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En las dltimas cuatro décadas la cardiopatia isquémica ha sido la
causa de mortalidad mds importante en los paises industrializados,
ocasionando entre el 12 y el 45 % de todas las defunciones (Thom, 1989).
El nimero de infartos agudos de miocardio que ocurren anualmente en
Espaia en sujetos entre 25 y 74 afos podria estimarse alrededor de los

27.000 (Pérez et al, 1993).

El corazdn es un érgano que se halla en constante funcionamiento
desarrollando un trabajo considerable y tiene, por tanto, un gran
consumo de energia. Ejemplo de este importante consumo es el ventriculo
izquierdo, que si bien constituye tan solo un 0,3% del peso corporal total
en el ser humano, utiliza el 7% del consumo de oxigeno del cuerpo en

reposo (Katz, 1992).

Existen importantes diferencias entre el metabolismo del miisculo
esquelético y el del cardiaco. Este se encuentra en constante actividad y
presenta mas mitocondrias (un 36% del volumen celular total en miocitos
ventriculares de rata lo constituyen las mitocondrias (Page, 1978)), puede
utilizar mads sustratos que el misculo esquelético (que depende casi
exclusivamente de la glucosa) y, en condiciones normales, la produccion
de energia en el misculo cardiaco tiene lugar por medios totalmente
aerdbicos. De hecho, el misculo cardiaco no desarrolla una deuda de
oxigeno apreciable durante cada contraccién, a diferencia del miisculo

esquelético que debe pagar esa deuda durante los periodos de reposo.
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Este consumo de energia rapido y mantenido a través de las vias de
fosforilacion oxidativa tiene un precio: la dependencia absoluta del
corazén de un suministro de sustratos (principalmente oxigeno), que no

pueden almacenarse en el miocardio.

Si bien la isquemia miocdrdica es consecuencia de la oclusién de las
arterias coronarias, los mecanismos fisiopatolégicos que se desencadenan
desde el momento que cesa el aporte de substratos al tejido miocardico,
son miiltiples y presentan interrelaciones y cronologias caracteristicas.
Todos ellos, actuando conjuntamente, acaban produciendo alteraciones
funcionales inicialmente, y la muerte celular, por idltimo, si no se

restablece el flujo coronario en pocos minutos.

La reperfusion del miocdrdio isquémico lleva asociada, ademas, una
serie de fenémenos (sobrecarga de calcio y paradoja del O,
fundamentalmente) que pueden contribuir a aumentar el daifio celular

(Braunwald y Kloner, 1985).

Los grandes puntos de intervencién a la hora de tratar de
disminuir la repercusion de la cardiopatia isquémica son: (a) la
prevencidén y el tratamiento precoz de la enfermedad coronaria, y (b) la
actuacién sobre los miiltiples mecanismos que dan lugar al dafio celular
durante la isquemia miocdrdica y la reperfusiéon (aplicable ademds a la
mejor conservacion del corazén durante la cirugia realizada con parada

cardiaca). En este ultimo apartado, el papel del calcio y de los diversos
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mecanismos que regulan su homeostasis a nivel celular durante la
isquemia-reperfusion, constituyen uno de los puntos de investigacién mds

pujantes (Barry y Bridge, 1993).

Hasta la fecha, miltiples intervenciones farmacoldgicas que afectan
a la dindamica del calcio a nivel celular en el contexto de la isquemia y
reperfusion miocardicas, han sido ya estudiadas. A pesar de existir
evidencias indirectas que involucran al calcio almacenado en el reticulo
sarcoplasmico con el dafio celular durante la isquemia y, mds
particularmente, durante la reperfusiéon (Miller y Tormey, 1995), no hay
estudios que analicen en profundidad los posibles efectos antiisquémicos
del bloqueo farmacolégico de la Ca?*-ATPasa del reticulo sarcopldsmico.
Ello se debe, fundamentalmente, a que hasta hace pocos aios no se
disponia de bloqueantes selectivos de la Ca?’*-ATPasa del reticulo
sarcopldasmico. Por todo ello, en la presente Tesis, se estudian los efectos
antiisquémicos del bloqueo farmacolégico de la Ca’*-ATPasa del reticulo
sarcoplasmico de corazon de conejo mediante la administracion de un

bloqueante selectivo: el acido ciclopiazdnico (Seidler, 1989).

El cardcter multifactorial de los mecanismos implicados en el daio
celular durante la isquemia y reperfusion dificulta la elaboracién de
modelos experimentales para su estudio in vivo. La seleccion del modelo
experimental mas adecuado para los objetivos del estudio implica conocer
las limitaciones de las diversas técnicas descritas. El modelo del tabique

interventricular de corazon de conejo, aislado y perfundido arterialmente
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segun la técnica descrita por Langer y Brady (1968), es una preparacién
optima para nuestros propositos: el miocardio de conejo presenta grandes
similitudes con el humano, ademis, la técnica empleada permite una
correcta valoracion del dafio desde el punto de vista funcional,

estructural y bioquimico (Reimer y Jennings, 1986).

En los capitulos de introduccién se hace un repaso a las bases
estructurales sobre las que asientan la contraccion y la relajacion
miocardicas, y se describe la secuencia de acontecimientos que
determinan el acoplamiento excitacién-contraccion, haciendo especial
referencia a la regulacion de los flujos de calcio transmembrana y entre
los diversos compartimentos subcelulares. Los mecanismos
fisiopatoldgicos consecuencia de la isquemia y reperfusion miocardicas
son analizados a continuacién. En este ultimo apartado se presta especial
atencion al papel del calcio como posible responsable miaximo del daio
celular asociado a la reperfusion. Por dltimo, se presenta un capitulo
dedicado a los inhibidores de la Ca?*-ATPasa del reticulo sarcopldsmico.
Acto seguido, y en base a los conocimientos indirectos que involucran al
calcio del reticulo sarcoplismico en la fisiopatologia de la isquemia y
reperfusion miocardicas, se justifica el planteamiento del presente estudio

y se pormenorizan los objetivos del mismo.
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L.1.- BASES ESTRUCTURALES DE LA CONTRACTILIDAD
MIOCARDICA.

Las paredes musculares del corazéon de mamifero estin compuestas
por una red ramificada de fibras o células musculares. Cada célula
muscular estd compuesta mayoritariamente por fasciculos de
miofilamentos, cada uno de ellos organizado en subunidades repetidas
denominadas sarcomeros, las cuales confieren al misculo cardiaco su
condicion de estriado al observarlo con microscopia éptica. El estudio con
microscopio electronico permite comprobar que el sarcéomero estda
compuesto por miofilamentos gruesos (10 nm de espesor) y delgados (5
nm), formando los filamentos gruesos de miosina la banda A oscura y los
filamentos de actina las bandas I claras. Las bandas I de cada sarcomero
adyacente estin unidas en la linea Z (Figura 1). En un corte transversal
a través de la banda A se puede ver que existe una superposicion de

filamentos gruesos y delgados, formando éstos tltimos un dibujo
hexagonal alrededor de cada filamento de miosina, mientras que en un

corte transversal la banda I muestra solamente filamentos delgados

conteniendo actina, tropomiosina y troponinas.

Los filamentos de actina y miosina se deslizan en un movimiento de
avance y retroceso durante la contraccion y la relajacion. Este modelo de
filamentos deslizantes fue elaborado por Huxley en 1958 (Huxley, 1974)
siendo confirmado por numerosos estudios experimentales (Pollack,

1983).
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Hoy dia se entiende 1a contracciéon miocardica como el resultado de
la interaccién de seis proteinas (Tabla 1). Reunidas in vitro expresan las
propiedades que caracterizan la contractilidad miocdrdica: hidrolizan
ATP para liberar energia quimica, experimentan cambios fisicoquimicos
que manifiestan el desarrollo de tensién y la capacidad de acortamiento
en el misculo vivo, y sus interacciones son controladas por el calcio
iénico, reflejando el papel fundamental de este ién en el acoplamiento

excitacion-contraccion.

PESO PROPIEDADES
PROTEINA LOCALIZACION | MOLECULAR

APROXIMADO | BIOQUIMICAS

Hidroliza ATP
Miosina Filamento grueso 480.000 Interacciona con la
actina

Activa la ATPasa
Actina Filamento fino 41.700 de miosina
Interacciona con la
miosina
Modula la
Tropomiosina Filamento fino 67.000 interaccién
actina-miosina

' L

Troponina C Filamento fino 18.400 | Liga calcio

Inhibe las
Troponina I Filamento fino 23.500 interacciones
actina-miesina

Une el complejo
Troponina T Filamento fino 38.000 troponina al
filamento fino

Tabla 1.- PROTEINAS CONTRACTILES.



L.1.1.- MIOSINA.

Se trata de una molécula grande con un tallo filamentoso que
mantiene la rigidez estructural del filamento grueso, y una cabeza
globular donde se concentra su actividad enzimitica. Su peso molecular
aproximado es de 480.000 daltons. Consta de dos cadenas pesadas de
200.000 dalton, dos alfa-hélices enrolladas una sobre la otra, que
constituyen el tallo y las cabezas globulares, y de dos pares de cadenas
ligeras de 19.000 y 27.000 dalton, localizadas en las regiones "bisagra"” o

puntos de flexibilidad entre las cabezas y el tallo.

Existen diferentes isoformas de cadenas pesadas tanto en diversos
miusculos como en distintas localizaciones del mismo musculo o incluso
varian segun las etapas del desarrollo. Asimismo, juegan un importante
papel en los procesos de adaptaciéon crénica al envejecimiento, sobrecarga
o endocrinopatias (Katz, 1990). Hoy se considera que las cadenas pesadas
son el principal determinante de la actividad ATPasa in vitro y de la

velocidad de acortamiento en el musculo vivo.

También existen diversas isoformas de cadenas ligeras variando en
funcién de su localizacion, edad o estado patolégico (Wankerl et al,

1990). Todas son proteinas ligadoras de calcio.

La molécula de miosina presenta dos importantes propiedades

biolégicas: (a) actividad ATPasa que hidroliza el fosfato terminal del ATP
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liberando su energia quimica, y (b) capacidad de unién a la actina,
expresion in vitro de las interacciones entre los filamentos finos y gruesos
en el sarcémero que son responsables de la contraccién muscular. Ambas

propiedades se localizan a nivel de las cabezas globulares.

I.1.2.- ACTINA.

Mucho menor que la miosina, con un peso molecular de 41.700
dalton. Se purificé por vez primera en 1942 y debe su nombre a su
capacidad para "activar" la ATPasa de la miosina. El monémero o actina
globular (actina-G) polimeriza formando actina fibrosa (actina F). Esta
es una doble cadena helicoidal que se cruza cada 13-14 mondémeros,

constituyendo los filamenos finos del sarcémero.

Presenta dos propiedades biolégicas que implican directamente al
proceso de contraccion: activa la capacidad ATPasa de la miosina e
interactiia con la miosina. Puede combinarse con una amplia serie de
proteinas, no sélo la miosina, y algunas de ellas juegan un importante
papel en la regulacion de la contraccion muscular, como el caldesmon en
el masculo liso, o el complejo troponina-tropomiosina en el masculo

cardiaco y esquelético.
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L1.3.- TROPOMIOSINA.

Es una molécula filamentosa de 68.000 dalton constituida por dos
cadenas peptidicas helicoidales unidas por un enlace disulfuro. Se sitia
en los surcos de la doble hélice de actina. Presenta dos dimeros alfa y
beta. En el misculo cardiaco de pequeiios mamiferos se encuentra
formada por dos dimeros alfa, mientras que los corazones de los grandes
mamiferos presentan cantidades significativas de la subunidad beta.
Ademads, la proporcion de subunidades beta aumenta con el desarrollo,
y en una serie de especies se correlaciona de forma inversamente
proporcional con la frecuencia cardiaca basal (Humphreys y Cummins,
1984). La tropomiosina regula las interacciones entre actina y miosina,
pudiendo activar o inhibir en funcién del estado de la interaccion actina-
miosina. Ademds, junto con la troponina media en la sefial iniciada por
el aumento de calcio intracitosélico activando las interacciones actina-

miosina responsables de la contraccion muscular.

L.1.4.- TROPONINA.

Constituida a su vez por tres proteinas. La troponina 1 (23.500 d),
junto con la tropomiosina, regula las interacciones actina-miosina, en este
caso inhibiéndolas. La troponina T (38.000 d) liga el complejo troponina
a la tropomiosina. La troponina C (18.400 d) presenta cuatro secuencias

de aminodcidos que forman parte de la familia de proteinas ligadoras de
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calcio. Estas secuencias son de dos tipos: unas calcio-especificas y otras
que también ligan magnesio (sitios calcio-magnesio) y de hecho suelen
estar ocupados por este i6n cuya concentracién intracelular es varios
érdenes de magnitud superior a la del calcio, de forma que no juegan

ningin papel en el acoplamiento excitaciéon-contraccidn.

Estos tres componentes se encuentran a lo largo de los filamentos
finos del sarcomero junto a la actina y la tropomiosina (Figura 2). Las
proteinas reguladoras, en ausencia de calcio, se comportan como
proteinas inhibitorias, mientras que el calcio inicia la contraccion

revirtiendo este efecto inhibitorio.

troponina C
troponina I

troponina T =~
tropomiosina

Figura 2.- Corte transversal del filamento fino mostrando la relacion

entre actina, tropomiosina y los tres componentes del complejo troponina.
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L.1.5.- TEORIA DEL DESLIZAMIENTO.

La teoria del deslizamiento sostiene que en cada ciclo de
contraccion-relajacion los filamentos delgados de actina se desplazan con
respecto a los gruesos (Huxley, 1974). A nivel de los puentes transversales
se generan fuerzas que actian a pequeiia distancia. Las cabezas de las
moléculas de miosina se ligan al sitio de unién de la actina F, y mediante
un cambio de conformacién la arrastran hacia el centro del sarcémero.
El desdoblamiento del ATP por la ATPasa activada por calcio
proporciona la energia. Durante el ciclo de contraccién-relajacion se
produce la union y separacion de los puentes transversales a los
filamentos de actina. En la relajacion completa no hay uniéon y en el

estado de contraccion la union es completa (Pollack, 1983).

La regulacion del ciclo depende de la concentracion del calcio y
de las proteinas reguladoras tropomiosina y troponinas. Cuando el Ca**
intracitosélico aumenta por encima de 10 M se produce la unién de éste
a la troponina C generando una serie de cambios conformacionales en las
proteinas reguladoras que dejan expuestos los sitios activos de la actina
en los filamentos finos. La interaccién de estos sitios activos con los
puentes transversos de miosina inicia los procesos que daran lugar a la
contracciéon miocardica: la transformacion de la energia quimica del ATP

en energia mecdnica.

Desde la década de los 60 parecia claro que el papel del ATP en el
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proceso contrictil consistia exclusivamente en proporcionar la energia
necesaria para la fase de contraccién, mientras que la relajacién seria
un proceso pasivo. Hoy dia ha aumentado considerablemente el nimero
de pasos conocidos de la secuencia de reacciones quimicas responsables
de la contraccion muscular. El ATP y sus metabolitos interaccionan con
las proteinas contractiles en varios pasos de este proceso; unos
corresponden a la fase de contraccion y otros a la fase de relajacién. De
hecho, globalmente la fase de relajacion consume mds energia que la fase
de contraccién, requiriéndose altas concentraciones de ATP para
interaccionar con el complejo actomiosina dando lugar a miosina-ATP y
actina en la fase de relajacion. Sin embargo, la formacion del complejo
actomiosina (responsable de la contraccion) requiere concentraciones de
ATP mucho menores (Katz, 1992). Esto explicaria, entre otros
fenomenos, la afectacion precoz del lusitropismo durante la isquemia
miocdrdica antes de manifestarse una disminucion del inotropismo

(Hirota, 1980).
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1.2.- ACOPLAMIENTO EXCITACION-CONTRACCION.

El acoplamiento excitacién-contraccién comprende la secuencia de
pasos que se inicia cuando el potencial de accion despolariza la
membrana plasmaitica, y finaliza con la unién del calcio a la troponina
C, el receptor de calcio de las proteinas contrictiles. En los dltimos afios
se incluyen también en este concepto los procesos que controlan la

relajacion miocardica (Barry y Bridge, 1993).

Ringer en el siglo XIX ya descubrié que cuando se extraia el calcio
del medio en que se hallaba sumergido un corazén de rana aislado,
cesaba la contraccién de éste. Hoy sabemos que el ién Ca’" es el eslabén
clave del acoplamiento de la excitacion eléctrica del miisculo con su

contraccion mecanica.

Los movimientos o flujos de calcio entre al menos cinco regiones
miocdrdicas permiten explicar el proceso de contraccién y relajacién
cardiaco. Estos son: espacio extracelular, citosol, reticulo sarcoplasmico,

troponina y mitocondria (Figura 3).

