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INTRODUCCION



2

1. ISQUEMIA MIOCARDICA.

La isquemia miocárdica puede ser definida

como la insuficiente perfusión sanguínea del tejido

miocárdico. Más específicamente, como el disbalance entre

el aporte de oxigeno y el requerimiento de éste, necesario

para mantener la función miocárdica. La isquemia es debida

a una disminución del riego del tejido cardiaco, que puede

ser parcial o total.

La isquexnia en el corazón humano ocurre,

entre otros procesos, en situaciones patológicas tales como

la angina de pecho o el infarto de miocardio. Además, se

produce durante las manipulaciones terapéuticas en la

cirugía cardiaca con circulación extracorpórea, así como

tras la obtención y transporte de esta víscera para el

transplante (Bourdillon y Poole—Wilson , 1982).

El infarto de miocardio presenta una gran

morbilidad en las naciones desarrolladas siendo una de las

causas de mayor mortalidad. Así, por ejemplo, en Estados

Unidos 1.500.000 de personas sufrieron infarto agudo de

miocardio durante el año 1987 (National Center for health

statistics, U.S). Debido a esto, se han optimizado modelos

experimentales de isquemia en diversas especies animales

con el objeto de poder estudiar los mecanismos

fisiopatológicos que están involucrados, tendentes a
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instaurar pautas terapéuticas racionales en el humano.

El funcionamiento del miocardio dependedel

oxígeno liberado desde los hematíes a través del flujo

sanguíneo, que es necesario para obtener los enlaces de

fosfato de alta energía. Estos se producen por la via de

la fostorilación oxidativa en la mitocondria. Esta vía es

la única capaz de producir la cantidad adecuadade energía

para mantener las necesidades miocárdicas a largo plazo.

Los objetivos que se pretenden obtener en

terapéutica anti—isquémica guardan relación con la

disminución del tamaño del infarto mediante la

administración de fármacos de forma profiláctica, o

mediante la administración de fármacos para preservar el.

correcto funcionamiento miocárdico después de esta

situacion.

Conviene destacar que en la célula

miocárdica en condiciones de isquemia el déficit de

perfusión sanguínea no sólo condiciona un déficit del

aporte de oxígeno y nutrientes, sino que además, es incapaz

de eliminar productos del metabolismo que le pueden ser

tóxicos tales como el lactato, los protones o el dióxido

de carbono. En condiciones fisiológicas éstos son

eliminados vehiculizados por la sangre. Más aún, en esta

situación se pueden formar radicales libres de gran

reactividad que producen alteraciones funcionales y
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estructurales y que, en condiciones fisiológicas, su

degradación está asegurada mediante reacciones enzimáticas

acopladas.

Por ello, las alteraciones que se producen

durante la isquemia son complejas y distintas, en

principio, a las observadas en modelos de anoxia e hipoxia

<ausencia o déficit de oxígeno) aún cuando ésta acompaña

a la isquemia.

En condiciones ‘Un vivo” la necrosis

miocárdica inducida por la isquemia es un evento

multicausal en la que intervienen factores no estr{ctamente

iniocárdicos, como las alteraciones del endotelio de los

vasos y reacciones mediadas por los elementos formes de la

sangre. Más aún, con el paso del tiempo las lesiones

isquémicas pueden sufrir procesos de reparación mediante

fenómenos de cicatrización según se recoge en la figura 1.

En condiciones fisiológicas los iones de

calcio son esenciales para el acoplamiento excitación—

contracción del miocardio. En la isquemia miocárdica se

pierde la homeostasis iónica dando lugar a un masivo

incremento del calcio intracelular (Jennings y Shen, 1972>,

especialmente en las maitocondrias <Henry y cols., 1977>.

La existencia de un exceso de calcio en el citosol es el

evento que, en la actualidad, se pone
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en estrecha relación no sólo con el desarrollo sino también

con la causa de la aparición de la necrosis miocárdica

propiamente dicha.

Las alteraciones que aparecen en varios

modelos experimentales de isquemia global, son

proporcionales a la duración de ésta, así como a las

características de la reperfusión. Con fines meramente

académicos y con objeto de poder esquematizar su exposición

posterior, estas pueden clasificarse como: INICIALES o

reversibles, TARDíAS o irreversibles y las debidas a la

REPERFUSION <figura 2>.

En cualquier caso, y dependiendo del

objetivo del estudio, se pueden descubrir en todos estos

estadios alteraciones de contractilidad, bioquímicas,

jónicas y morfológicas. Cualquiera de estas alteraciones

están univocamente relacionadas representando la

constatación de alguna de ellas, una visión parcial de un

único proceso a escala general (funcional, bioquímico o

estructural>.
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1.1. ALTERACIONES INICIALES <reversibles).

Se desarrollan aproximadamente durante los

15 primeros minutos de isquemia.

I.1.a. Sobre contractilidad. Se caracterizan por una

desaparición gradual de la tensión desarrollada <amplitud

contráctil) hasta llegar a anularse al final de esta fase

<Baurdillon y Poole—Wilson, 1982). La contractilidad se

recupera (96%) si la preparación es reperfundida no más

tarde de 15 minutos (Jennings y Reimer, 1981). La

desaparición de la contractilidad podría guardar relación

tanto con la hipoxia como con la acidosis, situaciones en

las que se produce un efecto inotropo negativo,

acortándose, además, la duración de la contracción.

La disminución de la fuerza de contracción

es objetivable entre 6 y 10 segundos a partir del comienzo

de la isquenija <Roos y cols., 1976>. Aunque sería fácil

atribuir este rápido descenso en la fuerza de contracción

a la disninución del ATP en el miocito, ésta no parece ser

sólo la causa ya que el descenso de ATP se realiza de forma

progresiva y, en cualquier caso, es un fenómeno posterior

(Coveil y cols.., 1967; Ranaide y cols., 1982>.

La disminución de la contractilidad

miocárdica guarda relación directa con das importantes

hechos. El primero de ellos es la relación cuantitativa
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existente entre grado de isquemia y disminución de la

contracción. El segundo hecho es la relación entre tiempo

de iscpiemia y grado de reversibilidad tras la reperfusión.

De gran transcendencia seria el identificar el conjunto de

hechos que transforman el modelo reversible en

irreversible, pero esto no está aún definido.

En condiciones in vivo los miocitos del

corazón de perro pueden llegar a resistir hasta 18 minutos

gracias al flujo colateral arterial. Este puede llegar a

ser hasta el 12 % del habitual (Jennings y cols., 1969>.

I.1.b. Bioquímicas. El evento más transcendente es la

deplección de los enlaces de alta energía. De hecho, se ha

descrito una disminución muy intensa de creatín-fosfato y

una disminución del 65 % del ATP a los 15 minutos,

produciéndose a su vez una disminución de la concentración

de glucógeno (Jennings y cols., 1978; Jennings y Reimer,

1981). La energía requerida para el buen funcionamiento del

miocardio incluye aquella necesaria para mantener el

metabolismo basal celular, la activación eléctrica, la

despolarización y repolarizacián de la membrana y la

energía necesaria para realizar el trabajo mecánico, donde

podemos incluir el desarrollo y mantenimiento de la tensión

sistólica y la activación y desactivación del sistema

contráctil.
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La reserva de enlaces de fosfato de alta

energía es limitada y por tanto depende de una fuente

continua de 02 como sustrato metabólico. La mitocondria es

la organela capaz de producir estos enlaces de alta energía

en la lanzadera electrónica, en donde el oxígeno actúa como

aceptor final de los electrones. Como ha podido comprobarse

experimentalmente en el corazón de la rata mediante

espectroscopia por resonancia magnética, ya 2 segundos

después del cese de la perfusión miocárdica existe una

disminución y posterior cese del transporte de electrones

en la mitocondria (Whitman y cols., 1983>. Además se

aprecia desde el primer momento una reducción en el paso

NAO—> NADH (Barlow y chace, 1976; Barlow y cols., 1977).

En esta fase de la isquemia, existe un

incremento de concentración de ácido láctico, lo que

sugiere que la síntesis de ATP en condiciones isquémicas

se realiza a través de la vía anaerobia (Jennings y Reimer,

1981). Esta glicolisis anaerobia se empieza a desarrollar

en el perro anestesiado entre los 18—30 segundos tras el

comienzo de la isquemia. En los primeros momentos de ésta

la actividad del enzima glucógeno tosforilasa es el paso

limitante de la glicolisis anaerobia, produciéndose un gran

incremento en su actividad a los diez minutos del comienzo

de la isquemia (Dobson y Mayer, 1973>.

A este tiempo existe una glicolisis intensa

como lo demuestra el importante aumento de los niveles de
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lactato y la disminución de la concentración de glucógeno.

Durante este periodo la adenosina monofosfato es

desfosforilada para la formación de adenosina. A los quince

minutos del comienzo de la isquemia y por tanto de la

utilización de la vía anaerobia ha desaparecido el 55 % del

pool de nucleótidos de adenina <figura >•

El corazón, en condiciones in vivo, presenta

una importante reserva de energía en forma de

triglicéridos. Debido a la lipolisis dependiente de un

incremento de la liberación de catecolaminas, existe en

condiciones isquémicas un incremento de ácidos grasos, acil

coenzima A y acil—carnitina. Estas sustancias necesitan

oxigeno para poder ser aprovechadas como fuentes de

energía, y además, tienen un efecto depresor del miocardio

isquémico debido a la inhibición de la translocasa del

nucleátido de adenina lo que repercute en una disminución

de la síntesis de energía.

I.1.c. De la homeostasis lónica. El 1< extracelular aumenta

de forma gradual hasta llegar a un plateau que ocurre entre

los 10 y los 15 minutos tras el inicio de la isquemia. A

este tiempo, la concentración del ir extracelular aumenta

desde 4—5 mM a 14—15 mM, a la vez que el potencial de

membrana disminuye de —82 mv
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a —52 / —47 mv, en experimentos realizados sobre corazón

de cobayo en condiciones “in vitro” (Kléber, 1983>. Este

incremento extracelular de 1< ocurre tanto por la salida de

este ión desde el interior celular como por una disminución

del volumen extracelular.

En modelos experimentales de isquemia humana

durante la realización de angioplastia transluminal, se ha

demostrado que existe una elevación del 1< extracelular si

la isquenia supera los 15 segundos, incrementandose la

concentración del IC en el seno venoso entre 0.18 a 1.55 mM

sobre la concentración basal. Este incremento, que se

obtuvo tras desinflar el balón de angioplastia, se pone

en relación con el lavado del espacio extracelular tras la

reperfusión (Crake y cols., 1987>.

La disminución de 1< del interior celular no

va acompañada de una entrada simultánea de Na~ durante esta

fase inicial de la isquemia, como cabría esperar (Kléber,

1983; Rau y cols., 1977>. Para poder mantener un equilibrio

iónico se produce una salida junto con el i( de aniones

intracelulares, tales como lactato y fosfato inorgánico.

Esta pérdida de aniones inorgánicos resulta beneficiosa en

situación de isquemia celular para disminuir la importante

carga osmótica impuesta por el metabolismo anaerobio. En

efecto, durante éste, se produce un catabolismo elevado de

creatín fosfokinasa a creatina y fosfato y del glucógeno

a intermediarios de la glicolisis anaerobia (Jennings y
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cois. 1985)

El calcio está muy compartimentado en el

interior celular y, por ello, resulta difícil obtener datos

fiables de su concentración libre intracitosólica. Durante

la fase inicial del proceso isquémico parece que no existe

una variación significativa del Ca total intracelular

(Bourdillon y Poole—Wilson, 1982), aunque parece ser que

lo que sí existe en esta fase es una redistribución interna

entre los diferentes compartimentos celulares, como se ha

demostrado, in vitro, en el corazón de conejo <Nayler,

1981)

I.1.d. Cambios sobre el pH. Durante los diez primeros

minutos de isquemia el pH intracelular baja aproximadamente

0.8 unidades (Weiss y cols., 1984>. Es conocido el efecto

inotropo negativo directo que la acidosis causa sobre la

contractilidad. Si bien hay autores que cuantifican esta

disminución entre el 10 al 20 %, otros estudios obtienen

unos valores cercanos al 40 % (Jacobus y cols., 1982). No

obstante, gracias a la utilización de células miocárdicas

desnudas, y al mantenimiento de concentraciones estables

de Ca~, se ha logrado establecer la existencia de una

relación directa entre la disminución de pH y

contractilidad cardiaca <Fabiato y Fabiato, 1978).

I.1.e. Arritmias. La relación entre niveles séricos de

potasio y las arritmias ha ido incrementando el interés de
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los investigadores. Así, en pacientes que han sufrido un

infarto de miocardio se ha establecido la existencia de

una relación inversa entre niveles séricos de 1< e

incidencia de fibrilación ventricular. Más aún, la

posibilidad de presentar fibrilación ventricular era 5

veces mayor en aquellos sujetos que a su llegada al

hospital presentaban 1< sérico elevado (Nordrehaug y Von

Lippe, 1983)

Estos mismos hechos han sido evidenciados

en ratas macho. En éste modelo experimental, se han

conseguido diferenciar dos periodos de diferente

pronóstico. El primer periodo estaría comprendido entre O

y 30 minutos del comienzo de la isquemia y el segundo entre

30 minutos y 4 horas. La relación inversa entre aumento de

la concentración de 1< y la posibilidad de producirse

fibrilación ventricular es mucho más marcada en el segundo

periodo <Curtis y cois., 1985>.

No hay que olvidar que durante la isquemia

se produce una gran liberación de catecolaminas capaz de

producir arritmias (reciente revisión en Janse, 1989>.

La liberación de noradrenalina parece ser

que en esta situación se produce por procesos no exocíticos

(Schoming y cols. 1984; Carlsson y cols., 1986; Dorts y

cols., 1987; Richardt y cols., 1990>.
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I.1.f. Cambios e8tructurales. En los quince primeros

minutos de la isquemia miocárdica se producen cambios

estructurales reversibles. Estos consisten en un edema poco

intenso que afecta al sarcolema y a todas las organelas

intracelulares incluida la mitocondria. Además existe una

disminución de los depósitos de glucógeno, una relajación

de las miofibrillas y un leve desplazamiento de la

cromatina nuclear (Fukuhara, 1985>.

1.2. ALTERACIONES DEL PERIODO DE TRANSICION.

Existe gran dificultad para precisar cuales

son los cambios funcionales, estructurales y/o bioquímicos

que nos permitan establecer la existencia de un daño

celular irreversible, ya que estos cambios forman parte de

una cadena sucesiva de acontecimientos que van a tener como

final la muerte celular.

En cualquier caso, la disminución de

contractilidad no es sinónimo de muerte celular puesto que

es bien conocido que tras una isquemia de 15 a 40 minutos,

existe una recuperación sustancial de contractilidad tras

la reperfusión.

En el miocardio de perro en condiciones de

isquemia, in vivo, se han llevado a cabo estudios mediante

microscopia óptica para definir este proceso (Jennings

1980) . En estos experimentos, se ha determinado un
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intervalo amplio de tiempo (entre 20—40 minutos> en el cual

las alteraciones que ocurren en la célula miocárdica llevan

a lo que se denomina “punto sin retorno”.

