidrdlisis de ATP por 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 andlisis que permita
continuar investigandolas.

El establecimiento de un modelo cada vez mds completo del proceso
excitacioén-contraccién-relajacién no sélo tiene importancia por el mismo
conocimiento fisioldgico del sistema, sino también por las aplicaciones
farmacoldgicas y terapéuticas que puedan derivar de este conocimiento.
Debe recordarse que estamos hablando del funcionamiento de un tejido
vital para el ser humano y cuyas patologias representan una de las mds

grandes preocupaciones de la medicina actual.
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B. ENERGETICA CARDIACA

1. Generalidades

El tejido muscular posee componentes subcelulares que estédn
especificamente organizados para convertir grandes cantidades de energia
quimica en trabajo y calor. No caben dudas que las fuentes inmediatas de
energia quimica en el metabolismo muscular son la hidrdlisis de ATP y
Creatina fosfato y que la oxidacién de sustratos como hidratos de
carbono, acidos 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 misculo cardfaco debe desarrollar una
actividad ininterrumpida, la energia quimica utilizada durante el evento
contrdctil no puede ser recuperada aerdbicamente una vez finalizado el
mismo. Como consecuencia, la restauracién de los niveles de ATP y de
Creatina fosfato consumidos debe realizarse rapidamente y en gran medida
durante la misma contraccién. Es decir, en el corazén existe una
superposicién temporal entre el consumo y la restauracién de los niveles
de energia quimica. Esta es una caracteristica diferencial respecto del
comportamiento observado en misculo esquelético en el cual es posible
demostrar una clara separacién temporal entre los eventos ligados a la
utilizacién y aquéllos ligados a la recuperacién de la energia quimica
consumida, hecho que se hace mds evidente a temperaturas inferiores a 20
‘C (Hill, 1928; Gibbs y Gibson, 1972; Chapman y Gibbs, 1974).

El comportamiento del misculo cardiaco como transductor de energia
puede ser analizado experimentalmente por medio de: a) Mediciones

mecdnicas (fuerza o tensién desarrollada, velocidades de contraccién y



de relajacion, velocidad de acortamiento, etc.) (Brady, 1964;
Brutsaert, 1979; Roos y Brady, 1982); b) Mediciones quimicas (consumo de
moléculas con enlace fosfato de alta energia como ATP y Creatina
fosfato, consumo de glucosa, produccién de dcido lactico, consumo de
oxigeno) (Rich y Brady, 1974; Ponce-Hornos y Langer, 1982; Dominguez-
Mon, Ponce-Hornos, Goémez, Cannata y Taquini, 1984); c) Mediciones
biofisicas (seguimiento fluorométrico de cambios redox, R.M.N. de
compuestos de fosfato, cinética de intercambio iénico, métodos miotérmi-
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 quimicas y/o
mecdnicas sean compatibles con aquéllas obtenidas a partir de mediciones
termodindmicas.

Estrictamente, el muisculo cardiaco es un sistema termodindmico
abierto ya que intercambia tanto energia (en forma de calor y trabajo)
como materia con sus alrededores. Una preparacién muscular aislada y
perfundida, responde a la estimulacién eléctrica con una respuesta
contractil que involucra el desarrollo de fuerza, la posible realizacidn
de trabajo mecdnico externo y la generacién de calor por las reacciones
quimicas que acompanan al evento mecdnico. Este intercambio inicial de
energia es seguido por procesos metabélicos de recuperacién que
involucran el consumo de oxigeno con generacién de diéxido de carbono
acompanados de generacién de calor. En consecuencia, durante 1los
procesos de recuperacién el misculo intercambia materia y energia (en
forma de calor) con sus alrededores. Debido a que los cambios térmicos

que acompanan al intercambio de gases respiratorios son despreciables,
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tanto respecto de aquéllos provenientes de las reacciones quimicas que
se producen durante el evento mecdnico como de los asociados con el
metabolismo de recuperacién, el misculo puede ser tratado como sistema
termodinamico cerrado (Gibbs y Chapman, 1979a). Ademds, todas las
reacciones quimicas tienen lugar en solucion (fases condensadas) por lo
cual se puede considerar que el sistema se encuentra en condiciones de
presidn y volumen constante y en consecuencia las diferencias entre
energia interna y entalpia pueden, en la prdctica, ser obviadas (Wilkie,
1960). Finalmente, gradientes de temperatura ocurren naturalmente en el
misculo, como sucede en cualquier sistema que produce calor, pero el
calor producido en el misculo es casi inmediatamente perdido hacia el
medio y por lo tanto la temperatura en el mismo, a los fines préacticos,
permanece constante (Wilkie, 1960; Gibbs y Chapman, 1979a). En conse-
cuencia, una preparacién muscular aislada puede ser tratada como un
sistema termodindmico cerrado a presién y volumen constante en donde los
términos energia interna y entalpia serian, dentro del error experimen-

tal, intercambiables.

2. Antecedentes histéricos de los estudios miotérmicos

El uso de las técnicas miotérmicas data de mds de un siglo atras.
Fue en 1848 que Hermann Helmholtz usando tres termocuplas en serie con
un galvanémetro publicé los primeros experimentos relacionados con la
produccion de calor en misculo esquelético (Helmholtz, 1848). Luego de
esta publicacién inicial, transcurrieron quince afios hasta que en 1860
Adolf Fick retoma estos experimentos. Pero no fue hasta 1909 en que A.V.

Hill comienza un estudio sistemdtico e integrado de la termodindmica de
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la contraccién muscular esquelética. Este autor inicia sus investigacio-
nes utilizando unas termopilas (gran numero de termocuplas en serie)
disenadas por Blinx y que el mismo Hill mejoraria progresivamente tanto
en rapidez de respuesta como en sensibilidad. Esta metodologia, con
diferentes variantes continda siendo aplicada en nuestros dias en el
estudio energético del misculo esquelético. (Hill, 1965).

A pesar del éxito que la aplicacién de la metodologia miotérmica
desarrollada por A.V. Hill tuvo en el estudio energético del misculo
esquelético, los inconvenientes relacionados con la aplicacién de 1la
misma al misculo cardiaco fueron tales que hasta 1961 no se encuentra
literatura miotérmica referida a esta preparacién (Neill, Wagner,
Messner, Krasnow y 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 misculo cardiaco, mds especificamente
al misculo papilar de ventriculo derecho de corazén de conejo (Ricchiuti
y Gibbs, 1965; Mommaerts y Ricchiuti, 1967). Si bien con estas termopi-
las podian realizarse estudios miotérmicos simultdneos con estudios
mecdnicos, el pequefio tamafio de la preparacién que debia utilizarse
impidié que se realizaran estudios idénico-cinéticos y/o metabdélicos en
forma simultdnea. De hecho estos estudios fueron realizados por muchos
anos por otros grupos de investigadores haciendo mds dificultosa la
correlacién 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 metodologias gque intentaron el uso de preparaciones
musculares mds grandes, para poder realizar estudios metabdlicos e

idnico-cinéticos simultdneos, fueron en general de baja sensibilidad y
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lenta respuesta. Posteriormente, se desarrollé un método calorimétrico
con una sensibilidad comparable al método de 1las termopilas, con
suficiente velocidad de respuesta y que permite el estudio simultédneo de
pardametros energéticos, contractiles, iénico-cinéticos y metabdlicos
(Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer, 1982). Este ultimo método se ha
aplicado en esta tesis para el estudio mecdnico-energético del misculo

cardiaco (ver Métodos).

3. Métodos miotérmicos

Hasta el presente, en el estudio energético del tejido muscular
cardfaco se han utilizado fundamentalmente tres métodos miotérmicos: a.
Método de las diferencias de temperatura arterio-venosa; b. Método de
las termopilas y c. Método microcalorimétrico para tejidos perfundidos.
A continuacion se describira brevemente cada uno de ellos y se expondran

las ventajas, desventajas y aplicabilidad de los mismos.

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

Este método utiliza la medicidén 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 musculo cardiaco es proporcional a la
diferencia de temperatura arterio-venosa (evaluada con termistores o
termocuplas), tal que:

Q =Arrg,_*c

Donde: Q = flujo caldrico
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diferencia de temperatura arterio-venosa
Ja.., = flujo arterio-venoso
c = calor especifico de la solucién de perfusion

Debido a que este método requiere una cantidad finita de flujo para
obtener una medicién, 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 mds notable es que al utilizar preparaciones musculares
relativamente grandes (en general corazén entero) permite realizar
estudios metabdlicos simultdneos con métodos bioquimicos como por
ejemplo medicion de flujo glucolitico, produccién de dcido lactico, etc.
Ademds, debido a que la perfusién se realiza por via fisioldgica se
evitan los problemas asociados con una limitada difusién de oxigeno
hacia el tejido. Finalmente, en algunos casos las mediciones miotérmicas
han podido realizarse simultdneamente con mediciones de consumo de
oxigeno (por el método polarogrdfico) con lo que se han podido obtener
indices del equivalente caldrico del consumo de oxigeno en misculo
cardiaco (Rusy y Coulson, 1973; Theison, Friedrich, Justus, Gluter y
Klaus, 1977).

b. Método de las termopilas

Este método termoeléctrico fue desarrollado y aplicado extensamente
por A.V. Hill en el estudio energético del misculo 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 produccidn de calor en preparaciones musculares

cardiacas con caracteristicas especiales (Ricchiuti y Gibbs, 1965;
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Gibbs, Mommaerts y Ricchiuti, 1967). La preparacién muscular a utilizar
debe ser suficientemente delgada para permitir la adecuada difusién 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 misculo y conectadas en serie). La
preparacién muscular mas utilizada que cumple estas condiciones ha sido
el misculo papilar de ventriculo derecho de corazén de conejo o el
papilar de ventriculo izquierdo de corazén de rata. El calor producido
por el misculo es medido como el producto entre la variacidon de
temperatura, registrada por las termopilas, y el calor especifico del
misculo. Los inconvenientes técnicos estdn relacionados, por un lado,
con la elevada pérdida de calor que se produce, de aproximadamente 14%
por segqundo (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 pequefio tamafio de 1las preparaciones
utilizadas (masa promedio 5 mg) como, por ejemplo, el error asociado a
la cantidad de solucién adherida a la preparacién que puede inducir una
incertidumbre en la masa tisular a utilizar en los cdlculos de hasta un
30%. A esto debe agregarse que el pequeno tamano de la preparacidén hace
extremadamente dificil realizar mediciones simultdneas de pardmetros
metabdlicos o estudios de cinética iénica como en el método antes
mencionado. Las ventajas mds relevantes de esta metodologia son su alta
sensibilidad y rdpida respuesta, caracteristicas considerablemente
superiores al método basado en diferencias de temperatura arterio-

venosa.
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c. Método microcalorimétrico para tejidos perfundidos

Una alternativa al método de las termopilas rdpidas descripto en
b., particularmente por su sensibilidad y capacidad de evaluar simultéa-
neamente pardmetros mecdnicos, bioquimicos e idnico-cinéticos, es un
método desarrollado hacia 1982 (Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer, 1982).
El mismo se basa en la medicién del flujo de calor desde la cdamara
interna del microcalorimetro en donde se encuentra la pieza muscular en
estudio y las paredes externas del mismo en contacto con un bafo
mantenido a temperatura constante. La medicién se lleva a cabo mediante
el uso de dos juegos de 127 unidades termosensibles cada uno, conectadas
en serie y ubicadas entre la cdmara interna, en contacto con el misculo,
y la pared externa del sistema, en contacto con el bafo. Este método, al
igual que aquél basado en la medicién de diferencias de temperatura
arterio-venosas, permite 1la wutilizacién de una gran variedad de
preparaciones miocdrdicas de tamanos diversos, perfundidas por via
fisioldégica, lo cual resuelve el inconveniente del espesor tisular como
factor limitante de la difusién de oxigeno hacia el tejido. En cuanto a
velocidad de respuesta, es mayor (constante de tiempo de 0,5 min) que la
del método basado en la medicidén 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 comparable con este udltimo
y, ademdas, permite la evaluacién continua de actividad contractil,
parametros metabdlicos (mediante métodos bioquimicos), flujos iénicos,
simultdneamente con las mediciones de produccién de calor (Dominguez-
Mon, Ponce-Hornos, GOmez, Cannata y Taquini, 1984; Ponce-Hornos,
Bonazzola y Taquini, 1987). Por otra parte, como estas mediciones son

técnicamente independientes de la existencia de perfusidn, el método es
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utilizable en condiciones isquémicas (ausencia de perfusién). Cabe
destacar que por su versatilidad, capacidad de respuesta y sensibilidad
este método es el que se ha utilizado en la presente tesis, encontrando-

se detallado en la seccidén Materiales y Métodos.