La concentracién de calcio idnico en el fluido extracelular es de
1 mM, mientras que la concentracién necesaria para saturar la troponina
es unas 100 veces menor (< 10 uM), y la concentracion de calcio
intracitosélico en el corazén en reposo oscila entorno a 0.2 uM). La

magnitud de este gradiente y las rdpidas variaciones del mismo con la
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Figura 3.- Diagrama esquemitico gue muestra los principales flujos de calcio
involucrados en el acoplamiento excitacién-contraccion. El grosor de las flechas indica
la magnitud del flujo. La direccién de las flechas describe el cardcter activo o pasivo
de los mismos: flechas hacia abajo indican flujos de calcio pasivos, a favor de
gradiente, mientras que flechas hacia arriba definen los flujos de calcio realizados con
consumo de energia. A) Entrada de Ca®** a través de los canales de calcio de
membrana; la mayor parte se emplea en disparar la liberacién de Ca?" por parte del
RS a nivel de la hendidura diadica, pero una pequeiia proporcion (A,) puede activar
directamente las proteinas contractiles. B,) Intercambiador Na*-Ca**, con posibilidad
de funcionar en sentido reverso. B,) Bomba de calcio del sarcolema. C) Salida de
Ca®* del RS a través de los canales de salida de Ca?*del RS. D) Entrada de Ca’* al
RS a través de la Ca**-ATPasa del RS. E) La troponina C liga Ca®* activindose el
proceso contrictil. F) La troponina C disocia el Ca** previamente ligado inicidndose
la fase de relajacién. G) El calcio que entra al RS se almacena a nivel de las cisternas
subsarcolémicas ligandose a la calsecuestrina y a otras proteinas ligadoras de Ca’*.
H) Movimientos de entrada y salida de Ca** a nivel mitocondrial.

(Modificado de Katz, 1992)
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secuencia de contraccion-relajacion nos dan idea del extraordinario
grado de ajuste y control que debe existir entre los diversos
compartimentos mencionados. Se estima, de hecho, que el consumo de
energia empleado en la regulaciéon de los movimientos del calcio alcanza

un 25% del gasto total de energia celular (Langer, 1992).

Desde la superficie de la célula se proyectan hacia su interior
estrechas prolongaciones del sarcolema que penetran en el espacio
intracelular. Son los denominados tiibulos transversales o tiabulos T, que
desembocan en las bandas Z de los sarcomeros conduciendo hacia el
interior la despolarizacion eléctrica (Figura 4). Por otro lado, el reticulo
sarcoplasmico constituye un sistema tubular aparte que rodea los
sarcomeros v contiene calcio en alta concentraciéon. Este reticulo no se
conecta directamente con el sarcolema o los tibulos T, pero sus
estructuras saculares aplanadas (cisternas)se aponen contra el sarcolema
o los tiibulos T. En el miisculo cardiaco donde uno o dos sarcotiibulos
laterales envuelven un tiibulo transversal, el aspecto en corte transversal
es el de una "diada" o "triada". Esta diada o triada es uno de los puntos
claves en la interpretacion actual del acoplamiento excitacién-contraccion

(Langer y Peskoff, 1996).

El proceso de acoplamiento excitacion-contraccion se inicia cuando
un potencial de accion despolariza la membrana celular. Esta senal
eléctrica se genera por el paso de iones a través de canales de membrana

invirtiendo el potencial eléctrico transmembrana. Primero entra el sodio
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Figura 4.- Estructura de la célula miocdrdica. Importancia relativa en su
composicion respecto al volumen celular total de las miofibrillas (47%),
mitocondrias (36%) y reticulo sarcoplasmico (3,5%) (Page, 1978). Se
observa la distribucion de los tibulos T a nivel de las lineas Z de los
sarcomeros y su estrecha relaciéon con las cisternas subsarcolémicas del

RS.
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(corriente rapida hacia dentro); 1a neutralizacion de la electronegatividad
del interior celular por la entrada del sodio causa la apertura de los
canales de calcio voltaje-dependientes y el cierre de los canales de potasio
generando una segunda corriente, esta vez lenta, de calcio. Hacia el final
del potencial de accién el influjo de calcio cesa y la repolarizacion va
acompaiada por la entrada de potasio, encargindose la Na™-K*"-ATPasa
de membrana de mantener el potencial eléctrico durante la diastole
transportando sodio hacia el exterior en intercambio con potasio con una

estequiometria 3 Na™: 2 K.

1.2.1.- MECANISMOS DE ENTRADA DE Ca’* A TRAVES DEL
SARCOLEMA.

En las células cardiacas existen dos tipos fundamentales de canales
de calcio voltaje-dependientes cuya activacion varia segin el rango de
potencial de membrana: canales lentos o tipo L ("long-lasting"”) y canales
T ("transient”) (McCleskey et al, 1986). Los canales T tienden a
localizarse en células con actividad marcapasos (nodo sinusal y nodo
auriculo-ventricular fundamentalmente), perotambién estdn presentes en

miocitos ventriculares (Mitra y Morad, 1986).

Mais recientemente se ha sugerido la existencia de canales de goteo
de calcio o tipo B ("background”) en el sarcolema de células miocardicas

de rata (Rosenberg et al, 1988; Coulombe et al, 1989). Estos canales no
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requieren despolarizacion de membrana para activarse y no se bloquean
con los antagonistas cldsicos de los canales tipo L. Su significado
fisiologico no estd ain bien definido, aunque podrian jugar un papel en
la conductancia al calcio durante la fase de reposo. Algunos postulan un
posible papel como contribuyentes a la sobrecarga de calcio en ciertas

condiciones patoldgicas (Wang et al,1995).

El canal de Ca tipo L es un complejo oligomérico constituido por
cinco subunidades. Una caracteristica farmacoldgica importante de estos
canales es la presencia de un receptor de alta afinidad para ligandos de
dihidropiridinas. Estos ligandos pueden funcionar tanto como agonistas
como antagonistas. Antagonistas como la nifedipina, cuando se unen al
receptor bloquean la actividad del canal. Por su parte, el Bay K8644 es
un agonista del receptor de dihidropiridinas y aumenta la corriente de

Ca’" a través de estos canales (Sanguinetti ef al, 1986).

Existen también bloqueantes inorginicos de estos canales lentos de
Ca’*, como el Mg®>*, el Mn?" y el Cd*". Aunque el magnesio forma parte
del fluido extracelular normal, puede bloquear canales de Ca** cuando
se emplea a altas concentraciones (Lansman ef al, 1986). El manganeso
es también un potente bloqueador de canales de caicio, aunque a

concentraciones mucho menores (Kass y Tsien, 1975).



21

La entrada de Ca’* durante la fase 2 del potencial de accién desempeiia,

al menos, cinco papeles clave:

1.- Proporciona carga positiva al interior celular
contribuyendo asi a la despolarizacion celular.

2.- Activa la apertura de los canales de potasio, con lo cual
se inicia la repolarizacion.

3.- Suministra calcio a_divador para unirse a la troponina C
e iniciar la contracciéon. Sin embargo, en la mayoria de los mamiferos
esta contribucion resulta insuficiente por si sola para iniciar tal proceso,
suponiendo apenas 1/5 del calcio total necesario para activar el proceso
contractil (Fabiato, 1983). El resto lo aportara el reticulo sarcoplasmico.

4.- Proporciona calcio para ser almacenado en el reticulo
sarcopldsmico.

5.- Activa la liberacién de calcio del reticulo sarcopldsmico

(Fabiato, 1983), (Beuckelmann y Weir, 1988).

1.2.2.- MECANISMOS DE SALIDA DE CALCIO A TRAVES DEL
SARCOLEMA.

La entrada de calcio durante el potencial de accién es un proceso
realizado a favor de gradiente, por el contrario, la salida del calcio
durante la didstole se realiza contra gradiente quimico y eléctrico, por lo

que requiere consumo de energia.
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La célula miocdrdica extruye el calcio a través de dos mecanismos
diferentes: la bomba de Ca?*-ATP-dependiente y el intercambiador Na*-

Ca2+

1.2.2.1.- BOMBA DE Ca’*-ATP-DEPENDIENTE.

Fue identificada por vez primera en el sarcolema de miocitos
cardiacos de perro por Caroni y Carafoli (1980). Es similar a la bomba
de Ca’* del RS, si bien ésta es mayor y se regula de forma diferente
(Caroni et al, 1983). Tiene un pm de 134.000 kd. Se encuentra presente
en la mayoria de las células del organismo, y emplea la energia resultante
de la hidrélisis de una molécula de ATP para transportar una molécula
de Ca’* contra gradiente de concentracién (Carafoli, 1992). Mientras que
la bomba de Ca’* del RS se regula por la protein kinasa A,
estimulidndose a través de una reacciéon de fosforilacion, la bomba de
Ca’** del sarcolema se activa por la unién del complejo -calcio-
calmodulina. Esto hace que la entrada de calcio estimule, por
retroalimentacion negativa, la salida del mismo a través de la bomba de

Ca’* del sarcolema.

En cualquier caso, se trata de una bomba de alta afinidad por el
calcio pero de baja capacidad de transporte. De hecho, en la mayoria de

las células no excitables consituye el inico mecanismo para extruir calcio.
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Pero en células excitables como las cardiacas existe un segundo sistema

para extraer calcio: el intercambiador Na*-Ca®*,

En miocitos cardiacos cultivados, se ha calculado que el indice de
extrusién de calcio por parte de la Ca’*-ATPasa de membrana es la
décima parte en relacion con la del intercambiador Na*"-Ca’* para un
rango de concentraciones de calcio citosélico fisiolégico (Barry et al,
1985). Por tedo ello, aunque la Ca’*-ATPasa de membrana pueda
contribuir a mantener la concentracién de calcio intracelular en miocitos
en reposo, su importancia en relacion con el intercambiador parece ser

menor.

1.2.2.2.- INTERCAMBIADOR Na*-Ca?*,

Utiliza la energia del gradiente electroquimico de Na* (mantenido
por la Na*-K"-ATPasa) a través de la membrana para movilizar el calcio
contra gradiente. Es electrogénico, ya que mantiene una estequiometria
de 3Na* : 1Ca**. Tiene mayor capacidad y menor afinidad que la bomba
de Ca?", siendo responsable de un 80% del flujo de calcio hacia el

exterior celular (Lederer et al, 1990; Canneli, 1991).

El intercambiador Na*-Ca’* es voltaje-sensible. Si el potencial de
membrana es mas negativo que el potencial de equilibrio (alrededor de

-40 mV), como ocurre normalmente en el miocito en reposo, el
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intercambiador funciona en sentido "anterégrado" introduciendo Na* y
sacando Ca’* de la célula (Kimura et al, 1986). Durante la sistole
cardiaca, con la célula despolarizada (interior con carga positiva),
funciona en sentido reverso, favoreciendo la entrada de calcio. Algunos
autores han sugerido que el calcio que hace su entrada por esta via
podria ser ¢l que estimulase la liberacién del calcio del RS (Le Blanc y
Hume, 1990), sin embargo, los dltimos estudios indican que el calcio
transportado por los canales de calcio es varias veces mds efectivo en
estimular la liberacién de calcio del RS que el intercambiador Na*-Ca**

(Sham et al, 1995).

La actividad del intercambiador puede ser regulada, ademds de por
el voltaje y la [Na"],, por otra serie de mecanismos. De hecho, la acidosis
inhibe el intercambiador (Philipson ef al, 1982), y el déficit severo de
ATP produce el mismo efecto, disminuyendo la afinidad del

intercambiador por el Ca’* (Haworth et al, 1987).

1.2.3.- FUNCION DEL RETICULO SARCOPLASMICO.

La funcién principal del RS es la regulacién de la concentracion del
calcio intracitosélico. No sélo aporta el mayor porcentaje de calcio para
ligarse a la troponina C durante la contraccién, sino que también lo
recapta y almacena, jugando asi un papel esencial en el proceso de

relajacion.
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La membrana del RS es una bicapa lipidica que contiene una serie
de proteinas intrinsecas. Desde ¢l punto de vista estructural y funcional
se distinguen dos zonas: las cisternas subsarcolémicas, que contienen los
canales de salida de Ca** y se sitilan alrededor de los tibulos T y junto
al sarcolema; y la red sarcotubular, con la Ca’'-ATPasa del RS,
distribuida alrededor de las proteinas contractiles en el centro del

sarcomero (Langer, 1992).

La "diada", verdadera union funcional entre el sistema T y las
cisternas subsarcolémicas, es uno de los puntos basicos en la comprension
de la regulacién de la diniamica del calcio intramiocardico (Figura 5). Ahi
quedan enfrentados el canal lento de calcio del sarcolema (también
denominado receptor de dihidropiridinas por ser el punto de actuacién
de estos antagonistas del calcio), y la proteina "pie" ("foot protein") o
receptor de ryanodina, que no es otro que el canal de salida de Ca*' del

RS (Langer y Peskoff, 1996).

1.2.3.1.-- SALIDA DE Ca** DEL RETICULO SARCOPLASMICO.
CANALES DE Ca*".

Los canales de salida de Ca del RS ("foot-protein”) son estructuras
tetraméricas que se proyectan a modo de "pies" en el espacio
comprendido entre la cisterna subsarcolémica y el tibulo-T (hendidura

diddica). Estos canales han sido clonados, y presentan 4.969 aminoacidos
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Figura 5.- Representacién esquemdtica del modelo de hendidura diddica,
en corte transversal al tibulo T y RS, tal y como proponen Langer y

Peskoff (1996).
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con un pm de 564.711d (Otsu et al, 1990). Las cuatro subunidades rodean
un canal central que parece conectar con cuatro canales radiales (Block
et al, 1988; Saito et el, 1988). Se ha comprobado que existen varios tipos
de canales de salida de Ca del RS, de forma que constituyen una familia

de isoformas (Borgatta et al, 1991).

Se han formulado diversas teorias para explicar la liberacion de
calcio del RS: acoplamiento eléctrico con el potencial de membrana,
acoplamiento mecdanico entre proteinas del sistema T y del RS, y la
liberacion de calcio calcio-inducida. La dltima es sin duda la mais
aceptada; Fabiato postulé que la entrada de una pequeiia cantidad de
calcio a través de la membrana plasmitica (canales lentos de Ca’')
induciria una liberacion mucho mayor de calcio activador del RS,
probablemente por la unién del calcio a un receptor situado en la

supercie citosolica del RS (Fabiato, 1983; Fabiato y Fabiato, 1975).

Este canal puede abrirse también por la accion de metilxantinas,
como la cafeina (Meissner y Henderson, 1987) y tiene alta afinidad por
el alcaloide ryanodina. A bajas concentraciones (< 10 pmol/L), la
ryanodina induce la apertura del canal (Rousseau et al, 1987); mientras
que a mayores concentraciones lo bloquea por completo (Meissner, 1986).
El rojo rutenio es otro potente inhibidor de la salida de Ca’** del RS

(Benzi y Lerch, 1992).

En miocitos en reposo expuestos a bajas concentraciones de
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ryanodina se proveca una depleccion completa del RS (Bers et al, 1987).
En estas condiciones, la entrada de Ca’* a través de los canales de
membrana tipe L (y quizds también a través del intercambiador Na'-
Ca’") no consigue desencadenar una contracciéon. Esta observacién
sugiere que, en miocitos cardiacos de mamifero, la mayor parte del calcio
activador necesario para el acoplamiento excitacién-contraccién proviene
del RS. Por otra parte, no todo el calcio contenido en ¢l RS se libera en
cada contraccién, sino que el grado de liberacién de este depdsito parece
estar en intima relacion con la cantidad de calcio que entra por los

canales de membrana (Fabiato, 1989).

El canal de salida de Ca’* del RS puede presentar cuatro estadios
funcionales: a) Abierto, como consecuencia del aumento del calcio libre
citosolico y de su unién al sitio activador; b) Cerrado, como consecuencia
de un gran incremento en el calcio citosélico resultante de la salida de
Ca’" del RS y de su unién al sitio inactivador; c¢) Refractario y d)

Activable (Langer, 1992).

Este canal presenta, ademads, sitios para fosforilacion, unién de
ATP y unién de calmodulina. La importancia de estos mecanismeos en la
regulacion del canal no esta clara, si bien parece que la calmodulina
reduce la duracién del tiempo de apertura del canal (Rousseau et al,

1987).
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1.2.3.2.- ENTRADA DE Ca’* AL RETICULO SARCOPLASMICO.
BOMBA DE Ca’* ATP-DEPENDIENTE.

El proceso de relajacion miocdrdica implica la disminucién de la
concentracion de calcio intracitosdlico. Ya se sefialé6 que el proceso de
extrusion de calcio hacia el espacio extracelular resulta insuficiente para
explicar la dinamica de la relajacion. De hecho, la relajacion requiere la
recaptacion de calcio por el RS. La Ca’*-ATPasa del RS (SERCA) realiza
este transporte contra gradiente de concentracion, y tiene una afinidad
por el calcio lo bastante alta como para reducir la concentracién de calcio
intracitosolico a niveles suficientemente bajos como para permitir la

disociacion del calcio unido a la troponina C.