Jennings y cols. <1981>, estudiaron las

diferencias existentes entre las lesiones ocurridas tras

isquemia entre 10 y 15 minutos de duración en el perro y

las ocasionadas en el mismo animal tras 40 minutos

utilizando como modelo la oclusión de la arteria coronaria

descendente anterior. Si bien encontraron lesiones que

caracterizan cada periodo (edema, alteración de los

depósitos de glucógeno, relajación de miofibrillas,

desplazamiento leve de la cromatina nuclear), no es menos

cierto que en ambas situaciones las lesiones estructurales

o bioquímicas encontradas fueron muy similares y de difícil

diferenciación entre si.

1.3. ALTERACIONESTARDíAS <irreversibles>.

Son las alteraciones que se observan cuando

la isquemia se prolonga más de 40—90 minutos.

I.3.a. Sobre la contractilidad. La preparación -que no se

contrae— va aumentando su tensión de reposo de forma

progresiva (Bourdillon y Poole—Wilson, 1981>. Hay que

destacar que esta contracción es especie dependiente;

siendo máxima en la rata, menor en el conejo, menor aún en
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el gato y nunca aparece en la rana <Henderson, 1983). Esta

contractura se ha puesto en relación con el diámetro de la

fibra muscular estudiada, y de ahí que sea especie

dependiente <Fabiato, 1983>, si bien esta hipótesis no se

confirma en la rana, especie en la cual éste fenómeno no

aparece.

I.3.b. Bioquímicas. A los 60 minutos del comienzo de la

isquexnia los niveles de ATP y de otros enlaces de alta

energía han disminuido a valores del 6% de los existentes

previamente a su inducción <Jennings, 1984>. Esta

disminución ocurre en parte por la pérdida asociada a la

producción de energía por la vía de la glicolisis anaerobia

y en parte por el malgasto que ocasiona la activación de

ATP—asas calcio—dependientes. Además, contribuye a este

efecto la acumulación de calcio en el interior de la

mitocondria, que a su vez interfiere con la síntesis de

enlaces de fosfato de alta energía <Nayler y cols., 1980).

Esta disminución de los depósitos de energía

guarda relación inversa con la recuperación de la función

mecánica o, lo que es lo mismo, relación directa con la

intensidad del daño celular inducido por la isquemia

(Ruigrok y cols, 1985; Poole—Wilson, 1982, 1983>. Por ello,

uno de los métodos experimentales para objetivar

cardioprotección en la isquemia niiocárdica es la medición

de los niveles de ATP en presencia y ausencia de la
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sustancia a estudio.

I.3.c. De la homeostasis jónica. Durante ésta disminuyen

lenta pero progresivamente las concentraciones de i<

intracelular con incremento paralelo de las concentraciones

de Na (Weiss y Shine, 1982). Las alteraciones del Ca~~ y

del Na se trataran de forma más detallada en un epígrafe

posterior (1.5).

I.3.d. Estructurales. Cuando existen largos penados de

isquemia los cambios estructurales ya comentados se agravan

de forma importante. La cromatina nuclear se agrega en

acúmulos alrededor de la membrana nuclear. Los depósitos

de glucógeno disminuyen de forma muy severa. Se produce un

importante edema intramitocondrial que acompaña a un gran

edema en el resto de la célula miocárdica.

Dos hechos estructurales de gran importancia

nos permiten diferenciar el daño xuiocárdico irreversible

ocasionado por la isquemia de larga evolución: desarrollo

de densidades amorfas en la matriz de la mitocondnia

(depósitos de fosfato cálcico ) y la apreciación de

hendiduras en el plasmalema (Jennings y Ganote, 1974, 1975;

Jennings y Hawkins, 1980).
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1.4. ALTERACIONESRELACIONADASCON LA REPERPUSION.

En el miocardio isquémico la reperfusión

produce, de forma sorprendente, un daño irreversible y

extenso: la denominada “paradoja del oxigeno” (Jennings y

Reyxner, 1981).

1. 4.a. Alteraciones sobre la contractilidad. A nivel de la

tensión de reposo y tras la reperfusión, el fenómeno de

contractura aumenta silbitamente y se hace máximo en los

primeros minutos tras el comienzo de ésta. Posteriormente

disminuye hasta alcanzar un nivel similar de contractura

previo al momento de la reperfusión (aproximadamente hacia

los 30 mm. ; Bourdillon y Poole—Wilson, 1981, 1982)

Esta contractura tras la reperfusión pudiera

estar en relación con una entrada de calcio desde el

exterior celular ya que la cantidad total de Ca4 aumenta

(Crinwald, 1982). No se conoce con certeza el mecanismoque

permite la entrada a los iones de Ca durante el estadio

inicial de la reperfusión. En efecto, se ha demostrado que

+4los fármacos inhibidores de los canales lentos del Ca son

incapaces de disminuir por acción directa el paso de este

catión al interior celular y, por tanto, no parecen que,

a concentraciones terapéuticas y actuando exclusivamente

sobre las células miocárdicas, puedan jugar ningún papel

protectivo en condiciones “in vitro” (Bourdillon y Poole—

l9ilson, 1982>
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La contractura guarda relación con la unión

permanente del calcio a la troponina C. Ello se produce

tanto por falta de su recaptación por parte del retículo

sarcoplásmico <por deplección energética) así como por el

aumentodel calcio intracitosólico (Nayler, 1981). El fallo

funcional del retículo sarcoplásmico podría, además, estar

en relación tanto con la acidificación del medio

intracelular como con la fonación de radicales libres,

altamente reactivos, que podrían alterar morfológica y

funcionalmente este sistema (Hess y cols, 1981)

Se ha descrito que las vías metabólicas más

probables que podrían estar relacionadas con la génesis de

radicales libres, serían las involucradas en la

transformación de hipoxantina a xantina, mediante la

xantina—oxidasa <Jones y cols, 1976> . Sin embargo

evidencias experimentales indican que la inhibición por

alopurinol de la xantina—oxidasa no protege frente al daño

isquémico en el miocardio de perro (Reimer y cols., 1985>.

Estudios realizados sobre el miocardio de

conejo mediante resonancia magnética en condiciones “in

vivo” han evidenciado que la generación de radicales libres

se produce mayoritariamente en los primeros minutos de la

reperfusión. Cuando la reperfusión se realiza utilizando

líquido nutricio oxigenado, la concentración de radicales

libres aumenta aproximadamente 6 veces frente a

experimentos control, mientras que si ésta es hipóxica no



22

existe aumento de tales sustancias. Estos radicales

originaron una inhibición de la ATP-asa Na~/r en el

miocardio de rata en condiciones “in vitro” (Zweier y cols.

1988; Bolli y cols., 1988).

Tras la reperfusión, la tensión desarrollada se

recupera hasta un 25% de la inicial pre—isquémica <Poole—

Wilson, 1981, 1982), y esta recuperación guarda estrecha

relación inversa con el acúmulo de Ca~~ existente en el

miocardio y en la mitocondria (Henry y cols, 1977).

I.4.b. Bioquímicas. A pesar de que durante la reperfusión

se aporten oxígeno y nutrientes a la célula miocárdica, el

tejido es incapaz de recuperar los niveles de ATP precisos

para mantener la homeostasis celular (Nayler y cois, 1980)

Ello se ha puesto en relación con el acúmulo

intramitocondrial de Ca <Henry y cols.,1977), con la

pérdida de sustratos para su síntesis (Jennings y

Reimer,1981) y con la inhibición de la adenil—transiocasa

de la membrana mitocondrial (Shrago, 1976). Esta inhibición

se produce por los ácidos grasos de cadena larga originados

en el citosol <Waldegiorgis y cols., 1983). Estos se forman

por la acción de fosfolipasas, activadas por las grandes

concentraciones de Ca~~ intracitosólico. En estas

condiciones, incluso admitiendo la posibilidad de la

síntesis de ATP, su acúmulo intramitocondrial produciría

la retroinhibición de su síntesis (Waldegiorgis y cols.,
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1983; figura 4).

I.4.c. Estructurales. A microscopia electrónica se observa

una desectructuración inicial del plasmalema (Jennings y

cols., 1983). Posteriormente aparece edema intenso,

hinchazón celular y la característica formación de bandas

de contractura (Reimer y cols., 1977>. El daño mitocondria].

consiste en la aparición de un importante edema y

densidades amorfas y granulares que se atribuyen a

depósitos de fosfato cálcico <Jennings y cols., 1983).

Muchas de las alteraciones de las funciones

celulares que ocurren durante la isquemia podrían

contribuir a dañar la mitocondria y disminuir su

funcionalidad, como los cambios de pH celular o de la

homeostasis del Ca~.

La alteración estructural de las

mitocondrias tiene como consecuencia la pérdida de sus

funciones, hecho de vital importancia ya que en ellas tiene

lugar, como previamente se había indicado, la fosforilación

oxidativa.
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Figura 4. Alteraciones iónicas y metabólicas durante el

proceso de la isquemia <tomado de Nayler, 1983).
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Se ha propuesto que la liberación de

macromoléculas tales como la creatin— fosfokinasa o la

mioglobina podría ser un parámetro que indicaría la

magnitud de desestructuración irreversible del plasmalema

<Wende y cols, 1975>.

1.5. EL PAPEL DEL CALCIO EN LA ISQUEMIA MIOCARDICA.

Si bien el mecanismoíntimo del daño celular

no es bien conocido, los experimentos realizados hasta la

actualidad permiten sugerir que es la alteración de la

homeostasis iónica la causa y no la consecuenciade este

daño. En efecto, tras periodos largos de isquemia existe

una disminución de la concentración de r y Mg~

intracelular y un incremento de Na~ y Ca~~ libre

intracitosólico, este último principalmente tras la

reperfusión.

La cantidad de Ca~ total que entra en la

célula guarda estrecha relación con la duración y severidad

de la isquemia (Shen y Jennings, 1972>, temperatura a la

que ésta se realiza y composición iónica del buffer que se

perfunde <Nayler, 1981>, así como del estado inotrópico

del miocardio (Bourdillon y Poole—Wilson, 1982). Esta

++

ganancia neta de Ca intracelular ha sido considerado por
algunos autores como el evento fundamental que desencadenaa

el resto de las alteraciones <Figura 5>•
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El músculo cardiaco contiene en condiciones

normales entre 2.5 y 4 inmoles de Ca~~/Kg de peso seco (Shen

yjennings, 1972; Naylerycols., 1980; BourdillonyPoole-

Wilson, 1981, 1982). El citosol mantiene unas

concentraciones entre 0.1—lo microinolar. La concentración

de Ca extracelular es mucho más alta <en el rango

milimolar>. Debido a esta diferencia de concentración suele

existir una tendencia a la entrada de Ca~ desde el

exterior celular que depende, entre otras cosas, de la

integridad de la membrana celular, del buen funcionamiento

de los canales iónicos y de la actividad de una hipotética

ATP—asa localizada en el plasmalema capaz de expulsar Ca

contra gradiente, del funcionamiento del retículo

sarcoplásmico y de la buena función del intercambiador Na~—

Ca~. Este intercambiador se localiza en el plasmaleina y

facilita el intercambio entre iones de Ca y Na (Langer,

1982)

Con el potencial de acción penetra una

cantidad de 50 micromoles/Kg a través de los canales lentos

de entrada de Ca~ (Beeler y Reuter, 1970), cantidad

insuficiente para desarrollar la contracción en el corazón

del mamífero, por lo que se ha propuesto que esta cantidad

actúa como disparador (trigger> de la liberación de ca~~

del retículo sarcoplásmico <Fabiato y Fabiato, 1978).

El Ca~ dentro del miocito está muy

compartimentado. La concentración libre intacitosólica es
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muy pequeña en relación a la de los compartimentos que la

rodean y, por ello, existe gran dificultad para obtener una

medición precisa de ésta. Es de gran importancia la

medición de la concentración libre, ya que es realmente la

fracción activa.

Si se produce isquemia, la cantidad de Ca

que puede acumular la célula cardiaca está limitada al CC

contenido en el líquido que rodea a las células afectadas.

Por tanto en el proceso de isquemia sin repertusión, la

ganancia de Ca~~ es mínima o nula. Cuando existe

reperfusión con un líquido que contiene CC la situación

es diferente y se produce una importante entrada de este

ión al interior celular. La magnitud de este proceso está

=ntimamente relacionado con las características de la

isqueriia en cuanto a duración y severidad.

La entrada masiva de Ca (calcium overload)

durante la reperfusión va asociada a una peor recuperación

de la función mecánica como ha sido demostrado en

preparaciones aisladas de corazón de conejo (Bourdillon y

Poole—Wilson, 1982) y, más especificamente, la captación

de calcio por parte de la mitocondria (Nayler, 1981; 1983;

Figura 6).
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En condiciones fisiológicas, las vías de

acceso del Ca~~ al interior celular son varias: intercambio

Na/Ca~~, difusión pasiva de calcio, entrada de calcio

dependiente de MP-asas y posiblemente por intercambio

Na/Ca~ mediado por bomba de Na~ (Philipson, 1985).

En condiciones de isquemia, inicialmente se

estudió el papel de los canales lentos durante la

reperfusión, con la hipótesis de que la entrada masiva de

Ca se producía a través de estos canales. Estudios

posteriores han demostrado que la disminución de ATP que

existe en la célula lleva consigo que muchos de estos

canales seanno funcionales (Sperelakis y Schneider, 1976).

Pero incluso, si todos los canales lentos fuesen

tuncionantes y trabajasen a pleno rendimiento, estudios de

densidad de canales (Kostyuk y cols., 1981) y de la máxima

conductancia por canal <Krishtal y cols., 1981> en otras

estructuras han demostrado que éstos serían incapaces de

transportar todo el Ca que penetra en la célula tras la

reperfusión.

También se ha descrito que estos canales se

inactivan cuando el Cat~ intracitosólico aumenta. Por

último, el aumento de la concentración de hidrogeniones

(acidosis> que ocurre durante la isquemia retrasa la

reactivación de los canales lentos del cC <Shimoni,

1981). Más aún, Bourdillon y Poole—Wilson (1982) han

demostrado que el efecto cardioprotector que ejerce el
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verapamil frente a la isguemia tiene más relación con la

disminución del trabajo miocárdico que con una acción

directa sobre flujos iónicos. Esto explica el porqué los

antagonistas de los canales lentos del calcio no son

efectivos “in vitro” cuando son administrados cuando la

isquemia ya está instaurada o en el momento de la

reperfusión.

Por todo esto, podemos deducir que no es esta vía

—salvo que se admita un aumento explosivo de su capacidad

de transporte o la pérdida de sensibilidad a los factores

antes mencionados- la que utiliza el calcio para entrar

masivamente en la fibra cardiaca.

La entrada masiva de Ca~~ en el miocardio

isquénico podría producirse gracias al intercambio Na~/Ca~.

A pesar de la identificación de este sistema de intercambio

tanto en la membrana miocárdica (Glitsch y cols., 1970)

como en el retículo sarcoplásmico <Reevesy Sutlco, 1979)

poco se sabe aún acerca de su contribución en la entrada

y salida del Ca en condiciones fisiológicas (Tillisch y

cols.., 1979; Siegí y cols., 1984). Ello, en parte, ha sido

debido a la falta de sustancias que bloqueen de forma

específica y con gran potencia este mecanismo de transporte

iónico.

Dado que el intercambio Na/Ca no contribuye al

acoplamiento excitación—contracción (toda vez que se
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desacopla con antagonistas de los canales del calcio>, se

ha propuesto que este sistema contribuye en condiciones

fisiológicas al proceso de relajación (Siegí y

cols., 1984> y a mantener los niveles del Ca del retículo

sarcoplásmico (Barry y Smith, 1982).