4. Componentes energéticos del misculo cardjiaco

Una forma de analizar el comportamiento energético del corazén es
dividir el calor generado por el misculo en una fraccién relacionada
fundamentalmente con el estado de reposo mecdnico (denominada calor
basal) y otra que estd asociada con la actividad mecdnica (calor
activo). La evaluacién de ambos componentes se realiza estudiando
calorimétricamente al misculo en actividad y en estado de reposo, tal
que la diferencia entre la produccién de calor total y aquélla que se

obtiene durante el reposo es el calor activo.

a. Metabolismo basal

Aun cuando no se lo estimule, el misculo aislado debe conservar la
integridad de su composicidén intracelular en contra de gradientes
eléctricos y quimicos. La produccién de calor asociada a este metabolis-
mo basal o de mantenimiento es una medida de la utilizacién y recupera-
cidon de la energia involucrada en el mantenimiento de la homeostasis
celular. Si bien hasta el presente no se han podido establecer las bases
fisioldgicas 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. De la aplicacién de técnicas miotérmicas conjunta-
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mente con métodos radioisotépicos se ha estimado que el transporte
activo de Na y K participarfa con aproximadamente 10-25% del calor
producido durante el reposo mecdnico (Gibbs y Chapman, 1979b; Gibbs,
1983; Ponce-Hornos, Bonazzola y Taquini, 1987). La reduccién en el
consumo de oxigeno cuando se reduce la concentracién de Na extracelular
(Lochner y Dudziak, 1965), la disminucidén de la produccién de calor en
reposo con simultdnea reduccién en el influjo de K sin alteracién de la
salida del mismo cuando disminuye la concentracién de Na en el medio de
perfusion (Ponce-Hornos, Bonazzola y Taquini, 1987) y la elevacién del
consumo de oxigeno o de la produccién de calor asociada al reposo
mecdnico por aumento en la concentracién extracelular de K (Loiselle,
1987; Ponce-Hornos, Mdrquez y Bonazzola, 1992) son consistentes con 1la
postulada contribucién del transporte activo de Na y K al metabolismo
basal en el misculo cardiaco. Por otro lado, existen evidencias que
sugieren que hasta el 30% de los valores medidos de produccién 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 misculo cardiaco posee un metabolismo basal particularmente
elevado cuando se lo compara con el misculo esquelético. Dependiendo de
la especie, esta diferencia entre ambos tipos musculares es tal que el
misculo cardiaco puede tener un metabolismo basal entre cinco y ocho
veces mds elevado que el correspondiente al misculo esquelético. Hasta
el presente no se ha podido explicar esta diferencia y se ha especulado
que un componente significativo del mismo podria reflejar una respuesta
mitocondrial al continuo influjo pasivo de H * hacia su matriz. La

evidencia es fundamentalmente circunstancial y se relacionaria con la
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diferencia en el contenido mitocondrial en ambos tipos musculares
(misculo esquelético y cardiaco). Por otra parte, las diferencias
observadas en el calor de reposo entre distintas especies se correlacio-
na con el volumen mitocondrial de sus corazones (Loiselle, 1987).

En resumen, si bien hasta el presente existen evidencias experimen-
tales que sugieren la contribucién de distintos procesos al metabolismo
basal del misculo cardiaco, el total esclarecimiento de su origen es aun

materia de especulacién.

b. Metabolismo activo

Como ya se puntualizara, el misculo cardiaco aislado y perfundido
responde a la estimulacién eléctrica con una respuesta que, como
consecuencia de la interaccién entre las proteinas contractiles, se
manifiesta como desarrollo de fuerza. Cuando se permite que el misculo
se acorte contra una carga, el desarrollo de fuerza hace posible 1la
realizacion de trabajo mecdnico externo. Ha sido establecido, desde los
cldsicos experimentos de Fenn (Fenn, 1923 y 1924) posteriormente
confirmados por Hill (Hill, 1938) en misculo esquelético, que la energia
total liberada en una contraccién (en forma de calor y/o trabajo) no es
constante y depende de la carga contra la cual el misculo realiza
trabajo externo. Asimismo, en el misculo cardiaco se ha observado una
dependencia de la energia total liberada con la carga contra la cual el
misculo realiza trabajo (contracciones isotdénicas) (Gibbs y Chapman,
1979a) pero, a diferencia del misculo esquelético en el que la energia
total liberada es mayor cuando el muisculo se acorta contra una carga
(realiza trabajo externo), en el misculo cardiaco la misma es mdxima en

condiciones en las que el misculo desarrolla fuerza pero no realiza
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trabajo externo (contracciones isométricas). En este idltimo caso, la
energia total durante el evento contrdctil es liberada en forma de calor

(Gibbs y Chapman, 1979b; Gibbs, 1987).

b.l1-Componentes del calor activo: estudios cldsicos.

La liberacién de calor que acompafa al ciclo contraccidén-relaja-
cién, al que se ha llamado calor activo, es la manifestaciodn térmica de
los cambios quimicos que ocurren durante el evento contrdctil. Estos
cambios involucran tanto la utilizacién como la recuperacioén (principal-
mente aerdbica) de 1la energia contenida en enlaces quimicos. La
separacién de los componentes energéticos relacionados con el proceso de
excitacién-contraccién-relajacién en el misculo cardiaco puede realizar-
se segun la actividad de los varios componentes enzimdticos involucrados
en el ciclo cardiaco. Con este criterio, el proceso de excitacién-
contraccién-relajacién puede ser dividido en un componente contréactil y
un componente no contrdctil. El primero de ellos, estd relacionado con
la utilizacidén de energia quimica (en forma de ATP) a nivel de las
proteinas contrdctiles a través de las ATPasas de los miofilamentos. El
componente no contrdctil estd asociado con 1la despolarizacién vy
activacion de la fibra. Entre estos procesos se cuentan la liberacién de
calcio dentro del sarcoplasma, su movimiento desde y hacia los sitios de
unién miofibrilares y su retorno a los sitios de almacenamiento por los
sistemas de transporte dependientes de ATP (bombas de Ca tanto de
sarcolema como de reticulo sarcopldsmico) conjuntamente con la recupera-
cién 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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aerdbicamente durante la misma contraccién. Para la evaluacion del
componente no contractil, cuya manifestacién térmica es el denominado
calor de activacién o calor independiente de tensién, debe eliminarse (o
al menos minimizarse) del proceso de excitacidén-contraccion-relajacién
toda interacciodn entre miofilamentos. En el misculo esquelético esto se
ha logrado por estiramiento de las fibras (Rall, 1979). En el misculo
cardiaco este procedimiento no puede emplearse, y la disminucién de la
interaccién actina-miosina se ha intentado, en misculos papilares,
disminuyendo la tensién de reposo hasta que no se registre desarrollo de
fuerza. Un método alternativo ha sido la utilizacién de medios hipertod-
nicos en los que la interaccién entre miofilamentos es minima (Gibbs y
Vaugham, 1968; Alpert y Mulieri, 1982; Gibbs, Loiselle y Wendt, 1988).
En concentraciones de calcio fisioldégicas los valores obtenidos por
ambos métodos varian, seguin la especie bajo estudio, entre 1,6 y 2.6
mJ.g’ de tejido humedo (Loiselle y Gibbs, 1979; Loiselle, 1987). Su
magnitud es afectada por cambios en la concentracién extracelular de
calcio y por agentes que alteran la contractilidad (Gibbs y Vaugham,
1968; Gibbs, 1982). Un problema que se planteé 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
activacion obtenido deberia ser menor al correspondiente a una contrac-
cién en longitud o6ptima. Para evitarlo se desarrollé el método de "quick
release" (Gibbs, Loisselle y Wendt, 1988) el cual permite el acortamien-
to de la longitud del tejido durante la iniciacién de la contraccion de
modo que no exista generacién medible de fuerza pero partiendo de 1la
longitud Optima durante la estimulacidén eléctrica. Por este iudltimo

método se obtuvieron valores mds altos para el calor independiente de
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tensioén que en la técnica del preacortamiento (respectivamente 3.46 vs.
2.06MJ.gr™* de tej.himedo (Gibbs, Loisselle y Wendt; 1988.)

En resumen, actualmente existen numerosas evidencias experimentales
que permiten sugerir la contribucién de distintos procesos al metabolis-
mo activo del misculo cardiaco. Sin embargo hasta el presente no fue
posible la medicién independiente de 1los calores de activacién y
dependiente de miofilamentos sin realizar una intervencion que saque al
tejido muscular de sus condiciones fisiolégicas, lo cual permite dudar
acerca de las magnitudes obtenidas. Con respecto a esto ultimo basta con
dar un repaso a la amplia gama de valores que existen en la literatura
acerca del calor de activacién, para cerciorarse que ain no es posible

establecer una magnitud como definitiva.

b.2 - Separacidn de componentes del calor activo por medio del estudio
cinético de la respuesta calorimétrica a una contraccién muscular
cardiaca.

Utilizando unas termopilas similares a las desarrolladas por
Ricchiutti y Gibbs (Ricchiutti y Gibbs, 1965) pero de respuesta mas
rdpida, Alpert y Mulieri obtuvieron registros de produccién de calor
como los que se muestran en la Fig 3, para un misculo contrayéndose a
una frecuencia constante (Alpert y Mulieri, 1982). Los autores asumieron
que el pico de la generacién de calor de un latido marcaba la finaliza-
cion del calor inicial, que estaria asociado al gasto de energia durante
el ciclo contractil, y el inicio de la recuperacién (Alpert y Mulieri,
1982). La cuantificacidén de cada uno de los componentes asociados a un
latido cardiaco en condiciones de estimulacidén estacionaria, ha sido

abordada por los autores mediante la aplicacién del método de Bugnard
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Figura 3: Andlisis por el metodo de Bugnard de los componenies energéticos
asociados a un latido en estado estacionario (esquemas realizados a partir de
trazados originales de Alpert y Mulieri, Circ Res 50(4):491, 1982). A 1la
izquierda se muestra el registro de un tren de latidos en estado estacionario.
AT: area proporcional al calor total liberado en un latido. A la derecha estd
representada la oscilacion en el registro producida por un latido. Estdn
indicadas las alturas OR y 6L, a partir de las cuales estos autores calculan las

magnitudes de los dos componentes del calor inicial.
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(Bugnard, 1934). En este método, esquematizado en la Figura 3b, se asume
arbitrariamente como tiempo cero de un componente de produccién de calor
al mdximo de la evolucién del componente previo, lo que implica que no
existiria contribucién de un dado componente sobre el anterior pero si
de los componentes previos sobre los posteriores.

Los autores dividieron el calor inicial en una fase rapida y una
mds 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 OL) como el drea bajo la curva de
enfriamiento del aparato sensor utilizado por estos autores. El tercer
componente de produccién de calor, que estos autores atribuyen al calor
de recuperacién (RH), se obtiene por diferencia entre AT (calor total
por latido) y la suma de los dos primeros. Resumiendo, puede verse que
estos investigadores postularon como explicacidén de sus trazados dos
componentes iniciales asociados al proceso contrdctil, y un tercero mas
tardio y obtenido por diferencia que fue relacionado con la recuperacién
energética. Con respecto al ultimo de los componentes, este modelo
implica una separacién temporal entre el gasto y la recuperacién de la
energia, lo que se contradice con lo hallado previamente por otros
autores y mostraria para el misculo cardiaco un funcionamiento més
similar al misculo esquelético de lo que se pensaba. En otro trabajo
(Mulieri y Alpert, 1982) también se mostré la existencia de dos
componentes en el calor independiente de la fuerza a partir de experi-
mentos realizados en musculos esquelético y cardfaco en medios hiperos-
méticos para disminuir la interaccién actomiosinica. El primero de estos
componentes fue asociado a la unién de Ca a la troponina C mientras que

el segundo seria el pegado y captacién de este ién por la bomba de Ca
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del RS.

Por lo descripto hasta aqui ain no ha sido posible identificar una
fraccién de calor independiente de la fuerza sin involucrar en la
experiencia algun elemento no fisioldégico como puede 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 liberacién de
calor independiente de la fuerza que es justamente lo que se desea
medir. Por otro lado las interpretaciones cinéticas realizadas imponen
condiciones de evolucién temporal que no necesariamente son ciertas. De
hecho es de esperar al menos un cierto grado de solapamiento temporal
entre, por ejemplo, la recaptacién de Ca y la interaccién actina-miosina

durante la relajacion.



Objetivos
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La finalidad udltima de este trabajo de tesis es contribuir al
establecimiento de un modelo de excitacién-contraccién-relajacién mds
completo y perfeccionado que el existente, haciendo hincapié en los sis-
temas que intervienen en la regulacion del Ca durante una contraccién
miocdrdica. Para esto y tomando como herramienta a la energética, fue
objetivo de esta tesis diferenciar y cuantificar los procesos energéti-
cos durante un ciclo contrdctil, tanto en condiciones de estimulacioén a
frecuencia constante como en latidos aislados (luego de un largo
reposo). Como ya ha sido mencionado antes, si bien varios autores se
entregaron a la tarea de dividir a la contraccidn en procesos energéti-
cos diferenciables (Ponce Hornos, 1990), el avance ha sido lento y
limitado. Los trabajos que involucraron la determinacidén simultdnea de
un mayor nuimero de componentes los realizaron Alpert y Mulieri (1982),
que reconocieron cinéticamente 2 componentes mds un tercero calculado
como la diferencia entre el calor total por latido y los dos cinética-
mente reconocibles.

En la presente tesis se aplicé un sistema de ecuaciones para
difusidn de calor, estudiando la generacién de calor de una contraccién
con mayor resolucién que la descrita en la literatura hasta el momento.

Los estudios fueron realizados en ventriculo de rata. Esta prepara-
cidén fue escogida por tener un reticulo sacopldsmico muy desarrollado
por lo que el Ca que interviene en la contraccién provendria en mayor
grado de esta organela comparativamente con el medio extracelular (Rich,
Langer y Klassen, 1988).

A fin de poder identificar los componentes energéticos que se
describen en este trabajo con los diferentes procesos en 1los que

interviene el Ca durante la contraccién, se practicaron dos formas de
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intervenir sobre estos procesos. Por un lado se modificaron 1las
concentraciones de Ca extracelular, y se estudié la respuesta mecdnica
y de los diferentes componentes energéticos a este ién. En sequndo lugar
se eligié como herramienta experimental perturbar al sistema musculo
cardiaco sumininistrdndole una sobrecarga de Ca (desde el medio
extracelular y en cada contraccioén) por medio del agregado de un pulso
extra de estimulacion. Este pulso extra se aplica con un breve retardo
(suficiente para superar el periodo refractario y lo mds cercano a la
tensidn pico) con respecto al pulso correspondiente de la frecuencia
utilizada (0.16 Hz). Este estimulo extra induce una nueva despolariza-
cién de la membrana celular con una concomitante entrada de Ca. Las
consecuencias esperadas de esta perturbacién serian cambios tanto
mecdnicos como energéticos, ya que el misculo deberd poner en juego
sistemas de control para el Ca extra que ingresa a la célula durante el
segundo estimulo. Por otro lado, esta ultima intervencién permite
también estudiar los efectos mecdnico-energéticos producidos sobre la
post-extrasistolia (contraccién que sigue a continuacién de la estimula-
cién doble). Ademds, el estudio de estas contracciones provocadas por
estimulaciones dobles o twins (Tw) permite obtener informacién acerca de
los eventos mecdnico-energéticos que ocurren durante situaciones

patolégicas como las contracciones extrasistdlicas.