La bomba de Ca** del RS es una proteina con un peso molecular
de 100.000-110.000 d, menor que la bomba de Ca?* del sarcolema, y
representa el 40% de las proteinas presentes en el RS cardiaco (Tada et
al, 1978). Presenta diversas isoformas codificadas al menos por tres genes
(Zerain-Herzberg et al, 1990), v parece actuar como un dimero. Esta
Ca’*-ATPasa cicla a través de un proceso de fosforilacion-defosforilacion,
transportando en cada ciclo dos dtomos de Ca’* por cada ATP
hidrolizado a ADP + P. El flujo de cationes Ca’* a través de la
membrana debiera generar un gradiente eléctrico, sin embargo, el RS
es permeable a una gran variedad de aniones y el flujo concurrente de
aniones cloruro y fosfato evitan que se cree un potencial transmembrana

(Katz, 1992).
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Su regulacion en el misculo cardiaco depende del fosfolamban,
una proteina de unos 5500-6000 d y 52 aminodcidos que parece funcionar
como un pentimero (Fujii ef al, 1987). La defosforilacion del fosfolamban
inhibe la bomba de calcio, mientras que su fosforilacién suprime tal
inhibicién (Wegener y Jones, 1984). En el corazon la fosforilacién del
fosfolamban tiene lugar via AMPc, segundo mensajero intracelular, o por
una proteinkinasa Ca’*/calmodulina dependiente, si bien ambos sistemas
podrian actuar secuencialmente activindose la proteinkinasa al alcanzarse
altos niveles de AMPc (Wegener ef al, 1989). Su defosforilacion, y por
tanto inhibicion de la bomba de Ca, se realiza por medio de las
fosfoprotein-fosfatasas, un grupo complejo de enzimas altamente

reguladas (Kranias ef al, 1988).

Se ha sugerido que algunas de las alteraciones en contractilidad
miocirdica observadas durante el desarrollo y en ciertos estados
patolégicos podrian estar relacionadas con meodificaciones en las
propiedades del RS. La cantidad de RNAm codificante para la SERCA
2 en ratas presenta su maximo en el momento del nacimiento y desciende
en la dltima etapa de la vida (Lompré et al, 1994). La hipertrofia |
miocdrdica severa inducida en modelos animales se acompana igualmente
de un descenso relativo en los niveles de RNAm codificante para la
SERCA, asociado a su vez a un descenso en la captacién de Ca’' por
parte del RS (Levitsky et al, 1991). Mis recientemente, se ha propuesto
que el descenso en los niveles de RNAm codificante para la SERCA

podria ser un marcador de la transicién de la hipertrofia compensada
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hacia el fracaso cardiaco terminal (Feldman et al, 1993).

1.2.3.3.- ALMACENAMIENTO DE CALCIO EN EL RETICULO
SARCOPLASMICO. PROTEINAS LIGADORAS DE CALCIO.

Dentro del RS el calcio puede almacenarse en forma libre, ionizada,
pero un porcentaje de éste queda unido a diversas proteinas ligadoras
de calcio. La mas importante es la calsecuestrina, capaz de ligar uno 50
moles de calcio por mol de proteina, y que podria jugar un importante
papel en el acoplamiento excitacién-contraccion (Barry y Bridge, 1993).
También merecen citarse la calreticulina y la "proteina ligadora de calcio

rica en histidina”(Mitchell et al, 1988).

1.2.3.4.- IMPORTANCIA RELATIVA DEL RETICULO
SARCOPLASMICO SEGUN ESPECIES.

La contribucién del RS para proporcionar el Ca?* involucrado en
la actividad contractil varia entre especies y en funcion de la etapa del
desarrollo en que se encuentren. El orden de dependencia relativa del
calcio liberado por el RS seria: ventriculo de rata adulta > auricula de
conejo > ventriculo de conejo > ventriculo de rana (Bers, 1985). Las
diferencias entre el ventriculo de rata y el de conejo quedan de manifiesto

por el hecho de que la ryanodina disminuye la fuerza contractil en un
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90% en la rata (por depleccion del RS), mientras que en el ventriculo de
conejo apenas alcanza el 10% (Rich et al, 1988). En ventriculo de cobayo
(similar al de conejo) la ryanodina no alteraba la fuerza contrdctil pero
prolongaba la contraccién un 50% (Lewartowski et al, 1990); esto indica
que una funcién importante del RS a través de la liberacién de calcio-

calcio inducida es aumentar la velocidad de contraccion.

En definitiva, parece claro que el corazén de rata es totalmente
dependiente del Ca’* del RS para su contraccién. El ventriculo de conejo
y ¢l de cobayo (similares al humano) pueden desarrollar actividad
contrictil plena en ausencia del Ca’** del RS (aunque a una frecuencia
mucho menor) gracias a la activacion de las proteinas contractiles con el
flujo de calcio a través del sarcolema. El corazén de rana, sin
pricticamente RS, depende completamente de la entrada de Ca®*
exterior. Todo musculo cardiaco, a diferencia de lo que ocurre en el
musculo esquelético, requiere al menos un pequeiio flujo de calcio
transmembrana, aunque sea tan solo para disparar la salida de Ca’?* del

RS (Langer, 1992).

Por otra parte, también existen diferencias entre especies a la hora
de valorar el papel del RS en la relajacion miocardica. Bassani et al
(1994) han comparado la contribucién proporcional de los diversos
mecanismos de extrusion de Ca’* intracitosélico en miocitos ventriculares
aislados de rata y conejo. Estimaron que el calcio transportado por la

Ca’*-ATPasa del RS, intercambiador Na*-Ca?* y sistemas de transporte
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lento (captaciéon mitocondrial y Ca*"-ATPasa sarcolémica) era 70, 28 y
2% en miocitos de conmejo v 92, 7 v 1% en miocitos de rata,
respectivamente. De esta forma, demuestran que la dominancia de la
Ca**-ATPasa del RS respecto al intercambiador Na*-Ca** es mucho mds

marcada en la rata (13 veces vs 2,5 veces en el conejo).

1.2.4.- FUNCION DE LA MITOCONDRIA.

Se estima que el contenido de calcio intramitocondrial supone un
20% del total celular (Langer ef al, 1990). Sin embargo, el transporte de
Ca’* a este nivel parece ir dirigido tan solo a la regulacion de enzimas

mitocondriales responsables del metabolismo oxidativo (Gunter et al,

1994).

La entrada de Ca’' se realiza contra un importante gradiente
electroquimico. La afinidad por el calcio de la bomba de calcio
mitocondrial es baja y su indice de transporte de calcio a
concentraciones fisioldgicas de calcio citosdlico también es bajo, por ello
es improbable que pueda jugar un papel importante en los flujos de

calcio responsables del acoplamiento excitacién-contraccion.

La salida de Ca’' tiene lugar por un intercambiador Na*-Ca®*,
que, a diferencia del intercambiador del sarcolema, actia como un

sistema electroneutro. En cualquier caso, sea cual fuere l1a estequiometria
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de la entrada o salida de Ca’" a nivel mitocondrial ésta siempre seria
compensada por la extrusion de hidrogeniones a través de la bomba de

H™ de la cadena respiratoria (Crompton, 1990).

La mitocondria podria jugar un papel "tamponando" un cierto
porcentaje del calcio citosdlico en situaciones de sobrecarga de calcio,
como la provocada por la reperfusion tras la isquemia miocdrdica
(Willianson et al, 1983). Segiin el modelo tedrico de Crompton, niveles
citosolicos de Ca** > 2 yM provocarian a su vez una severa sobrecarga
de Ca’" intramitocondrial alcanzando concentraciones superiores a 10
veces la basal (Crompton, 1990). Esta sobrecarga de calcio
intramitocondrial induce una permeabilizacion de la membrana interna
de la mitocondria para moléculas de peso molecular menor de 1000 d e

inhibe la fosforilacion oxidativa (Haworth y Hunter, 1980).

1.2.5.- FUNCION DEL SARCOLEMA.

El calcio presente en las células miocdrdicas se encuentra altamente
compartimentalizado. Mediante andlisis de cinética de calcio se ha
descrito un compartimento rapido, otro intermedio y un tercero lento y
no intercambiable (L.anger, 1994). El compartimento rapido (desplazable
por el Lantano) representa un 38% del calcio celular total en miocitos
ventriculares de rata, y se intercambia con una t,,, < 1s (Langer ef al,

1990), constituyendo, por tanto, el compartimento de calcio mas
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importante y mas rapidamente intercambiable.

A pesar de su tamafo, este compartimento ha sido dificil de
localizar. Estudios con sarcolema aislado, proveniente de miocitos
neonatales cultivados y separado mediante la técnica de diseccion con gas
(Post y Langer, 1992) han permitido asociar este compartimento con la
hoja interna del sarcolema (rica en fosfolipidos aniénicos con alta

capacidad para ligar calcio) y con la hendidura diddica subsarcolémica.

Trabajos en miocitos ventriculares de rata expuestos a cafeina 10
mM (para depleccionar de Ca** el RS) y altas dosis de ryanodina (1 mM,
para cerrar los canales de salida de Ca’* del RS o "pies"” de la hendidura
diddica) muestran una disminucién de un 25% en el contenido de Ca**
del compartimento rapido (Langer y Rich, 1993). Este hecho sugiere que
el Ca’* de las cisternas laterales del RS contribuye y podria encontrarse
en equilibrio con el calcio ligado a los fosfolipidos de la hoja interna del

sarcolema.

Por otra parte, estudios realizados con cadmio y con dibucaina,
agentes que desplazan ¢l calcio de su union al sarcolema pero que, a
diferencia del lantano, no inhiben practicamente el intercambiador Na™-
Ca’", sugieren una estrecha relaciéon entre los niveles de Ca’* en este
compartimento y el funcionamiento del intercambiador Na*-Ca**. Los
sitios de unién de Ca’" en la hoja interna del sarcolema servirian para

retrasar la difusion del Ca’® de la hendidura diddica una vez liberado
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desde el RS. Esto mantiene la [Ca] en la hendidura dentro de niveles que
permiten un éptimo funcionamiento de los intercambiadores Na*-Ca**

localizados en la misma hendidura (Wang et al, 1996).
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1.3.- ISQUEMIA MIOCARDICA.

La isquemia miocirdica es consecuencia de la patologia de las
arterias coronarias, que no son capaces de mantener el cldsico equilibrio
entre aporte y demanda (Ardehali y Ports, 1990). Por tanto, conviene
recordar que el tejido miocdrdico es la victima, y no el responsable o

perpetuador en la patogénesis de la cardiopatia isquémica.

Como se puede observar en la Figura 6, los tres determinantes
principales del consumo de oxigeno miocardico son: frecuencia cardiaca,

tension desarrollada y contractilidad o estado inotrépico.

Factores

humorales
Compresién
extravascular

/Autorregulacién

Resistencia vascular <4 Control metabdlico

Y

Control neural

- - Fase diastélica Frecuencia
Flujo coronario f«a—— .
\ / cardiaca
APORTE DEMANDA I Contractilidad

\\

Tension de pared

-

Figura 6.- Esquema de los principales factores determinantes del aporte
y del consumo de oxigeno miocdrdicos.

(Modificado de Ardehali y Ports, 1990)
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La patologia coronaria responsable de la aparicién de cuadros de
oclusion coronaria que den lugar a episodios de angina o a infartos, es
fundamentalmente arterioesclerética. La oclusién coronaria es producida
habitualmente por un trombo formado sobre una placa ateroesclerética
complicada. Este trombo es el resultado final de un proceso complejo y
dindmico donde interactian como factores etiopatogénicos fundamentales
la ateroesclerosis coronaria, la rotura de placa, la agregacién plaquetaria
y el vasoespasmo (Fuster et al, 1992a; 1992b). En ocasiones se observan
anginas e incluso infartos en pacientes con arterias coronarias
angiograficamente normales, en estos casos el espasmo coronario juega
el papel mas importante (Nakamura ef al, 1987). Adn mds
excepcionalmente se producen infartos de origen no ateroesclerético ni
vasospastico: arteritis, enfermedades de depdésito, embolismo coronario,

anomalias congénitas, contusion miocardica, etc.

Otras circunstancias especiales, como la cirugia cardiovascular
realizada con circulacion extracorpérea o con parada cardiocirculatoria
total con hipotermia profunda, suponen situaciones provocadas de daiio
miocardice por isquemia. Por ello se requiere un mejor conocimiento de
la fisiopatologia de la isquemia/reperfusion miocdrdicas con el fin de

mejorar en lo posible las condiciones de conservacién del corazon.
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L.3.1.- FISIOPATOLOGIA DE LA ISQUEMIA MIOCARDICA.

1.3.1.1.-DIFERENCIAS ENTRE HIPOXIA E ISQUEMIA.

La hipoxia o hipoxemia es un estado de suministro insuficiente de
oxigeno a los tejidos, a pesar de una correcta perfusion. La isquemia
supone una reduccion del aporte de oxigeno acompaiada en este caso de
una inadecuada perfusion tisular con el consiguiente déficit en la retirada

de metabolitos de desecho.

Si bien la mayoria de los efectos de la isquemia se deben al déficit
de oxigeno, la isquemia y la hipoxia tienen efectos diferentes sobre el

miocardio.

La oclusién coronaria, ademads de disminuir el aporte de oxigeno y
sustratos metabdlicos a las células miocardicas, provoca un déficit en el
drenaje venoso y linfitico de los metabolitos téxicos que se acumulan en
el espacio extracelular del drea isquémica. La reduccién de oxigeno
detiene la produccion aerébica de fosfatos de alta energia, utilizindose en
su defecto las vias anaerobias. En el corazéom isquémico aumenta
progresivamente la concentracién de hidrogeniones y dcido lictico y cae
el pH intracelular conforme se acumulan éstos y otros metabolitos dcidos
de la glicolisis; esta caida del pH tiene efecto inotrépico negativo directo.
El lactato, ademds, inhibe la glicolisis en un momento en el que las

células miocdrdicas todavia contienen cantidades significativas de
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glucégeno. El potasio acumulado en el espacio intercelular, por su parte,

contribuird a la generacién de arritmias.

Por el contrario, en el corazén hipoxico, el lavado de todos estos
metabolitos retrasa el desarrollo de acidosis intracelular y la generacién
de arritmias, y ademas continda metabolizando tanto las reservas de
glucdgeno como l1a glucosa que pudiera llegar a través del flujo coronario.
Por todo ello es comprensible que los efectos de la hipoxia sean menos

lesivos que los producidos por la isquemia.

1.3.1.2.- ALTERACIONES METABOLICAS E IONICAS.

a) Fosfatos de alta energia.

Durante los primeros minutos de una isquemia severa la
tension tisular de oxigeno cae rdpidamente de forma que impide que
contimie la fosforilacion oxidativa, iniciando el metabolismo anaerobio,
con lo que la producciéon de fosfatos de alta energia -ATP y fosfato de

creatina (FC)- disminuve marcadamente.

Considerando tan solo el rendimiento energético obtenido de la
glucosa quedan claras las diferencias: de los 36 moles de ATP/mol de
glucosa que se obtiene de la glicélisis aerébica seguida de fosforilacién

oxidativa, la glicélisis anaerobia tan solo consigue obtener 2 moles de
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ATP/mol de glucosa. Ademds hay que recordar que el principal aporte
energético durante el metabolismo aerébico normal en el miocito
cardiaco lo constituyen los lipidos. Por ello, el mecanismo compensador
de la glicélisis anaerobia resulta claramente insuficiente para mantener
las reservas de fosfatos de alta energia necesarias para mantener la
contraccién miocdrdica. La produccién de lactato e hidrogeniones
asociada al metabolismo anaerobio determinara la aparicion de acidosis
intracelular, lo cual terminara por inhibir pasos enzimdticos claves en la
glicolisis anaerobia, con lo que este fenémeno compensador no sélo

resultara insuficiente, sino que tendra un cardcter transitorio.

Los niveles de FC disminuyen antes y mas ripidamente que los de
ATP, ya que se encuentra en equilibrio con éste, y en presencia de ADP
se hidroliza a creatina + ATP. En ausencia de fosforilaciéon oxidativa,
el ADP pasa a AMP, y a continuacion se transforma en adenosina,
inosina, hipoxantina y, finalmente en xantina (Jennings et al, 1981).
Cuando el contenido de ATP desciende por debajo del 20% de su valor
normal, los miocitos son incapaces de mantener los gradientes iénicos
fisiolégicos y de controlar su volumen. En lesiones isquémicas reversibles
(susceptibles de mantener su viabilidad si se reperfunden) se suelen
encontrar niveles de ATP por encima del 60%, mientras que niveles

inferiores al 30% se suelen asociar a daino celular irreversible.