En condiciones de isquemia la deplección de ATP

(entre otros motivos por la activación de ATP—asas Ca~—

dependientes y por la disminución de la capacidad de

fosforilización por parte de la mitocondria —ya sea por la

acción directa del calcio sobre esta organela o por la

formación aumentada de ácidos grasos de cadena larga, que

inhiben la salida del ATP gracias a la acción de proteasas

y fosfolipasas <Alíen y cols., 1985> impide el

funcionamiento de la ATP—asa Na~/IC dependiente, y en

condiciones en las que aumenta la concentración

intracelular de Nat se activaría el intercambio Na/CC

(Reuter,1974). Dado que este mecanismo no requiere gasto

de energía podría aumentar el calcio de la fibra miocárdica

en condiciones de isquemia.
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II.CONTROL DEL PH EN LA CELULA MIOCARDICA

En condiciones fisiológicas, el valor del

pH interno (PH) en células eucariotas, oscila en un rango

de valores entre 7.0 y 7.4. Estos valores varían en función

de la técnica de medición, de las condiciones

experimentales y de la especie animal empleada para el

estudio, cuando éste se realiza dentro de un rango de pH0

de 6.5 a 7.9 (Thomas,1976; Moolenar, 1986; Madshus, 1988).

En la célula miocárdica este valor se sitúa aproximadamente

alrededor de 7.1 (Ellis y Thomas, 1976; Roos y Boron,

1981)

Con el fin de obtener una medición exacta

del pH~ y poder estudiar sobre modelos experimentales los

diferentes efectos de los cambios de éste, se han diseñado

diversas técnicas. Entre ellas podemos destacar: el estudio

de distribución de sustancias ácidas o básicas faicilmente

difusibles, y el uso de microelectrodos sensibles a pH. Más

recientemente se ha introducido el estudio por resonancia

magnética nuclear, que es capaz de detectar variaciones

hasta de 0.01 unidades de pH (Roos y Boron 1981; Busa y

cols., 1982).

Cada uno de los métodos anteriormente

citados presenta ventajas e inconvenientes peculiares, por

lo que la elección de uno de ellos dependerá del diseño

experimental con el que se trabaje.
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11.1. PH EN LA CELULA MIOCARDICA.

En el músculo cardiaco , se ha objetivado

que el valor de pH1 obtenido experimentalmente es siempre

mayor que el esperado si los protones difundieran de forma

pasiva a través del plasmalema de acuerdo a gradientes

electroquímicos (Vanheel y cols., 1984). En efecto,

aplicando de forma estricta la ecuación de Nernst se

obtiene que la relación entre el potencial de membrana y

pH queda establecido como:

Vm = 1000 <R*T/F) ln

donde R y F son respectivamente las constante de los gases

y la de Faraday, y T la temperatura en grados absolutos.

Suponiendo la temperatura de trabajo habitual de 2V esta

ecuación quedaría:

Vm = 59 (pH~ - pH0>

Ello supondría que si la distribución de protones siguiera

un equilibrio de Donnan, el pH intracelular debiera

presentar un valor de 6.4. Este hecho sugiere que en la

célula miocárdica deben existir mecanismos capaces de

eliminar sustancias ácidas, para así, conseguir valores de

pH óptimos para el mejor funcionamiento cardiaco, como los

observados experimentalmente.
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11.2. PM Y CONTRACTILIDADCARDIACA.

El valor del pH~ es un condicionante en el

control de la contractilidad cardiaca (Vaughan—Jones y

cols., 1985) . Es un hecho conocido que la acidosis produce

una importante disminución de la contractilidad cardiaca,

mientras que la alcalosis produce incremento de la fuerza

de contracción <rabiato y Fabiato, 1978; Vaughan—Jones,

1987)

Sí bien en un primer momento se atribuyó el

descenso en la contractilidad únicamente a la disminución

de pH externo, estudios posteriores han demostrado que los

cambios que acontecen en el interior celular son los

responsables directos de estas alteraciones contráctiles

(Fry y Poole—Wilson, 1981; Vaughan-Jones y cols, 1987>. No

obstante, para que exista una disminución en el pH1 es

necesario que se rebase la capacidad buffer del interior

celular <Bilis y Thomas, 1976; Blatter y Mccuigan 1991).

En el ventrículo del hurón, se ha descrito

que las variaciones en el líquido de perfusión de 1 unidad

de pH (PIFES, 6.4 o HEPES, 8.4> produjeron cambios mínimos

en el pH1, alrededor de 0.085 unidades, en sentido inverso

al cambio de pH0 (Coray y Mcauigan, 1983; Blatter y

McGuigan, 1991). Por otra parte, en la fibra de purkinje

de la oveja, los cambios de pH así obtenidos son
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notablemente mayores (0.23 unidades, Deitmer y Ellis,

1980). Wallert y Frolich <1989) han descrito en el miocito

de rata que en condiciones in “vivo” la variación apreciada

mediante esta técnica es de 0.37 unidades de pH1. Esto

sugiere la existencia de variantes en el funcionamiento de

los intercambiadores de it en las distintas especies, hecho

a tener en cuenta al analizar los resultados de los

diferentes experimentos.

Las variaciones de pH1 producen un cambio en

la sensibilidad de las proteínas contráctiles hacia el Ca

Así el aumento de pH0 produce un incremento de la

sensibilidad al Ca”~ y la acidosis una disminución de ésta

(Fabiato y Fabiato, 1978). Además, la disminución de pH1

produce una alteración de la [Ca]1 (Bers y Ellis, 1982;

Alíen y cols., 1984) y un aumento de la cantidad necesaria

de este catión para sobrepasar el umbral de excitación

durante la contracción del miocito <Alíen y cols., 1984).

Así, la disminución del pH~ desde 7.4 hasta 6.2 produce un

incremento de 5 veces en la cantidad necesaria de calcio

libre intracelular requerido por los miofilamentos para

producir el 50% de la tensión máxima desarrollada <Fabiato

y Fabiato 1978; Fabiato, 1983).

Aunque en un principio se estableció que los

protones podrían competir con los sitios específicos de

unión del ~ estudios posteriores han demostrado que la

interacción entre ambos puede estar mediada por una
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modificación alostérica de la afinidad de la proteína de

la maquinaria contráctil con la que se une el CC, la

troponina C, mediada por los protones <Katz y Hecht, 1969;

Ellis y McLeod, 1985>.

11.3. MECANISMOSINVOLUCRADOSEN LA REGULACIONDEL PH.

Si el pH1 experimental es mayor que el pH teórico

que le correspondería de acuerdo con la ecuación de Nerst,

ello indica la existencia de unos mecanismos internos

capaces de realizar un ajuste de pH hasta unos niveles

adecuados para la célula. Entre ellos, cabe destacar la

capacidad buffer intracelular, hipotéticos sistemas de

transporte activo de it y los sistemas de intercambio

iónico en los que participan los protones (intercambiador

Na/H, intercambiador Cl’/CO3H’).

II.3.a. Capacidad buffer intracelular.

Podemos definir la capacidad buffer

intracelular como la facilidad de la célula para resistir

los cambios de pH1, expresada en moles/litro. La capacidad

buffer intracelular del miocito medida mediante la técnica

de la carga ácida se aproxima a 73 mmol/l, pero este valor

está influenciado por la actividad del intercambiador

Na/H~. Por ello, si se bloquea mediante amiloride el
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intercambio referido se obtienen unos valores aproximados

de 20-30 mniol/l, que nos da idea de la verdadera capacidad

buffer intracelular (Hountra y cols., 1990; Blatter y

Mcguigan, 1991>.

II.3.b. Intercambiador NC/H~.

La primera descripción de este

intercambiador fue realizada en el borde en cepillo de las

células renales de conejo (Murer y cols., 1976).

Posteriormente, Deitmer y Ellis (1980) describieron a este

intercambiador cono un importante mecanismo de regulación

del pH en la célula de Purkinje de oveja. Actualmente se

tiene conocimiento de que este intercambiador EXISTE EN

TODAS LAS CELULAS DEL ORGANISMOY EN TODOS LOS MAMíFEROS

ESTUDIADOS hasta el momento (Krulwich, 1983>.

La acidosis intracelular es un factor

determinante en la activación del intercambio Na~/H como

se ha demostrado en el miocito de pollo <Frelin y cols.,

1984; Piwnica-Worms y cois.,, 1985>, en la célula de

Purkinje de oveja (Dietmer y Ellis, 1980), en el miocito

de conejo (Anderson y cols.., 1990), y en otros tipos

celulares no cardiacos. El intercambiador realiza el

intercambio de Na~ extracelular por it intracelular,

reduciendo de esta forma la carga ácida interna.
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En ausencia de N&’, o en presencia de muy

bajas concentraciones de este catión en el líquido

extracelular, el Li~ es susceptible de ser utilizado por

este sistema, como ha sido demostrado en algunos tipos

celulares como la célula de glía (Reiser y Dwhm,1982;

Schmalzing y cols., 1985> o el músculo esquelético de rana

(Abercronbie y cols, 1983).

En vesícula de sarcolema de corazón de

perro, Pierce y Phillipson (1985) describieron que la

captación de Na dependía del pH0, siendo el efecto 50

alrededor de pH0 8.1 y máximo a pH0 8.6. La captación de Na

tenía una Vmax de 290 nmol/mg. mm. en los cinco minutos

iniciales y una de 3.5 mM. Esta actividad era más o

menos específica del plasmalema. El L2 inhibe la captación

de Na con una concentración inhibitoria 50 de 3 mM en

presencia de lmM de Na.

La energía necesaria para conservar

funcionante el intercambiador Na/H~ proviene del gradiente

de Na~ <[Na~]0/[Nafl~) y, secundariamente, depende de la

energía suficiente para manteneren funcionamiento la bomba

Na/C, que es la responsable de conservar este gradiente

(Vigne y cols., 1984; Frelin y cols., 1984).

El modelo más usual de alteración del pH- se

basa en la técnica de la carga ácida. Para ello se perfunde

un líquido nutricio conteniendo NM4Cl o <NHQ2SO4. En la
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solución que se perfunde existe un equilibrio entre el ión

amonio y el amoniaco. Al infundir la solución, el amoniaco

difunde de forma rápida y fácil al interior celular y se

combina con los H~ internos, produciendo un incremento

transitorio del pH1 hasta que se alcanza el equilibrio

entre el amoniaco interno y externo. Al perfundir con

solución carente de ión amonio, el equilibrio se invierte,

liberándose en ese momento una gran cantidad de protones

intracelulares, de forma proporcional a la concentración

de iones amonio del líquido perfundido y por tanto,

produciéndose una disminución del pH~ (Thomas, 1974; Roos

y Boron, 1981; Jacobus y cols., 1982).

La actividad del intercambiador Na/H puede

ser analizada esencialmente por tres vías diferentes: Por

la medición del flujo de iones de Nat por la medición del

flujo de it y por las variaciones ocasionadas sobre el pH~.

El análisis cinético detallado del sistema

de intercambio Na~/H en diferentes células cardiacas ha

demostrado que el sistema tiene las siguientes propiedades:

1> El intercambio Na/H~ es, al menos teóricamente,

electroneutro y potencialmente reversible, con una

estequiometría de 1:1 <Piwnica—Worms y cols., 1985).

2) El aumento en la ENat0 produce un incremento en la

actividad del intercambiador. El valor de la Km para el Na
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es de 58 mM (Wallert y Frolich, 1989). El Li~, como ya se

dijo, es el único catión monovalente capaz de sustituir al

Na cuando éste no está presente y tiene una Km de 8 mM.

3> El intercambiador es activo en la célula miocárdica de

hurón para unos valores de pH0 de 6.4—8.6 cuando se utiliza

técnica de carga ácida (Blatter y McGuigan, 1991). Cuando

el pH0 está por encima de 8 se produce la máxima expulsión

de it (Wallert y Frolich, 1989).

4) La actividad máxima media se obtiene cuando la

concentración de H~ externa consigue alcanzar un valor de

pH0 de 7.05. Por otra parte, cuando el pH1 sobrepasa 7.35

se produce una inhibión de la salida de it a través del

sistema de intercambio Na
t/W (Piwnica-Worms y cois., 1985;

Wallert y Frolich, 1989)

Aronson y cois. (1983, 1985>, han descrito

en vesículas de la membrana plasmática de la célula renal,

que el intercambiador Na/H tiene regulación alostérica.

Fresenta en su cara citoplasmática 2 sitios de unión para

los protones. Estos sitios, están separados entre sí y son

funcionalmente independientes. Uno de ellos seria de tipo

regulador, y cuando éste está ocupado realiza un cambio

conformacional del intercambiador produciendo su

activación. Una vez activo la unión de un protón al otro

lugar sería capaz de producir la expulsión de éste.
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Por su parte Wallert y Frolich (1989) han

descrito en la célula miocárdica de rata, que el

intercambiador Na/1t depende de la concentración interna

y externa de protones. Sus estudios mediante el análisis

de la variación de la curva de expulsión de H~ respecto a

la variación de pH~ empleando para ello la ecuación de

Hill, tras la aplicación mediante la técnica de cargas

ácidas con NH4Cí, da un valor próximo a 3. Esto permite

suponer que en este tipo celular exista una regulación por

medio de 2 sitios de unión (transportador más sitio

regulador), si bien no podemos descartar un sitio adicional

de tipo regulador.

La [N?]1 tiene gran importancia en el

nivel de la activación del intercambiador Na/Ht La

inhibición de la bomba de Na/K~ induce un incremento en la

[Na~1l1 y una disminución del pH~ cuando el intercambiador

Na~/it está inhibido por el amiloride o sus derivados

(Grinstein y cols, 1984; Vaughans—Jones y cols., 1983).

También la inducción de alteraciones en el

pH~ mediante la técnica de carga ácida produce al mismo

tiempo cambios en la actividad interna de Na, de forma

inversa a las variaciones de pH~ (Deitmer y cols., 1980;

figura 7>. Esta disminución de pH1, tiene gran importancia

en la célula miocárdica por el efecto de la acidosis sobre

la disminución de la contractilidad (Fabiato y Fabiato,

1978; Vaughan—Jones y cols., 1983; Vaughan—Jones y cols.,



42

1987>. También los cambios en la frecuencia cardiaca, o el

uso de fármacos que alteren la [Na~]1 pueden producir un

descenso en el pH1 (Eisner y cols., 1983; 1987).
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Es difícil evaluar el efecto aislado del

intercambiador Na/H~ puesto que la modificación del

cociente tH~ ]0/EHfl~ da lugar a variaciones en la

concentración del Na~ dentro y fuera de la célula, por lo

que la actividad de otros sistemas de intercambio también

se ve modificada. Así, el incremento de la [Na~J1 puede a

su vez producir un incremento de la [Ca
4]

1 gracias al

intercambiador Na~/Ca~ a través del sarcolema (Bers y

Ellis, 1982; Vaughan—Jones y cols., 1983).