Materiales y Metodos
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1. Preparacidén bioldgica

Se utilizaron ratas hembras de la cepa Wistar (200-300 g) gque
fueron heparinizadas (1500 Unidades FEU.kg™') y sacrificadas con una
sobredosis de pentobarbital (100 mg.kg™*) administrada por via intraperi-
toneal. El corazén fue rédpidamente retirado del animal por toracotomia
y sumergido en solucién de Krebs (0.5 mM de Ca) a temperatura ambiente.
Luego el musculo fue inmediatamente canulado via aorta y perfundido en
forma retrdégrada por el método de Langendorff. Para evitar el automatis-
mo y tener absoluto control de la frecuencia de contraccién, se
retiraron cuidadosamente las auriculas y cuando fue necesario se
practicd una pequena incisién sobre la base del septum, con lo que a 25
°C el misculo permanecia en reposo a menos que fuera estimulado. En
todos los casos el tiempo transcurrido desde la toracotomia hasta el
comienzo de la perfusién fue inferior a los tres minutos. Desde el
momento de la canulacién el musculo es introducido dentro de un soporte
de Kel-F en forma de anillo, construido especialmente para adaptarse a
la camara interna del calorimetro. Seguidamente se introdujo en el
ventriculo izquierdo un globo de ldtex de volumen regulable, conectado
a través de una canula a un transductor de presidén Statham, cerrando
dicho ventriculo por medio de una sutura.

Luego de concluida esta operacidn, el misculo incluido en el soporte fue
introducido en un calorimetro como el que se muestra en la Figura 4 y se
le conectaron los electrodos de estimulacién. La frecuencia de estimula-
cioén se controlé mediante un estimulador Grass SD 9.

Los musculos fueron perfundidos dentro del sistema calorimétrico a

5.0 ml.min™® con una solucién de Krebs a 25°C.
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Al finalizar cada experimento el tejido fue removido del calorime-
tro, escurrido durante 15 s sobre un papel de filtro Wathman 50, 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 * 0.5 %,
n=21). En todos los casos en que los resultados correspondan a experi-
mentos realizados en misculos, n corresponde a numero de musculos

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

2. Mediciones miotérmicas y mecdnicas simultdneas

Las mediciones miotérmicas se realizaron utilizando el sistema
calorimétrico mostrado en la Figura 4. Si bien los detalles de 1la
construccién y métodos de calibracién del sistema calorimétrico han sido
publicados "in extenso", estos se presentardn a continuacién en forma
resumida (Ponce-Hornos,Ricchiuti,Langer,1982;Dominguez-Mon,Ponce-Hornos,
Gémez,Cannata,Taquini, 1984 ;Ponce-Hornos,Bonazzola,Taquini,1987).

El calorimetro que se muestra en la Figura 4 estd 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 Jjuegos de unidades termosensibles (Cambion-
Cambridge Thermoionic) cada una con 127 unidades conectadas en serie y
ubicadas entre la cdmara interna y la gran masa de cobre. El calorimetro
se sumerge en un bafo termostatizado que es controlado por un bafo de
agua (frio-calor) que regula en *0.003 °C, y en el cual se mantiene en
equilibrio térmico la solucién de perfusion. El1 misculo, perfundido con
la solucion térmicamente equilibrada y montado en el soporte de Kel-F,
se coloca en la cdmara interna del calorimetro. La produccién de calor

se evaluia entonces por la diferencia de temperatura entre las paredes
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al amplificador
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Figura 4: Diagrama del cuerpo calorimétrico.

cerrado se sumerge en un bano termostatizado que por simplicidad del

dibujo no se muestra en el diagrama.

El calorimetro una vez
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internas (en contacto con el misculo) y externas (en contacto con el
bafio termostatizado) del calorimetro. La sefial de las unidades termosen-
sibles fue amplificada convenientemente y registrada sobre un poligrafo
Grass 5D. El hecho de que las mediciones de flujo de calor entre el bafo
y la cdmara 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 cdmara
interna del calorimetro, las unidades termosensibles responden en
proporcidén a la potencia aplicada. Si la adicidén de energia 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
perfusion utilizadas para las distintas preparaciones, la respuesta
calorimétrica alcanzé un "plateau" dentro de los dos minutos con una
constante de velocidad de alrededor de 0.03 s™.

La calibracion del calorimetro se llevé a cabo por dos métodos. Por
pasaje de una onda de 2.1 kHz a través del misculo por medio de los
electrodos de estimulacién segin 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 relacién
I°’R, donde I es la corriente y R la resistencia. Los valores obtenidos
por ambos métodos fueron coincidentes. Se utilizé rutinariamente el
primero de ellos porque permite realizar calibraciones en cualquier
momento durante el experimento , ain teniendo al misculo bajo estimula-
cién (Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer, 1982).

La perfusién entra al calorimetro con una cantidad finita de

energia dada por el producto entre la presién de perfusién y el fluijo.



Esta energia es disipada como calor en la cédmara interna del calorimetro
por lo que esta contribucién debe substraerse a las mediciones calorimé-
tricas. La misma se evalué a partir de la ecuacién 1 (Ponce-Hornos,

Ricchiuti y Langer, 1982):

Hpp=0.0022-PP-V+0.009 (1)

donde:

ﬁpp= potencia calculada dependiente de la presidén y del flujo (mW)
PP= presidén de perfusién (en mm de Hg)
V= flujo (ml.min™)

constantes= 0.0022 mW.min/mm Hg.ml; 0.009 mW.

La presién de perfusidon a la entrada del calorimetro (justo antes
de la cdanula de perfusiodon) fue registrada durante todo el experimento
utilizando un transductor de presién Statham P23 Db cuya sefial fue
recogida en uno de los cuatro canales del poligrafo Grass 5D. El1 flujo
se mantuvo constante a lo largo de cada experimento mediante una bomba
peristdltica Gilson Minipuls 2.

La generacién de presién en la cavidad ventricular se registré
también a través de un transductor de presién idéntico al utilizado para
la presién de perfusién, que fue conectado a uno de los canales del
poligrafo. El cuarto canal se utilizé para derivar la sefal recibida por
este transductor. Tanto las mediciones mecdnicas como energéticas
presentadas en este trabajo fueron realizadas a un volumen intraventri-

cular 6ptimo para la generacién de fuerza, el que fue determinado al

comienzo de cada experimento.
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La generacién de calor asociada a cada contraccion o calor activo
(H'a) se evalud como diferencia entre la produccién de calor durante la
estimulacién una vez alcanzado el estado estacionario (ﬁt) y la
produccién de calor en ausencia de estimulacién (ﬁr), dividiendo por la

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

= = H’a (2)

En resumen, este método permite un completo control de un importan-
te nuimero de parametros como frecuencia de estimulacion, temperatura de
trabajo, composicién del 1liquido de perfusién. Por otra parte, es
posible registrar continua y simultdneamente, presién de reposo (PR),
mdxima presién desarrollada (P), velocidad mdxima de contraccién (+P),
velocidad mdxima de relajacién (-P), presién de perfusién (PP),
produccién de calor total (ﬁt), produccién de calor asociada al reposo
mecanico (ﬁr) y produccién de calor activo (ﬁa). Ademds de estos
parametros mecdnicos y energéticos se dividié al evento contrdctil en
cuatro periodos (Figura 5): desde el inicio de la contraccién hasta la
mdxima velocidad de contraccién (tcl), desde +P hast; que la presion
generada se hace mdxima (tc2), desde este punto hasta la mdxima
velocidad de relajacién (trl), y finalmente desde -P hasta el fin de 1la
contraccioén (tr2). A partir del trazado de la presién es posible calcular
la integral presion tiempo (IPt). Se calcularon también las relaciones
+P/P y -P/P como indices de las capacidades de contraccidén y relajacidn
del tejido. Por otra parte el sistema permite el andlisis de latidos
individuales (registros llevados a cabo a alta sensibilidad y a alta

velocidad de registro).



Figura 5: Represcntacion esquemdtica de un trazado de presion isovolumé-
trica a 1,, obtenida por inflado del balon de ldtex intraventricular
(parte superior) Yy su primera derivada (parte inferior), en donde se
indican los pardmetros mecdnicos evaluados. P: presién isovolumétrica;
+P: maxima velocidad de desarrollo de fuerza; -P: mdaxima velocidad de
relajacion; tPP: tiempo a la presion pico, que incluye tC, y tc,; LR:

tiempo de relajacion, que abarca tR, y tR,.
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Los registros de la produccién de calor de latidos individuales y
los registros mecdnicos para determinar tiempos de la contraccién o la
IPt fueron realizados a una velocidad de papel de 25 mm.s™*.

Los pardmetros mecdnicos promedio para contracciones obtenidas a
[Ca]J=0.5 mM y frecuencia de 0.16 Hz (n=20) fueron: P=26+2 mnN.mm™?;
IPt=9.040.8 mN.s.mm?; +P=250+20 mN.mm™2.s"'; -P=97+6 mN.mm"2.s"}; +ﬁ/P=
9.8%0.3 s™; -P/P=3.840.1 s™*. Para estos mismos experimentos se
obtuvieron los siguientes tiempos de contraccién: tc1=0.10%0.01 s;
tc2=0.1140.01 s; tr1=0.21%10.01 s; tr2=0.37+0.02 s. El H’a obtenido en

las mismas condiciones fue igual a 14*1 mJ.g™.

3. Soluciones

La solucidn que se utilizé para la perfusién en condicién control
contenia (en mmol/l): NaCl 120; KCl 6.0; CaCl, 0.5; MgCl, 1.0; NaHCO, 25;
NaH,PO, 0.5 y glucosa 6.0. Las soluciones fueron continuamente burbujea-
das con una mezcla gaseosa que contenia 95% de O, y 5% de CO, (Ph 7.3 -
7.4).

En los experimentos en los que se modificé la concentracién 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 la
osmolaridad. Para el andlisis de los resultados, se calculd la actividad
de Ca correspondiente a cada una de 1las soluciones utilizando el
programa IONMIX (Vericat y Grigera, 1982; Humffray A, 1983). Para las
concentraciones de Ca mencionadas las actividades resultantes fueron de

0.083, 0.13, 0.276 y 0.547 respectivamente
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4. Métodos estadisticos

Se utilizé el criterio de cuadrados minimos tanto para los ajustes
de 1los puntos obtenidos a partir de los registros calorimétricos
temporales como para las regresiones entre dos pardmetros experimenta-
les. Para los ajustes no lineales se utilizdé 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 (Documenta Geigy,
1962) y las comparaciones entre ajustes obtenidos con diferente numero
de componentes se hicieron con un test de Fisher (Documenta Geigy,
1962).

Para las comparaciones de tipo apareado se utilizé un test de "t"
para muestras apareadas. Para las comparaciones no apareadas entre
tratamientos se aplicé un test de Student en el caso de dos tratamien-
tos, y uno de Kruskal-Wallis seguido de uno de Mann Whitney en casos de
mds de dos tratamientos. En todos los casos se considerd significativo
el nivel de p<0.05. Todos los resultados se expresan en forma de
mediaterror estdndar.

Los resultados calorimétricos se expresan por gramo de tejido

himedo salvo que se indique lo contrario.

5. Protocolos experimentales

Una vez montado el misculo en la cdmara calorimétrica se lo llevéd

a la longitud éptima para la generacién de presién. Luego se esperé un
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minimo de una hora para iniciar el experimento, periodo que asegura la
reestabilizacién del sistema. Con el corazén en reposo mecdnico se
determiné entonces el Hr y se inicié la estimulacién a 0.16 Hz.

Cuando tanto la produccién de calor como los pardmetros mecdnicos
llegaron a un estado estacionario (a la frecuencia de estimulacién de
0.16 Hz) se obtuvieron trazados de generacidén 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 mds se
identificardn como "latidos estacionarios"). Estos trazados se obtuvie-
ron para latidos estacionarios controles, "twins" o de estimulacién
pareada (TW) y'posttwins"(PTW) (estos ultimos sélo en algunos experimen-
tos). Este protocolo se realizé en condiciones control (0.5 mM de Ca),
a diferentes concentraciones de Ca en la solucion de perfusidén y en
presencia de cafeina.

En los latidos de tipo Tw se aplicé una separacidén de 200 ms entre
las dos estimulaciones, esto implica que el 2¢ estimulo cae muy préxima
al tiempo de mdxima generacidén de presioén por parte del misculo. Esto se
realizdé con la intencidén 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 ién. Como se puede observar en la Figura
6 la entrada de Ca provocada por la 2° estimulacidén no aumenté P, aunque
si incrementé IPt.

Para la obtencién de los trazados de generacidén de calor por
latidos estacionarios se corrié el papel del poligrafo a 25 mm.s™* 1lo
cual permite obtener una resolucién de un punto cada 0.04 s (debido a
que la minima division del papel en la escala temporal es de 1 mm). Como

la produccién de calor para un latido de este tipo estd montada sobre la
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pendiente de caida del latido previo, se debidé obtener el trazado del
curso del registro calorimétrico de un latido cuando la estimulacién es
suspendida a fin de utilizarlo como linea de base (Figura 7). Igual
procedimiento se repitié con los latidos TW para 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 modo que su linea de base resulta ser una constante (el
ﬁr) a 0.5 mM de Ca en la solucién de perfusién. En otro grupo de
experimentos se estudid el efecto de la anoxia (provocada por burbujeo

con N,) sobre latidos aislados.
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En la primera parte de los Resultados se describen cualitativamente
las respuestas calorimétricas asociadas a una contraccién, y a continua-
cién se analizan estas curvas con un método ya cldsico en la literatura.

La segunda parte estd enfocada a describir la aplicacién de un
modelo de andlisis que permite un estudio mds completo de los registros
miotérmicos obtenidos.

La caracterizacién biolégica de los componentes de calor predichos
por el modelo, queda reservada a las dos siguientes secciones de estos
resultados. En la tercera se analiza la posible relacién de cada
componente con la presidén generada por el misculo y con la presencia de
0, en la solucién de perfusidén. En la cuarta seccién se estudian las
contracciones estacionarias y los efectos que la variacién del Ca
externo y las intervenciones que modifican la oferta de Ca al citosol,
producen sobre el sistema analizado.