El metabolismo anerobio durante la isquemia se ve estimulado por

mecanismos humorales y bioquimicos. La descarga simpatica asociada al
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dolor isquémico y al fallo de bomba en caso de infarto masivo, aumenta
los niveles de AMPc, el cual estimula a su vez la glicolisis y la
glucogenolisis. Por otra parte, la caida en los niveles de ATP y glucosa-6-
fosfato, hace desaparecer sus efectos inhibitorios sobre la glico- y

glucogenolisis.

b) Hidrogeniones.

La mayor fuente de protones en el corazon isquémico deriva de la
hidrdlisis de fosfatos de alta energia, que dan lugar a grandes cantidades
de fosfato inorgdnico, dcido débil que libera hidrogeniones. Otra fuente

importante es la glicolisis, con el acido ldctico como resultado final

(Cobbe y Poole-Wilson, 1980).

La acidosis tiene dos efectos fundamentales sobre el corazén
isquémico: inhibe la glicolisis actuando sobre diversas reacciones
enzimdticas sensibles a la acidesis, e interfiere en el acoplamiento
excitacion-contraccion desplazando al calcio de sus lugares en las
proteinas contractiles y uniéndose a la troponina I. De esta actuacion se

deduce el conocido efecto inotrépico negative que causa la acidosis

(Jacobus et al, 1982).
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c) Fosfato inorginico.

La hidrdlisis de ATP y FC genera grandes cantidades de fosfato
inorgdnico, que actia reduciendo la sensibilidad al calcio por parte de las

proteinas contractiles, como se describe en el apartado anterior.

d) Potasio.

A los pocos segundos de una oclusion coronaria empieza a salir
potasio de las células miocdrdicas. Esta pérdida es tan rdpida y precoz
que no puede achacarse a inhibicion de la Na'-K® ATPasa.
Probablemente se deba a que acompaiie la salida de moléculas aniénicas

como el lactato o el fosfato inorganico.

El aciimulo de potasio en el espacio extracelular depolariza la célula
y deprime la velocidad de conduccion del potencial de accién a través de
las membranas, facilitando la aparicién de arritmias. Ademads, esta
depresién excitatoria se asocia a un grado variable de disfuncién

mecanica.

¢) Acidos grasos y derivados.

En condiciones aerdbicas normales, del 60 al 90 % de los

requerimientos de energia miocirdica provienen de la oxidacion de los
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dcidos grasos libres, presentes en las células miocirdicas en forma de

ésteres grasos conteniendo coenzima A (Camici et al, 1991).

Durante la isquemia, el bajo aporte de oxigeno inhibe la beta-
oxidacion. Si la isquemia se prolonga se inhibe ademas la actividad de la
acil-carnitina transferasa de cadena larga, responsable del transporte del
Acil-CoA citosdlico a la mitocondria antes de la oxidacién. De esta forma
aumentan los niveles de Acil-CoA mientras disminuyen los de acetil-CoA.
El Acil-CoA acompainiado de la excesiva produccion de glicerol durante
la isquemia, dara lugar a la sintesis de triglicéridos, que se acumularin
en el miocardio isquémico. Existen datos contradictorios sobre el posible
efecto deletéreo sobre las membranas celulares de estas moléculas

anfipaticas (van der Vusse et al, 1985; Vyska et al, 1988).

f) Radicales libres.

Son moléculas extremadamente reactivas, puesto que poseen un
electron no apareado. Incluyen el anion superdxido (0,), el radical
hidroxilo (-OH’) y el perdoxido de hidrégeno, que aunque no es en si

mismo un radical libre, da lugar a compuestos altamente reactivos.

Los radicales libres se originan en la cadena respiratoria, en el
metabolismo final del ATP, en el del dcido araquidénico, catecolaminas

y fosfolipidos de membrana. La isquemia severa puede aumentar los
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niveles de radicales libres por diversos mecanismos: (a) disociacién de la
lanzadera electrénica a nivel mitocondrial, (b) la entrada de calcio
inducida por Ia isquemia activa fosfolipasas que degradan dcido
araquidénico y fosfolipidos de membrana, liberando a su vez radicales
libres; (c)la isquemia transforma en algunas especies la actividad de la
enzima xantino dehidrogenasa en xantino oxidasa, la cual en presencia de
xantina libera radicales libres; (d) en el tejido isquémico se activa el
complemento, que genera acumulacion de neutrdéfilos y liberaciéon de

radicales libres.

Parece demostrada la toxicidad directa sobre las membranas
celulares de estos radicales libres, que actuarian dando lugar a reacciones
de peroxidacion. En algunos modelos experimentales en animales se ha
comprobado que atrapadores ("scavengers") tales como la
superoxidodismutasa (Engler y Gilpin, 1989; Naslund ef al, 1990) o la
catalasa y otros inhibidores de su produccion, como la deferoxamina
(Willians et al, 1991), pueden disminuir el daio celular generado por la
isquemia. Sin embargo, el papel de estos radicales en la patogenia del

dano celular generado por la isquemia sigue siendo controvertido.

g) Proteinas.

Se producen cambios tanto en la sintesis como en su degradacion.

La sintesis estd disminuida por inhibicion de la iniciacion y elongacion de
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la cadena peptidica. La elevacién de los niveles del aminodcido alanina
refleja tanto la disminucion de la sintesis proteica como ¢l aumento de la

produccion de piruvato por transaminacion.

La degradacion proteica requiere energia derivada del metabolismo
oxidativo, y parece disminuir hasta un 80% en modelos experimentales
de corazodn aislado sometidos a isquemia severa. La proteolisis realizada
por hidrolasas lisosomales se ha relacionado con los mecanismos de daiio
celular durante la isquemia, pero esta actividad enzimdtica no se
encuentra elevada hasta varias horas después de iniciarse la isquemia

(Schwalb et al, 1989).

h) Calcio.

Un aspecto crucial en la patogénesis del dafno isquémico es el
aumento de la concentracion de calcio citosélico que tiene lugar desde los
primeros minutos de la isquemia (Steenbergen et al, 1987; Lee y Allen,

1992).

Existen diversos métodos para determinar la concentraciéon de
calcio intracitosélico durante la isquemia: resonancia nuclear magnética
(Steenbergen et al, 1990), radioisotopos, microelectrodos selectivos,
marcadores fluorescentes como el indo 1 (Lee ef al, 1988) y el fura-2

(Backx et al, 1995), o el método de la aequorina, una fotoproteina que
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emite luz en presencia de Ca?* (Allen ef al, 1989), entre otros.

Lee y Allen (1991) analizaron criticamente los resultados obtenidos
empleando los diversos métodos en distintos modelos experimentales de
isquemia y proponen la siguiente cromologia de modificaciones en la
[Ca®*];: incremento lento de la [Ca**}, sistélica y diastélica, alcanzando
la primera el miaximo tras 10 minutos de isquemia. Tras este periodo, el
progresivo acortamiento del potencial de accion causa una caida en la
[Ca’*], y una eventual abolicién del trinsito de Ca?*, mientras que la

[Ca®*]). en didstole seguiria aumentando.
i gu

Estos datos estarian en concordancia con los hallazgos
electrofisiologicos, que indican la aparicién de un desacoplamiento
eléctrico a nivel celular con una cronologia semejante y probablemente
debido al aumento de la [Ca’*}, (Cascio ef al, 1990). Por su parte, el
tardio y gradual aumento en la [Ca**]; durante la didstole parece mds en
relacién con el fallo de los mecanismos de secuestro y salida del Ca**
asociado a la severa caida en los niveles de ATP, que tarda varios

minutos en ocurrir (Marban et al, 1990).

Diversos mecanismos contribuyen a producir esta sobrecarga de
calcio intracitosélico: la disminucion de los niveles de ATP puede
bloquear el transporte de calcio a través de las Ca’'-ATPasas de
membrana y del RS. Por otra parte, la disminucion de los niveles de ATP

durante la isquemia miocardica afecta directamente al funcionamiento de
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la Na*-K*-ATPasa de membrana, aumentando de esta forma los niveles
intracelulares de Na®. Este sodio serd extruido a través del
intercambiador Na‘-Ca’* actuando en forma reversa, con lo que
resultara un aumento del calcio intracitosolico. Ademas, este aumento
inicial de los niveles de calcio citosdlico puede disparar la apertura de los
canales de salida de Ca’®* del RS (Meissner, 1994), elevande aiin mds la

concentracion de calcio intracitosélico.

El contenido global de calcio celular no parece variar
significativamente hasta el momento mismeo de la reperfusion (Bourdillon
y Poole-Wilson, 1981; Poole-Wilson ef al, 1984). Por ello, puede afirmarse
que la inversién del intercambiador Na*-Ca’* es un fenémeno tardio,
asumiendo que, al menos durante la fase precoz de la isquemia, la
sobrecarga de calcio intracitosélico es expresion de la redistribucion del
calcio intracelular, en especial, de la salida de calcio del RS (Zucchi et al,
1995).

Este exceso de calcio serd amortiguado en parte por un acimulo
de calcio intramitocondrial, lo cual trae consigo una mayor disminucion
en la produccién de ATP a este nivel. La activacién de las Ca*>*-ATPasas
ante la sobrecarga de calcio terminard por agotar los niveles de ATP,
Ademds el aumento de Ca’" también activa fosfolipasas con las

consecuencias descritas en apartados anteriores.

La isquemia miocdrdica también se relaciona con una pérdida en
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la capacidad de ligar calcio por parte del sarcolema. En miocardio de
conejo y perro sometidos a diferentes periodos de isquemia (15 a 75
minutos) se ha determinado por métodos citoquimicos una pérdida del
calcio sarcolémico (Vandeplassche y Borgers, 1990). El calcio parece
unirse a fosfolipidos de membrana con cabezas con cargas negativas
(fosfatidilserina, fosfatidilinositol o fosfatidiletanolamina). Esta familia de
fosfolipidos se encuentra exclusiva, o predominantemente al menos, en la
hoja interna de la bicapa lipidica. Esta asimetria en la distribucién de los
fosfolipidos se pierde tras la isquemia (Musters ef al, 1993) y la inhibicion
metabolica (Post et al, 1993).

1.3.1.3.- ALTERACIONES ELECTROFISIOLOGICAS.

Las alteraciones metabélicas comentadas y, en especial, los
desequilibrios iénicos generados por la isquemia: aumento del Na* y Ca?*
intracelular, aumento del K* extracelular, acidosis intracelular, provocan
una disminucion del potencial de reposo y de la velocidad de la fase de
ascenso rdpido del potencial de accién, asi como una disminucion de la
amplitud y duracién del mismo, con acortamiento del periodo refractario.
A tode ésto hay que aiiadir la liberacién in vivo de catecolaminas, con su

conocido efecto proarritmico.

Si estas alteraciones progresan, se produce una disminucién de la

excitabilidad celular y una depresion de la propagacién del estimulo
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dentro del area isquémica, con el consiguiente bloqueo. Al progresar la

isquemia, las células evolucionan hacia la inexcitabilidad.

En este contexto se comprende la frecuencia de aparicion de
arritmias, sobre todo ventriculares, en la fase aguda de la isquemia
severa. Pueden aparecer por un aumento del automatismo propio o por
actividad repetitiva (pospotenciales), por corrientes de lesién y por
reentrada, si bien los dos primeros mecanismos no han sido confirmados

en modelos experimentales con corazéon entero (Cinca, 1988).

1.3.1.4.- ALTERACIONES DE LA EXPRESION GENICA.

En las células miocardicas la isquemia produce alteraciones
especificas en las concentraciones basales de RNAm que codifica
proteinas con funciones dispares en las células miocdrdicas. Estas
observaciones indican que las consecuencias a largo plazo de la isquemia,
pueden ser reflejo de una expresion genética alterada que determina la
existencia de concentraciones anormales de proteinas intracelulares

especificas (Currie ef al, 1988).

El impacto potencial de la expresién genética alterada de la sintesis
de proteinas especificas a la hora de generar disfuncién cardiaca queda
expresado en la relacion existente, por ejemplo, entre el enlentecimiento

de la relajacion y la disminucién de la expresién de los genes de la Ca**-
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ATPasa, con la consiguiente disminucién de la concentracion de bombas
de calcio intracelulares en los corazones de rata hipertroficos (de la Bastie

et al, 1990).

1.3.1.5.- ALTERACIONES FUNCIONALES.

La interrupcion del flujo coronario en una parte del corazén de
mamifero se sigue, casi inmediatamente, de una disminucién de la
contractilidad. En realidad, la alteracion mds precoz se produce en la
funcién diastélica o lusitrépica, con una disminucién de la relajacion y

distensibilidad muscular.

Se consideran al menos tres causas como responsables del rdpido
desarrollo de las anormalidades lusitrépicas e inotrépicas en el corazon
isquémico:

- Pérdida del efecto "Manguera de jardin": La distensiéon que
genera la presion de perfusion coronaria sobre los sarcéomeros adyacentes
mejora la funcion contrictil de los mismos en funcién de la ley de
Starling (Vogel et al, 1982). Este efecto se pierde al producirse la oclusion
coronaria. De esta forma, la caida de la presién de perfusién coronaria

produce un inmediato efecto inotrépico negativo.

- Deprivacion de sustratos, fundamentalmente oxigeno : En el

primer minuto de oclusién coronaria la tensién tisular de oxigeno cae a
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valores extremadamente bajos. El corazén no almacena oxigeno, mientras
que otros sustratos como el glucogeno pueden durar bastante tiempo

después de iniciarse la isquemia gracias a las considerables reservas

miocardicas.

- Acumulacion de metabolitos : Como se describié antes, el
acumulo intracelular de fosfato e hidrogeniones, principalmente, y el
aumento de los niveles extracelulares de potasio, acaban produciendo

depresion de la contractilidad.

En modelos experimentales se comprueba que la fase mas precoz
de la respuesta inotrépica negativa corresponde al efecto mecdnico de la
pérdida de perfusion coronaria (efecto "manguera de jardin"). A
continuacion, la caida de los niveles de ATP, acidosis y aumento de
fosfato inorgdinico desensibilizan la troponina C frente al calcio, con lo
que se requieren mayores niveles de calcio intracitosélico para conseguir

el mismo grado de activacion.

El efecto lusitrépico negativo es el primer cambio funcional
observado tras la oclusién coronaria. No existe todavia una explicacion
para este hecho, ya que la caida de los niveles de ATP, que retrasaria la
recaptacion del Ca’* citosélico por el RS, no ocurre de forma tan precoz

como para afectar desde un primer instante a la diastole.

La disfuncién ventricular isquémica, tanto sistélica como diastélica,
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pone en marcha una serie de mecanismos hemodinamicos y
neurohormonales, que intentan restablecer la normalidad, evitando asi

la aparicién de insuficiencia cardiaca (Packer, 1992).

En primer lugar aparece un aumento de la presiéon y volumen
diastolicos. Este aumento de la precarga provoca un aumento de Ia
contraccion por el mecanismo de Frank-Starling. Por otro lado, la
disminucién del volumen sistdlico activa el sistema simpdtico,
determinando un aumento tanto de la fuerza como de la frecuencia de la
contraccion. Sin embargo, tanto la dilatacion ventricular como la
activacién simpitica acaban provocando aumento de la tensién parietal
y, por tanto, del consumo de oxigeno miocardico, con el riesgo que ello

supone en el contexto de la isquemia.

1.3.1.6.- ALTERACIONES ESTRUCTURALES.

Las lesiones que conducen a muerte celular (necrosis) se inician en
modelos experimentales tras 15-40 minutos de isquemia total. Tras 6

horas, quedan muy pocas células viables.

La necrosis se inicia en el endocardio, donde los requerimientos
energéticos son mayores, y avanza hacia el epicardio (infarto transmural).
La descripcion de lesiones en fases precoces de isquemia (< 15 minutos),

y durante el periodo de transicién (entre los 15 y 40 minutos) resulta
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especialmente compleja, sobretodo si se pretende extraer informacion de

criterios de dano celular reversible o irreversible (punto sin retorno).

En este apartado sélo se mencionaran los mecanismos de daiio
celular que aparecen como consecuencia de la fase de isquemia, dejando

para el apartado de reperfusion los asociados a la misma.

Las regiones isquémicas toman un aspecto palido, de infarto
acelular, al que en ocasiones se ha denominado "momificacién". Puesto
que los leucocitos no pueden acceder al tejido necrético en un drea no
perfundida, las células miocdrdicas sufren autolisis quedando con este

aspecto macroscopico.

Uno de los puntoes mas oscuros es el relativo a los mecanismos de
lesion y muerte celular. La mayoria de los estudios se centran en el

posible dafno producido sobre membranas por diversos metabolitos.