Este incremento del Ca.~ lleva consigo una

disminución del pH~ (Kixn y cols., 1987), que no parece

estar en relación directa con interacción receptorial, sino

con el incremento de la fuerza de contracción originado por

el CC, con el consiguiente incremento de ácido láctico

por generación anaerobia (Ellis y McLeod, 1985> y de forma

más importante, durante los procesos isquémicos por una

disminución del ATP de la célula miocárdica (Tani y Neely,

1989; Steenberger y cols., 1987, 1990; Anderson y cols.,

1990)

Empleando el modelo experimental de la carga

ácida, la utilización de inhibidores del intercambiador

Na7/H~ aumenta la acidificación producida e inhibe la

recuperación (Piwnica—Worms y cola, 1985). Durante la

infusión del ión amonio, se produce una disminución de la

[Na]1 de 68 a 48 mmol/Kg de peso húmedo. Tras el cese de

la infusión, se sobrepasa el nivel basal hasta 130 mmol/Kg.

aproximadamente tras el lavado de ésta con solución buffer
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(Piwnica—Worms y cols, 1985>. El amiloride (0.75 xnmol/l)

evita la elevación de la [Nat1 tras el lavado de la carga

ácida (Blatter y McGuigan, 1991).

La reducción de la ¡jNa~J0 también influye

en los valores de pH. Así, una disminución de la [Nafl0 de

155 mmol/l a 5-15 mmol/l produce una disminución del pH1,

por producir una inversión del gradiente de Nat en el

miocardio <Blatter y Mocuigan, 19913. También los cambios

en el pH0 influyen en el conductancia al Na~, ya que la

corriente de entrada del Na es máxima a un valor de pH0 de

8.6 (Pierce y Philipson, 1985).

No está aclarado si el sistema de

intercambio Na/W es activo además en condiciones

fisiológicas. Pérez y cols. (1990> han descrito que el

derivado de amiloride, dietilamiloride (DEA) induce un

importante efecto inotropo negativo cuando es administrado

a preparaciones in “vitro” de septum interventricular de

conejo perfundidas con HEPES (pH 7.4). Este efecto es

dosis—dependiente y a la concentración de íW
5 M induce una

disminución de la tensión máxima desarrollada del 46%

frente al control.
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11.4. UUtIBIDORES DEL INTERCAMBIADOR Na~/H~.

El intercambiador Na~/H es inhibido

principalmente por el amiloride y sus derivados (figura 8>.

El amiloride es una base débil (3,5—diamino— 6—cloro—N—

pirazidacarboxamida) que se comporta como un diurético por

ser capaz de inhibir el transporte de Na~ en el epitelio

renal de la parte distal de la nefrona (Eigler y cols.,

1967)

Cuando se mantiene el pH en el rango

fisiológico se comporta como un catión monovalente,

presentando la carga positiva el fragmento amidinio. Es

soluble en agua, y la máxima concentración que puede ser

alcanzada se sitúa alrededor de 1.6 mM <Benos, 1982).

Si se utiliza a altas concentraciones además

de inhibir el intercambiador Na/H de forma rápida y

reversible, entre otras acciones, actúa también sobre el

intercambiador Na/Ca (Benos, 1982>.

La potencia de este fármaco puede ser

aumentada hasta 200 veces cuando se producen sustituciones

en el grupo 5 amino (Vigne y cols., 1983>. El análogo de

amiloride más activo para lograr la inhibición del

intercambiador Na/H~ que se conoce es el 5—5’etil—

isopropil amiloride (EIPA). Así, en cultivos de músculo

esquelético de pollo a pH0 de 7.4, el amiloride presenta un
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valor para K05 de 7 ul4 para inhibir la entrada de
22Na <en

un periodo de tiempo de 60 segundos> mientras que

el EIPA tiene un valor de 0.05 (Vigne y cols, 1983).

El grupo guanidino de la molécula de

amiloride es esencial para la actividad de la molécula.

Este grupo reconoce lugares para el Na~ del intercambiador

Na/H~ (Vigne y cois., 1982). Por otra parte, el grupo 6-

halo no parece que tenga importancia para su actividad. La

sustitución en el carbono 6 del CL por 1. no representa

una sustancial variación en la I%5 (Vigne y cols., 1983)

(figura 8).

El EIPA presenta efectos despreciables sobre

el intercambiador Na/Cat Por contra, el benzamil y el

diclorobenzamil, dos derivados del amiloride que tienen una

sustitución en el grupo guanidino, se comportan como

potentes pero poco selectivos inhibidores de este

intercambio <Siegí y cols., 1984>.

El amiloride es capaz de bloquear la ATP-asa

Na~—1C en las células renales y cardiacas mientras que el

EIPA sólo realiza esta acción a concentraciones superiores

a 0.1 mM, y por tanto, se puede considerar que el EIPA es

un inhibidor potente y selectivo del intercambiador N&/Ht

sin que presente interferencia con otros sistemas de

transporte catiónico de membrana (Frelin y cois., 1988).
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11.5. OTROS INTERCAMBIADORES QUE REGULAN PH.

La distribución de iones de CV a través del

sarcolema del músculo cardiaco no es un simple hecho pasivo

conforme a los potenciales de membrana (Ladle y Walker,

1975; Vaughan—Jones, 1976; Spitzer y Walker, 1980). La

actividad del CV intracelular es aproximadamente de 20-30

mmol/l, 5 veces superior a lo que le correspondería en el

equilibrio electroquímico. Vaughan—Jones (1979), ha

descrito en la fibra de Purkinje de oveja la existencia

de un intercambiador C1’/HC03 reversible y saturable,

independiente del Na, que realizaría un intercambio de CV

extracelular por HCO3 intracelular de forma electroneutra

(Vaughan-Jones, 1986).

Este sistema de intercambio es independiente

del intercambiador Na~/H~ y no se ve inhibido por los

derivados del amiloride (Erlij, 1971; Candia, 1978), pero

sí por los derivados de estilbenos disulfonados, tales

como, 4—4’— diisocianato estilbeno 2,2’— ácido disulfónico

(DIDS) y el 4 acetamido— 4 isocianato estilbeno 2,2’—

ácido disulfónico (SITS; Gonzalez y Clancy, 1981; Vaughan—

Jones, 1986).

El mecanismo de intercambio CíMHCO< se ha

puesto en relación con eJ. control intracelular de pH1

principalmente cuando existe un alcalinización intracelular
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(Russell y Boron , 1976>. Si bien en algunos tipos

celulares, como en la célula del epitelio del túbulo renal,

esta regulación parece un hecho demostrado e importante

<L’Allemain y cols., 1985; Tonnenssen y cols., 1987;

Madshus y Olsnes, 1987; etc.) en la célula miocárdica

existen indicios de que el intercambiador serviría para

mantener un gradiente de C1 pero no actuaría de forma

directa en el control de pH1 (González y Clancy, 1981).
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PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS.
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La isquemia xniocárdica da lugar a una

acidosis intracelular que se desarrolla de forma casi

instantánea tras el comienzo de la isquemia, progresando

según se incrementa la duración de la misma.

El sistema más importante de extrusión de

es el intercambiador Na/H~. La activación del sistema en

este estado, en el que existe un bloqueo metabólico de la

actividad ATP—asa Na~/IC, podría ser una de las vías

importantes para la entrada de Na4 al interior celular.

Este acúmulo de Na~ podría indirectamente activar el

intercambio Na~/Ca~ dando lugar a la entrada masiva de este

catión (Ca~ overload>, suceso característico de la

isquemia miocárdica. Más aún, el bloqueo de este sistema

durante 30 mm. antes de la isquexnia, podría inducir una

hipotética acidosis (Pérez y cols., 1990) y se conoce desde

hace tiempo que la ligera acidificación del miocito da

lugar a una protección frente a los efectos deletéreos de

la hipoxia (Bing y cois., 1973; Nayler y cols, 1979).

Los efectos del sistema de intercambio

Na/Jt en la isquemia miocárdica no han sido bien

caracterizados. Por ello, los objetivos iniciales de

nuestro trabajo fueron:
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1.— Caracterizar, en nuestras condiciones experimentales,

la dosis óptima del derivado 5,5’—N dimetil sustituido del

amiloride, DMA, que bloqueara el sistema de intercambio

Na/I-Ú en el septum interventricular aislado y perfundido

arterialmente del corazón de conejo en condiciones no

isquémicas.

2.— Estudiar el efecto sobre parámetros mecánicos que tales

concentraciones de DMA pudieran producir sobre nuestra

preparac ion.

3.— Estudiar la selectividad de la acción del DMA sobre

miocardio, descartando otras posibles acciones mediante

estudios de electrofisiología.

4.- Evaluar los efectos de la inhibición del intercambio

Na/H~ sobre la isquemia miocárdica producida en el septum

interventricular asilado del corazón de conejo, analizando

para ello los efectos sobre:

— las alteraciones morfológicas de la isquemia,

mediante análisis a microscopia electrónica.

— los parámetros de contractilidad característicos
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para evaluar efecto antiisquémico <máximo incremento de

la tensión de reposo y % de recuperación de

contractilidad tras 30 mm de reperfusión).

— la captación total de calcio tras isquemia—

reperfusión.

5.— Caracterizar la hipotética variación del contenido

total de calcio tras la isquemia—reperfusión y estudiar las

variaciones que el DMA pudiera originar sobre la cinética

de captación del 47Ca~~ en condiciones isquémicas y no

isquémicas.
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MATERIAL Y METODOS.



58

Técnica del tabique interventricular del corazón del

conejo, aislado y perfundido arterialmente.

Procedimiento experimental.

Los experimentos se realizaron en el tabique

interventricular (septuin> del corazón del conejo NZW

(2,5-2,9 Kg) según la técnica descrita por Langer y Brady

en 1968.

Tras heparinizar (2.000 U.I. i.v.) y matar

a los conejos por sobredosificación de pentobarbital (120

mg, i.v.), inmediatamente se procedió a la apertura

quirúrgica del t¿rax y extracción del corazón. Se colocó

éste sobre la cara ventricular izquierda en un soporte para

disección, procediéndose a la exéresis de las aurículas,

así como de la porción externa de la pared ventricular

derecha. Tras abrir la arteria coronaria izquierda, se

identificó y canuló la arteria del tabique interventricular

mediante una cánula de polietileno (Clay Adams, FE 50

—diam. ext de 1,09 mm, diam.int.O,38 mm—>, en la que

previamente se había moldeado una oliva terminal que impide

su deslizamiento tras su colocación y sutura.

Los tabiques se perfundieron con solución

nutricia mediante una bomba peristáltica Gilson, mod.

Minipuls HP4., de 4 vías, lo que permite cambiar el tipo

de solución perfundida gracias a un juego de llaves de tres
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pasos inserto en el sistema de perfusión, sin originar

gradientes de flujo, presión o temperatura (figura 9>.

Se desecharon aquellos tabiques inter-

ventriculares en los que el tiempo transcurrido desde la

inyección del barbitúrico y el inicio de la perfusión fud

superior a 4 minutos.

Tras separar los músculos papilares situados

en la cara derecha del tabique, la pared ventricular

izquierda y el resto de tejido no perfundido, La

preparación triangular resultante se montó fijándola por

su base mediante unos fórceps en ambos lados y con el

vértice superior unido a un transductor fuerza/

desplazamiento (Grass, FT03), mediante un hilo de seda de

sutura, según se aprecia en la figura 9.

El transductor se conectó a un polígrafo

Grass,mod.79D, con un modulo preamplificador D.C. Grass,

mod.7P1F, cuya señal amplificada se registró sobre papel

y simultáneamente se obtuvo su derivada en el tiempo

mediante la introducción de la señal <obtenida a través de

la salida J6 del preamplificador) en un módulo

diferenciador analógico Grass, 7P20.

Ello permitió, tras la adecuada calibración

del equipo, el registro gráfico continuo tanto de la

tensión desarrollada (g> como de la velocidad de desarrollo
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de la tensión (dT/dt; g/sec).
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Figura 9. Esquema del montaje del septuin inter— ventricular

aislado y perfundido arterialmente.
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A partir de los registros gráficos de la

velocidad de desarrollo de la tensión se cuantificó el

tiempo necesitado para alcanzar el pico de la contracción

(tPC> midiendo el espacio entre el inicio de la contracción

y el momento en el que la dT/dt se hacía cero,

transformándolo a unidades de tiempo en función de la

velocidad de registro. El tiempo total de contracción <ttC)

fué cuantificado de forma similar, midiendo la distancia

entre el inicio de la contracción y el momento en que la

dT/dt volvía a hacerse 0.

La máxima velocidad de contracción <+dT/dt

max) y relajación (-dT/dt max) se obtuvo midiendo la máxima

amplitud de la onda a partir del valor de la línea base y

tué transformada a g/sec gracias a la calibración interna

del aparato de medida.

Los tabiques interventriculares se

estimularon eléctricamente con pulsos rectangulares de 5

y y 5 msg. de duración, a una frecuencia básica de

estimulación de 1 a 1,6 Hz, mediante un estimulador Grass

5D9. Sólo se utilizaron los tabiques interventriculares que

en los momentos iniciales presentaron 10 g o más de tensión

desarrollada y tuvieron 10 g o menos de tensión basal, a

28 0C y 0.5 Hz. Se utilizó un flujo constante del líquido

de perfusión procurando obtener un flujo medio de 2,15

mí/mm y por gramo de tejido.
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La composición de los líquidos de perfusión

fué, para el caso del Tyrode, (mM): NaCí, 114; ROl, 5;

MgC12, 1; CaCl2, 1,8; NaH2 PO4, 0.43; glucosa 5.5 y NaHCO3

hasta un pH de 7.4 (aproximadamente 28 mM). En el caso de

la solución Hepes <mM>: NaCí, 150; ROl, 5; MgCl2, 1; CaCl2,

1.8; glucosa 5.5 y Hepes 3. Se ajustó a un pH de 7.4

mediante la adición del NaOH necesario.

La solución de Tyrode se oxigenó con

carbógeno (95% de 0~ y 5% de CO2, mientras que la de Hepes

se oxigenó con 02 puro. La medida del pH, se realizó con un

pH—metro digital Crison, mod. micropH 2001 (sensible a la

centésima)

Los tabiques interventriculares se colocaron

en una cámara de Lucita termostatizada, al objeto de

realizar los experimentos a una temperatura constante de

32 ± 0.25
0C. Las temperaturas de trabajo fueron

controladas continuamente mediante un teletermómetro

(Panlab, mod. pb 0331> y una aguja thermistor (ISY, 524)

introducida en la masa muscular. La temperatura de la

cámara se controló mediante una sonda de temperatura

(YSI,401) y un teletermómetro digital Cibertec, mod.TTl.

El liquido de perfusión se calentó a su paso

por el sistema de perfusión mediante una resistencia de

calentamiento acoplada a una fuente de corriente continua

de voltaje regulable. El interior de la cámara de Lucita
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se mantuvo a la temperatura deseada mediante un radiador

relleno de agua, calentada a la temperatura que se precise

mediante una resistencia eléctrica, a través del cual se

burbujeó gas nitrógeno. El vapor se distribuyó

homogéneamente por el interior de la cámara con un

ventilador eléctrico interno.

Todas las preparaciones fueron estabilizadas

durante, al menos, 45 minutos previamente a introducir

cualquier variación correspondiente al protocolo

experimental.

Al final de cada experimento, el tabique

interventricular fue secado ligeramente con papel de

filtro, pesado y desecado en estufa hasta peso costante.

Según las condiciones experimentales

generales arriba detalladas se procedió a realizar

diferentes series de experimentos.
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1 • ESTUDIOS SOBRE CONTRACTILIDAD MIOCARDICA.