Finalmente, en la quinta seccién se estudian las contracciones
extrasistélicas y 1las post-extrasistdélicas. Se analizardn en esta
seccidén los efectos producidos por cambios en las concentraciones de Ca
extracelular y por agregado de cafelina sobre estas contracciones en

particular.
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1 - Andalisis clésic de edis s calorimétricos de ido

controles stacionarios is s

Se analizé la respuesta miotérmica asociada a una contraccién luego
de un periodo de reposo mecdnico prolongado (de al menos 5 minutos), y
a esto se lo llamé latido aislado. También se estudié la respuesta
calorimétrica asociada a un 1latido udnico extraido de un tren de
estimulaciones a 0.16 Hz una vez alcanzado el estado estacionario de
generacién de fuerza, y a este tipo de contracciones se las denominé
latidos estacionarios.

El registro de la produccién de calor en un latido aislado o en un
latido estacionario da una respuesta compleja que, por la presencia de
2 madximos y 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 rdpida 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 mds tardia que llega a un pico
entre 1 y 2 s y, finalmente, aparece una tercera fase mucho mas lenta.
En latidos aislados se hace evidente ademds una 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 produccién de calor mencionadas parecen,
a primera vista, homologables a las descritas por Alpert y Mulieri
(1982) en musculos papilares de conejo. Estos autores utilizaron el
método de Bugnard (1934) para analizar sus registros. Por aplicacién de
este método a los registros experimentales obtenidos en este trabajo,

tanto para latidos estacionarios como aislados (Figuras 8 y 9), se
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lleg6é 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 componente es inferior
a lo presentado en la bibliografia. Como los estudios realizados por
Alpert y Mulieri fueron hechos en papilares de conejo, mientras que en
esta tesis se trabajé en ventriculo de rata, estos resultados podrian
indicar una diferencia interespecie en lo que respecta a esta segunda

fraccién de calor.

TABLA 1

VALORES COMPARATIVOS DE COMPONENTES ENERGETICOS

Bibliografia(*) Este Trabajo Este trabajo
(L.E.) (L.E., n=10) (L.A., n=8)
ler Comp 1.59 - 1.9 2.0%0.2 2.4%0.4
(mJ.g™)
2do Comp 4.48 - 5.06 1.8%0.2 2.31%0.5
(mJ.g™)

(*)Datos extraidos de: Circ Res 50:491,1982; 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 como aislados se observa la aparicién de un tercer
componente de generacién de calor cinéticamente distinguible con un
mdximo temporalmente posterior a los dos primeros componentes detectados
hasta el presente por otros métodos miotérmicos (ver Figuras 8 y 9).
El objetivo de la préxima seccién de resultados es progresar en la
definicién del nimero total de componentes que hay en la respuesta
miotérmica a una contraccién, y ademds evaluar la contribucién que tiene

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

observadas.

Para la evaluacién cuantitativa de las respuestas miotérmicas
se estudié en primer lugar la respuesta del calorimetro cuando se
disipan cantidades conocidas de calor en la cdmara interna. Esto fue
llevado a cabo haciendo pasar corriente alterna o continua por resisten-
cias de distinta geometria y misculos (en total 4) perfundidos . Por
cada ventriculo o resistencia utilizados se obtuvieron varios registros.
En la Figura 10 (en linea continua) se muestra la respuesta obtenida
cuando la disipacidn de calor desde una resistencia dentro de la cdmara
interna es mantenida el tiempo suficiente para que el calorimetro
integre la sefial. Esta respuesta pudo ajustarse por un método no lineal
a una ecuacién de tipo difusional para lamina plana con retardo
exponencial en la deteccién por parte de las unidades termosensibles

(Crank, 1956) (Ec. 1).

a
He, = Hoe (1-A,-€®%=8.7172 . T A,.e™t) Ec.1
i=0

Donde: A, = (p4.m2:.B1)%tg[(peden2.81)°2]

constante de velocidad de enfriamiento del calorimetro ﬁfﬂ,

7
B8 = constante de velocidad para el retardo en la deteccién (5.
A, =1/{(2i+1)2+[1-(2-0i+1)2epueB])

ai = (2-i+1)2.pu

Se hizo necesaria la suposicién de un retardo en la deteccidén

debido a que si se analizaban los registros de generacién de calor en la
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Figura 10: Respuesta calorimétrica digitalizada obtenida por disipacién
de cantidades conocidas de calor en la camara interna del sistema
microcalorimetrico. Disipacién mantenida (linea continua); Disipacidén

interrumpida (QO). La flecha indica la finalizacién de la aplicacién.
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cdmara interna (fuesen registros miotérmicos, o pulsos eléctricos en
misculos o 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 utilizé una ecuacién difusional para
ldmina plana debido a que el ventriculo, gue es hueco, queda en contacto
a ambos lados con las unidades de deteccién (que son planas). En
consecuencia se puede considerar al sistema como dos ldminas de espesor
finito en contacto con sus respectivas unidades termosensibles. Como
alternativa se realizaron ajustes de los mismos registros con una
ecuacién difusional suponiendo una geometria esférica de la fuente, pero
se obtuvieron sistemdticamente coeficientes de correlacién menores que
los observados con la funcién para ldmina plana. Esto es explicable ya
que la geometria esférica implica difusién radial desde el centro de la
esfera. En el caso del misculo cardiaco, aunque podria ser considerado
una esfera, el hecho de ser hueco le impide la difusién radial desde el
centro. Las ecuaciones para geometria cilindrica se descartaron, ya que
aparte de suponer también difusién desde el centro, no se asemeja a la
forma que toma el misculo fuera o dentro de la cdmara calorimétrica.
Si se toman para el ajuste los primeros puntos de las respuestas
calorimétricas obtenidas tanto en resistencias como en misculos, 1la
ecuacién de ajuste predice el "plateau" de la curva, que representa la
potencia aplicada. Pese a que las respuestas tardaron siempre mds de 120
s en llegar a la saturacién, la ecuacién predijo la potencia aplicada
cortando la curva experimental incluso a tiempos menores de 500 ms.
Finalmente, el factor limitante resulté ser los grados de libertad que

quedaban cuando se cortaban las curvas y no los tiempos de aplicacién



tomados. La potencia predicha se correlacioné con la potencia aplicada
con un r=0.999, pendiente=1 y ord.origen=0, para n=36. Esto permite
suponer que estarfamos en condiciones de estimar la potencia generada
dentro de la camara del calorimetro para respuestas transitorias (que no
llegaron a la meseta).

Si la generacién de calor se interrumpe (flecha de la Figura 10)
tempranamente (curva en 0 de la Figura 10), el registro calorimétrico se
mantiene en ascenso hasta llegar a un mdximo, 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.l debido a que la curva experimen-
tal se desvia del comportamiento predicho por esta ecuacidén cuando se
interrumpe el proceso de generacién de calor. De este modo sdélo los
puntos experimentales relacionados con el tiempo en que se mantuvo el
estimulo son ajustables a la ecuacién difusional descrita. La respuesta
transitoria fue ajustada tomando en cuenta su parte creciente, es decir
hasta que el registro calorimétrico no evidenciaba ascenso, a una
funcién del tipo de la Ec. 1 a la cual se le substrajo una fraccién

proporcional de lo que se estda generando a todo tiempo (Ec.2).

M o o]
He, = Hy+(1-A,ce™*=8.772 « T A,eet)ee" " Ec.2
i=0

Donde: 7= parametro de ajuste que tiende a 0 cuando la generacién es
mantenida (tiempos prolongados, curva en linea continua de la

Figura 10).
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Es importante aclarar que en los procesos asociados al evento
contrdctil el tiempo de interrupcién del proceso es justamente una de
las incégnitas a develar por lo que se hace imposible aplicar la Ec. 1
y por lo tanto predecir la potencia. En cambio, la ecuacién 2 define con
precision el trascurso del trazado hasta el pico.

El enfriamiento desde el pico de la curva experimental hasta o« se
ajusto a la ecuacién 3 (una transformacién de la ecuacién 1 en una
funcion descendente de H con el tiempo), donde ﬁw es una constante igual

al valor alcanzado por la curva experimental en el pico.

Hi, = Hepo (Ao 4872 & A e ) Ec.3
(t) P

0

ne1s

De la integral analitica de la curva de generacidén (ecuacién 2)
desde t=0 a t=tp (tiempo pico) mds la integral analitica de la funcién
de respuesta del calorimetro desde tp hasta t=w (ecuacién 3) se puede
estimar la energia total disipada en forma de calor dentro de la cémara

interna del sistema calorimétrico (Ec. 4).

A.l - e-a.l-t) . e-r-t +
o

Nt

tp .
H =f Hy»(1-A,-e™®t-8.7"2 .
5 i

]

o)
f Htp' (Ao'e_a.t-*-a'”-z c Z Al'e-ul.t) Ec.4
Ip 1=0
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Las energias calculadas de este modo se correlacionaron linealmente
con las energias reales disipadas dentro de la cdmara, obteniéndose una
correlacién 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 mds
de 30 s). La respuesta calorimétrica fue digitalizada y analizada por
combinacién lineal (2, 3 y 4 componentes) de ecuaciones del tipo dado

por la ecuacién 2.

. n .
Hi,= £ Hyye (1-A,-e™®*-8.q77% .
j=1 i

Aj.ett).e 0t Ec.5

Il ™ 8

0

n=numero de componentes

S6lo se utilizaron para el ajuste aquellos puntos comprendidos
desde el tiempo 0 hasta el tiempo en el cual la sefnal comenzd a 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 mejoré los ajustes. En todos los casos
la magnitud de la energia calculada a partir del ajuste resultéd

comparable a la aplicada durante el experimento (97.5+1.0 %).
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Figura 11: Energia estimada (calculada) vs. energfa entregada (real)

a la camara interna del sistema microcalorimétrico utilizado.



Establecido el patrén de respuesta del sistema calorimétrico tanto
para sehales estacionarias como para transitorias, se ajustaron las
respuestas miotérmicas obtenidas para latidos estacionarios y aislados
a una funcién del tipo dado por la Ec. 5. Los registros calorimétricos
de los latidos se ajustaron al nuimero minimo de componentes que no
generdé rachas significativas, y rechazando el agregado de componentes
adicionales siempre que estos no mejoraran significativamente la bondad
del ajuste (evaluada segin un test de Fisher (Documenta Geigy, 1962)).
Los pardametros iniciales para llevar a cabo los ajustes se estimaron
ubicando los picos de los componentes segun los mdximos y cambios
bruscos de pendiente observados en el trazado.

Los latidos obtenidos en condiciones de estimulacién a 0.16 Hz
(Figura 12) pudieron ser ajustados a tres componentes (H1, H2 y H3),
mientras que aquellos obtenidos por estimulacién luego de un prolongado
reposo lo fueron a 4 componentes (Hl1, H2, H3 y H4) (Figuras 13 y 14).

A partir del cdlculo analitico 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

mM se dan en la Tabla II (pagina siguiente).
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Calor w
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Figura 12: Digitalizacidén de la produccién de calor de una contraccién
perteneciente a un tren de latidos. En linea continua se muestra la
evolucién 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: Digitalizacidén de la produccién de calor de una contracciodn
aislada. En linea continua se muestra la evolucién 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: Ampliacién de los primeros 8 segundos del trazado que se

muestra en la Figura 13.
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TABLA I1

COMPONENTES ENERGETICOS DE LATIDOS ESTACIONARIOS Y AISLADOS

Latido estacionario Latido aislado
(n=20) (n=16)
ler Componente 1.6 + 0.1 2.1 + 0.3
2do Componente 3.2 * 0.4 2.3 £ 0.3
3er Componente 6.3 + 0.5 9.1 +* 0.7
4to Componente 16.7 + 1.6
Calor total por Latido 14.2 + 1.0 30.7 + 5.0

Los datos estdn expresados en mJ.g™' y representan valores mediost*E.S.

El calor total por latido (H’a) se calcula como se indica en la pag.54

El cuarto componente es sdlo cinéticamente distinguible en los
latidos aislados. Sin embargo la resta del calor total por latido H’a
menos la suma de los tres componentes ajustados, permite la iden-
tificacién de una cuarta fraccion de energia en latidos estacionarios
cuya magnitud fue de 2.7+%0.6 mJ.g'. Esta fraccidon energética no es
diferenciable cinéticamente (al menos no es requerida por los ajustes)
como ocurre con H4. Ademds su magnitud sélo representa aproximadamente
una séptima parte del H4 medido en latidos aislados.

El componente H4 es de muy lenta evolucidén y se hace necesario para
poder ajustar la meseta que aparece al final del trazado de produccién
de calor de cada latido aislado (Figura 8). El exponente 7 (Ec. 5) que

corresponde a este componente tiende a 0, lo cual es ldégico ya que la
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meseta que aparece en los trazados se prolonga mds alld del tiempo de
integracién 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 1lo
tanto posible la estimacién de la potencia a partir del valor asintético
(H,) alcanzado en el ajuste.

Se podria postular que la cuarta fraccién 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 misculo es estimulado repetitivamente. Sin embargo
esta fraccién de energia implica una potencia de 450+103 uW.g™
(calculada como los 2.7 mJ.g™* obtenidos para la cuarta fraccién de
energia de latidos estacionarios multiplicados por la frecuencia de
estimulacién de 0.16 Hz) que es significativamente mayor que el valor
promedio de la meseta alcanzada por el cuarto componente en latidos
aislados (183%24 uW.g™*). Esto sugeriria la posibilidad de que H4 sea
sensible a la estimulacién repetida, existiendo una transicién en 1la
magnitud de este componente entre el latido aislado y el estado
estacionario. Esta hipétesis se analizard a continuacién en el punto 3

de resultados de la presente tesis.



81.

3 - Andlisis de los procesos asociados a los componentes ajustados en
latidos estacionarios y aislados

Una vez determinado el nuimero de componentes, el paso siguiente fue
intentar identificarlos con los conocidos procesos que ocurren en los
miocitos durante la contraccién.