Existe acuerdo generalizado en que durante la isquemia severa y
prolongada la membrana plasmdtica pierde su funcién de barrera que
mantiene un medio intracelular adecuado. Los posibles mecanismos

propuestos ya han sido comentados e incluyen:

- Ataque de fosfolipasas y proteasas.
- Radicales libres.

- Efecto detergente de acidos grasos libres.
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- Sobrecarga osmética intracitosélica, consecuencia del
acamulo de metabolitos.
- Lesion del citoesqueleto.

- Sobrecarga de calcio.

En los primeros 15 minutos de isquemia miocardica se producen
una serie de cambios estructurales, en general reversibles. Consisten en
un edema moderado que afecta al sarcolema y todas las organelas.
Ademas existe una disminucion de los depoésitos de glucdgeno, relajacion
de las miofibrillas y un leve desplazamiento de la cromatina celular

(Fukuhara, 1985).

Cuando existen periodos de isquemia prolongados los fenémenos
iniciales descritos se exageran. El desarrollo de densidades amorfas en la
matriz mitocondrial (depésitos de fosfato cdlcico) y la apreciacion de
hendiduras en el plasmalema (Jennings y Hawkins, 1980) se consideran

signos de dafio miocardico irreversible.

1.3.2.- MIOCARDIO "HIBERNADO" Y "CONTUNDIDO".

El término miocardio aturdido o contundido ("stunning") describe
la disfunciéon contractil provocada por una oclusion coronaria de unos
minutos de duracion, y que persiste durante horas, e incluso dias después

de la reperfusion (Braunwald y Kloner, 1982). Incluye, por tanto, dos
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aspectos fundamentales: disfuncion contrictil reversible y prolongada con
un flujo coronario normal o casi normal. Por el contrario, el miocardio
hibernado expresa una insuficiencia contractil también reversible, pero

en el contexto de una hipoperfusién severa crénica (Rahimtoola, 1989).

Los mecanismos responsables de estos estados no se conocen bien.
Se ha postulado que la depleccion de nucledtidos de adenina tras la fase
isquémica podria justificar estos cuadros, ya que su sintesis de novo es
lenta y puede llevar varios dias. Por otra parte, los posibles cambios en
la expresion génica de ciertas proteinas tras la isquemia podria explicar,
al menos en parte, estos periodos de disfuncién mds o menos prolongados

tras la reperfusion.

Se ha relacionado el "stunning" con el retraso en la sintesis de novo
de ATP, consecuencia a su vez de la pérdida del sustrato adenosina
durante el periodo isquémico, sin embargo, también hay trabajos que
demuestran una adecuada recuperacién funcional a pesar de presentar

bajos niveles de ATP (Taegtmeyer et al, 1985).

El papel del calcio en la patogenia del "stunning" también resulta
contradictorio. Este podria ser consecuencia de una disminucién de la
disponibilidad de calcio intracelular, de un déficit en la captaciéon de
calcio por parte del RS o de una alteracién de las proteinas contractiles
incapaces de responder ante una concentracién normal de calcio citosélico

(Opie, 1989). Este iltimo efecto, posiblemente como resultado de la
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fosforilacion o modificacion covalente de las proteinas contrictiles
provocada por proteasas y protein-kinasas activadas por el calcio
intracelular. Kusuoka et al (1987), por su parte, achaca este fenémeno a
una sobrecarga precoz de calcio, durante la fase de reperfusion, que
podria generar dafos en las membranas intracelulares, alterando asi, al

menos transitoriamente, la homeostasia del calcio.

Se ha demostrado una elevacién en los niveles de inositol 1,4,5-
trifosfato durante la fase inicial de la reperfusién en corazén de rata
aislado. Este es un segundo mensajero que estimula la salida de Ca’* del
RS miocdrdico, con lo que podria contribuir a la sobrecarga de Ca’* en
esta fase y con ello a la disfuncién miocdrdica postisquémica (Mouton et

al, 1991).

Opie y du Toit (1992) proponen un mecanismo patogénico bifasico
en el que el calcio es el protagonista. La primera fase ocurriria muy
rapidamente, de forma inmediata tras la reperfusién, asociada a una
sobrecarga de calcio intracitosélico y coincidiendo con una funcién
mecanica normal. Si en este punto se administran farmacos inhibidores
de la entrada de calcio, disminuirdn posteriormente la extension del
"stunning". En la segunda fase (stunning establecido) ya hay
hipocontractilidad y los antagonistas del calcio administrados en este

momento podrian empeorar alin mds la funcién miocdrdica.

El papel de los radicales libres en este fenémeno parece demostrado
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por multitud de trabajos que demuestran mejorias ainadiendo inhibidores
de la formacion de radicales libres y/o atrapadores ("scavengers") como
desferrioxamina, N-acetilcisteina, allopurinol, superéxidodismutasa o
mercaptopropionil glicina antes de la isquemia o en el instante del
comienzo de la reperfusiéli. Uno de los efectos de los radicales libres
consiste en contribuir a la sobrecarga de calcio alterando la captacion del

mismo por el RS (Rowe ef al, 1983).

Existen canales de potasio sensibles a ATP que se activan como
resultado de una disminucion en los niveles intracelulares de ATP y un
acortamiento de la duracién del potencial de accién; elevaciones del ADP
y de la concentracion intracelular de protones producen el mismo efecto
(Noma, 1983; Shigematsu et al, 1995). Estas alteraciones en el medio
intracelular tienen lugar durante la isquemia, y de hecho estos canales
permanecen activados durante la misma, y una fracciéon de ellos sigue
activada durante la fase inicial de la reperfusién. Cole et al (1991) han
demostrado que la activacion de estos canales juega un papel importante
en la preservacion de la funcién celular durante la isquemia: el bloqueo
de los canales con glibenclamida empeoraba la recuperacion de la
contractilidad mientras que su apertura con pinacidil la mejoraba. Hoy
dia existen evidencias farmacolégicas de diverso tipo a favor de que la
activacion persistente de estos canales de K sensibles a ATP durante la
fase precoz de la reperfusion puede proteger de manera eficaz frente al

"stunning" miocdrdico (Shigematsu ef al, 1995).
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1.3.3.- PRECONDICIONAMIENTO ISQUEMICO.

El tejido miocardico expuesto a un estrés ligero, subletal, es capaz
de desarrollar una serie de cambios adaptatives que le permiten una
mejor tolerancia ante una nueva exposicion a un estrés (de la misma
naturaleza o no) mas intenso e incluso potencialmente letal (Reimer et al,

1994).

En el contexto de la isquemia, Murry ef al (1986) demostraron que
el corazon de perro, "precondicionado” con breves periodos de isquemia
de S minutos de duracién, seguidos de periodos de reperfusion de otros
5 minutos cada uno, toleraba a continuacién una isquemia prolongada de
40 minutos de duracion resultando un drea de necrosis de tan solo el 25%

respecto al grupo control.

El precondicionamiento isquémico es un potente factor de
proteccion frente a la isquemia prolongada, y su eficacia ha sido
demostrada en repetidas ocasiones, reproduciéndose también en cerdos
(Schott et al, 1990), conejos (Thornton ef al, 1990) y ratas (Yellon et al,
1992).

El mecanismo o mecanismos involucrados en este fenémeno no
estdn claros. Un hecho clave es la reduccion de la demanda energética
por parte del miocardio isquémico, puesta de manifiesto por una

reduccién en los indices de utilizacion de fosfatos de alta energia
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(Jennings ef al, 1991a). Este enlentecimiento en la depleccion de ATP
durante la isquemia en miocardios precondicionados no se debe a una
inhibicion precoz de la ATPasa mitocondrial (Jennings et al, 1991b), sino
que parece ser una caracteristica que acompana a la disfuncién contréctil
postisquémica ("stunning") que tiene lugar tras periédos de isquemia de
corta duracion, si bien este punto resulta controvertido (Miura et al,

1991; Matsuda ef al, 1993).

Otros mecanismos propuestos incluyen efectos mediados por
catecolaminas (Schomig, 1990), activacion de receptores de adenosina
(Liu et al, 1991), apertura precoz de canales de potasio ATP-sensibles

(Gross y Auchampach, 1992) y proteinas G (Thornton y Downey, 1991).

Recientemente se han puesto de manifiesto evidencias que
relacionan la fisiopatologia del precondicionamiento isquémico con el
control de la homeostasia del calcio. Steenbergen et al (1993)
descubrieron que la sobrecarga de calcio citosdlico estd retrasada en el
miocardio precondicionado. Por otra parte, Zucchi et al (1994),
observaron en corazones de rata que la densidad de canales de salida de
calcio del RS descendia tras breves periodos de isquemia. Estos hallazgos
son interpretados de la siguiente manera: el precondicionamiento
determina la depleccion de glucégeno, lo cual retrasa el desarrollo de
acidosis intracelular, de sobrecarga de Na™ (a través del intercambiador
Na*-H") y de entrada de calcio a través del intercambiador Na*-Ca’*. La

sobrecarga de calcio citosélico es expresién de una redistribucion del



61

calcio intracelular. Zucchi et al (1995) postulan que la sobrecarga se
iniciaria por inhibicién de la Ca?*-ATPasa del RS al disminuir los niveles
de ATP, por otra parte, la liberacion de calcio del RS una vez que
empieza a elevarse el Ca’’ intracitosdlico, se veria enlentecida al
disminuir el nimero de canales de salida de Ca’* del RS con el
precondicionamiento. Este retraso en la sobrecarga de Ca’* durante la
isquemia al disminuir, por un mecanismo todavia ignorado, el niimero de
canales de salida de Ca** del RS durante el precondicionamiento, podria

constituir la base molecular del precondicionamiento isquémico.

I.3.4.- FISIOPATOLOGIA DE LA REPERFUSION
MIOCARDICA.

I.3.4.1.- FENOMENOS RESPONSABLES DEL DANO
INDUCIDO POR LA REPERFUSION.

Si bien la duracién de un episodio de isquemia es fundamental para
predecir la evolucién del tejido miocirdico afectado, de forma que
cuanto antes se produzca la reperfusion mds miocardio podra salvarse,
este fenémeno de reperfusion lleva asociado una serie de efectos adversos
("dafio inducido por reperfusion") que limitan en parte sus efectos

beneficiosos (Braunwald y Kloner, 1985):

- Aceleracion de la necrosis celular: tras la reperfusion las células
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isquémicas sufren en ocasiones una serie de cambios estructurales que
acaban conduciendo a la muerte celular. Estos cambios se observan muy
rapidamente, e incluyen hinchazén y alteraciones de la arquitectura
celular. Esta en duda si este fenomeno tiene lugar tan solo sobre aquellas
células que presentan ya un dano irreversible, de manera que no
afectaria significativamente a la evoluciéon del tejido miocdrdico

implicado.

- Aparicion de edema intracelular: ya hemos mencionado que es uno
de los fenomenos mads cominmente observados. Este edema puede causar
compresion de capilares miocdrdicos produciendo nuevas zonas de
isquemia o no reperfusion de territorios ya afectados (Jennings ef al,

1985).

- Fenomeno de "no-reperfusiéon’: 1a isquemia también produce dano
al endotelio capilar. La alteracion de la microvasculatura tras periodos
de isquemia prolongados puede impedir que ciertas zonas se reperfundan
de hecho. Sin embargo, este fenémeno suele quedar englobado en zonas
con daiio isquémico irreversible, por lo cual no suele aumentar el daiio

celular ni afectar a la evoluciéon de ese miocardio (Kloner ef al, 1974).

- Hemorragia inducida por la reperfusion: la afectacién de capilares
ya descrita puede explicar igualmente la aparicion de zonas de infarto

hemorragico tras la reperfusion.
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- Sobrecarga de calcio: acaba produciendo contractura y muerte
celular. Al igual que ocurre con la sobrecarga de calcio durante la
isquemia, no se sabe si la entrada de calcio es la causa de la muerte
celular, o si tan solo es expresion de lesion irreversible de la membrana

plasmatica.

Los fiarmacos inhibidores de los canales lentos del calcio son
incapaces de inhibir por accién directa el paso de este cation al interior
celular y, por tanto, no parece que puedan jugar ningin papel protector
actuando exclusivamente sobre las células miocdrdicas "in vitro"
(Bourdillon y Poole-Wison, 1982). En modelos "in vivo" su efecto
protector parece mas relacionado con la disminucion del consumo de

oxigeno miocardico.

- Paradoja del oxigeno: el mecanismo de explicacién de este
fenomeno es semejante al de la paradoja del calcio (Hearse ef al, 1978).
Su efecto nocivo podria estar mediado por la entrada, formacién o

liberacion de radicales libres.

Este fendomeno se estudié en corazones aislados perfundidos con
soluciones tamponadas anoxicas, y después reoxigenados. La
reoxigenacion provocaba edema celular explosive, necrosis en bandas de

contracciéon y liberacién masiva de enzimas (Hearse, 1973).

Un hallazgo comiin en las células miocdrdicas reoxigenadas tras un
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periodo prolongado de depleccion de energia es la aparicion de una
rapida hipercontractura junto a la citolisis. Se ha postulado que esta
hipercontractura esté provocada por el nuevo suministro de energia
(proveniente de la fosforilacion oxidativa) hacia las miofibrillas, las cuales
podrian presentar un estado potencial de alta activacién al encontrarse
en un medio con una alta concentracion de calcio (como consecuencia de
la depleccion de energia durante la fase hipdxica) al inicio de la
reoxigenacion (Siegmund et al, 1993). De este modo, la severa sobrecarga
de calcio citosélico y la reactivacion de la producciéon de energia serian

los factores clave para interpretar esta hipercontractura deletérea.

Para comprobar si la hipercontractura es efectivamente un evento
primordial en la patogénesis de la paradoja del oxigeno se han
desarrollado experimentos que intentan prevenirla blogueando el aparato
contractil en las fases iniciales de la reperfusion. La 2,3-butanodiona
monoxima provoca parilisis contrictil actuando a nivel de las
miofibrillas, posiblemente imitando el efecto inhibitorio de la troponina
I (Gwathmey et al, 1991). Pese a presentar efectos adversos sobre otras
funciones celulares, se la considera una herramienta iitil para provocar
un blogqueo contrictil reversible en células musculares, ya que el inicio de
accion es muy rapido y la reversion de la misma tiene lugar en menos de
1 minuto. Experimentos realizados in vitro (Gwathmey et al, 1991) ¢ in
vivo (Garcia-Dorado et al, 1992) en cerdos han demostrado una evidente
cardioproteccion con la inhibicién del aparato contrictil en la fase inicial

de la reoxigenacion, con lo que el efecto patogénico de la
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hipercontractura en la paradoja del oxigeno y en el dafio asociado a la

reperfusion parecen demostrados.

En cualquier caso, las consecuencias de la reperfusién sobre el
miocardio isquémico dependen fundamentalmente del grado de afectacion

de los miocitos y de la microvasculatura adyacente.

1.3.4.2.- REPERFUSION DE MIOCITOS CON DANO
REVERSIBLE.

Periodos de isquemia severa inferiores a 15 minutos suelen
producir lesiones celulares reversibles: tras reperfusiéon no derivan en
necrosis (Jennings et al, 1960). Sin embargo, una recuperacién completa
funcional y metabdlica puede requerir varios dias, incluso tras periodos

de isquemia de tan solo $ minutos (Kloner et al, 1983).

Las alteraciones ultrastructurales ya descritas anteriormente se
recuperan rdpidamente tras la reperfusiéon. Tras 20 minutos de
reperfusion no se aprecia ninguno de los signos de lesion precoz: pérdida
de glucdgeno, relajacion de miofibrillas, ligero desplazamiento marginal
de la cromatina celular, ligero edema celular y alteraciones

mitocondriales. Tan solo un cierto grado de edema mitocondrial puede
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persistir ocasionalmente durante varios dias (Jennings et al, 198S5).

Si bien la fosforilacién oxidativa se recupera rdapidamente tras la
reperfusion, los niveles de ATP pueden tardar hasta 4 dias en regresar

a valores normales (Kloner et al, 1983).

Por otro lado, la recuperacion funcional suele ser lenta, y requerir
varios dias: es el conocido "miocardio aturdido"o 'contundido"
(Braunwald y Kloner, 1982). Tras la reperfusion aumenta sabitamente
la contractura miocardica, haciéndose médxima en los primeros minutos
y disminuyendo posteriormente hasta alcanzar un nivel de tensién de
reposo similar al previo a la reperfusién, generalmente hacia los 30
minutos (Bourdillon y Poole-Wilson, 1981, 1982). La contractura guarda
relacion con la union permanente del calcio a la troponina C. Ello se
produce tanto por falta de recaptacion por parte del reticulo
sarcoplismico como por aumento del calcio intracitosolico (Nayler,

1981).

1.3.4.3.- REPERFUSION DE MIOCITOS CON DANO
IRREVERSIBLE.