1.1. Experimentos control.

Consistieron en mantener durante una o dos

horas 6 tabiques interventriculares con perfusión de Tyrode

en las condiciones fijadas en la estabilización de la

preparación, al objeto de poder hacer un estudio de las

variaciones espontáneas que se pudieran producir sobre la

tensión desarrollada (TD), tensión de reposo (TR>, tiempos

para el pico de contracción <tPC) y tiempo total de la

contracción (ttC) , así como sobre la máxima velocidad de

contracción (+dT/dt) y máxima velocidad de relajación (—

dT/dt) . Se tomaron registros durante 1 minuto a la

velocidad de 60 mm/sg, cada 60 minutos.

1.2. Experimentos con Dimetil-Auiiloride <DMA> en Tyrode.

Siguiendo el procedimiento descrito en el

punto anterior, en primer lugar, realizamos curvas

dosis—efecto acumulativas en 9 tabiques, utilizando 10.8,

ío7, 10’~ y 105M durante 30 minutos y obteniendo registros

de rápida velocidad, en condiciones control y al final de

cada una de las sucesivas concentraciones.

En segundo lugar, fueron estudiados los

efectos de una concentración única de DMA, ící5 M (n=7 >,

administrada durante 30 minutos, valorando los efectos
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sobre la contracción cada 5 minutos.

En 3 experimentos se valoró el efecto sobre

contractilidad de una dosis única de DMA, lO’~~ M.

1.3. Experimentos con DMA sobre los efectos contráctiles

inducidos por el Cloruro amónico.

Tras la estabilización, se perfundió

durante 5 minutos una solución NH4Cl 10 mM en Tyrode

seguido de un lavado de 15 minutos <control). Tras

repetirlo tres veces consecutivas, se asoció el DMA ~io
8

(n=2), íO~ (nt=5), 1fF6 (n—4) y 1O~ M (n=6>] con el 1*1401

así como durante los 15 minutos de lavado. Cada preparación

(17) sirvió únicamente para un solo punto experimental.

Inmediantemente antes y al finalizar el lavado fueron

realizados registros a velocidad rápida, tanto en

condiciones control como después de terminar de perfundir

cada concentración.

¡.4. Experimentos sobre contractilidad con DMAen Hepes.

Tras estabilizar 6 preparaciones con

solución de Hepes de igual modo y condiciones que en el

punto 1.2. se realizó una curva dosis/efecto acumulativa

en Hepes con ío.~, í07, 10-6 y ío~ M, perfundiendo durante

30 minutos cada una.
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1.5. Experimentos con el Acido 4-acetanido— 4’—iso-

tiocianato estilbeno— 2—2’—disulfonico <BITS> y del

SITS+DMA en Tyrode.

En primer lugar, se evaluó en 2

preparaciones estabilizadas, el efecto del SITS <ící4 M; 30

mm) en perfusión con Tyrode, de acuerdo con la metódica

general de los puntos anteriores.

En 3 experimentos aparte se asoció a la

solución de SITS ío4 M el DMA, íEY5 M, perfundiendo ambos

durante 30 minutos.



68

II. ESTUDIOS ELECTROFISIOLOGICOS.

Obtención y montaje de los músculos papilares del

ventrículo derecho del corazón del conejo.

Técnica del registro electrofisiológico.

Para realizar estos experimentos se

utilizaron los músculos papilares de algunos animales

utilizados en los estudios de contractilidad. Para ello se

procedió según lo descrito anteriormente y, cuando se

deseaba obtener papilares para este estudio, se mantenía

la perfusión durante 5 minutos adicionales previamente al

corte de los papilares y al montaje del tabique. En algunos

experimentos control se utilizaron papilares de animales

muertos por golpe en la nuca como músculos de referencia.

Uno de los músculos papilares extraídos, se

colocaba en una cámara termostatizada y se fijaba sobre su

superficie de cera—parafina. Las preparaciones se

perfundieron en superficie de forma continua, con la misma

solución de Tyrode cuya composición hemos descrito. La

solución se mantuvo oxigenada con carbógeno, siendo la

temperatura de trabajo de 32 oc ±0.5 0C.

Los papilares se estimularon mediante

electrodos bipolares de platino con estímulos eléctricos

de pulsos rectangulares de 1 msg de duración y frecuencia
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de 1 Hz y con un voltaje 20% superior al umbral (GRASS

5D9). Los músculos se mantuvieron bajo estimulación durante

al menos 60 minutos antes de obtener los registros control.

El registro de la actividad bioeléctrica se

obtuvo con microelectrodos de vidrio intracelulares a los

que previamente se había rellenado con una solución de KCl

3 M. Se desecharon aquellos cuya resistencia de punta fue

inferior a 15 MOhm. La señal se conectó a amplificadores

WPI <modelo 701) de alta impedancia de entrada y con una

neutralización de capacitancia variable. La señal de salida

de éstos se conectó a un osciloscopio digital Tektronix

7854, conectado a un microprocesador Tektronix 4081,

acoplado a un sistema de registro Tektronix 4907 donde se

almacenó la información en disco flexible. Esta se procesó

de acuerdo con la sistemática ya publicada (Díez y cols..,

1984)

Los potenciales de acción (PA) se graficaron

con un la ayuda de un plotter X—Y (Tektronix 4662>.

Los parámetros electrofisiológicos estudiados

fueron:

— El potencial de reposo, obtenido como diferencia

entre el potencial O y el intracelular antes de su

estimulación eléctrica, expresado en mV.

— La amplitud del potencial de acción, obtenido como

diferencia entre el potencial de reposo y el máximo
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voltaje alcanzado en el desarrollo del PA, expresado en

mV.

- La velocidad máxima de despolarización <dV/dt,< o

V~) durante la fase O del PA, obtenida automática-

mente mediante derivación electrónica de la señal en el

osciloscopio digital y expresada en V/seg.

— La duración del potencial de acción, medido como el

tiempo transcurrido entre la fase O del PA y el tiem-

PO en el que se alcanza el 50 % de la repolarización

(OPA 50) o el 90% de la repolarización (UPA ~

Según lo anteriormente expuesto se procedió

al estudio de los efectos electrofisiológicos desarrollados

por el DMA, de acuerdo con los siguientes protocolos

experimentales:

11.1. Experimentos con DNA sobre los PA rápidos.

Tras la estabilización del papilar según lo

ya indicado se procedió al registro de PA control y se

perfundió DMA, ío~ <n=4), 10.6 (n—6> y 1fF5 M (x’i=9)

durante 30 minutos, realizándose registros de PA cada 10

minutos.
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11.2. Experimentos con DMA sobre los PA lentos.

Para evaluar los efectos del DMA, ío-~ M

(n=2>, sobre los PA lentos (calcio— dependientes), éstos

se indujeron en Tyrode hiperpotásico (27 mM) tras la

adición de adrenalina <10.6 M> y con estimulación

eléctrica a 0,2 Hz. Se siguió una metodología de estudio

similar a la descrita en el apartado anterior.

11.3. Experimentos con DMAsobre las alteraciones electro-

fisiológicas inducidas por la carga ácida.

Tras el registro de los PA control, se

perfundieron los músculos papilares (n=3) durante 15

minutos con Tyrode conteniendo NH4C1 <20 mM) y se tomaron

frecuentes registros del PA. Tras 20 minutos de lavado se

reperfundieron con Tyrode conteniendo NH4Cl más DMA, l0~ M,

durante otros 15 minutos, manteniéndose el DMAdurante los

40 minutos del lavado.
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III. ESTUDIO SOBRE PARAMEflOS DE CONTRACTILIDAD EN

MIOCARDIO ISQUEMICO.

111.1. Isquemia global. Técnica general y descripción del

modelo.

Experimentos control.

Tras estabilizar las preparaciones (7)

durante 45 minutos con Tyrode como solución nutricia, se

procedió según la técnica de isquemia global descrita para

esta preparación por Bourdillon y Poole—Wilson (1982>. En

condiciones control, y tras 30 mm. de perfusión, se

procedió a parar el flujo durante 1 hora, tiempo a partir

del cual se reperfundió la preparación durante otros 30

minutos. Durante todo este tiempo se registró continuamente

la actividad mecánica desarro— llada con una velocidad de

registro de 3 xnm/min.

Se controló la temperatura de los tabiques

durante el tiempo de isquemia, manteniéndose ésta estable

a 32 ±0.25 9C mediante el sistema termostatizado de

calentamiento de la cámara.

Los parámetros mecánicos analizados para

cuantificar el daño isquémico fueron el máximo cambio en

la tensión de reposo y el porcentaje de recuperación tras

30 minutos de reperfusión, medido frente a los valores
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inmediatamente anteriores a la isquemia. Al final se

secaron los tabiques de acuerdo con lo expuesto

anteriormente.

111.2. Experimentos con DMA en miocardio isquómico.

De acuerdo con la metodología expuesta en

el punto anterior, se utilizaron soluciones de Tyrode

conteniendo íO.7 (n—3), í06 (n~5) y ífF5 H (n=6) per—

fundidas durante 30 minutos de la preisquemia y en la

reperfusión.

En 6 experimentos se pefundió el DMA, ío’5

M, unicanente en los 30 minutos de reperfusion tras la

isquemia.

111.3. Experimentos con EIPA y DEA a dosis equipotentes a

DMA.

De acuerdo con la técnica explicada

anteriormente se realizaron experimentos con soluciones de

Tyrode conteniendo EIPA 1oó M <n=4) y DEA 2*106 14 <n=4>

perfundidos durante los 30 minutos previos a la isquemia

y durante la reperfusión.

111.4. Experimentos con SITS y con BITS + DNA en la

isquemia miocárdica.

Siguiendo la metodología anterior, se valoró

el efecto del SITS, 1fF4 14 <n=2), perfundido en la
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preisquemia y en el momento de la reperfusión sobre el

miocardio isquémico.

En otros 3 experimentos se valoró el efecto

conjunto del SITS más DMA, ífF5 14, en las mismas

condiciones experimentales.

111.5. Isquemia de bajo flujo.

De acuerdo a lo expuesto en el apartado

anterior, en lugar de parar totalmente el flujo, éste se

mantuvo en valores insuficientes para el correcto f un-

cionamiento cardiaco (0.2 ml/g.min.) durante 1 hora siendo

iguales los parámetros a analizar. Se realizaron

experimentos control con solución Tyrode <n=4) y experi-

mentos en los que se administró DMA 10~ M durante la

perfusión a bajo flujo (n=3).
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IV. EXPERIMENTOS SOBRE MOVIMIENTOS CON RADIOCALCIO.

IV.1. Experimentos con DMA sobre movimientos de ‘ka en la

isquemia miocárdica.

En estos experimentos el tabique inter—

ventricular se dispone en íntima aposición <2 mm> a un

detector de centelleo sólido (Bicron> compuesto por un

cristal detector de NaI(Tl> (5x5 cm>, de un fotomulti—

plicador acoplado a una fuente de alta tensión (1000 y.;

Bertram) y de un preamplificador(Bicrom). La señal se

introduce y amplifica en un analizador multicanal

(Camberra, serie 35> operando en forma MCSR.

Al objeto de evitar el contaje de radiac-

tividad correspondiente al isótopo hijo, 47Sc4* <foto— pico

a 159 XeV) , se obtuvo el espectro total de emisión del ~

en el analizador multicana). <modo PHA) y se ajustaron las

ganancias de amplificación y las ventanas de lectura de tal

forma que sólo se contaran los centelleos

correspondientes a energías de emisión comprendidas entre

0.4 a 1.5 MeV. Ello permitió almacenar los contajes de

radiactividad (cpm) presente en nuestra preparación en

los intervalos de tiempo deseados <6 x íOT usg> y de

manera continua.

Tras monitorizar los niveles de fondo

radiactivo presente en los primeros 10 mm., en los 2



76

experimentos control se cambió la perfusión a Tyrode

conteniendo 47Ca (0.08 uCi/ml; 2.96 kBq/ml). Tras 40 mm de

perfusión se paró el flujo durante otros 60 mm y se

reperfundió también con Tyrode conteniendo radiocalcio. En

otros 2 experimentos la perfusión se realizó con Tyrode con

radiocalcio conteniendo DMA, 1fF5 M.

Al objeto de disminuir el fondo radiac-

tivo, se apantalló el cristal detector mediante ladrillos

de plomo de bajo fondo radiactivo (5 cm. espesor>

procurando que la actividad correspondiente al fondo fuera,

al menos, menor que el 5% de la actividad total con la que

se trabajaba.

Finalizado cada experimento los datos

obtenidos en el analizador multicanal se vertieron auto-

máticamente y se almacenaron en disco flexible en un

ordenador Inves PC, 640 X, a través de la salida SRS—232.

Se sustrajo automáticamente la actividad correspondiente

al fondo radiactivo y los valores resultantes fueron

corregidos para el decaimiento (lambda= 4,7 días). Los

cálculos y los gráficos de valores de actividad frente

al tiempo fueron realizados mediante un paquete integrado

de programas (Symphony, Lotus Development Corp.).
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y. DETERMINACION ANALíTICA DEL CONTENIDO DE CALCIO TOTAL.

V.l. Técnica y experimentos con DMA e isquemia.

Las determinaciones del calcio se realizaron

mediante espectrofotometría de absorción atómica utilizando

un equipo Perkin-Elmer compuesto de un espectrofotómetro

modelo 5000 con sistema de atomización de llama,

muestreador automático modelo AS 50 y estación de datos

3600.

Todo el material empleado para el

tratamiento y recogida de muestras fué de vidrio neutro.

Su limpieza se realizó con un buen jabón y agua destilada

(operación que se repitió multiples veces). Seguidamente

se introdujeron, uno o dos días, en ácido nítrico diluido,

para después de vueltos a enjuagar, secarlos en estufa.

Este tratamiento se llevó a cabo a fin de eliminar

totalmente la posible contaminación <Jennings y cols.,

1.964)

Se tomaron muestras de 200 a 500 mg de

tejido seco <peso entre los que se encontraban todos los

tabiques interventriculares, que habían sido puestos

anteriormente en una estufa de desecación a 100 0C, hasta

peso constante). Se introdujeron en tubos de vidrio neutro

perfectamente limpios de contaminación y se añadió 1 ml de

ácido nítrico por muestra; se taparon con parafilm y se
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esperó 24 horas. Al cabo de este tiempo, se agitaron las

muestras con un b¿rtex y se añadieron otros 2 ml de ácido

nítrico esperando otras 24 horas. A continuación se

calentaron en baño de agua a 60 oC durante 3. hora en

campana de gases. Se dejaron enfriar y se completaron las

muestras con agua destilada basta 10 ml y homogeneizando

con agitación.

Se filtraron a continuación para separar el

residuo graso y se recogió en tubos idénticos a los

anteriores la solución para su análisis final.

A partir de las soluciones ácidas obte-

nidas de la solubilización de las muestras, se hicieron

tonas de alicuotas que se diluyen a 1/2 con una solución

acuosa de lantano <solución acuosa de cloruro de lantano

al 0,2% en ácido clorhídrico del 1%) y estas soluciones

se aspiraron a la llama. La calibración se realizó fren-

te a una solución patrón de calcio de 2 ug/ml de la mis-

ma concentración en ácido nítrico que las muestras, di—

luida tambien a 1/2 con la misma solución de lantano.
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VI. ESTUDIO DE MICROSCOPIA ELECTRONICA.

VI.1. Técnica y experimentos con DMA en isquemia.

Para los estudios de microscopia electrónica

se tomaron muestras de miocardio de aproximadamente 1 mm

de lado, a las que se fijó por técnicas de inmersión. La

toma de muestra se realizó en la porción de la base,

tomando como referencia su proximidad a la arteria del

tabique interventricular.