El primero y el segundo componente, tanto en latidos aislados como
estacionarios, resultaron independientes de la generacién de fuerza y su
magnitud conjunta (entre 4.4 y 4.8 mJ.g* dependiendo de la condicidn)
es comparable al "calor de activacién" del musculo esquelético (aprox.
4.06 mJ.g*; Mulieri y Alpert, 1982) o el "calor independiente de
tensién" de misculo cardiaco (aprox. 3.5 mJ.g™?; Gibbs, Loisselle y
Wendt, 1988). Esta fraccién de calor fue relacionada cldsicamente, tanto
en misculo esquelético como cardiaco, a los movimientos idnicos
asociados a la contraccién.

El tercer componente se correlacioné linealmente con la presién
generada tanto en latidos aislados como estacionarios (Figura 15), lo
que indicaria que esta fraccién contendria la produccién de calor
asociada a la actividad actomiosinica. En la Figura 15 se agrupan los
pares de datos (H3 vs P) obtenidos a partir de los dos tipos de latidos,
debido a que los pardmetros de regresién fueron iguales en ambos casos.
La recta de regresién y el intervalo de confianza representados
corresponden a los latidos aislados, y se puede observar como los puntos
provenientes de los latidos estacionarios se incluyen dentro del
intervalo.

Finalmente, ni el cuarto componente de latidos aislados ni 1la

cuarta fraccién de energia obtenida por diferencia en latidos estaciona-



82.

H, (ml/g)
25 1
® r= 0.8552

<01 p ( 0.001
15 -
10 -
5-
0

0

Figura 15: Correlacién lineal entre H3 y P para todos los latidos
aislados () obtenidos a (Ca)o= 0.14 mM; ord.origen= -0.6%t1.5 mJ.g™*
y pendiente= 0.23 * 0.04 mJ.g*.mN*.mm?). Se puede observar como los

latidos estacionarios ([]J) obtenidos a la misma concentracién de Ca se

ubicaron dentro del intervalo de confianza de la regresién (95%),
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rios se correlacionaron con P (r<0.149). Debido a la lenta evolucidn
temporal de H4 en latidos aislados y su dependencia del Ca extracelular
(este ultimo 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 como para no poder contribuir al ciclo contréac-
til (Carafoli,1985). Podria ajustarse en cambio a las caracteristicas
del cuarto componente, el cual parece activarse en el primer latido y
establecer un "plateau" sobre el cual se suman los siguientes latidos.
Con el objeto de poner a prueba esta hipdtesis se realizaron experimen-
tos en los cuales, luego de eliminar el O, del medio de perfusién burbu-
jedndolo con N, (N, 95% y CO, 5%), se obtuvo una sucesién 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 O,
sufrié una reduccién de H4 a menos del 20% de su valor en 0O,, mientras
que los tres primeros componentes no sufrieron alteraciones significati-
vas. Ademds, mientras el cuarto componente en el cuarto latido en N, se
hizo no diferente de cero, los otros tres al igual que P no bajaron del
60% por ciento de sus valores en O,. En cuanto al tercer componente, como
se observa en la Figura 17, en todos los experimentos realizados la
falta de O, disminuyé la pendiente de la regresién lineal existente entre
H3 y P a comparacién de la obtenida en condiciones con-troles (Figura
15). Ademds, como confirmacién de esto udltimo, se observé una dis-
minucién (en forma pareada) de la relacién H3/P como consecuencia del
agregado de N, en todos los experimentos realizados. Estos resultados

indicarian que al menos una fraccién de recuperacién aerébica estaria
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Figura 16: Magnitudes de los componentes H1, H2, H3 y H4 de latidos
aislados obtenidos en presencia de O, (primer grupo de barras a la
izquierda), y luego de haber eliminado el O, del medio de perfusién
burbujedndolo con N,. Los latidos en presencia de N, se obtuvieron con
una separacién de 5 minutos entre si.

* representa ausencia de diferencias significativas respecto de 0, n=4.
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Figura 17: Representacién de las regresiones lineales entre H3 y P
obtenidas para los 4 experimentos que se realizaron en presencia de N,
en el medio de perfusién. Se puede observar como en todos los casos la
pendiente de la regresién (b) resulté menor que la obtenida en condi-

ciones controles (0.228 mJ.g*.mN™*.mm?).
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vinculada al tercer componente.

Como ya se describié previamente, el calor total por latido (para
latidos estacionarios) resulté mayor que la suma de los tres componentes
descritos. Esto sugiere que los tres componentes que se activan latido
a latido en condiciones estacionarias, se suman sobre una fraccioén
estacionaria de calor que en actividad se libera por sobre el calor de
reposo. Un buen candidato para explicar el origen de esta fraccidn 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 mdas de 100 segundos estableciendo una clara meseta. A su vez
no se observa una activacién latido a latido de este componente en
estado estacionario de generacién de fuerza (recordar que los latidos
estacionarios no poseen un H4 cinéticamente diferenciable).

Los resultados expuestos en la seccién 2 de este mismo capitulo
mostraron que existian diferencias significativas entre la potencia de
esta fraccidon de calor en latidos estacionarios (450 uW.g™*) y el
"plateau" alcanzado por H4 en latidos aislados (183 uW.g*). En funcion
de investigar estas diferencias se realizaron experimentos en los que
sucesivamente se obtuvieron los H4 (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 H4 en estos trenes de latidos y en estado estacionario (obtenido
también de la meseta que se establece al suspender la estimulacidén) se
compararon con el H4 de un latido aislado realizado durante el mismo
experimento. Los resultados que se muestran en la Figura 19 indican que
el componente en cuestion aumenta significativamente con el agregado de

latidos respecto del valor que poseia en un latido aislado. El valor de
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Figura 18: Superposicién de los registros calorimétricos digitalizados
de un latido aislado (o) y de dos latidos secuenciales con 6 segundos
de separaciodn entre ellos (e). 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
generacién de fuerza (ES). Las barras representan mediaterror standard
(* representa p<0.05 y ** P<0.01 para la comparacién vs. el latido

aislado). Pruebas de Kruskal Wallis y Mann Whitney
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H4 obtenido por este método parece alcanzar su mdximo ya para trenes
cortos (3 latidos), y su valor en estado estacionario no fue diferente,
a su vez, del medido previamente por diferencia (386t56 uW.g™* vs.
4501103 uW.g™*, respectivamente para el H4 obtenido de estos experimentos

Yy el calculado previamente por diferencia).
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4 - Andlisis de los procesos asociados a 1os componentes ajustados en

latidos estacionarios. Efecto de la variacién de 1la concentracidn
extracelular de Ca y de la estimulacién 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 llamado calor de activacién, se estudidé en latidos
estacionarios la posible dependencia de los mismos con la actividad de
Ca extracelular.

Modificando la actividad de Ca de la perfusién ((Ca),) entre 0.083
Yy 0.547 mM se observa que P responde en forma sigmoidea (Figura 20).
Esta respuesta fue ajustable a una ecuacién para unién de ligandos a
macromoléculas (Barlow y Blake, 1989). Como ya se mencioné, estos
ajustes se realizaron por medio de un programa para ajustes no lineales.
En estos experimentos H1l, H2 y H3 también tuvieron una dependencia
sigmoidea con (Ca), segun puede observarse en las Figuras 21, 22 y 23.
La asociacion de H1 y H2 con el calor de activacién estaria apoyada por
estos resultados, ya que es sabido que esta fraccidén energética es
altamente dependiente de la concentracién de calcio (Gibbs, Loisselle y
Wendt, 1988). El ajuste de todas estas curvas también se realizdé por
medio de la misma ecuacién (Barlow y Blake, 1989) y los pardmetros 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 componente es
dependiente del Ca extracelular y de la presién mdxima generada. Cabria
ver si la dependencia al Ca observada en H3 es debida solamente al

aumento en la fuerza producido como respuesta a la variacién del Ca
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Figura 20: Dependencia de P con (Ca)o. El ajuste se realizé por medio
de la siguiente ecuacién:

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 Hl1l con (Ca)o. El ajuste se realizd por medio
de la siguiente ecuacidn:

Hl=(Ca)o*?*4.06 /(0.00185+(Ca)o>?)
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 realizd por medio
de la siguiente ecuacion:

H2=(Ca)o®>**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 realizd por medio
de la siguiente ecuacidn:

H3=(Ca)o’>'*10.5 /(0.0023+(Ca)o>?)
r=0.8017, n=19, los puntos llenos representan los promedios a cada

actividad.
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extracelular. Para ello se estudié la variacién de H3/P con respecto a
la actividad de Ca. Como puede observarse en la Fig 24 no se observa
variacién de H3/P con el Ca, por lo que no es posible hasta el momento
asignar a H3 otro proceso ademds de la actividad ATPdsica actomisinica
y al menos una fraccién de la recuperacién aerébica.

El calor de activacién, llamado también calor independiente de
tensioén, ha sido vinculado a los movimientos iénicos producidos durante
la contraccion, y fundamentalmente a los movimientos de Ca. Debido a la
secuencia temporal de los picos de los componentes se puede especular
que Hl se asocie fundamentalmente a procesos de binding de Ca a sitios
citosdlicos, por ser el primer evento que ocurre luego de la entrada de
Ca a la célula. A su vez H2 podria estar mds vinculado con la recapta-
cidén de Ca por los sistemas de transporte. Componentes de liberacién de
calor asociados con estos dos procesos ya fueron postulados por otros
autores (Mulieri y Alpert, 1982). Una diferencia notable con 1los
experimentos presentados en esta tesis es que Mulieri y Alpert, con el
fin de anular la generacidén de fuerza, trataron a los misculos con
soluciones hiperosméticas (Mulieri y Alpert, 1982), lo cual en primer
lugar aleja mds al preparado de la condicién fisioldégica, y en segundo
lugar presupone igual comportamiento de los componentes de activacién en
presencia como en ausencia de generacién de fuerza.

Ootro enfoque utilizado en esta tesis con el objeto de proseguir con
la caracterizacién de estos componentes fue buscar una intervencién que
produjese una sobrecarga de Ca en el medio intracelular sin alterar la
concentracién extracelular de este ion. Para esto se sometié al
preparado a una estimulacién doble (200 ms entre ambos estimulos) y se

estudié al latido resultante de este tratamiento (TW) (estos experimen-
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tos se realizaron a (Ca),=0.138 mM). Se eligid este tiempo entre las dos
estimulaciones del TW para que el segundo estimulo cayera préximo a la
presion pico, de modo que encontrase a los miofilamentos ocupados aun
con Ca. La figura 25 muestra que en TW el trazado de presion es idéntico
al control previo hasta pasar apenas la presioén al pico, luego al llegar
la segunda estimulacién la presién es mantenida un breve lapso y
finalmente el misculo se relaja con la misma -P que el control. De esto
resulta que la estimulacién doble, tal como se aplica en este trabajo,
no modifica P aunque si{ aumenta la integral presién-tiempo (IPt) (Tabla
III). De este comportamiento mecdnico se puede inferir que la segunda
estimulacidén no produjo una unién extra de Ca a los miofilamentos sino

un mantenimiento del Ca ya unido durante mds tiempo.

TABLA III

COMPORTAMIENTO MECANICO DEL VENTRICULO EN LATIDOS CONTROLES Y TW

P(mN/mm?2) IPt((mN/mm?)*s)
C 26.2+1.9 8.7%0.7
TW 26.7%+1.8 11.5+1.0 *

Los valores representan MEDIAS * 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 estimulacién sobre 1la
produccion de calor, se le resté a la curva de calor correspondiente a

TW el trazado del latido control previo, obteniéndose asi una curva
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diferencia (CD) como se muestra en las Figuras 26 Y 27. Esta curva
diferencia fue ajustable sélo a dos componentes (0.723%0.067 y 2.2410.-
387 mJ.g*' respectivamente, n=17), pues el agregado de un tercero no
mejoraba los ajustes y aumentaba notablemente los errores de 1los
parametros de ajuste de los componentes (Fig 27). Por su evolucién
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 mismos en latidos controles. Si bien H1l se
hizo necesario en algunos ajustes (3 en un total de 17), la magnitud que
presentd fue en promedio despreciable (0.03%0.02 mJ.g*) y sélo
representaba un 2% del valor de este componente en condiciones contro-
les. La ausencia del primer componente en CD es compatible con que en el
tiempo que cae la segunda estimulacién (préxima a la fuerza maxima
generada) no se unan cantidades adicionales de Ca a la troponina C
(TnC), lo cual se refleja en la falta de variacién de P respecto al

control.
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Figura 26: Digitalizacioén de la produccidon de calor de un latido
control y de un latido Tw. 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 estimulacién,
calculado como la diferencia entre las dos curvas de la Figura 26. En
linea continua se muestra la evolucién temporal de cada componente
ajustado, asi como la suma de los tres componentes (en todos los casos

r>0.8896 para n>53).
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postextrasistdlicas.

Como ya se mencioné en la seccién anterior una estimulacién
extrasistélica proxima a la presién pico produjo un incremento en la
integral presién tiempo de 2.4 mN.mm%.seg. Este aumento se debe
exclusivamente a una prolongacién del tR1 (0.07+¥0.007 seg; n=17 y
p<0.0005) respecto de la contraccién control (C), ya que no hubo modifi-
caciones en P ni en los demds tiempos asociados al ciclo contréactil.
Desde el punto de vista calorimétrico la estimulacidén extrasistdlica
originé la aparicién de 2 componentes de calor activo cuyas carac-
teristicas cinéticas coinciden con las de H2 y H3 de los controles. El
componente de tipo H3 y el incremento de IPt que aparecen en las
extrasistolias se correlacionaron entre si por medio de una regresidn
lineal con ordenada al origen no diferente de 0 y una pendiente que no
difirié de la que presenta la regresién de los mismos pardmetros en
latidos controles. En la Figura 28 se muestra la recta de regresién que
existe entre H3 e IPt para los controles (cuyos puntos se representan
como (e@)); en la misma figura se puede observar como los puntos
correspondientes a 1las extrasistolias (0) se incluyen dentro del
intervalo de confianza de la regresién representada.