Periodos de isquemia severa superiores a 30-40 minutos suelen
producir un daiio celular irreversible. La reperfusién en estos casos suele

acelerar el proceso de destruccion celular. Por microscopia electrénica se



67

demuestra la aparicicion de edema celular intenso y explosivo, con
formacién de amplias vesiculas bajo el sarcolema, todo ello relacionado
con aumento de la osmolaridad intracelular (Jennings y Reimer, 1983).
Las alteraciones a nivel de sarcémeros son evidentes, con fenémenos de

disrupcion y contractura.

La alteracion iémica mds evidente es el masivo incremento en la
concentracion de calcio intracitosélico, con depésitos de fosfato cdlcico en
la matriz mitocondrial (Jennings et al, 1965). Este influjo masivo de
calcio parece estar mas relacionado con la alteracion estructural de la
membrana que con posibles alteraciones del transporte de calcio, sobre

todo a nivel del intercambiador Nat-Ca®*.

La necrosis en bandas de contraccién, puede observarse ya en los
dos primeros minutos de la reperfusion. Esta forma de necrosis
miocardica, signo evidente de dafio celular irreversible (Ganote, 1983),
puede encontrarse también en procesos no isquémicos: cardiotoxicidad
por catecolaminas, shock eléctrico, accidentes cerebrovasculares,
miocarditis, hipopotasemia, hipomagnesemia y en el contexto de la
paradoja del oxigeno y de la paradoja del calcio. También se la denomina

"degeneracion miofibrilar".
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1.3.4.4.- PAPEL DEL CALCIO EN EL DANO INDUCIDO POR

LLA REPERFUSION.

Se han propuesto mltiples mecanismos para explicar el fenomeno
de lesion celular asociado a la reperfusion miocardica: sobrecarga de
calcio, radicales libres, desacoplamiento de la respiracion mitocondrial y

lesion mecanica del sarcolema.

Hoy dia se acepta que la sobrecarga de calcio durante la
reperfusion constituye uno de los aspectos claves en el daio

postreperfusion (Marban et al, 1989; Opie, 1989).

La sobrecarga de calcio durante la reperfusion es tanto mas intensa
cuanto mas prolongada y severa sea la isquemia. Ademads, tras periodos
de isquemia prolongados no se recupera la homeostasis del calcio
intracitosolico, a diferencia de lo que ocurre en el miocardio contundido

(Marban et al, 1994).

Los mecanismos exactos responsables de esta alteracion de la
homeostasia del calcio no estan claros. Se postulan cuatro factores
interrelacionados: deplecion de ATP, disbalance osmético, trauma

mecsinico y actividad del intercambiador Na*-Ca?*.

Tras la reperfusion, el restablecimiento parcial del metabolismo

energético y el lavado de sustancias inhibitorias como el fosfato
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inorgianico y los hidrogeniones, en el contexto de un citosol ya
sobrecargado de calcio durante la isquemia, hacen que pueda
restablecerse la actividad ATPasa a nivel de las proteinas contractiles. El
resultado es una contractura masiva que puede traumatizar las células

irreversiblemente (Nayler, 1983).

El lavado de metabolitos acumulados en el intersticio provoca una
siibita alteracion del equilibrio osmdtico, que a su vez puede provocar

mas dano celular irreversible (Jennings et al,1986).

Incluso en células que mantienen a pesar de todo la integridad de
membranas, el influjo de calcio puede darse por la reactivacion del
intercambiador Na*-Ca’* en sentido reverso (Grinwald, 1984) y por la
producciéon de radicales libres (Opie, 1989). Otros autores apuntan el
posible papel de los canales de goteo de calcio o canales tipo B, descritos
en miocitos ventriculares de rata (Coulombe et al, 1989), con la
sobrecarga de calcio (Wang et al, 1995). En otros muchos casos, la

entrada masiva de calcio parece ser consecuencia del dafio de membrana.

De esta forma se acaba estableciendo un circulo vicioso, en el que
la sobrecarga de calcio puede ejercer por si misma una serie de efectos
catastroficos que incluyen mayor alteracién de la regulacion del calcio y

afectacion de la sintesis de ATP.

La sobrecarga de calcio altera el proceso de produccion de energia
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en la mitocondria. De hecho, el acimulo de grdanulos densos en la
mitocondria constituye un criterio fundamental de daifio ceiular
irreversible inducido por la isquemia y la reperfusion. Estos granulos
densos son depdsitos de calcio y su grado de acumulacion se correlaciona

de forma negativa con la preservacion de la funcién (Henry et al, 1977).

Miller y Tormey (1995), trabajande con miisculos papilares de
hurén sometidos a una hora de isquemia seguida de 5 minutos de
reperfusion, midieron a continuacion la concentracién de calcio en
distintos compartimentos subcelulares mediante microandlisis con sonda
electrénica de los miocitos supervivientes. No encontraron cambios en la
concentracion de calcio total en estos miocitos, pero si una llamativa
redistribucién del mismo entre los compartimentos subcelulares, con un
aumento del calcio intramitocondrial durante la isquemia que volvia a
valores basales durante la reperfusién y una caida del 90% en el calcio
del "tercer compartimento"(RS + sarcolema + sarcoplasma libre) tras
la reperfusion, a costa de un aumento del calcio en el compartimento

miofibrilar, fundamentalmente.

Tgualmente, medidas realizadas en musculo ventricular de conejo
sometido a 60 minutos de isquemia y 5 minutos de reperfusion mostraron
una pérdida del 50% del calcio contenido en el "tercer compartimento”
que se redistribuia hacia mitocondria y miofibrillas (Walsh y Termey,
1988 a y b). En ambos casos, la caida de Ca’* en el tercer compartimento

de estos miocitos viables, se achacaba a pérdida del Ca’* almacenado en
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el RS. Estos autores proponen el daiio en el sarcolema y mitocondrias

como factores criticos en el dafo asociado a la reperfusion.
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1.4.- INHIBIDORES DE LA Ca’-ATPasa DEL RETICULO
SARCOPLASMICO.

L.4.1.- ACIDO CICLOPIAZONICO.

El icido ciclopiazénico (CPA) es una micotoxina producida por
diversas especies de hongos Penicilium y Aspergillus. Desde ¢l punto de
vista quimico es un dcido indol tetramico (Figura 7). Desde hace menos
de una década se conoce su capacidad de inhibir especificamente la Ca®*-
ATPasa del RS de miisculo esquelético de conejo (Seidler et al, 1989) y
de rata (Goeger y Riley, 1989). También produce el mismo efecto sobre
la bomba de Ca’* del RS de miisculo liso (Uyama et al, 1992). No tiene
ningin efecto sobre ATPasas tipo F, como la H"-ATPasa mitocondrial,
ni sobre otras ATPasas tipo P, como la H*-K*"-ATPasa gastrica, las Na*-
K*-ATPasas renales y cerebrales y la Ca?*-ATPasa eritrocitaria (Seidler

et al, 1989).

Figura 7.- Estructura molecular del dcido ciclopiazénico.
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A nivel de miocardio, el CPA ha demostrado bloquear
completamente la Ca’*-ATPasa del RS en vesiculas de RS (Lahouratate
et al, 1992) y en miocitos aislados, disminuyendo en éstos la fuerza
contractil (Miller et al, 1990; Pery-Man et al 1993). Sobre miisculo
papilar de rata adulta, en rango de dosis de 0,3 a 30 xM, produce un
efecto inotrépico negativo de instauraciéon lenta (pudiendo tardar en
equilibrarse hasta 60 minutos) acompanado de una prolongacién extrema
de la fase de relajacion del ciclo contractil (Takahashi ef al, 1994). Sin
embargo, en miocitos neonatales no se observo tal efecto (Agata ef al,
1993), ya que en ellos la contraccion miocidrdica depende
fundamentalmente del influjo trans-sarcolémico de Ca’' mas que del

liberado por el RS (Bers et al 1981).

Baudet ef al (1993), trabajando con trabéculas ventriculares de
conejo bafiadas con CPA 10*M encontraron una disminucién de la
contractilidad del 45% y un incremento del tiempo para el pico de tension
desarrollada asi como una prolongacién de la fase de relajacion. Este
mismo grupo encuentra, utilizando la técnica de contractura por
enfriamiento rapide proximo a 0°C, que ni siquiera a altas dosis existe
un bloqueo completo de la homba de Ca** del RS, por lo que no se puede
afirmar que, en preparaciones multicelulares, llegue a producir un
bloqueo completo de la misma. Otras experiencias con cafeina y

ryanodina apoyan esta afirmacion.

El CPA no tiene ningiin efecto sobre el intercambiador Na'-Ca®*
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(Yard et al, 1994), aumenta la sensibilidad miofibrilar al Ca’* en fibras
cardiacas, y en corazén de rana no sélo no disminuye la amplitud

contractil, sino que aumenta el pico de tensién (Badaoui et al, 1995).

1.4.2.- THAPSIGARGINA.

El segundo inhibidor de la bomba de Ca’* del RS es la
Thapsigargina, un promotor tumoral de naturaleza quimica (lactona
sesquiterpénica de origen vegetal) diferente al CPA y que parece actuar
por otros mecanismos (Sagara e Inesi, 1991). Su comportamiento es muy
semejante al del CPA: (a) bloquea por completo la bomba de Ca’” en
vesiculas de RS y en miocitos aislados sin afectar a otras bombas de Ca®*
(Kirby et al, 1992); (b) en preparaciones multicelulares disminuye la
contractilidad en un rango semejante al CPA, (c) alarga el tiempo para
pico y (d) no llega a alcanzar un bloqueo completo. Sin embargo, no
alarga el periodo de relajacion, quizas por efectos colaterales estimulando
la salida de Ca’' via intercambiador o disminuyendo la sensibilidad de
los miofilamentos al Ca’*, y podria producir un grado de bloqueo algo
menor que el CPA y menos especifico (Baudet et al, 1993). La
thapsigargina podria bloquear el canal lento de entrada de calcio, pero
este efecto sélo se aprecia a concentraciones de thapsigargina varios
érdenes de magnitud por encima de los que bloquean la Ca’*-ATPasa del

RS (Buryi et al, 1995).
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Du Toit y Opie (1994) demostraron cierto grado de proteccion
frente al dafo de reperfusion en corazones de ratas sometidos a 20
minutos de isquemia y 20 minutos de reperfusiéon y pretratados con CPA
10" M o Thapsigargina 2,5 x 10® M. Sin embargo, con altas dosis de
Thapsigargina (10 M), se empeoraba el grado de recuperacién respecto
al control, lo cual sugiere también un menor grado de especificidad. El
CPA resultaba efectivo incluso cuando se aplicaba sélo durante la

reperfusion.

En definitiva, la mayoria de los autores coinciden en sefialar estos
fairmacos, y muy especialmente el CPA por su mayor especificidad, como
agentes de eleccion para estudiar la participacién del RS en los procesos
de acoplamiento excitacion-contraccion y en el dafno asociado con la

reperfusion miocdrdica.



II.- PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS
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La sobrecarga de Ca’* durante la isquemia miocdrdica y, mds
especialmente durante la reperfusion, constituye unos de los mecanismos
mas aceptados de daino celular (Marban et al, 1989). Los iltimos
estudios parecen establecer que ¢l calcio acumulado en el RS podria ser
el contribuidor principal a la sobrecarga de Ca’* citosélico durante la

isquemia-reperfusion (Miller y Tormey, 1995).

Recientemente ha sido publicado por primera vez que la inhibicion
de la Ca’**-ATPasa del RS (SERCA) del corazén de rata in vitro
disminuye el dano funcional inducido por la reperfusién en el miocardio
contundido ("stunning") (du Teit y Opie, 1994). La contribucién de la
SERCA al proceso excitacién-contraccion varia en funcion de la especie
animal (Wolska y Levartowski, 1993; Chiesi et al, 1994; Bassani et al,
1994) y del grado de desarrollo y situaciones patoldgicas intercurrentes

(Lompre et al, 1994).

En la actualidad no existen estudios que demuestren la utilidad de
estos farmacos sobre periodos de isquemia de larga duracién (> 30
minutos), con evaluacién no sélo de tipo funcional (incremento de tensién
de reposo, porcentaje de recuperacién de contractilidad sobre valores
preisquémicos), sino también sobre integridad de membrana (liberacién
de enzimas intracelulares) y analisis objetivo (microscépico) sobre
mantenimiento de estructuras morfolégicas (intensidad de edema celular,
bandas de contraccién, ruptura de membranas...). Tampoco existen

estudios que evalien las posibles acciones antiisquémicas de los
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inhibidores de la SERCA en otra especie animal diferente a la rata, y ésto
s6lo bajo condiciones de contusion miocdardica experimental. Por ello, es
preciso confirmar que los efectos antiisquémicos también se mantienen

en isquemia prolongada y en otras especies animales.

El objetivo global de esta tesis era valorar si el bloqueo de la Ca**-
ATPasa del reticulo sarcoplismico (SERCA) del corazén de conejo
produce cardioproteccion sobre la isquemia miocirdica experimental.

Para ello nos propusimos :

1.- Seleccionar el rango de dosis dtil de un inhibidor de la SERCA,
el dcido ciclopiazonico (CPA), en base al rango que produce efectos

lusitrépicos negativos.

2.- Valorar el efecto del CPA sobre pardmetros funcionales en
condiciones basales, durante isquemia de 30 minutos seguida de

reperfusion de 30 minutos y al finalizar la misma. Ello supuso :

2.1.- Disenar y optimizar un sistema de digitalizacién y
medida de sefiales biologicas ajustado a nuestro modelo experimental.

2.2.- Analizar los efectos del CPA sobre los pardmetros de
contractilidad control del septum interventricular aislado y perfundido
arterialmente del corazon de conejo (tiempos para inicio de contraccion,
+dT/dt maximo, 50% de contraccién, pico, -dT/dt mdxime y 90% de

relajacién; tension de reposo, amplitud contréictil y valor del +dT/dt
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maximo y del -dT/dt méaximeo).

2.3.- Analizar el efecto en el tiempo que produce la isquemia
global de 30 minutos sobre los pariametros anteriores, asi como durante
la reperfusion de 30 minutos tras la isquemia. Elaborar un modelo
cinético aplicable a los mismos y calcular pardimetros caracteristicos
(constantes de tiempo).

2.4.- Analizar las modificaciones que induce el CPA sobre los
parametros anteriores.

2.5.- Evaluar funcionalmente el efecto antiisquémico (maximo
incremento de tension de reposo, porcentaje de recuperacion de
contractilidad sobre valores preisquémicos) que pudiera presentar el

CPA,

3.- Valorar el efecto antiisquémico del CPA sobre pardmetros
biogquimicos, como marcadores de daifio irreversible del sarcolema, tras
isquemia global de 30 minutos. Para ello se cuantificé la liberacion en el
liquido de perfusion de creatinfosfokinasa (CPK), la aspartato-
aminotransferasa (ASAT/GOT) y la lactato-deshidrogenasa (LDH) antes
de la isquemia (valor control) y en los intervalos de reperfusién 0-2, 5-7,
15-17 y 28-30 minutos en experimentos control y bajo tratamiento con

CPA.

4.- Valorar el efecto antiisquémico del CPA sobre pardmetros
morfolégicos (microscopia optica y electrénica) de las alteraciones

inducidas tras 30 minutos de isquemia y reperfusion.
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El modelo experimental del tabique interventricular del corazén de
conejo, aislado y perfundido arterialmente segiin la técnica descrita por
Langer y Brady (1968), fue validado para estudios de isquemia global y
reperfusion por Bourdillon y Poole-Wilson (1982). Constituye una técnica
optima para nuestros propdésitos de analisis funcional, enzimaitico y
estructural de la isquemia de larga duracién bajo condiciones control o
de intervencién farmacoldgica (Reimer y Jennings, 1986). La isquemia de
30 minutos de duracién, si bien se considera isquemia prolongada,
presenta unas caracteristicas intermedias entre la situacion reversible que
implica la isquemia de corta duracion (15-20 minutos) y la isquemia de
1 hora de duracién con intenso dafio celular global, por lo que puede
suponer un punto de inflexion en el que la eficacia de las intervenciones
farmacoldgicas puede ser mds ficilmente observable, tanto desde el punto
de vista funcional como morfoldgico o enzimitico (Reimer y Jennings,

1986).

Como bloqueante de la SERCA elegimos el CPA, frente a la
thapsigargina, por su cardcter mads selectivo y mayor potencia
bloqueadora en preparaciones multicelulares, asi como por haber
mostrado relacién dosis-efecto en los estudios de contusién miocardica

experimental (du Toit y Opie, 1994).
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III.1.- PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL : TECNICA DEL
TABIQUE INTERVENTRICULAR DE CORAZON DE CONEJO,
AISLADO Y PERFUNDIDO ARTERIALMENTE. SISTEMA DE
DIGITALIZACION.