El tiempo transcurrido entre la toma de

muestra y su fijación no superó en ningun caso los 30

segundos, utilizándose con este fin el fijador Karnowsky

(glutaraldehido 1.25%; parafonnaldehido 1% en buffer

cacodilato 0.5 M).

Las muestras se mantuvieron en el fijador

durante 2 horas y, a continuación, se eliminó el exceso de

fijador mediante un lavado de 15 minutos en buffer Sorensen

(0.1 M de K112P04 y 0.1 14 Na2H?04; pH 7.4>. Se realizó una

postfijación en tetróxido de osmio al 2% en buffer Sorensen

durante 2 h. Por último, las piezas se contrastaron durante

30 minutos en acetato de uranilo al 2% en buffer Michaelis

<0.025 M, pH 7, 440 mOsM/l, con 2 nmoles de calcio>.

Todas las piezas fueron deshidratadas en

acetonas de gradaciones crecientes y finalmente en óxido
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de propileno, siendo a continuación incluidas en Araldita.

A fin de seleccionar las zonas que iban a

ser estudiadas ultramicroscopicamente, todos los bloques

fueron previamente seccionados en cortes de 1 un de

espesor, mediante un ultra microtomo Ultratome LKB—III,

y teñidos con azul de toluidina al 0.5% en borato sódico

al 3%.

De las áreas seleccionadas se obtuvieron

cortes de 20-40 rin de espesor con un Ultratone LKB—III,

recogiéndose en rejillas de cobre de 400 mesh filmadas con

Fonnvar y reforzadas con carbón. Estos cortes se

contrastaron para la observación electromicroscópica con

acetato de uranilo y citrato de plomo. Las preparaciones

así obtenidas se estudiaron y fotografiaron en un

microscopio Hitachi HU-12A con un potencial de aceleración

de 75-100 XV. Al menos se estudiaron veinte campos por cada

septun analizado.

VII. ANALISIS ESTADíSTICO.

Las diferencias entre medias fueron

analizadas mediante el método de la t de Student para datos

apareados o no apareados dependiendo del tipo de

experimento. Mientras no se indigne lo contrario los datos

son expresados como la media ±error estándar de la media

<X ± E.S.Mj. Las diferencias fueron consideradas

significativas para valores de P < 0.05.
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VIII. PRODUCTOSRADIACTIVOS, PARMACOSY OTROS PRODUCTOS.

DMA (Dimetil—amiloride> y EIPA (Etil—isopropil- amiloride)

fueron una donación de Merck, Sharp & Dohme <USA>.

DEA <dietil-amiloride> fué sintetizado en el Depart. de

Química Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de la

Universidad de Santiago de Compostela.

SIfl (4 acetamido— 4’isocianato—estilbeno 2,2’—ácido

disulfónico>, Sigma.

‘ka, Asmershan.

Acido nítrico, Suprapurr, Merck.

Las soluciones de los fármacos fueron

obtenidas en agua destilada salvo en el caso de EIPA en las

que se añadió la mínima cantidad de dimetil—sulfóxido hasta

la disolución. Las diluciones posteriores fueron realizadas

directamente en la solución Tyrode o Hepes. Las soluciones

de adrenalina fueron estabilizadas con ácido ascórbico al

objeto de prevenir la degradación oxidativa. El resto de

reactivos empleados fueron al menos de pureza para

análisis.
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RESULTADOS
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1. RESULTADOS SOBRE CONTRACTILIDAD MIOCARDICA.

ni. Variaciones en el tiempo de 108 parámetros de

contractilidad en condiciones control.

La tabla 1 muestra los máximos porcentajes

de variación obtenidos en E tabiques a los que se perfundió

con Tyrode durante 120 minutos. No se observaron

diferencias estad=sticamente significativas frente al

control para ninguno de los parámetros estudiados a lo

largo de este tiempo.

El máximo porcentaje de variación fud del

5 % tanto para la tensión desarrollada como para la máxima

velocidad de relajación, con valores extremos en el rango

interior del 91 y 90 % respectivamente.

1.2. Efectos del Dimetil aziloride <DMA> sobre

contractilidad.

En la figura l0,a se observa el efecto del

DMA perfundido durante 30 minutos de forma acumulativa (1W

a l0~ M)’. Este produjo una disminución dosis-dependiente

de la tensión desarrollada llegando a alcanzar

significación estadistica a partir de 10-6 M.

La máxima disminución de amplitud contráctil

fue de 35.3± 4.5 % con DMA ío~ M (P<0.05). Por el



84

contrario, la tensión de reposo no modificó su valor de

forma significativa <figura lO,b).
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Fig.lO Curvas dosis— efecto del N—5,V—dimetil—

amiloride ( DMA > en dosis acumulativas, 10—8 —

ti, perfundidas durante 30 minutos cada una,

en el septun interventricular aislado y

perfundido arterialmente del corazon de conejo

(NZW), sobre ( A > tensión desarrollada expresada

cono porcentaje sobre el valor control y ( B

sobre la tensión de reposo. Cada punto es la

media de 9 experimentos; las rayas verticales

representan el E.S.M. - * = P<0,05 ** = P<O,0l
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En la figura ll,a se pueden apreciar los

efectos de estas concentraciones de fármaco sobre la máxima

velocidad de contracción y máxima velocidad de relajación.

A la máxima concentración estudiada, estos parámetros

disminuyeron en un 30.1 ± 4.8 y 34.5 ± 4.5 % (P<0.Ol)

respectivamente, sin existir diferencias estadisticas

significativas entre cada uno de ellos. No se modificó de

forma significativa el tiempo para el pico de contracción,

el tiempo de relajación (—4.9 ±2.8 %) o la duración total

de la contracción (—7.8 ±2.2 %>. En cualquier caso, estas

variaciones se encuentran en el rango de variabilidad

apreciado en los experimentos control (figura ll,b)’.

En la figura 12 se observa el registro

tipico de contracción en condiciones control y tras la

perfusión con una concentración única de DMA, ío~ M,

durante 30 minutos. En estas condiciones, la disminución

de la contractilidad se realiza de forma progresiva,

llegándose a alcanzar el máximo efecto aproximadamente a

los 30 minutos (figura 13>.

La perfusión con liquido nutricio sin

fármaco durante otros 30 minutos dió lugar a una

recuperación de los valores de contractilidad similares a

los obtenidos en condiciones control, antes del fármaco.
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Fig.ll Curvas

acumulat ivas,

30 minutos

interventricu

arterialmente

A ) maxíma

+dT/dt > y

expresadas

control y

contraccion

tiempo total

dosis— efecto

— ío—~ M,

cada

lar

del

ve

de

como

E)

(O>

de

la media de 9

representan el

una,

aislado

corazon de

locidad de

reía jacion

porcentaje

sobre el ti

tiempo d

contracciorx

experimentos;

del DMA en dosis

perfundidas durante

en el septum

y perfundido

conejo (NZW), sobre

contracción ( •
U , —dT/dt ),

sobre sus valores

empo para el pico de

e relajación (@) y

• > . Cada punto es

las rayas verticales

E-S-M.
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Fig.12 Registro típico de la tensión desarrollada ( trazo

inferior > y su primera derivada ( trazo superior 3,

obtenido a velocidad rápida < 6 cm/seo 3 , en el septun

interventricular aislado y perfundido arterialmente del

corazón de conejo <NZW> en condiciones control ( panel A

y tras el efecto de DMA, í05 M, perfundido durante 30 mm.
panel a 3. Calibración horizontal: tiempo ( 1 seo 3.

Vertical arriba: velocidad de contracción ( ;dT/dt.

g/sec 3. vertical abajo: tensión ( g ).
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Fig.13 Efecto en el tiempo del DMA, íO~ M, sobre

la contracción obtenida en el septum

interventricular aislado y perfundido

arterialmente del corazón del conejo (NZW).

Ordenadas: % de tensión desarrollada sobre

valores control inmediatamente antes de perfundir

fármaco. Abscisas: tiempo ( mm ). Cada punto es

la media de 7 experimentos; las rayas verticales

indican el E.S.M. . Estos valores fueron

calculados a partir de los registros obtenidos en

los experimentos de isquemia ( Tabla V >.
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La figura 14 muestra un registro típico de

los efectos obtenidos con dosis únicas de DMA a la

concentración de 10’~ en 3 tabiques. Se pone de manifiesto

que el efecto inotropo negativo es mucho más intenso con

esta concentración, llegando casi hasta la anulación de la

misma a los 20 minutos, si bien se aprecia que existen

alteraciones de excitabilidad. En los 3 tabiques existieron

pérdidas progresivas de la conducción de los estímulos

eléctricos. Además, según se muestra en la figura 15, la

recuperación de contractilidad tras 60 minutos de perfusión

sin fármaco fue incompleta, alcanzándose menos del 50 %

frente a los valores control en los 3 tabiques estudiados.

1.3. Efectos del DMA sobre las modificaciones de los

parámetros de contractilidad inducidas por la carga ácida.

La figura 16 muestra un registro tipico del

efecto del DMA í07 a 1V5 M sobre la contractilidad del

tabigne, tras el cese de la reperfusión con C1(NH
4) 10 mM

administrado durante 5 minutos.

En condiciones control, esta carga ácida

produjo un efecto inotropo negativo transitorio, <n=17; —48

± 3.05 %). El pretratamiento con DMA í0>~ a lo-SM, durante

la perfusión con C1(NH4> y durante el lavado, produjo un

potenciamiento dosis—dependiente del efecto inotropo

negativo inducido por la carga ácida,
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así como un alargamiento del tiempo necesario para alcanzar

el nadir.
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La figura 17 muestra una representación de

estos efectos. En ella se aprecia que existieron

diferencias estadisticamente significativas frente a los

valores controles para la mínima contractilidad inducida

por la carga ácida y para su nadir (—48.9 ±3.05 % vs —83.3

±18.1 % para contractilidad y 1.27 ±0.07 vs 7.03 ±1.02

minutos para el nadir; control vs DMA io~; P’cO.00l).

1.4. Efectos sobre contractilidad del DMAutilizando HEPES

como líquido nutricio.

Los efectos contráctiles del DMA sobre

tabiques perfundidos con solución nutricia HEPES (pH 7.4),

aparecen recogidos en las figuras 18 y 19. El DMA10-8 a ío

~ M administrado durante 30 minutos produjo un efecto

inotropo negativo dosis—dependiente, siendo

estadisticamente significativo a partir de 10-6 M <figura

18,a). A la concentración de 1W5 M se obtiene un efecto

inhibidor de la contractilidad 2 veces mayor que el

obtenido utilizando Tyrode como solución nutricia. La

tensión de reposo, por el contrario, no se modificó

significativamente a ninguna de las concentraciones

estudiadas. Al igual de lo ocurrido con los experimentos

en los que se empled solución nutricia
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Fig.17 Efectos del DMA, — M, sobre la

inotropia negativa inducida por la acidificación

del mioplasma obtenida mediante la supresión de

la perfusion con cloruro amónico ( 10 mM, 5

mm , en el septun interventricular aislado y

perfundido arterialmente del corazón de conejo

(NZW> -

A: M{nima tension desarrollada, expresada como

porcentaje sobre el valor inmediatamente anterior

al cese de la perfusión con cloruro amónico,

B: Tiempo hasta la m{nima tensión desarrollada.

Los numeros incluidos en la gráfica indican el

número de experimentos realizados para cada

dosis~ las rayas verticales representan el

E-S-t-1- - * = P<0,05 ~ = P<0,00l
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Fiq. 18 Curvas dosis—efecto del DMA, en dosis

acumulativas ( ~ 8 — í05 M ) , per fundidas en

solución HEPES durante 30 minutos cada una, en el

septum interventricular aislado y perfundido

arterialmente del corazon de conejo (NZW), sobre:

A: Tension desarrollada expresada como porcentaje

sobre el valor control.

B: Sobre la tensión de reposo. Cada punto es la

media de 6 experimentos; las rayas verticales

representan S.D. * = P<0,05 ~** = p’zo,00l
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Tyrode, existió una disminución proporcional en la máxima

velocidad de contracción y en la máxima velocidad de

relajación, estadisticamente significativa (P<0.00l) a la

dosis de í05 M (figura 19,a>.

Los efectos del DMA en ¡tEPES, al igual que

con Tyrode, no modificaron de forma significativa el

tiempo para el pico de la contracción, el tiempo de

relajación o el tiempo total de contracción (figura 19,b).
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Fig.19 Curvas dosis- efecto del DMA en dosis

acumulativas, 10—8 — ío~~5 M, perfundidas en

soluci¿n HEPES durante 30 minutos cada una, en el

septum interventricular aislado y perfundido

arterialmente del corazon de conejo (tE4ZW), sobre:

A: Maxima velocidad de contracción ( • , +dT/dt

y de relajación ( • , —dT/dt , expresadas como

porcentaje sobre sus valores control.

B: Sobre el tiempo para el pico de contracción

(O), tiempo de relajacion (@ > y tiempo total de

contracción ( • ) - Cada punto es la media de 4

experimentos; las rayas verticales representan el

E-S-M.
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1.5. Efectos del BITS y DMA + SITS sobre contractilidad.

En la figura 20 pueden apreciarse los

efectos tipicos del SITS y del DMA asociado al SITS sobre

la contractilidad del tabique interventricular. La

perfusión con SITS en 2 tabiques como fármaco único a la

concentración de 1W4 M no indujo variaciones apreciables

sobre los parámetros contráctiles a estudio. En otros 2

tabiques, El DMA lO~ M, asociado al SITS íO~ 14, produjo

efectos sobre contractilidad superponibles a los obtenidos

en ausencia de éste.
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II. EFECTOS ELECTROFISIOLOGICOS.

11.1. Efectos electrofisiológicos del DMA sobre los

potenciales de acción rápidos.

Los efectos electrofisiológicos del DMAicf7

a ío~ M, perfundido durante 30 minutos, estudiados sobre

el potencial de acción (PA) rápido en el músculo papilar

de conejo se muestran en la figura 21.

DMA, ío~ 14, no produjo variaciones

estadisticamente significativas (tabla II). Por el

contrario, el DMA 10-6 — ío5 14, tras 30 minutos de

perfusión, produjo un aumento dosis—dependiente de la

duración del potencial de acción, tanto al 50 % como al 90

% de la repolarización. Ninguno del resto de parámetros

analizados fue modificado significativamente.

DMA, l0~M, produjo diferencias

estadísticamente significativas ya a partir de los 10

minutos (tablas III y IV).

Un registro típico del efecto en el tiempo

del DMA í05 M sobre el potencial de acción se observa en

la figura 22.
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11.2. Efectos electrofisiológicos del DHA sobre los

potenciales de acción lentos.

La figura 23 muestra el resultado de 1 de

los 2 experimentos realizados con DMA ío-5 14 para estudiar

los potenciales de acción lentos en el músculo papilar de

conejo. Tras la perfusión durante 30 minutos se apreció un

incremento de la duración del potencial de acción lento,

con una evolución temporal superponible al efecto obtenido

sobre los potenciales de acción rápida- Resultados

cualitativamente similares fueron apreciados en ambos

experimentos.

11.3. Efecto de la perfusión con DHA sobre las alteraciones

electrofisiológicas inducidas por carga ácida.

La figura 24 muestra los efectos tipicos del

DMA io~ M sobre el potencial de reposo y la duración del

potencial de acción al 90 % de la repolarización en

presencia de una carga ácida.