La pregunta que necesariamente surge es cudl es la fuente de Ca que
contribuye a los eventos que se desarrollan durante la extrasistolia. La
resolucién 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 fenémeno patolégico, es importante fisiopatolégica-

mente. Para contestar a esta pregunta se decidié en primer término
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Figura 28: Correlacién lineal entre H3 e IPt para los latidos controles
estacionarios (@) obtenidos a (Ca)o= 0.13843 mM; ord.origen= 1%+1.68
mJ.g! y pendiente= 0.5740.12 mJ.g*.mN*.mm?.s™*). Se puede observar como
tanto las extrasistolias (O) como los latidos PTW (£) obtenidos a la

misma concentracién de Ca se comportaron en forma similar a los

controles.
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estudiar la contribucién del Ca extracelular a los eventos mecdnicos y
energéticos observados. Para esto se realizaron experimentos en los
cuales se modificé la actividad de Ca entre 0.083 y 0.547 mM y 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 (IPt,,., tomada
como diferencia entre TW y C), como los dos componentes de calor de 1la
curva diferencia se correlacionaron con la (Ca), por medio de una
relacién sigmoidea. Las ecuaciones de ajuste utilizadas se muestran en
las figuras correspondientes. De estos resultados puede inferirse que la
extrasistolia, al menos en parte, dependeria de la entrada de Ca del ex-
tracelular.

La P y la IPt de los latidos PTW resultd 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 pardmetros de la regresién
de H3 vs IPt para PTW no difirieron de los presentes en la regresién
control. En la figura 28 se observa como los puntos obtenidos para este
tipo de latidos (representados como A ) se comportan en forma similar a
los correspondientes a latidos controles. Los componentes Hl, H2 y H3
de PTW resultaron potenciados respecto a los controles correspondientes
aungue no a todas las concentraciones de Ca (Tabla IV). La potenciacién
observada, tanto en pardmetros mecdnicos (P, IPt) como energéticos (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 1la
variacién de la potenciacién absoluta de PTW en funcidén de la (Ca),, se

puede observar (Tabla IV) que el pico de potenciacién para los cinco
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Figura 29: Dependencia de IPt,, . con (Ca)o. El ajuste se realizé por
medio de la siguiente ecuacion:

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 realizé

por medio de la siguiente ecuacién:

H2=(Ca)o*°*1.10 /(0.00181+(Ca)o*?)

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 realizé
por medio de la siguiente ecuacién:

H3=(Ca)o?*3*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, Hl1, H2 y H3 en PTW respecto

de C a diferentes actividades de Ca en el medio de perfusidn.



TABLA IV

MECANICA Y ENERGETICA EN FUNCION DE LA ACTIVIDAD DE CALCIO

(Ca) (mM)

0.083

DIFERENCIAS ENTRE PTW Y C

109.

Los valores representan MEDIAS t ES; todas las diferencias se toman como

TW-C

*P<0.05;

3.4410.85%
0.9810.18¢
0.41%0.23

0.65+£0.25%*
1.19+0.32¢

5

#P<0.01

6.33%+1.49#
2.11+0.394
0.90+0.25#
0.7940.33%
2.90+1.10%

6

P: mN/mm2?; IPt: mN.s.mm™2

H1; H2 y H3: mJ.g™

4.00+1.44%%

1.42+0.53%

0.291+0.20

0.7310.25%

1.0010.33%

6

2.33+0.69%

0.72+0.57

=0.2040.27

1.01+0.47

0.9+0.46

4
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pardmetros analizados se produce a una actividad de Ca de 0.13 mM, Yy
luego los valores disminuyen sistemdticamente con el aumento de la (Ca),.
Estos resultados parecerian indicar que a las mdximas (Ca), utilizadas
quedaria poco margen disponible para la potenciaciodén, probablemente
porque nos aproximamos a la saturacién del sistema. Por lo tanto la
potenciacion postextrasistélica no se relaciona con (Ca), de la misma
manera que la extrasistolia, ni mecdnica ni energéticamente. A su vez es
l6gico pensar que la potenciacién que se observa en PTW sea consecuencia
del Ca extra que entré a la célula durante la extrasistolia. Entonces
cabria preguntarse como y dénde se almacena esta fraccién extra de Ca,
ya que si fuera extruida totalmente al extracelular y el miocito
retornara a un estado similar al existente luego de cualquier contrac-
cioén control no deberia esperarse potenciacién alguna. Se podria 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
intervendrda en 1la contraccién siguiente. Como consecuencia esto
provocaria que dicho compartimiento intervenga con una mayor fraccién de
Ca en el latido siguiente y, por lo tanto, origine la potenciacién
observada en PTW.

A continuacién se evalué la posibilidad de que el compartimiento
que origina la potenciacién sea el reticulo sarcopldsmico, ya que esta
demostrado que esta organela, en ventriculo de rata, tiene una partici-
pacién fundamental tanto en la liberacién como en la recaptacién del Ca
durante el evento contriactil (Fabiato y Fabiato, 1978). Para ello se
realizé una serie de experimentos en los cuales se agregé cafeina al

medio de perfusién. Estas experiencias se llevaron a cabo una vez que el



cfecto de la cafeina llegé a su estado estacionario (aproximadamente 30
minutos). Esto ultimo es importante, ya que esta droga a las concentra-
ciones utilizadas provoca el progresivo vaciamiento en Ca del reticulo
sarcopldsmico y por lo tanto su inactivacién como fuente de dicho ién
(Weber y Herz, 1968; Bers, 1985). Estos experimentos se realizaron a una
(Ca), de 0.13 mM, debido a que fue la condicién tomada como control desde
el comienzo de estos estudios (por ser la mds favorable para el estado
del misculo) y porque fue en la que se obtuvo la mayor potenciacion
absoluta en PTW. Con el agregado de la droga desaparecié completamente
la potenciacién postextrasistélica (/\P: 0.11t 0.13 nmN.mm™ : /\IPt
0.44+0.27 mN.s.mm™*; n=5), aunque se mantuvo el efecto de la extrasis-
tolia sobre la IPt del TW (Figura 33). Esto indicarfia que si bien
durante la extrasistolia contribuiria al menos una importante fraccidn
de Ca extracelular, la potenciacioén postextrasistdlica estaria provocada
enteramente por el RS. Es interesante notar que IPt,,. no se reduce en
presencia de cafeina con respecto a los valores obtenidos durante los
mismos experimentos en solucién sin droga (2.3210.42 vs 2.40+0.37
mN.s.mm?), mientras que el valor de IPt para 1latidos controles
experimenta una notable disminucién en presencia de la droga (49.3%+6.5%;
n=5). Este resultado pareceria indicar que el Ca que llega al citosol
durante la extrasistolia provendria principalmente del extracelular.

Con respecto a los registros calorimétricos, la droga abolié
completamente la potenciacidn postextrasistélica en los componentes
independientes y dependiente de la fuerza que fue observada en condicio-
nes controles (0.10+0.06, 0.09+0.04 y 0.46*0.61 mJ.g™*, paraAHl, AHZ Y

ZYi3 respectivamente).

Los experimentos con cafeina también proporcionaron interesante
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informacién acerca de la extrasistolia, ya que en tres de los cinco
experimentos realizados esta provocé un aumento en P en TW (Figura 33)
de 1.3310.11 mN.mm?, lo cual es coherente con la parcial inhibicidén que
provoca esta droga en el mecanismo de relajacién. En estos casos
particulares fue necesario el agregado de un primer componente en los
ajustes de las curvas diferencias (0.581+0.18 mJ.g™*). Un aumento de P
supone una mayor ocupacién de los miofilamentos por Ca. Estos ultimos
resultados apoyan la hipétesis que plantea que el componente H1l seria el

resultado del "binding" de Ca a sitios de unién intracelulares.



Discusion
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A fin de avanzar en la definicién de los eventos fisicos, quimicos
y bioldgicos que ocurren tanto durante un latido cardiaco normal como en
el proveniente ciertas situaciones patoldégicas (extrasistoles vy
postextrasistoles), se evalué el comportamiento mecdnico y energético de
contracciones musculares cardiacas bajo diferentes condiciones experi-
mentales

En general 1los registros mecdnicos y calorimétricos totales
obtenidos en este trabajo de tesis resultaron comparables con los que se
encuentran en la literatura. A una concentracién de Ca de 0.5 mM
(correspondiente a una actividad de 0.13) los latidos estacionarios
desarrollaron en promedio 25.5+1.5 mN.mm™* de presién, mientras que Gibbs
y col., en misculo papilar de conejo a 0.625 mM de Ca, obtuvieron
22.9+3.7 mN.mm? (Gibbs, Loisselle y Wendt, 1988). Con respecto al calor
por latido, en este trabajo de tesis se informé un valor de 14.2%+1.0
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 registré un calor de reposo
promedio de 4.15+0.24 mW/g, el cual estd dentro de los valores que se

encuentran clédsicamente en la literatura (Loisselle, 1987).

1. Métodos de evaluacién de registros miotérmicos.

La evaluacién energética se realizé calorimétricamente. El registro
calorimétrico de un latido (ya sea aislado o estacionario) muestra un
comportamiento complejo que evidencia la existencia de varios componen-
tes energéticos. La primera parte de este trabajo de tesis se abocé a

desarrollar las metodologias experimental y de andlisis que permitiesen
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diferenciar y cuantificar estos componentes.

Antes de encarar el andlisis de las respuestas miotérmicas se
estudié la respuesta del calorimetro al pasaje de pulsos de corriente
eléctrica a través del misculo o de diversas resistencias. Los resulta-
dos muestran que, siempre y cuando se conozca la duracién del pulso, por
medio de la aplicacién de la Ec.l1 es posible estimar 1la potencia
entregada. A partir del producto de la potencia estimada por el tiempo
de aplicacién se puede conocer también el total de energia liberada.
Esto es potencialmente itil para condiciones en las cuales la senal es
mantenida durante un periodo conocido, como ocurre por ejemplo en las
contracturas o en las tetanizaciones. Desafortunadamente, durante una
contraccién simple la duracién de cada proceso que libera energia es una
de las incégnitas.

La respuesta calorimétrica a un proceso liberador de energia de
corta duracién (como seria el caso de un latido) posee un valor maximo
que es normalmente posterior al maximo de la sefial. Como se muestra en
la Figura 10, una respuesta calorimétrica de este tipo puede ser
ajustada hasta el valor mdximo por medio de la Ec.2. Seguidamente, de la
inteyral del ajuste hasta el pico de la respuesta mds el drea debajo de
la curva de enfriamiento del sistema calorimétrico puede estimarse 1la
energia total liberada en el proceso.

Todo esto implica que este tipo de andlisis permite conocer 1la
potencia y la energia de un proceso mantenido por un tiempo conocido. Si
en cambio el proceso liberador de energia es de duracién desconocida y
menor que el tiempo de integracién del calorimetro sélo es posible
estimar la energia total involucrada.

Dado que el objetivo estaba puesto en poder analizar curvas de
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produccién de calor en las que indudablemente intervenia mas de un
componente (como es el caso de una contraccién muscular), se estudié la
respuesta calorimétrica a tres pulsos de corriente de diferente
duracién. Las curvas de produccién de calor resultantes se analizaron
por la aplicacién 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 mejoré los ajustes. Los resultados
obtenidos para los ajustes de estas simulaciones apoyan la utilizacién
de la Ec.5 en la diferenciacién de componentes de produccién de calor de
respuestas miotérmicas complejas. Es decir, fue posible no solo estimar
la energia total liberada sino que también fue posible determinar el
nimero de componentes involucrados y sus magnitudes individuales

Se utilizé, entonces, la Ec.5 para analizar la curva de calor
liberado en un latido a fin de determinar el nimero y la magnitud de los
componentes que la integran.

Hasta el presente, el método que permitié la determinacién de
un mayor numero de componentes caléricos durante una contraccién
cardiaca fue el método de Bugnard (1934). Una desventaja de este método
(Alpert y Mulieri, 1982) es que se debe asumir previamente un nimero
dado de componentes energéticos basdndose en los picos o cambios de
pendiente observados en el trazado. En el método presentado en este
trabajo, en cambio, se toma el minimo nimero de componentes que da el
mejor ajuste, es decir que si se agregan mds componentes la bondad del
ajuste no mejora. Otra ventaja es que este método asume que todos los
componentes comienzan a tiempo cero, lo cual resulta mds representativo
de los modelos de excitacién-contraccién-relajacién vigentes (ver

Introduccién). Una vez que el Ca ingresé a la célula, el periodo
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transcurrido desde que se inicia el "binding" del ién a TnC y a ATPasas-
Ca-dependientes hasta 1la activacién de 1la hidrélisis de ATP por
miofilamentos y sistemas de remocién de Ca debe se necesariamente muy
pequeno. Es esperable al menos que sea menor a 100 ms, que es tiempo en
el que aproximadamente se producen la mdxima velocidad de contraccién y
el pico del transitorio de Ca medido con fura (Callewaert, Cleemann y
Morad, 1989). En contraposicién el método aplicado por Alpert asumia que
un componente comenzaba cuando el anterior llegaba al mdximo (aproxima-
damente 400 ms). Esto es en realidad el resultado de una limitacién de
la metodologia de andlisis aplicada por estos autores. Este esquema o
bien implica que cada proceso en el misculo 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 método aplicado en la presente tesis resulté mds
sensible, ya que permitié la diferenciacién cinética de un mayor numero

de componentes (Figuras 12, 13 y 14).

2. Componentes atidos ai i i Si

mismos.