Los experimentos se realizaron sobre el tabique (septum)
interventricular de corazon de conejo NZW (2,3-3,2 Kg) segin la técnica
descrita por Langer y Brady (1968) y validada para estudios de isquemia
global por Bourdillon y Poole-Wilson (1982).

Tras heparinizar (2.000 U.IL. iv) y sacrificar a los conejos con
sobredosis de pentobarbital (120 mg iv) a través de la vena dorsal de la
oreja, se procede inmediatamente a la apertura del térax por
esternotomia y extracciéon del corazén. Se coloca éste sobre la cara
ventricular izquierda en un soporte para diseccion, procediéndose
entonces a la exéresis de las auriculas y de la porcion externa de la pared
ventricular derecha. Tras abrir la arteria coronaria izquierda, se
identifica y canula la arteria del tabique interventricular mediante una
canula de polietileno (Clay Adams, PE 50, didmetro externo de 1,09 mm,
diametro interno de 0,38 mm) en la que previamente se ha moldeado una

oliva terminal que impide su deslizamiento tras su insercién y sutura.

Los tabiques son perfundides con solucién nutricia mediante una

bomba peristdltica Gilson, mod. Minipuls HP4, de 4 vias, lo que permite
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cambiar el tipo de solucién perfundida gracias a un juego de llaves de
tres pasos conectado al sistema de perfusiéon, sin que ello origine

gradientes de flujo, presion o temperatura.

Se desechan aquellos tabiques interventriculares en los que el
tiempo transcurrido desde la inyecciéon del barbitirico y el inicio de la

perfusion es superior a 4 minutos.

Tras separar los miisculos papilares situados en la cara derecha del
tabique, la pared ventricular izquierda y el resto del tejido no
perfundido, la preparacién triangular resultante se monta fijandola por
su base mediante unos forceps en ambos lados con el vértice superior
unido a un transductor fuerza/desplazamiento (Grass, FT'O3), mediante

un hilo de seda de sutura.

El transductor se conecta a un poligrafo Grass, mod. 79D, con un
moédulo preamplificador D.C. Grass, mod. 7P1F, cuya senal amplificada
se registra sobre papel v simultineamente se obtiene su derivada en el
tiempo mediante la introduccién de la sefial (obtenida a través de la
salida J6 del preamplificador) en un mddulo diferenciador analégico
Grass 7P20. Ello permite, tras la adecuada calibracion del equipo, el
registro grafico continuo tanto de la tensién desarrollada (g) como de la
velocidad de desarrollo de la tension (dT/dt; g/seg). Simultineamente se
obtiene registro digitalizado mediante la introduccion de la sefial en una

tarjeta diferenciadora PC-Lab mod. PCL-812PG, lo que permite medir
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automatizadamente todos los parametros contrictiles de cada contraccion

con gran precision.

Los tabiques interventriculares se estimulan electricamente con
pulsos rectangulares de 15 V y 5 msg de duracion, a una frecuencia
basica de estimulacion de 1,2 a 2 Hz, mediante un estimulador Grass

SD9.

Soélo se utilizan los tabiques interventriculares que en los momentos
iniciales presentan 8 g o mds de tension desarrollada y tienen 10 g o

menos de tension basal, a 28°C y 0,5 Hz.

La perfusion de los tabiques se realiza con Tyrode a flujo
constante, procurando obtener un flujo medio de 2,15 ml/min/g de tejido.
La composicién del Tyrode es la siguiente, (mM): NaCl, 114; KCl, 5;
Mg(Cl,, 1; CaCl,, 1,8; NaH,PO,, 0,43; glucosa, 5,5 y NaHCO; hasta un
pH de 7,4 (aproximadamente 28 mM). Esta solucién de Tyrode se

oxigena con carbégeno (95 % de O, y 5§ % de CQO,).

Los tabiques interventriculares se colocan en una cdmara
termostatizada, al objeto de realizar los experimentos a una temperatura
constante de 32 + 0,25 °C. Las temperaturas de trabajo se controlal
continuamente mediante un teletermémetro (Panlab, mod. pb 0331) y una
aguja Thermistor (ISY, 524) introducida en la masa muscular. La

temperatura de la cdmara se controla mediante una sonda de
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temperatura (YSI, 401) y un teletermémetro digital Cibertec, mod.TT1.

El liquido de perfusion se calienta a su paso por el sistema
mediante una resistencia de calentamiento acoplada a una fuente de
corriente continua de voltaje regulable. El interior de la cimara se
mantiene a la temperatura deseada mediante un radiador relleno de agua
calentada a la temperatura que se precise mediante una resistencia

eléctrica, y a través del cual se burbujea gas nitrégeno.

Todas las preparaciones se estabilizan durante, al menos, 45
minutos previamente a introducir cualquier variacion correspondiente al

protocolo experimental.

Al final de cada experimento, el tabique interventricular se seca
ligeramente con papel de filtro, pesdndose y desecindose en estufa hasta

peso constante.
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III.1.1.-MEDIDA AUTOMATIZADA DE LAS

CONTRACCIONES.

Las medidas autamatizadas de las contracciones se han realizado

en 4 pasos sucesivos:

1°. Registro en disco duro.

La seial obtenida a través de la salida J6A del médulo amplificador
del osciléografo fue introducida en una tarjeta convertidora analégico /
digital PCL-812PG situada en un ordenador personal (Investrénica PC
286/16). La adquisicion de la sehal fue sincronizada con la salida del
pulso eléctrico de sincronismo (pausa de 5 mseg) del estimulador eléctrico
usado para estimular la preparacién. La tarjeta digitalizadora fue
manejada mediante el programa SantosUno (Anexo I, pag 196), en
lenguaje Pascal, desarrollado especificamente para esta aplicacion. Se
utilizaron las subrutinas de programacion en Pascal (inicializacion,
fijacion de ganancia, seleccion de canal, adquisicion en forma
sincronizada,...) proporcionadas por el fabricante de la tarjeta. El
programa SantosUno genera en el disco duro dos ficheros de salida con
el nombre asignado al experimento, uno con extension .DAT y otro .BIN
(Tabla 2). El primero contiene los datos de calibracién del sistema y
parametros de digitalizacién (nimero de puntos fijados para cada
contraccion y frecuencia de muestreo; habitualmente 6 mseg y 120

puntos) (Tabla 3). El fichero .BIN contiene los datos de las contracciones
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digitalizadas, en formato binario. El primer' nimero de cada serie
correspondiente a cada contraccion es un nimero identificador de
correspondencia al tiempo de experimento (basal, efecto del firmaco,
isquemia, reperfusion), nimero clave que se introduce a través del

teclado.

En cada experimento de isquemia se han digitalizado alrededor de
100 contraciones sucesivas en condiciones basales, otras 100 al final del
tratamiento farmacologico, continuamente desde el inicio de la isquemia
hasta la aparente anulacién de la actividad contrictil (alrededor de 7
min), desde el inicio de la reperfusion durante otros 5 - 10 min y las

ultimas 100 contracciones al final del tiempo de reperfusion.
2°. Conversion de datos a formato ASCII.

Este segundo paso se realiza mediante el programa SantosDos
(Anexo II, pag 204). Este programa convierte los ficheros de datos desde
formato binario a formato ASCII. Genera un fichero con el mismo
nombre del experimento ya asignado pero con la extensiéon .PRN (Tabla
4). Ademads, cuenta el nimero de contracciones registradas y permite
visualizar en pantalla bien todo o bien la parte del experimento que se
desee. Ello se realiza indicando a través del teclado el nimero de
contraccién inicial y final del trozo que se desee visualizar, observindose

en cualquier caso en idéntica forma al registro analégico en papel.
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3. Medida automatizada de diversos pardmetros de contraccidn.

Este tercer paso se realiza mediante el programa SantosTres (Anexo
ITI, pag 208). Realiza medidas sobre las contracciones almacenadas en un
fichero .PRN. Este programa genera un fichero con los resultados de las
medidas al que asigna el mismo nombre del experimento seleccionado y
la extensién .RES (Tablas 2 y 5). Aparte de ello, grafica en pantalla cada
contraccion y su derivada, asi como la contraccién y derivada medias de
todas las contracciones basales (control). La forma grdfica puede ser
manual o automatica. En el primer caso permite seleccionar el nuimero
de contraccion que se desea visualizar y contiene ademas en pantalla los
valores de los parametros medidos. En este caso el avance a través del
fichero .prn se realiza de forma unitaria (contraccién a contraccion), a
través de una orden por teclado. En el segundo caso existe ademads de la
grafica ya descrita una representacion acumulada, con un avance
automatico de una contracciéon cada 0,1 segundo. En ambos casos indica
el total de contracciones registradas, el nimero de contracciéon actual y,

en el caso de la isquemia, el tiempo transcurrido de la misma.

Se mejoré la exactitud de las medidas disminuyendo el ruido
mecanico registrado procediendo a un suavizado de los datos, de la
forma:

X, = (X, +2X, + X,/ 4

siendo X el valor contenido en el canal de registro n. Experimentalmente
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se determiné que 1 suavizado optimizaba globalmente el proceso de
medida en condiciones control. Cuando el valor de la amplitud es menor
del 51% del inicial, se suaviza progresivamente hasta un maximo de 6

suavizados y S de la derivada en valores préximos a cero.

El programa detecta contracciones extrasistélicas y no almacena en
el fichero .RES las medidas realizadas sobre éstas. L.os criterios para
considerar que una contraccién es extrasistélica se basan en la
comparacion de las medidas de la contracciéon actual con la media de las
8 precedentes no extrasistolicas. Se considera extrasistole (salvo en
reperfusién) cuando se da alguna de estas circunstancias:

# Tension basal superior en un 10%.

# Inicio de la contraccién > 3 canales.

# Amplitud mayor de un 4%.

# Tension de reposo final > 20%.

Los parametros que analiza y registra en fichero para cada
contraccién son (Figura 8):

# tensién de reposo, calculada como la media de tension (expresada
en mV) de los n canales iniciales, hasta que el valor del siguiente difiere
en mas de 1 desviacion tipica de los precedentes.

# t de inicio de contraccién, expresado como el niamero de canal
en que se encuentra el inicic de contraccién, calculado segin el
procedimiento anterior.

# t para el pico de contraccién, expresade como €l numero de
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canal en que se encuentra el mdaximo valor de mV tras 1 suavizado, en
los n canales utilizados.

# amplitud contrictil expresada como la diferencia en mV entre el
valor del midximo y de la tensién de reposo.

# t para el 50% de la contraccién expresado como el nimero de
canal en que se encuentra dicho valor.

# 50 % de la contraccion, valor (expresado en mV) del canal que
mads se aproxima al valor de la tension de reposo mas el 50% de la
amplitud, empezando a seleccionar desde el inicio de la contraccién.

# t para el 9% de la relajacién expresado como el nimero de canal
en que se encuentra dicho valor.

# 90 % de la relajacién, valor {(expresado en mV) del canal que
mds se aproxima al valor de la tension de reposo mads el 10% de la
amplitud, empezando a seleccionar desde el maximo de la contraccion.

# t para el miximo de la velocidad de contraccién expresado como
el nimero de canal en que se encuentra dicho valor.

# maximo de la velocidad de contraccién (+dT/dt max), miaximo
positivo obtenido tras la diferenciacion matematica del valor de los n
canales, expresada en mV,

# t para el miximo de la velocidad de relajacién expresado como
el nimero de canal en que se encuentra dicho valor.

# maximo de la velocidad de relajacion (-dT/dt max), maximo
negativo obtenido tras la diferenciacion matematica del valor de los n

canales, expresada en mV.
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Para verificar el buen funcionamiento del programa se obtuvo en
una hoja de calculo (Lotus 123) la contraccion media de 106
contracciones controles sucesivas de un fichero *.prn (sobre las que no
se hizo suavizado de la funcion) para realizar la medida manual de estos
parametros. También se calcularon las medias de estos parametros sobre
las medidas automatizadas que se realizaron sobre cada una de las 106

contracciones mediante el programa descrito, obteniendose los siguientes

resultados:

(n=106) MANUAL AUTOMATIZADA (%)
# Tension de reposo 102,75 101,97 +2,79 -0,76
# t inicio contraccion 6 6,08+1,41 1,33
# t pico de contraccién 39 39,04+ 0,44 0,10
# amplitud contractil 566,58 566,07+2,78 -0,09
# t 50% de la contracciéon 19 19,061+-0,23 0,32

# 50 % de la contraccién 374,77 375,46+ 6,02 0,18

#t 9% de la relajacién 74 73,71+0,45 -0,39
# 90 % de la relajacion 155,07 157,42 +3,98 1,52
# t para el +dT/dt max 16 15,73 +1,39 -1,69
# +dT/dt max 27,44 27,51+0,50 0,26
# t para el dT/dt max 59 58,71+1,29 -0,49

# -dT/dt max -23,60 -23,69+0,50 0,38
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4°. Calculos y representaciones grificas. La transformacion de
unidades (mV a g,...), el andlisis de medias, ajustes a funciones, andlisis
estadistico y representaciones graficas ha sido realizade mediante la

utilizacion de las hojas de cdlculo Lotus 123, Excel 5.0 y PowerPoint.

Segun las condiciones experimentales generales arriba descritas, se
procediéo a realizar las diferentes series de experimentos detallados a

continuacion.



I. DIGITALIZACION Y ALMACENAMIENTO DE DATOS.
PROGRAMA ACTUACION GENERA
SANTOSUNO TARJETA DIG. <NOMBRE > .DAT (calibracién, par. digitaliz.)
<NOMBRE > .BIN (registro contracciones)
II. CONVERSION ASCII Y GRAFICA GLOBAIL EN PANTALILA.

PROGRAMA ACTUACION GENERA
SANTOSDOS <NOMBRE > .BIN <NOMBRE > .PRN (datos en ASCII, grifico)
III. MEDIDA Y GRAFICA UNITARIA EN PANTALLA.
PROGRAMA ACTUACION GENERA
SANTOSTRES <NOMBRE > .PRN <NOMBRE > .RES (medidas, supresion extrasist.)
IV. ANALISIS DE DATOS.
PROGRAMA ACTUACION GENERA
LOTUS 123 <NOMBRE > .RES <NOMBRE > .FIN (estadistica)
EXCEL <NOMBRE > .RES <NOMBRE > .FIN (ajustes a funciones)
POWERPOINT <NOMBRE > .RES <NOMBRE > .FIN (grificos)

TABLA 2.- Descripcion ordenada de los pasos realizados con los diversos programas hasta obtener la medida

automatizada de los diversos parametros contractiles.




Periodo de muestreo: 6
Namero de muestras por ciclo: 120
Media inferior: -286.04
Media superior: 404.69

Tabla 3.- Aspecto del contenido de un fichero .DAT. El periodo de
muestreo se expresa en mseg. Nimero de muestras indica el nimero de
puntos que se registran para cada contraccion. El producto periodo de
muestreo x nimero de muestras indica el tiempo total de registro tras el
pulso de sincronismo del estimulador eléctrico (720 mseg en nuestro
caso). Media inferior y superior representan la calibracion del equipo.
Son el valor medio en mV de 200 medidas realizadas con una tensién de

0 y 10 g sobre el transductor, respectivamente.




-67 106 102 109 104 106 105 119 123 142 163 185 210 240 264 290 320
342 374 398 426 450 470 496 519 540 559 572 591 604 619 628 635 646
652 659 663 662 667 667 665 662 659 655 646 644 638 626 609 600 581
565 550 526 510 485 461 442 415 397 370 347 330 304 286 266 246 235
215 205 191 176 172 155 151 142 133 134 123 125 285 268 252 231 223
202 192 179 168 164 150 144 139 131 132 123 122 120 115 118 111 113
113 108 113 108 109 110 105 110 104 109 110 107 111 106 107 109 102
108 104 108 108 100 109 103 105 107 102 108 103 106 106 100 106 103
104

-67 103 109 103 106 106 108 118 124 146 165 186 217 236 268 294 321
350 372 402 426 453 476 497 522 539 560 577 591 607 617 630 640 645
656 660 664 667 665 669 665 664 661 654 652 639 632 621 607 594 577
560 544 522 504 479 461 439 412 392 366 346 327 301 284 261 245 231
210 203 186 174 169 154 152 140 134 133 123 125 118 114 117 109 115
111 107 110 106 110 107 105 109 101 109 105 104 107 103 107 105 103
107 101 108 104 103 108 100 105 103 103 107 101 105 103 103 107 102
104

-67 106 102 107 101 104 110 113 131 140 164 187 209 240 264 292 321
344 377 398 425 451 472 497 517 541 558 573 591 604 620 627 636 647
653 660 660 664 666 664 668 662 657 655 647 641 629 619 609 590 582
561 542 525 503 484 461 436 417 390 371 347 324 306 281 264 248 227
218 198 191 180 167 162 147 145 140 130 134 122 124 121 114 118 111
115 114 107 115 108 111 111 106 111 107 110 111 106 113 108 108 109
105 111 108 107 108 106 110 106 107 108 104 111 106 107 107 105 111
104

TABLA 4.- Aspecto del contenido de un fichero .PRN. Estos datos
corresponden a 3 contracciones controles (-67 = contraccion basal). Los
119 numeros siguientes a cada -67 corresponden al valor de tension

obtenida cada 6 mseg.