La superfusión de un músculo papilar con

Cl(NH
4) produjo una despolarización de 25 mv que se vió

acompañada de una disminución de la duración del potencial

de acción de 40 mseg. El cese de la superfusión con cl(NH4)

produjo una repolarización hasta valores iniciales y un

aumento de la duración del potencial de acción hasta

valores intermedios.
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La reintrodueción de la superfusión con

C1(NH4) en presencia de DMA io~ 14 produjo una

despolarización de similar magnitud que la obtenida en los

experimentos de control sin que se afectara sensiblemente

la duración del potencial de acción. La carga ácida

obtenida por el cese de la superfusión con Cl(NH4> en

presencia de DMAprodujo un retardo muy considerable en la

repolarización, sin llegar a obtenerse los valores control,

y un aumentomuy significativo de la duración del potencial

de acción, si bien éste efecto no fue mantenido a lo largo

del tiempo.
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Fig.25. Registro típico de los efectos de la isquemia global

sobre la tensión desarrollada (trazo inferior) y su primera

derivada <trazo superior). A. En condiciones control. B. Bajo

tratamiento con DMA íO~ 14 durante los 30 mm. previos a la

isquemia y durante la reperfusión.
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III. ISQUEMIA GLOBAL.

111.1. Estudio sobre miocardio isquámico.

La figura 25,a muestraun experimento tipico

de los efectos de la isquemia—reperfusión sobre la

contractilidad de un tabique interventricular en

condiciones control.

La isquemia de 60 minutos produjo una rápida

disminución de la tensión desarrollada llegándose

prácticamente a anular a los 10 minutos del inicio de la

isquemia. Existió un incremento de la tensión de reposo a

lo largo de todo el periodo de isquenia. Tras la

reperfusión, se produjo un incremento súbito de la tensión

de reposo que se acompañó de una progresiva recuperación

parcial de la contractilidad.

En condiciones control (n=7) el incremento

de la tensión de reposo fue de 13.1 ± 0,93 g sobre la

tensión basal. La recuperación de la contractilidad tras

30 minutos de reperfusión fue de un 19.7 ±1.7 % frente a

los valores controles de contractilidad anteriores a la

isquemia (tabla V,a>.

111.2. Efectos del DMA sobre la isquemia—reperfusión.

Los efectos del DMA í0>~ a 10~ 14 perfundido
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durante 30 minutos previos a la isquemia y

durante la reperfusión, pueden apreciarse en el registro

tipico de la figura 25,b. Sus datos numéricos se encuentran

recogidos en la tabla V,a. El DMAprodujo una disminución

significativa dosis—dependiente del máximo incremento de

tensión de reposo, llegando a ser de sólo 5.65 ± 0.87 g.

a la concentración de l0~ 14. Este efecto se acompañóde un

incremento del porcentaje de recuperación tras la

reperfusión durante 30 minutos. Este incremento también fué

dosis—dependiente, alcanzándose significación a la

concentración de 10-6 14. Los valores obtenidos a la

concentración de íO5 14, 45,7 ± 5.0 %, alcanzan valores

casi 2 veces superiores a los valores de control <19,7 %).

Cuando el DMA ío~ 14 fué perfundido

únicamente durante la reperfusión, el incremento de la

tensión de reposo y el porcentaje de recuperación tras la

reperfusión alcanzaron unos valores similares a los

obtenidos en los controles de isquemia—reperfusión <tabla

V,b).
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111.3. Efectos del EIfl y del Dfl sobre la isquemia-

reperfusión.

Los efectos de dosis equipotentes a la del

DMA 1W5 14, EIPA 13’-’ y DEA 2 * 1W’ 14, capacesde inhibir el

sistema de intercambio Na~/W en similar magnitud, se

encuentran recogidos en la tabla V,a.
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Tabla V. Efecto de diversos inhibidores del intercambiador

Na/H sobre el máximo incremento de la tensión de reposo,

expresadoen g., y el % de recuperación de contracción tras

1 h. de isquemia global y 30 mm de reperfusión en el

septum interventricular de conejo. * P<0.05, ** P.C0.0l.

A. Tratamiento con fármaco 30 mm antes y durante

reperfus ion.

la

Control

DMA, lo’-
7

DMA, j~’-6

DMA, l0~

n tens. reposo % recup.

7 13.10±0.93 19.7±1.7

3 11.95±2.35 21.0±4.2
**

5 7.48±E24 32.8±7.4

6 5.65±0.87 45.7±5.0

****

6.01±1.01
**

5.48±2.24

39.4±4.8
**

46.3±6.6

B. Tratamiento únicamente durante reperfusión.

Control 7 13.1±0.93 19.7±1.7

DMA, jQ5 6 12.32±1’WJ 17.7±4.8

EIPA,

DEA,

ío6

2*10-6

4

4
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Los valores obtenidos del máximo incremento

en la tensión de reposo y el porcentaje de recuperación de

contractilidad tras la reperfusión no difirieron de forma

estadisticamente significativa entre los 3 derivados del

amiloride, pero si lo hicieron frente a los valores de

control.

111.4. Efectos del BITS y del SITS + DHA sobre la isquemia—

reperfusión.

Los efectos de la perfusión con SITS durante

los 30 minutos previos a la isquemia vienen recogidos en

la tabla VI,a. En ella se muestra que no existen

diferencias en los parámetros valorados frente a los

valores control. La asociación SITS + DMA lO~ 14 no produjo

variación alguna frente a los parámetros de contractilidad

obtenidos con la perfusión única de DMA a la misma dosis.

111.5. Efectos del DMA sobre la isquemia de bajo flujo.

Los efectos del DMA í05 14 administrado

durante la isquemia de bajo flujo se encuentran recogidos

en la tabla VI,b.

En condiciones control, existió un

incremento de 5.8 ± 0.6 g. en la tensión de reposo sobre
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los valores de tensión basal. El porcentaje de recuperación

de contractilidad tras 30 minutos de reperfusión de altoo

flujo fue de 59.5 ±27 %. En los experimentos en los que

se perfundió DMA íW5 M durante el bajo flujo no se

observaron variaciones en ambos parámetros frente a los

valores de experimentos utilizados como controles.
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IV. RESULTADOS SOBRE MOVIMIENTOS CON RADIOCALCIO.

IV.1. Efecto del DMA 1O~ E sobre la captación de ~ en la

isquemia del tabique interventricular.

En la figura 26 se encuentra representado

el efecto del DMA lo’-5 14 sobre la captación de 47Ca tras la

perfusión con este isótopo del tabique inter- ventricular.

En condiciones control, existe un acúmulo progresivo de

calcio radiactivo durante los primeros 40 minutos- El cese

de la perfusión durante 60 minutos en la isquemia global,

da como resultado una disminución de la captación del

contaje radioactivo debido al vaciamiento de los vasos, y

la consecuente pérdida de liquido nutricio marcado. Al

comenzar la reperfusión con liquido nutricio conteniendo

47ca se produjo un brusco incremento en su captación.

La captación de 470a tras los 30 mm de la

reperfusión, expresada como porcentaje frente al calcio

captado durante los 40 mm. de perfusión preisquemia fud

del 31,8 ±1,8 %.

En experimentos en presencia de DMA, ícY5 M,

no existieron alteraciones en la captación total de calcio,

ni tampoco modificaciones en las constantes de velocidad

de captación <38,2 ±1,20 %).
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Tabla VI. A. Efectos del SITS <1W4 M> y del SITS + DHA <ío~

M) sobre los parámetros de contractilidad en la isquemia—

reperfusión. B. Efectos del DMA, io~ 14, sobre los parámetros

de contractilidad en la isqueznia de bajo flujo.

A.

xi tena, reposo % recuperación

Control 7 13.10 ±0.93 19.7 ± 7.0

SITS 2 8.67 ±0,53 18.3 ± 117

SITS+DMA 3 5.40 ±0.70 42.8 ±20.0

a.

Control 4 5.8 ±0.64 59.5 ±27.2

DMA 3 5.4 ±066 61.5 ±24.1
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y. MEALISIS DEL CONTENIDO DE CALCIO TOTAL.

El análisis del calcio total obtenido en los

experimentos de isquemia— reperfusión demostró que en

condiciones control la cantidad total de calcio era de

11.90 ± 2.3 nmol/Kg de tejido seco (n=7) frente a los

valores de 10.16 ±2.2 nmol/Kg de tejido seco, cuando se

utilizó DMA lO~ 14 durante la preisquemia y la reperfusion.

No existen diferencias estadísticamente significativas

entre los datos obtenidos en estos experimentos.
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VI. RESULTADOSDEL ESTUDIO DE MICROSCOPIA ELECTROMICA.

La figura 27 muestra una panorámica general

de la imagen correspondiente a los experimentos de

contracción control. Se puede apreciar la existencia de

escaso edema intracelular y una buena organización

mitocondrial. Los filamentos se encuentran conservados

apreciándose interrupciones puntuales. En el detalle de

la figura se aprecia un disco intercalar bien conservado,

con uniones intermedias y desmosomas.

La figura 28 muestra la imagen

correspondiente a un experimento control de isquemia

global. Se aprecia intenso edema intracelular, así como una

dislaceración de los filamentos miocárdicos. También son

observadas bandas de contractura, caracteristicas del daño

isquémico sobre el miocardio.

La figura 29 muestra la imagen

correspondiente a un experimento de isquemia global.

Durante los 30 minutos previos a la isquemia se perfundió

TYrode junto con DMA lO’-~ 14. Se aprecia una panorámica de

tejido con moderadas alteraciones, fundamentalmente edema

intracelular. Mitocondrias bien conservadas. Existe una

buena organización de las estructuras celulares.
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DISCUSION
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Los resultados obtenidos en nuestro trabajo

demuestran que en el miocardio no isquémico del corazón de

conejo en condiciones ‘Un vitrou~, los derivados del

amiloride producen un efecto inotropo negativo en un rango

de concentraciones a las cuales el sistema de intercambio

Na~/H~ se encuentra inhibido. Más aún, las dosis capaces de

inhibir este sistema son también capaces de proteger el

miocardio frente a los efectos deletéreos inducidos por la

isquemia.

ACCION INOTROPA NEGATIVA. El efecto inotropo negativo

obtenido con el DMA (10-6 - 1W5 14) presenta una clara

dosis—dependencia, siendo a la concentración de íW5 14

relativamente discreto (aproximadamente —35 %) . Este efecto

inotropo negativo no se vió acompañado de cambios

significativos en la duración total del estado activo,

aunque sí corrió parejo con disminuciones proporcionales

en la máxima velocidad de contracción y de relajación. Más

aún, los efectos obtenidos en este rango de dosis fueron

reversibles tras un tiempo adecuado de perfusión con

solución nutricia sin fármaco.

La disminución de contractilidad observada,

asi como la disminución de la máxima velocidad de

contracción y de relajación supera ampliamente los limites

atribuibles a la máxima pérdida de contractilidad observada

en condiciones control (aproximadamente 5 %), por lo que
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necesariamentedeben de ser atribuibles a la intervención

farmacológica realizada.

La disminución de contractilidad, que se

acompañade una disminución proporcional y paralela tanto

de la máxima velocidad de contracción como de la de

relajación, parece indicar que el/los mecanismo/sinducidos

por la inhibición del intercambiador Na/H~ ocurre/n tanto

sobre los fenómenos que dan lugar a la activación de la

maquinaria contráctil así como, de manera proporcional,

sobre los fenómenos que producen la deactivacián de la

contracción, sugiriendo un mecanismo inespecífico de

actuación.

En cualquier caso, esta disminución de la

contractilidad no puede ser atribuible a variaciones de la

tensión de reposo puesto que a lo largo del tratamiento

farmacológico no existieron diferencias estadísticamente

significativas frente al control en relación a este

parámetro.

Sorprende el hecho de que el tiempo que se

precisa para alcanzar la máxima disminución de la

contractilidad ocurra aproximadamente a los 30 minutos.

Este tipo de respuesta tan lenta parece descartar que el

efecto inotropo negativo pueda ser atribuible a un

mecanismo de tipo receptorial (p.e. bloqueo adrenérgico>

o a una inhibición de los canales lentos de entrada del
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calcio.

El efecto inotropo negativo obtenido con las

dosis mayores de DMA, 1W4 M, es más rápido aunque se

acompaña de pérdidas de excitabilidad así como de

recuperación incompleta de contractilidad miocárdica tras

el lavado. Efectos irreversibles y pérdida de

contractilidad espontánea junto con una importante caída

progresiva del contenido de fosfatos de alta energía

también ha sido descrito por Imai y cols. (1991) en el

corazón de rata expuesto a muy altas concentraciones de

etil-isopropil—amiloride. Es difícil interpretar tales

efectos en base a un mecanismo de acción pero, en cualquier

caso, dichos efectos pudieran no ser atribuibles al bloqueo

del intercambiador N&/H per sé puesto que esta

concentración se encuentra un orden de magnitud por encima

de la que se precisa para bloquear al 100 % el

intercambiador en otras estructuras como el músculo

esquelético de pollo o fibroblastos humanos (Vigne y cols.,

1984) o de la que, en nuestras condiciones experimentales,

inhibe de manera sustancial la recuperación de

contractilidad tras una carga ácida. Por ello, los efectos

de muy altas dosis de DMA pudieran ser quizás atribuibles

a otros mecanismos tóxicos inherentes a estas sustancias,

pero diferentes de los descritos anteriormente.

EFECTO INHIBIDOR DEL INTERCAMBIADOR Na~/Ht Las

concentraciones de DMA que produjeron efectos inotropo—
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negativos fueron capaces de potenciar la inotropia negativa

originada por el procedimiento de la carga ácida. Este

potenciamiento, al contrario de lo que sucedía en los

experimentos de contractilidad en condiciones control,

ocurre en los primeros minutos (5 mm. de perfusión junto

al C1(NH4) + 2 mm. en carga ácida), por lo que el

mecanismo potenciador parece que esté directamente

relacionado con el efecto inmediato del bloqueo del

intercambiador Na/Ht Más aún, el DMA prolonga la duración

de la inotropia negativa de la carga ácida de forma dosis

dependiente, manteniéndose relativamente bien en el tiempo

el efecto obtenido con la máxima dosis utilizada, 1W
5 14.

Ello indica que el bloqueo del intercambiador es

prácticamente completo y está de acuerdo con otros

resultados experimentales ya comentados (Vigne y cols.,

1984)

AUSENCIA DE EFECTOS SOBRE EL INTERCAMBIADORCV/HCO~ El

papel regulador sobre el pH
1 mediado por el sistema de

intercambio C1/H003 es materia de controversia pues si

bien Vaughan—Jones (1979) describió alteraciones en ambos

sentidos del pH1 en fibras de Purkinje de oveja cuando se

alteraba el contenido intracelular de Cf, González y

Clancy (1981> han descartado que este sistema se utilice

en la regulación del pH1. En nuestro caso, los efectos del

DMA ío
5 14 en medio carente nominalmente de HCO

1 (Hepes, pH

= 7.4) mostraron un patrón de respuesta similar al obtenido

en presencia de Tyrode normal, si bien el efecto inotropo
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negativo fué más pronunciado. El estudio de los efectos del

DMA lO~ 14 en medio nutricio Tyrode en presencia del SITS,

ío’-’ 14, dosis que bloquea el sistema de intercambio CV

/HC03 en estructuras cardiacas (Vaughan—Jones, 1979),

mostró que el SITS no modifica la respuesta contráctil del

miocardio al DMA. Por ello cabría concluir que el mayor

incremento de respuestadel DMA en medio HEPES podría estar

relacionado con otras modificaciones contenidas en este

líquido nutricio, pero no guardar relación con una

hipotética modificación por el DMA del sistema de

intercambio CV/H003.