Como surge de los registros miotérmicos presentados en las Figuras
13 y 14 ha sido posible la determinacién de cuatro componentes cinética-
mente diferenciables de liberacién de calor en latidos aislados. En
cambio, en latidos estacionarios pudieron distinguirse cinéticamente
s6lo tres componentes (Figura 12) , mientras que una cuarta fraccién 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 uW.g™*) luego de los 50 segundos, para
finalmente desactivarse después de los 100 s cuando la sefal comienza a
caer con la velocidad de enfriamiento del calorimetro. En cambio, en
latidos estacionarios la diferencia existente entre H’a y la suma de los
tres componentes ajustados sugiere que H4 alcanzaria una potencia
significativamente mayor (alrededor de 450 uW.g™*). La diferencia de
valores obtenidos entre estas dos condiciones extremas se evalué
estudiando la evolucién que H4 muestra durante la transicién entre
ellas. En estos experimentos se demostré 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 ﬁ4, se incrementa con la aparicién de una
segunda contraccién, y a su vez se vuelve a incrementar con el agregado
de una tercera. Sin embargo el H4 obtenido luego de tres contracciones
sucesivas fue prdacticamente idéntico al obtenido en latidos estaciona-
rios (Figura 19). Cabe destacarse que el valor de H4 para latidos
estacionarios obtenido en estos uUltimos experimentos no difirié del
hallado previamente (como la diferencia entre H’a y la suma de los tres
componentes multiplicada por la frecuencia de estimulacién). Por 1lo
expuesto, los resultados indican que H4 corresponde a un proceso que es
activado cuando se estimula al misculo 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
componentes identificados.

Como se mencioné en la seccién 3 de resultados, H4 resulté

independiente de la P generada tanto en latidos aislados como estaciona-
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rios. Por otra parte, como se ilustra en la Figura 16, este componente
desaparece en las condiciones anéxicas que son provocadas por burbujeo
de la solucién de perfusién con N,. A su vez en experimentos en progreso
realizados en nuestro laboratorio (que no se muestran en la presente
tesis), H4 se mostré dependiente de la concentracién de Ca en latidos
aislados. La dependencia de este componente con la concentracién de Ca
del medio y su eliminacién en ausencia de 0, indican un probable origen
mitocondrial. Otro elemento a tener en cuenta es la lenta evolucién
temporal de este componente, lo cual podria vincularse con la lentitud
caracteristica que tiene la mitocondria para la captacién del cCa.

La alta dependencia que manifiesta H4 respecto de la presencia de
O, no es suficiente para adscribir a este componente al proceso de
recuperacién metabélica. De hecho, la magnitud de H4 no se correlaciona
ni con el numero de contracciones (sélo aumenta durante las tres
primeras contracciones luego de un perfodo de reposo) ni con la presién
desarrollada. Ademds si bien para un latido aislado 1la relacién
H4/(H1+H2+H3) resulté igual a 1.24 (valor razonable para una relacién
recuperacién/consumo), para latidos estacionarios esta disminuyé a 0.24.
La distinta contribucién que presenta H4 en el calor total de un latido
aislado vs. un latido estacionario explica la diferencia observada entre
el calor total de ambos tipos de latidos (Tabla II).

La disminucién (que en promedio corresponde al 75% del valor
obtenido en condiciones controles) de la pendiente de la regresién entre
H3 y P en ausencia de O, (Figura 17) implica que al menos una fraccion
de la recuperacioén se ubicarfia en el tercer componente. Pero, <{donde se
ubica, entonces, el resto de la recuperacién? El calor de recuperacién

de una contraccién debe representar alrededor del 50% del calor total
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liberado. Sin embargo hay que tener en cuenta que el burbujeo con N, no
asequra el total desplazamiento del O, de la solucién de perfusién
(Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer, 1982). El tal caso, el O, remanente
podria ser suficiente para mantener una fraccién de recuperacién que no
es eliminada en presencia de N,. Por lo tanto no ha podido identificarse
su ubicacién en los componentes energéticos. Por otro lado, como en
estos experimentos no se inhibié la glucdélisis anaerdbica seria de
esperar que esta estuviese aumentada en ausencia de O, por efecto Pasteur
(Ponce-Hornos, Ricchiuti y Langer, 1982). Por lo tanto el O, remanente
en la solucién y una glucélisis aumentada podrian ser suficientes para
recuperar los bajos requerimientos de energia del misculo durante estos
experimentos (alrededor de una contraccién cada 5 minutos).

Los componentes Hl1, H2 y H3 se activan latido a latido, y son
diferenciables tanto en latidos aislados como estacionarios.

El unico componente de liberacién de calor que se correlacioné con
P e IPt fue H3 (Fig 15 y 28). Esta correlacién se observé tanto en
latidos aislados como estacionarios. De este hecho se concluye que esta
fraccién de calor debe representar el calor asociado a la generacién de
fuerza, y por lo tanto deberia contener la hidrélisis de ATP a nivel de
los puentes actomiosinicos. Si expresamos a H3 y a P en la mismas
unidades (usando 1.05 como la densidad del misculo (Hill, 1965), la
pendiente que se obtiene para la correlacién entre ambos pardmetros
(0.24) es adimensional. La inversa de esta pendiente es 4.17 y represen-
taria el coeficiente isométrico de calor, el cual ha sido muy utilizado
como indice de la economia de la contraccién (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



121.

Gibbs (=3.7) y mucho menor al obtenido por Mulieri y Alpert (=8.8)
(Mulieri y Alpert, 1982). La diferencia entre los resultados de estos
dos autores ha sido tentativamente explicada a través de la supuesta
inclusién en los valores de Gibbs del calor de recuperacién. Mulieri y
Alpert (1982) calcularon que si se eliminaba al calor de recuperacion,
el coeficiente subirfa de 3.7 a 6.7. Si se aplica el mismo criterio a
los resultados presentados en esta tesis (asumiendo que H3 incluye la
recuperacién de la energia gastada para la generacién de fuerza) el
coeficiente isométrico de calor subiria a 7.5.

El componente H3 se relacioné con (Ca), en forma similar a P
(Figuras 20 y 23), mostrando ambos pardmetros una relacidén sigmoide con
la actividad extracelular de este ién. Tanto es asi que la relacién de
H3 con P, a Ca variable, se comporta linealmente (r:0.847, ordenada al
origen: 0.45%2.41 mJ.g* , pendiente: 0.23%0.07 mJ.mm?.mN*.g™*, n=23) en
el rango de las concentraciones utilizadas.

Como se mencioné previamente, desde los trabajos de A.V. Hill se
sabe que existe una fraccién de calor activo que no es dependiente de la
generacién de fuerza, al cual se llamé calor de activacién. Este calor
a sido clédsicamente vinculado a los movimientos de Ca en la célula. En
el presente trabajo, de los cuatro componentes de calor, tres de ellos
resultaron independientes de P. E1 H4 ademds de lo puntualizado respecto
a su origen mitocondrial tiene una evolucién temporal que lo descarta
como parte del llamado calor de activacién. En efecto, el calor de
activacién en misculo esquelético es de rdpida evolucién, ubicdndose
dentro del primer segundo de la respuesta calorimétrica (Mulieri vy
Alpert, 1982). Del mismo modo, en el corazén, el calor independiente de

tensién descrito estda ubicado dentro de los primeros dos segundos de
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evolucién (Mulieri y Alpert, 1982). Todo esto indicaria que en los
trazados obtenidos en este trabajo el calor de activacidén estaria
ubicado en los dos primeros componentes, Hl y H2. Estos dos componentes
energéticos resultaron independientes de todos los pardmetros contrécti-
les (P, IPt, -P y +P). Este es un punto particularmente importante, ya
que estos componentes energéticos independientes de la generacién de
fuerza se determinaron en condiciones mas fisiolégicas que las utiliza-
das por otros autores. Hasta el presente para obtener fracciones de
calor independientes de la fuerza generada se debidé recurrir a imponer
al misculo condiciones de no generacién de fuerza, lo cual asume que
este componente de calor posee la misma magnitud tanto si el misculo
estd generando fuerza como si no lo estd. Los experimentos realizados
bajo condiciones de no generacién de fuerza asumen también que la
intervencién que se utiliza para tal efecto no afecta a los procesos
comprendidos en el calor de activacién. Las intervenciones mas utiliza-
das fueron el acortamiento del misculo por debajo de la longitud 6ptima
de generacién de fuerza, el sometimiento del tejido a soluciones
hiperténicas y el método de "quick release" (Gibbs, Losselle y Wendt,
1988; Mulieri y Alpert, 1982). En misculo 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 la
suma de estos dos componentes, en el misculo esquelético se obtienen
valores comparables (0.87 mcal.g™?) al calor de activacién aceptado en
la literatura. Sin embargo los valores que obtuvieron para el calor de
activacion de misculo cardiaco resultaron excesivamente bajos (aproxima-

damente el 20% del obtenido en misculo esquelético). Cabe destacarse que
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estos autores realizaron estos experimentos en condiciones muy alejadas
del estado fisiolégico del tejido, ya que ademds de las inevitables
isquemias durante las mediciones que exige el método de 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 Hl y H2 resultaron dependientes de la (Ca),, en forma
sigmoidea (Figuras 21 y 22), lo cual estd de acuerdo con la hipétesis
que relaciona a estas fracciones con el calor de activacioén, el cual es
altamente dependiente de la concentracién de este ién (Gibbs, Loisselle
y Wendt, 1988). En los experimentos presentados en esta tesis para
latidos estacionarios a 0.5 mM de Ca se obtuvieron valores de 1.6 y 3.2
mJ.g? respectivamente, que sumados dan 4.8 mJ.g™?, un valor que estd en
el orden de los presentes en la literatura para el calor de activacién
(Gibbs, Loisselle y Wendt 1988). Debido que Hl y H2 representan a dos
componentes diferenciables cinéticamente seria esperable que estuvieran
asociados al menos a dos procesos distinguibles. Ya que los dos forman
parte del calor independiente de tensién que es activable latido a
latido y ambos son dependientes de (Ca),, se puede hipotetizar que
representan diferentes etapas del ciclado de Ca durante una contraccién.
Como se especificé anteriormente, por ser el de evolucién mds rdpida H1l
podria ser asociado, en primera instancia, con los eventos iniciales que
ocurren en una contraccién. La contraccién 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 concentracién citosélica de Ca. Como consecuencia de
esto se produce el pegado de Ca a diferentes sitios de "binding"

intracelulares. Es sabido que la asociacién del ién Ca a la TnC es un
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proceso exotérmico (Imaizumi, Tanokura y Yamada, 1990). La desaparicién
de H1l durante la extrasistolia (Figura 27) refuerza 1la hipétesis
presentada sobre el origen de Hl. Se debe recordar aqui que la extrasis-
tolia se provoca en un tiempo muy préximo a la presién 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 simultdnea. A esto se suma que en presencia
de cafeina 1 mM, en ciertos experimentos, aumenté la P asociada a TW
respecto a su control, y para estos casos en particular reaparecié H1l en
los trazados de calor. Esto también apoya la hipétesis sostenida sobre
el origen de Hl, 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 componente que debido
a sus caracteristicas (tiempo al pico, lambda) fue asociado a H2. Esto
nos muestra que contrariamente a Hl, H2 representaria una fraccién de
calor que no es dependiente de la ocupacién 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 concentracién de este ién), aunque es independiente
de la generacién de fuerza y no parece estar asociado a procesos de
"binding™ de Ca. El1 principal evento exotérmico Ca dependiente que
quedaria es la recaptacién del Ca citosélico por medio de los sistemas
activos. Sin embargo no 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 tensién secuencialmente

con el "binding" de Ca a TnC y recaptacioén de este ién, respectivamente.
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La suma de Hl y H2 es similar al calor de activacién obtenido por
Homsher (1.02 mcal.g™*) (Homsher, Mommaerts, Ricchiuti y Wallner, 1972)
Yy por Mulieri y Alpert (0.87 mcal.g™®) (Mulieri y Alpert, 1982) para
misculo esquelético. El modelo propuesto, en el cual Hl representaria el
"binding" de Ca a TnC y H2 la remocién del Ca del citosol (y que resulta
coherente con los dos componentes descritos para el calor de activacidn
de musculo esquelético) se puede contrastar con datos extraidos de la
literatura. Usando una relacién 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 g.g* (Mulieri y Alpert, 1982), el
calor asociado al componente Hl indicaria que alrededor del 60% al 73%
de la TnC estd saturada por Ca. Esto concuerda con los resultados
obtenidos por Hoffman y Fuchs (1987). Estos autores calcularon que para
alcanzar niveles de P como los 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 contraccién a través de los sistemas de
bombeo del sarcolema o del reticulo sarcopldsmico debe hidrolizarse ATP
(segun el sistema interviniente se remueven 1 o 2 Ca por ATP respectiva-
mente) y por lo tanto debe liberarse calor. Debido a que ademds de la
troponina C existen varios sitios intracelulares que unen Ca con alta
afinidad, es esperable que el Ca liberado durante una contraccién sea
mayor que la fraccién unida a TnC. Por lo tanto la energia requerida
para remover todo el Ca liberado deberia ser mayor que la esperable para
bombear la fraccién asociada a TnC. Si se usa 44 kJ.mol™* como entalpia

de hidrélisis de creatina fosfato y una relacién Ca/ATP intermedia de
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1.5 es esperable que para la remocién del Ca unido a TnC (calculado a
partir de Hl) se liberen alrededor de 1.92 mJ.g™*. Esta cantidad de calor
estd contenida en los valores obtenidos para H2, quedando un resto de
energia en este componente que puede contener la remocién de Ca no unido
a TnC y el transporte de Na y K asociado al evento mecdnico (Ponce-
Hornos, 1990). Por otro lado, asumiendo que todo H2 esté asociado al
ciclado de Ca resulta (utilizando nuevamente una relacién Ca/ATP de 1.5
y el promedio de H2 entre latidos aislados y estacionarios) que la
magnitud de este componente pronostica la remocién de aproximadamente
0.1 pmol Ca.g™. Mulieri y Alpert (1982) calcularon que el misculo
esquelético (a 0 °C) removia 0.18 umol Ca.g™*. Hay que tener en cuenta
que estos autores consideraron para el cdlculo todo el calor de
activacién (componentes rdapido y lento) (Mulieri y Alpert, 1982). Las
diferencias en el preparado experimental y en los cdlculos que existen
entre este trabajo y el publicado por Alpert y Mulieri explican
ampliamente la disimilitud en los valores obtenidos.

Se debe destacar que es la primera vez que se mide el calor de
activacién del misculo cardiaco en presencia de la generacién de fuer:za,
que se obtuvieron valores muy similares a los medidos cldsicamente en el
misculo esquelético y que pudieron ser identificados dos componentes de
activacién. La importancia de esta medicidén es ain mds relevante si se
tiene en cuenta que previamente sélo se habia logrado diferenciar dos
componentes en el calor de activacién si se sometfa al misculo a
soluciones altamente hiperosméticas con el fin de anular el desarrollo
de fuerza, y que la magnitud obtenida en estos estudios previos

resultaba exageradamente pequena.
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El agregado de un segundo estimulo a 200 ms del primero provoca una
prolongacién en el mantenimiento de la fuerza sin afectar la méxima
velocidad de relajacién. Como consecuencia se induce un aumento del &rea
bajo la curva de presién intraventricular. Energéticamente, el resultado
de este segundo estimulo es la aparicién 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
forma similar a los latidos estacionarios controles (Figura 28), lo que
implica que el gasto energético realizado por el misculo al generar
fuerza no se modificaria durante la extrasistolia.

Pero, écual 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 comprensién de los
movimientos de Ca durante la contraccién y a la evaluacién de las
participaciones relativas de las fuentes celulares de dicho ién. Por
otro lado, conocer la respuesta a esta pregunta es importante desde el
punto de vista fisiopatoldégico debido a que las extrasistolias son un
fenémeno frecuente en el corazén humano. Tanto los dos componentes
energéticos como la IPt, . asociada a la extrasistolia siguieron una
cinética de saturacién con la actividad de (Ca),. Esto significa que 1la
contraccién en si misma (medida por IPt y H3) y la fraccién de calor
asociada a movimientos idnicos durante la contraccién siguieron una

relacion creciente con el Ca extracelular. Por otro lado la cafeina, un
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conocido inhibidor de la participacién del reticulo sarcoplédsmico en la
contraccién, no modificé el valor de IPt,,.. 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 (Morad y
Cleemann, 1987). Esto ultimo es totalmente esperable, ya que es sabido
que la sefnal que activa la contraccién en el misculo cardiaco es la
entrada de Ca desde el medio extracelular. Sin embargo los resultados
aqui{ presentados sugieren una participacién casi exclusiva del Ca
extracelular durante la extrasistolia, ya que la IPt,,. asociada a ella
no se modificd inhibiendo la funcién del reticulo sarcopldsmico con
cafeina. Esto ultimo es importante, ya que indicaria que la liberacién
de Ca desde el reticulo sarcopldasmico tendria un periodo refractario de
por lo menos 200 ms.

La aplicacién del estimulo extrasistélico produce, ademds de los
efectos mecdnico-energéticos mencionados, la potenciacién de la fuerza
en el latido siguiente. Este fendémeno, 1llamado potenciacién post-
extrasistélica, es conocido desde hace tiempo en la literatura (Hoffman,
Bindler y Suckling, 1956). Sin embargo el mecanismo involucrado en este
proceso es un problema aun no resuelto. En los experimentos presentados
en esta tesis se mostré6 que ademds de P e IPt se potenciaron los tres
componentes energéticos activables latido a latido (es decir H1l, H2 y
H3). El1 comportamiento manifestado por H3 respecto a IPt en esta
condicién experimental no se modificé respecto de los valores controles
(Figura 28). De esto 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
potenciacién de la fuerza (y de la fraccién de calor dependiente de la
fuerza) puede deberse a un aumento de la oferta de Ca al citosol durante
PTW. Cuando se modificé el contenido de Ca del extracelular, contraria-
mente a lo que ocurrié en la extrasistolia, en la postextrasistolia la
potenciacién en valores absolutos de todos los pardmetros mecdnicos y
energéticos estudiados mostré un pico a una (Ca), de 0.13 mM. A su vez,
esta potenciacién medida en porcentajes respecto al control previo se
redujo con el aumento de (Ca),. Probablemente, estos ultimos resultados
son debido a la progresiva saturacién, con el aumento del Ca extracelu-
lar, de uno o mds de los mecanismos que intervienen en la contraccién.
Dicho de otra manera, a medida que el sistema se aproxima a la satura-
cién queda menos margen para la potenciacion.

Si la potenciacién de la maquinaria contrdctil durante PTW se 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 reticulo sarcopldsmico tiene una participacién muy
importante en el proceso contrdactil del corazén de los mamiferos (Morad
y Cleemann, 1987). La cafeina inhibe la participacién de esta organela
a través del vaciamiento del contenido de Ca de la misma (Bers, 1985).
La completa desaparicién de la potenciacién de P, IPt, H1l, H2 y H3 en
presencia de cafeina 1 mM indica que el reticulo sarcopldsmico tiene una
participacién preponderante en este proceso. Se sabe que la cafeina
disminuye la captacién de Ca por el reticulo sarcopldsmico (Weber y
Herz, 1968; Shine y Langer, 1971) e induce la liberacién del mismo ién
desde esta organela (Thorpe, 1973; Fabiato y Fabiato, 1978). Estos dos

efectos conducen a una deplecién del contenido de Ca de la organela
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(Bers, 1985). Debe tenerse en cuenta que la cafeina, ademds de sus
efectos sobre el reticulo sarcopldsmico, incrementa la entrada de Ca
transarcolemal durante el potencial de accién lo que se ha atribuido a
su accioén inhibitoria sobre la fosfodiesterasa (Blinks, Olson, Jewell y
Braveny, 1972; Kolhardt, Kubler y Hansi, 1974; Di Genaro y Vasalle,
1984). Sin embargo a las concentraciones de la droga utilizadas en este
trabajo se observa un marcado efecto inotrépico negativo (P disminuye al
50%), lo que indica que prevalece la accién sobre el reticulo sarcopléds-
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 cafeina ha actuado fundamentalmente como inhibidor de 1la
participacién del reticulo sarcopldasmico en la contraccién. Ademds, es
sabido que esta organela tiene una importante participacién en el ciclo
contrictil del ventriculo de rata (Fabiato y Fabiato, 1978; Bers, 1985)
y particularmente en lo que se refiere a los fenémenos inotrépicos
frecuencia dependientes como lo es la potenciacién post pausa (Bers,
1985; Marengo, Marquez y Aramendia, 1991). Los resultados presentados en
este trabajo estdn de acuerdo con lo hallado previamente por Morad y
Cleeman (1987) en ventriculo de gato. Estos autores hallaron que
mientras la fuerza se potenciaba en la post-extrasistolia, la duracién
del potencial de accién y el influjo de Ca a la célula (medido como
deplecién de Ca extracelular) no se modificaban.

Los resultados presentados permiten postular el siguiente mecanis-

mo: durante la extrasistolia ingresaria a la célula una fraccién extra
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de Ca proveniente del medio extracelular que provocaria un retardo en la
remocién del Ca unido a TnC (que provoca el retardo observado en la
relajacién y el consecuente aumento en IPt). Esta fraccién de Ca se
almacenaria en el RS (casi completamente, ya que no se observaron
diferencias entre la IPt,.. Yy la IPt...), Y se liberaria durante PTW
conjuntamente con la fraccién de Ca reciclada constantemente latido a
latido. La liberacién de Ca desde RS, aumentada durante la postextrasis-
tolia, generaria entonces la potenciacién observada. En presencia de
cafeina, como la recaptacién por parte del RS se halla inhibida por 1la
droga (Weber y Herz, 1968; Bers, 1985), la fraccién de Ca que entra a la
célula durante la extrasistolia no puede almacenarse en la organela y

desaparece la potenciacién de PTW.



Resumen
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El conocimiento de los procesos energéticos que ocurren en el ciclo
contractil del misculo cardiaco es de suma importancia para el estable-
cimiento de un modelo de excitacién-contraccién-relajacién mds completo
y perfeccionado que el existente. A su vez, tener un modelo bien
establecido de los componentes energéticos que se activan durante una
contraccién facilitaria el estudio comparativo del comportamiento del
muisculo cardiaco de diferentes especies y/o estados patolégicos en una
misma especie. Este tipo de estudios comparativos podrian llevarse a
cabo simplemente determinando la magnificacién, reduccién o desaparicién
de un componente energético particular que esté identificado a un evento

que ocurre durante el ciclo contractil.

Hasta el momento otros autores habian logrado determinar como
mdximo dos componentes energéticos diferenciables cinéticamente ma&s un
tercero obtenido por diferencia con el calor total por latido. A su vez
estas mediciones siempre se realizaron en condiciones poco fisiolégicas
que incluian isquemias transitorias y, para medir el calor de activa-
cién, la necesidad de trabajar en un estado de no generacién de fuerza
(logrado a través de soluciones hiperténicas, preacortamiento del

misculo o "quick release").

En este trabajo de tesis se utilizaron ventriculos de rata
arterialmente perfundidos, y se evalué con un sistema microcalorimétrico
el comportamiento mecdnico y energético (Ponce-Hornos, 1982) de
contracciones obtenidas luego de un largo reposo o a la frecuencia de

estimulacién de 0.16 Hz bajo diferentes condiciones experimentales.
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Tanto los registros mecédnicos como los energéticos globales se
ubicaron dentro de los valores que registra la literatura (25.47%1.53
mN.mm? y 14.2%1.0 mJ.g™* respectivamente, para latidos obtenidos a 0.16

Hz y 0.5 mM Ca).

Con la aplicacién de un sistema de ecuaciones de difusién para
ldmina plana ha sido posible la determinacién de cuatro componentes de
liberacién de calor (H1=2.110.3, H2=2.3%0.3, H3=9.1%0.7, H4=16.7%1.6
mJ.g?) en los latidos obtenidos luego de un largo reposo (siempre mayor
a 5 minutos). En cambio, en latidos obtenidos en un misculo estimulado
de 0.16 Hz se manifestaron sélo tres de los cuatro componentes hallados
previamente (Hl1= 1.6%0.1, H2= 3.2%0.4, H3= 6.3%0.5 mJ.g™*). Se muestran
evidencias que indican que estos tres componentes se liberan sobre una
fraccién de calor (entre 380 y 450 uW.g™*) que se adiciona al calor de
reposo durante la actividad contrdctil del misculo. Los resultados
sugieren que este calor adicional proviene del componente H4 (el de mas
lenta evolucién), que se activa en el primer latido luego de un reposo
y s6élo aumenta durante las dos contracciones subsiguientes, alcanzando
un valor estacionario de potencia que no se diferencia del observado
para latidos estacionarios. Este componente se inhibe en ausencia de O,
y es sensible a la concentracién de Ca del medio de perfusién, resulta-
dos que sugieren un origen mitocondrial del mismo, probablemente

asociado al transporte de Ca por esta organela.

El componente H3 fue el unico dependiente de la generacidén de
fuerza, comportamiento que se repitié 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 Hl1 y H2 resultaron independientes de la generacién
de fuerza y dependientes de la concentracién de Ca del medio. Es la
primera vez que se logra una evaluacién del calor independiente de la
fuerza en presencia de la misma. La suma de los dos es muy similar al
calor de activacién de misculo esquelético, y por separado sus magnitu-
des respectivas explican satisfactoriamente la liberacién de calor
esperable para el "binding" de Ca a sitios intracelulares y para la

remocién del Ca que activaria la contraccién.

El agregado de una estimulacién extrasistdélica a 200 ms del
estimulo que inicia la contraccién provoca, en condiciones controles,
la prolongacién del tiempo de la contraccién (y consecuentemente el
aumento de la integral de la presién respecto del tiempo) sin modificar
la presion maxima de la contraccién. El mismo tratamiento en presencia
de cafeina provocé (en 3 de los 5 casos analizados) ademds del aumento
del drea bajo la curva de la contraccién, un aumento de la presién
mdxima generada. En los casos donde no aumenté la presién mdxima, 1la
curva de liberacién de calor asociado a la extrasistolia mostré 1la
desaparicién de Hl; mientras en los casos en que se registré un aumento
de la presién maxima las curvas se ajustaron a los tres componentes (H1,
H2 y H3). Estos resultados apoyan la vinculacién de Hl1l con los procesos
de "binding" de Ca a sitios en el citosol, ya que un aumento en la
presién maxima 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 presién
respecto del tiempo asociados a la extrasistolia siguieron una cinética
de saturacién con la actividad de (Ca),. Esto significa que la contrac-
cién extrasistélica en si misma (medida por IPt y H3) y la fraccién de
calor asociada a movimientos iénicos durante esta contraccién siguieron
una relacién creciente con el Ca extracelular. Por otro lado la cafeina,
un conocido inhibidor de la participacién del reticulo sarcopldsmico en
la contraccién, no modificé el valor de la integral de la presién
respecto del tiempo de la contraccién extrasistélica. Estos resultados
tomados en conjunto conducen a pensar en un origen extracelular del Ca

asociado a la extrasistolia.

La aplicacién del estimulo extrasistélico produce la potenciacién
de la fuerza en el latido siguiente (potenciacién post-extrasistélica).
El mecanismo involucrado en este proceso es un problema ain no resuelto.
En los experimentos presentados en esta tesis se muestra que ademds de
P e IPt se potenciaron los tres componentes energéticos activables
latido a 1latido (Hl1, H2 y H3). Del incremento de Hl1l y H2 (ambos
dependientes de los movimientos de Ca), puede interpretarse que 1la
potenciacién de la fuerza (y de la fraccién de calor dependiente de la
fuerza) puede deberse a un aumento de la oferta de Ca al citosol durante
PTW. La potenciacién postextrasistédlica de P, IPt, Hl, H2 y H3 desapare-
cié en presencia de cafeina 1 mM. Esto indica que el reticulo sarcoplas-

mico tiene una participacién preponderante en este proceso.

Los resultados presentados permiten postular el siguiente mecanis-

mo: durante la extrasistolia ingresaria a la célula una fraccién extra
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de Ca proveniente del medio extracelular que provocaria un retardo en la
remocioén del Ca unido a TnC. Esta fraccién de Ca se almacenaria en el
RS, y se liberaria durante PTW conjuntamente con la fraccién de Ca
reciclada constantemente latido a latido. La liberacién de Ca desde RS,
aumentada durante la postextrasistolia, generaria entonces la potencia-

cién observada.

La tesis en su conjunto demuestra como modelando la respuesta
energética del misculo es posible analizar los eventos que ocurren
durante el ciclo contrdctil, y a su vez estudiar alteraciones desencade-
nadas sobre estos eventos por una situacién patolégica como lo es la

aparicién de una extrasistolia.
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