SELECTIVIDAD DE ACCION DEL DMA. Demostrada la acción

bloqueante del DMAsobre el intercambiador Na~/W realizado

con la técnica de la carga ácida, y descartados los efectos

sobre el sistema de intercambio ClJHCO3 o sobre mecanismos

mediados por receptor, uno de los problemas trascendentes

en la discusión de las acciones antiisquémicas del DMA es

su selectividad de efectos a la concentración utilizada más

frecuentemente, lo’-
5 14.

Los estudios electrofisiológicos realizados

sobre el potencial de acción rápido del músculo papilar

mostraron que no se modifica la fase O del potencial de

acción ni tampoco el potencial de reposo, por lo que, en

principio, no está modificada la gNa a través de los

canales de Na voltaje— dependientes ni tampoco los
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mecanismos que mantienen el potencial de reposo. Sin

embargo, el DMA produce un ligero alargamiento de la

duración del potencial de acción tanto al 50% (+15%) cono

al 90% <+12%) de la repolarización de forma dosis- y

tiempo- dependiente. Más aún, y al igual que lo observado

en los estudios de contractilidad, esta prolongación del

potencial de acción es un evento que tarda mucho tiempo en

llegar al máximo, guardando una evolución temporal

superponible a la que ocurre en los estudios de

contractilidad. De hecho, parece que existe una asociación

entre el efecto inotropo negativo y el incremento en la

duración del potencial de acción.

Este aumento de la duración del potencial de

acción podría ser atribuible tanto a un aumento de la

conductancia al Ca a través de los canales lentos

(aumento de is), como a una inhibición de la salida del r
intracelular. Con el fin de diferenciar estos posibles

efectos se realizaron los estudios con potenciales de

acción lentos calcio—dependientes.Una vez más se evidenció

que el DMA a la dosis de 1W’ 14 producía un efecto tiempo-

dependiente prolongando ligeramente la duración del

potencial de acción lento. No obstante, el incremento de

gea es lo suficientemente pequeño como para no observarse

modificaciones significativas en la cinética de captación

de 47Ca en el septum interventricular en condiciones no

isquémicas. Por ello, cabria concluir que el DMA produce

un efecto inotropo negativo con un ligero aumento
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paradójico de la entrada de Ca~ a través de los canales

lentos, aunque en nuestro estudio no se ha descartado un

posible efecto adicional del DMA inhibiendo la salida de

iC del medio intracelular (inhibición de i).

Es interesante eJ. hecho de que —otra vez más— el

incremento de duración del potencial de acción lento ocurre

lentamente y ello sugiere que este incremento no guarda

relación directa con una interacción a nivel del canal, ya

que sustancias que incrementan la is1 presentan efectos

sobre el mismo más rápidos. Cabría por todo ello suponer

que los efectos sobre contractilidad y propiedades

electrofisiológicas podrían ser consecuencia de un único

mecanismo, sin que existiera relación causal entre ambos.

Cuando se estudiaron los efectos del DMA

sobre los parámetros electrofisiológicos tras la

acidificación del miocardio mediante carga ácida con el

ClNH4, una vez más se observó que el DMA producía un

alargamiento muy pronunciado de la duración del potencial

de acción —aunque no mantenido— y un retardo en los

fenómenos de repolarización. El DMA, por lo tanto, una vez

más, prolongó de manera muy notables los efectos de la

acidificación.

Sería interesante conocer la posible

contribución de la inhibición del intercambiador Na~/H~ a

una hipotética disminución de la actividad del
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intercambiador Na/Ca~t De hecho, en cultivos celulares de

células cardiacas de pollo y rata expuestas a altas

concentraciones de ouabaína, el sistema de intercambio

Na~/H~ se ha mostrado como la vía mayoritaria para la

captación del Na; el bloqueo en estas condiciones mediante

inhibidores de los 5-5’ N-derivados del amiloride

disminuyen la entrada de 45Ca a través del sistema de

intercambio Na/Ca~~ (Frelin y cols., 1984). Estos fármacos

carecen de efectos directos sobre la actividad del

intercambiador Na/Ca~ <Vigne y cols., 1982, 1983; Siegí,

1984; Frelin y cols., 1988), no obstante es difícil

diferenciar la posible contribución a la inotropia negativa

de la inhibición indirecta de este intercambiador por el

DMA en preparaciones de miocardio que desarrollen trabajo

y en ausencia de dosis elevadas de digital.

HIPOTESIS SOBRE EL MECANISMO INOTROPICO NEGATIVO. Es

difícil interpretar los resultados anteriormente

comentados, si bien todos estos datos en su conjunto

sugieren que el DMA a la dosis de 1W M y el consecuente

bloqueo del intercambiador Na /H pudiera tener como

consecuencia una acidosis intracelular, como ya ha sido

propuesto por Pérez y otros (1990) para explicar los

efectos del dietil—amiloride sobre el miocardio de conejo.

En defensa de esta hipótesis estaria:

1) La buena correlación entre las dosis que se precisan
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para producir el efecto inotropo negativo y aquellas

precisas para bloquear el sistema de intercambio Na~/H~.

Este sistema es el mecanismoprincipal de transporte que

retira el ácido del interior celular (Roos y Boron, 1981).

2> El hecho de que para obtener el máximo efecto se precise

el paso de una gran cantidad de tiempo. Ello sugiere que

este hipotético efecto sobre pH1 podría requerir sobrepasar

la relativamente alta capacidad buffer del músculo

miocárdico (Ellis y Thomas, 1976; Garlick y cols., 1979)

para llegar a ser evidente.

3) La aparente contradicción de un fármaco inotropo

negativo que, paradójicamente, simultáneamente incremente

ligeramnete la conductancia del calcio a través de los

canales lentos. La acidosis intracelular produce una

importante disminución de la contractilidad miocárdica

tanto por una pérdida de sensibilidad de las proteínas

contráctiles hacia el Ca como por la depresión de la

captación del mismo y de la velocidad de su acumulación en

el retículo sarcoplásmico (Fabiato y Fabiato, 1978;

Blanchard y Solaro, 1984>. El descensode 1,2 unidades de

pH incrementan por un factor de 5 las concentraciones de

calcio precisas para desarrollar el mismo nivel de

contracción en miocitos desprovistos de membrana,obtenidos

de miocardio de rata (Fabiato y Fabiato, 1978). Por ello,

disminuciones discretas de pH1 pueden sobrepasar

notablemente el incremento de contractilidad inducido por
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ligeros incrementos de is-.

4) El hecho de que la carga ácida inducida por NH4Cl

produzca un efecto intrópico negativo y que este efecto se

mantenga a lo largo del tiempo en presencia de DMA íO’
5

M.

5) El hecho de que la inducción de acidosis intracelular

obtenida al incrementar la concentración de 002 en el

liquido nutricio también incremente la duración del

potencial de acción cuando la tensión desarrollada cae

hasta el 50% en preparaciones septales similares a la

nuestra (Langer, 1982) -

No obstante lo anterior, existe un punto por

aclarar: si la pérdida de contractilidad es la resultante

de una hipotética progresiva acidificación interna, ¿

porqué no existe una progresiva pérdida de contractilidad

?. Una posible explicación guardaría relación con una

retroalimentación negativa de la acidosis sobre las vías

metabólicas que producen hidrogeniones o bien que, ante

bajadas sustanciales de pH
1 se activasen otros mecanismos

para compesar la acidosis (Roos y Boron, 1981).

ACCION DEL DMA EN LA ISQUEMIA MIOCARDIACA.

Los resultados de este trabajo indican que
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la inhibición del intercambiador Na/H~ produce una

protección del daño originado en el corazón de conejo por

el efecto de la isquemia miocárdica en condiciones “in

vitro”. En efecto, existe una clara relación dosis—efecto

del DMA en la mejoría sobre los parámetros mecánicos

habituales para evaluar el daño isquémico miocárdico:

máximo incremento de tensión de reposo y porcentaje de

recuperación de contractilidad tras 30 minutos de

reperfusión. En nuestro caso existió mejoría significativa

con dosis de DMA de 1W6 y ío~ 14. Más aún, esta mejoría

fue objetivada directamente mediante técnicas de

microscopia electrónica.

Este efecto parece guardar relación con el

bloqueo del sistema de intercambio Na/H~ y no con otros

efectos ligados a la estructura química del DMA puesto que

dosis equipotentes de EIPA y DEA (Vigne y cols, 1984)

produjeron efectos iguales a los obtenidos con DMA.

Los efectos beneficiosos sólo se lograron

cuando se administró el fármaco 30 minutos antes de la

isquemia miocárdica, pero no cuando se administraron

durante la isquemia y/o la reperfusión. Ello indica que el

mecanismo por el cual ejercen sus efectos beneficiosos no

guarda relación inmediata con el bloqueo del intercambio

Na~/Ht Por tanto, no parece probable una hipotética

inhibición de forma indirecta del intercambiador Na/Ca.

Por ello, podría cocluirse que el efecto antiisquémico
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podría estar en relación con una acción indirecta

consecuencia de la inhibición del intercambiador Na/H~,

cuando se inhibe durante largo tiempo antes de la isquemia.

Es bien conocido el hecho de que en la

isquemia miocárdica se libera una gran cantidad de

noradrenalina por un proceso no exocitótico, probablemente

a través del sistema de captación neuronal actuando en

forma reversa (Richardt et al., 1991) . Las concentraciones

elevadas de esta catecolamina facilitan la aparición de

arritmias e incrementan el área de isquemia (Waldestron et

al., 1978)- Seria interesante evaluar si este tipo de

fármacos presenta efectos sobre la cinética de captación

de noradrenalina, así como el posible efecto de la supuesta

acidosis intraneuronal inducida por éstos sobre el acúmulo

intraneuronal de noradrenalina en situaciones de isquemia.

Se ha descrito que el aumento de los valores

de la tensión de reposo que se observan durante el periodo

de isquemia están en relación directa con el incremento de

la concentración de Ca intracitoplásmico y que este

aumento de tensión de reposo ocurre independientemente de

que la preparación se contraiga (Bourdillon y Poole—Wilson,

1982). En nuestro trabajo destaca la gran disminución del

máximo incremento de la tensión de reposo obtenida en

presencia de DMA íW5 H durante la isquemia, sin que las

concentraciones de calcio total se vean modificadas tras

la reperfusión. Ello, una vez más, sugiere la existencia
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de una acidosis previa al bloqueo que disminuiría el

incremento de tensión de reposo ante iguales

concentraciones de calcio libre intracitosálico. Así, el

bloqueo del intercambiador Na~/H~ producirla más acidosis

intracelular que en condiciones control e impediría el

incremento de la tensión de reposo que correspondería a la

concentración de calcio existente en el citoplasma. Es un

hecho bien conocido que la acidosis produce una

modificación de la afinidad de la troponina C de la

maquinaria contráctil <Katz y Hecht, 1969; Ellis y McLeod,

1985)

Paradójicamenteel resultado del contenido

total del calcio tras el proceso de isquemia— reperfusión

no se modifica de forma significativa en presencia de DMA.

Más aún, cuando se estudió la cinética de incorporación de

47ca tras un periodo de isquemia, tampoco se encontraron

variaciones apreciables frente a los experimentos control.

Estos resultados podrían parecer a priori altamente

contradictorios puesto que lo descrito hasta el momento en

la literatura, indica que existe correlación estricta entre

la cantidad de radiocalcio captado y el porcentaje de

recuperaciónde contractilidad en el septummiocárdico tras

la reperfusión, así como entre la cantidad de radiocalcio

captado en la mitocondria y capacidad de recuperación

funcional (Hourdillon y Poole—Wilson, 1982; Nayler, 1981,

1983). Sin embargo, estos resultados han sido obtenidos

siempremediantemodificaciones farmacológicas y/o iónicas,
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pero nunca con modificaciones del pl-Ii o con fánnacos que

pudieran crear acidosis intracelular.

Si bien no existen estudios en los que se

demuestren efectos cardioprotectivos en la isquemia, si

existen en la anoxia, uno de los mecanismos más importantes

que acompañan a la isquemia. Asi Bing y cois. (1973)

encontraron que la acidosis moderada incrementaba el

porcentaje de recuperación de contractilidad tras 1 h. de

anoxia en preparaciones de músculo papilar y de trabecula

carnae de corazón de rata. La superfusión con Krebs (pH 6,8

— 7,1 acidificado con ClH) produjo una mayor velocidad de

caida de contractilidad durante la anoxia, acompañada de

porcentajes de recuperación en la reoxigenación similares

a las preanóxicas. A pH 6,8 se previno la contractura. En

corazones de conejo perfundidos con Krebs <PH 6,8

acidificado con mayor CO2) también se han descrito efectos

similares <Nayler y cols., 1979). La existencia de acidosis

inhibe la glicolisis por lo que disminuye la carga osmótica

inicial en la isquemia. Además, reduce la inotropia por lo

que disminuye el gasto energético y mantiene las reservas

de fosfatos de alta energia durante más tiempo. Ambos

efectos han sido puestos en relación con protección frente

a la isquemia (Bourdillon y Poole-Wilson, 1983; Nayler y

cols, 1980) . Por ello, no sería aventurado concluir que el

efecto cardioprotector descrito en esta tesis para los

inhibidores del intercambiador Na/H
4 podría deberse a la

inducción de una acidosis intracelular moderada.
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CONCLUSIONES
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1.— El bloqueo farmacológico del sistema de intercambio

Na/H~ mediante derivados 5—5’ N-disustituidos del

amiloride protege al miocardio de las acciones deletéreas

inducidas por la isquemia global del septum

interventricular aislado y perfundido arterialemnte, del

corazón del conejo. Esta protección se objetiva

microscópicamente y sobre parámetros contráctiles.

2.— El efecto cardioprotector no guarda relación inmediata

con el efecto bloqueante del sistema intercambiador auper

se” ya que no se objetiva cuando los fármacos se perfunden

durante la reperfusión o durante la isquemia de bajo flujo

pero sí se obtiene cuando se perfunden 30 minutos antes de

la isquemia.

3.— La acción cardio— protectora frente a la isquemia es

consecuencia indirecta de la acción bloqueante del sistema

de intercambio Na/H~ ya que existe igualdad de intensidad

de respuesta para dosis bloqueantes equipotentes de los

fármacos estructuralmente relacionados. Más aún, en

miocardio no isquémico y en experimentos

electrofisiológicos se han descartado efectos sobre la

conductacia voltage— dependiente al Na así como sobre los

mecanismos involucrados en el mantenimiento del potencial

de reposo.

4..— El efecto antiisquémico de estos fármacos puede ser
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atribuido a la producción de una ligera acidosis previa a

la instauración del estado isquémico. Ello se fundamenta

en los efectos obtenidos en miocardio no isquémico sobre

parámetros de contractilidad, efectos electrofisiológicos

y de cinética de captación de ‘7Cat

5.— Los resultados aportados en esta tesis indican que la

estricta correlación encontrada por la mayoría de autores

entre inhibición de captación de calcio y cardioprotección

no es una regla universal, siendo —por el momento- los

inhibidores del intercambiador Na~/H el primer grupo de

fármacos que la incumplen.
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