1 -67 105 7 40 560 20 398 74 158 15 27 58 -23
2 -67 102 3 39 563 19 371 74 157 15 27 59 -23
3 -67 104 4 40 568 20 401 74 160 14 27 58 -23
4 -67 103 3 39 563 19 374 74 157 17 28 58 -23
5-67 104 7 40 561 19 373 74 159 14 27 58 -23
6 -67 104 5 39 567 19 375 74 158 16 27 58 -23
7 -67 104 6 38 562 19 373 74 157 16 27 59 -24
8 -67 103 5 39 566 19 374 74 161 16 27 59 -24
9 -67 105 6 39 563 19 374 74 158 15 27 59 -24
10 -67 104 5 39 563 19 374 74 158 16 27 56 -23
11 -67 106 5 39 565 19 378 74 160 14 27 59 -23
12 -67 105 4 39 563 19 374 74 157 16 27 57 -23
13 -67 104 4 38 564 19 375 74 161 18 28 59 -23
14 -67 106 5 39 563 19 378 74 158 16 27 58 -23
15 -67 104 6 39 564 19 375 74 158 14 27 57 -23
16 -67 103 5 39 569 19 377 74 160 15 27 60 -24
577 -3 134 6 46 499 23 375 92 184 18 20 68 -17
578 -3 133 7 47 499 24 392 93 183 19 20 71 -17
579 -3 134 6 46 502 23 376 92 185 22 21 68 -17
580 -3 134 8 46 501 23 375 92 185 21 21 69 -17
581 -3 131 3 46 507 23 376 93 182 21 21 69 -17
585 -3 130 3 46 516 23 388 93 181 18 21 67 -17
587 -3 130 3 46 502 23 373 93 180 24 21 68 -17
589 -3 132 545 497 23 372 93 180 19 20 68 -17
590 -3 132 6 45 501 24 391 93 183 23 21 72 -17
591 -3 134 7 46 494 24 390 93 182 19 20 69 -17
592 -3 131 3 46 500 24 391 94 181 24 21 70 -17
593 -3 136 7 46 495 24 391 92 185 19 20 68 -17

TABLA 5.- Aspecto del contenido de un fichero .RES. Las columnas de izquierda a
derecha significan : mimero de la contraccién, tipo de contraccion (-67 = contraccidon
basal; -3 tras la accion del firmaco, CPA), Tension de reposo, tiempo (t) de inicio de
la contraccién, t para el pico de contracciéon, amplitud contrictil, t para el 50% de
la contracciéon, 50 % de la contraccién, t para el 90% de la relajacion, 90 % de la
relajacion, t para el +dT/dt max, +dT/dt max, t para el -dT/dt max, -dT/dt max.

Los saltos en la numeracién de la 12 columna indican contracciones extrasistdlicas.
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Figura 8.- Representacion esquemitica de las medidas realizadas sobre cada contraccion: (a) tiempo de
inicio de contraccion; (b) +dT/dt max y su tiempo; (c) tiempo para 50% de contraccién; (d) pico de
contraccion y su tiempo; (e) -dT/dtmax y su tiempo; (f) tiempo para el 90% de relajacion.
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II1.2.- EFECTOS DEL ACIDO CICLOPIAZONICO (CPA) SOBRE
PARAMETROS CONTRACTILES.

II1.2.1.- CURVAS DOSIS-EFECTO Y EXPERIMENTOS
CONTROL.

Siguiendo el procedimiento experimental descrito anteriormente,
realizamos, en primer lugar, curvas dosis-efecto acumulativas (n=3)
utilizando soluciones de Tyrode conteniéndo 10°, 10%, 107, 10° M,
durante 30 minutos, obteniendo registro continuo analdgico y digital, en
condiciones control y al final de cada una de las sucesivas

concentraciones.

En segundo lugar, analizamos los efectos de una concentracion
unica de CPA 10° M (n=9), administrada durante 30 minutos valorando
los efectos sobre la contraccion de forma continua y midiendo para ello

los mismos pardmetros contrictiles descritos en el apartado anterior.

En tercer lugar, realizamos el mismo estudio utilizando una
concentracion iunica de CPA 10° M (n=8). Analizamos igualmente el
efecto de una dosis de CPA 3 10° M (n=2) sobre la contractilidad en

condiciones basales.

Con el fin de descartar que los efectos encontrados al administrar

CPA pudieran ser debidos al efecto del disolvente empleado, dimetil-
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sulféxido (DMSQ), realizamos dos experimentos aifadiendo
exclusivamente el disolvente a la misma concentracién que apareceria al
administrar el CPA 10° M, 100 ul en 100 ml de Tyrode. Los registros y
medidas a realizar sobre parametros contrdctiles fueron los mismos que

en los experimentos anteriores.

IIL.3.- ESTUDIOS SOBRE PARAMETROS DE CONTRACTILIDAD
EN ISQUEMIA MIOCARDICA.

IIL.3.1.- ISQUEMIA GLOBAL. TECNICA GENERAL Y
DESCRIPCION DEL. MODELQO. EXPERIMENTOS CONTROL.

Tras estabilizar las preparaciones (n=11) durante 45 minutos con
Tyrode como solucién nutricia, se procedié segin la técnica de isquemia
global descrita para esta preparacién por Bourdillon y Poole-Wilson
(1982). En condiciones control, y tras 30 minutos de perfusion, se
procedié a parar el flujo durante 30 minutos, tiempo a partir del cual se

reperfundié la preparacion durante otros 30 minutos.
Se controld la temperatura de los tabiques durante el tiempo de
isquemia mediante el sistema termostatizado de calentamiento de la

camara, manteniéndose estable a 32 + 0,25 °C.

Los parametros mecdnicos analizados para cuantificar el dano
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isquémico fueron el maximo cambio en la tension de reposo y el
porcentaje de recuperacion tras 30 minutos de reperfusion, medido frente

a los valores inmediatamente anteriores a la isquemia (Salinas et al,

1995).

Se caracterizaron otros parametros contrictiles en condiciones
basales y durante la isquemia-reperfusion para analizar el efecto de la
isquemia sobre los mismos y la cronologia de estas modificaciones. Estos
parametros incluyen: duraciéon de la contracciéon, amplitud maxima de la
contraccion, tiempo necesario para alcanzar el pico de la contraccién
(tPC), tiempo para inicio de contraccion, tiempo para alcanzar el 50% de
la contraccion, tiempo para el 90% de la relajacién, maxima velocidad de
contraccion (+dT/dt mdx) y su tiempo, maxima velocidad de relajacion

(-dT/dt max) y su tiempo.

IM.3.2.- EXPERIMENTOS CON ACIDO CICLOPIAZONICO
(CPA) EN ISQUEMIA MIOCARDICA.

De acuerdo con la metodologia expuesta, se utilizaron soluciones de
Tyrode conteniendo 10° M (n=9), 10°* M (n=8), 3 x 10° M (n=2),
asicomo DMSO, 100 zl en 100 ml de Tyrode (n=2), perfundidas durante
30 minutos inmediatamente antes de inducir isquemia global durante 30
minutos. Tras este periodo se reperfundié con solucién Tyrode libre de

farmaco.
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En tres experimentos se realizé perfusién durante 30 minutos en
preisquemia con CPA 10° M y reperfusién tras los 30 minutos de

isquemia con la misma solucién de CPA 10° M durante media hora.

En otros cuatro experimentos se realizé isquemia de 30 minutos sin
administracion previa del farmaco, tras lo cual se reperfundié con

Tyrode conteniendo CPA 10°M durante 30 minutos.

Se registraron y midieron de forma continua en isquemia y
reperfusion los mismos parametros contractiles descritos en el apartado

de isquemia control.

II1.4.- ESTUDIOS SOBRE PARAMETROS BIOQUIMICOS DE DANO
CELULAR EN MIOCARDIO ISQUEMICO. DETERMINACION
ANALITICA.

Se procediéo a la recogida del liquido de perfusion efluente del
tabique y a la determinacién analitica en el mismo de la actividad de las
enzimas creatin-fosfokinasa (CPK), aspartato-aminotransferasa (ASAT
6 GOT) y lactato-deshidrogenasa (LDH), como marcadores de dano

irreversible del sarcolema.

El liquido efluente procedente del tabique interventricular fue

recogido en diversos tiempos: 2 minutos antes de la isquemia para
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obtener un control basal, y durante la reperfusion en los instantes (-2

minutos, 5-7 minutos, 13-15 minutos y 28-30 minutos.

Se realizaron determinaciones en experimentos de isquemia control
de 30 minutos (n=8), CPA 10° (n=7), CPA 10°°* M administrado en
preisquemia y reperfusion (n=3) y CPA 10° M administrado

exclusivamente durante la reperfusion (n=4).

Las determinaciones se llevaron a cabo en un analizador multicanal
discreto BM/Hitachi 747 empleando el "Método standard optimizado" de
la Deutsche Gesellschaft fiir Klinische Chemie (Gruber, 1978).

IIL.5.- ESTUDIOS SOBRE PARAMETROS MORFOLOGICOS DE
DANO CELULAR EN EL MIOCARDIO ISQUEMICO. MICROSCOPIA
ELECTRONICA.

Para los estudios de microscopia electrénica se tomaron muestras
de miocardio de aproximadamente 1 mm de lado que fueron fijadas por
técnicas de inmersion. La toma de muestra se realizé en la porcién de la
base, tomando como referencia su proximidad a la arteria del tabique

interventricular.

El tiempo transcurrido entre la toma de la muestra y su fijacion no
superé en ningin caso los 30 segundos, utilizindose con este fin

glutaraldehido al 3%.
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Las muestras se mantuvieron en el fijador durante al menos dos
horas y, a continuacion, se eliminé el exceso de fijador mediante un
lavado de 15 minutos en buffer Sorensen (0,1 M de KH,PO, y 0,1 M de
Na,HPO,; pH 7,4). Se realizé una postfijacion en tetréxido de osmio al
2% en buffer durante 2 h. Por iltimo, 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 6xido de propileno, siendo a continuacion

incluidas en Araldita.

A fin de seleccionar las zonas que iban a ser estudiadas
ultramicroscépicamente, todos los bloques fueron previamente
seccionados en cortes semifinos de 1 pm de espesor, mediante un ultra
microtomo Ultratome LKB-IV, y tefiidos con azul de toluidina al 0,5% en

borato sodico al 3%.

De las areas seleccionadas se obtuvieron cortes ultrafinos de 20-40
nm de espesor con el Ultratome LKB-IV, recogiéndose en rejillas de 400
mesh. Estos cortes se contrastaron para la observacion
electromicroscopica con acetato de uranilo y citrato de plomo. Las
preparaciones asi obtenidas se estudiaron y fotografiaron en un

microscopio JEOL 100-C con un potencial de aceleracién de 75-100 KV.
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IIL.6.- ANALISIS ESTADISTICO.

La comparacién de medias fue analizada mediante el método de la
t de Student para datos apareados o no apareados dependiendo del tipo
de experimento. Los datos se expresan como la media + desviacion
tipica, salvo que se senale lo contrario. Las diferencias se consideraron

estadisticamente significativas para valores de p < 0,05.

I1.7.- FARMACOS Y OTROS PRODUCTOS.

El acido ciclopiazonico (CPA) se obtuvo de Sigma. El resto de

productos o reactivos fueron al menos de pureza analitica.

Las soluciones del CPA se realizaron en dimetil-sulféxido. Las
diluciones posteriores fueron realizadas directamente en la solucién

Tyrode.
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IV.- RESULTADOS
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IV.1.- ANALISIS INTERGRUPO DE LA HOMOGENEIDAD DE LOS

GRUPOS DE ANIMALES Y CONDICIONES DE
EXPERIMENTACION.

Las caracteristicas generales que podrian afectar a la homogeneidad
de los grupos de experimentacion incluyen: peso del conejo, peso final del
tabique interventricular o septum y frecuencia de estimulacién, asi como
la amplitud contrictil desarrollada por la preparaciéon y la tension de

reposo medidas tras 45 minutos de estabilizacion en condiciones basales.

En la tabla 6 se recogen los datos relativos a los cinco grupos
experimentales sobre los que se realizé isquemia y reperfusion: grupo
control (n=11), experimentos con CPA 10° M administrado durante 30
minutos antes de la isquemia (preisquemia) (n=8), CPA 10° M
administrado durante 30 minutos en la preisquemia (n=9), CPA 10 M
administrado durante la preisquemia y la reperfusién (postisquemia)
(n=3), y CPA 10"* M perfundido sélo durante la reperfusién (n=4). Los
resultados no presentan diferencias estadisticamente significativas entre

los diversos grupos considerados.

Las caracteristicas de los experimentos realizados con DMSO (n=2)
y CPA 3 x 10° M (n=2) tampoco presentan diferencias aparentes

respecto a los grupos anteriores.



ISQUEMIA

CONTROL

CPA 10°M

(pre)

CPA 10°M

(pre)

CPA 10°M

(pre y post)

CPA 10°M

(sélo post)

(n = 11)

(n=28)

n=9)

(n = 3)

(n = 4)

PESO
CONEJO
(Kg)

2,64 + 0,17

2,41 + 0,93

2,76 + 0,28

2,54 + 0,20

2,48 + 0,52

PESO
SEPTUM (g)

11,17 + 0,19

1,19 + 0,19

1,05 + 0,16

1,20 + 0,20

1,19 + 0,15

FRECUENCIA
(Hz)

1,65 + 0,23

1,45 + 0,25

1,58 + 0,30

1,50 + 0,05

1,55 + 0,22

AMPLITUD
INICIAL (g)

12,94 + 4,71

15,19 + 3,89

12,07 + 2,08

16,03 + 4,23

12,98 + 2,11

TENSION
REPOSO (g)

7,49 + 1,70

6,54 + 0,82

6,63 + 0,95

6,25 + 1,20

6,67 + 0,68

TABLA 6.- Caracteristicas de los diversos grupos de experimentacion. No
existen diferencias estadisticamente significativas en ningin caso.
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IV.2.- EFECTOS DEL ACIDO CICLOPIAZONICO (CPA) SOBRE
CONTRACTILIDAD MIOCARDICA.

IV1.2.1.- CURVAS DOSIS-EFECTO ACUMULATIVAS.

En la figura 9 se observa el efecto sobre la tension de reposo basal
del CPA perfundido de forma acumulativa en dosis crecientes de 107,
103,107 y 10° M (n = 3), administradas durante 30 minutos cada una
(tiempo necesario hasta que se estabilizaba la preparaciéon una vez
introducido el fArmaco). Se aprecia una ligera tendencia a la disminucién
de la tension de reposo que no llega a ser estadisticamente significativa

en ningin momento.

Sin embargo, a nivel de amplitud de contraccion desarrollada, la
caida es mas manifiesta y empieza a ser significativa desde el punto de
vista estadistico tras afnadir la dosis de CPA de 10°M (p < 0,05),

cayendo un 12,86 + 5, 57 % respecto a la basal (Figura 10).



TENSION DE REPOSO (g)
£

BASAL CPA10°M CPA10M CPA10'M CPA 10°M

FIGURA 9.- Curva dosis-efecto sobre tension de reposo del CPA administrado en dosis
acumulativas, 10° M - 10 M, perfundidas durante 30 minutos cada una (n =3). Las
diferencias no son estadisticamente significativas en ningiin caso.
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FIGURA 10.- Curva dosis- efecto sobre amplitud de contraccion del CPA administrado
en dosis acumulativas (10- 10 M) durante 30 minutos cada una (n =3) (*p <0,05).
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IV.2.2.- EFECTOS UNITARIOS DEL CPA 10*M Y 10°M.

Se midio y registré el efecto aislado de dosis tinicas de CPA (10% y
10° M), perfundidas durante 30 minutos, sobre los siguientes parametros
contractiles : tension de reposo, amplitud contractil, +dT/dt max, -dT/dt
max y sobre los tiempos de inicio, +dT/dt max, 50% de contraccion,

pico, -dT/dt max y 90% de relajacion.

El CPA 10°M (n=8) a nivel de tensién de reposo, amplitud
contractil y velocidades maximas de contraccién y relajacion produjo
pequeias disminuciones no significativas en ningin caso (Figuras 11 y
12). Sobre la cronologia de la contracciéon provocé un progresivo
alargamiento de la misma con especial repercusion sobre la fase de
relajacion, donde las diferencias en los tiempos para -dT/dt max (10,84
+ 4,20 %) vy 90% de relajacion (9,30 + 3,95 %) empezaron a ser
estadisticamente significativas respecto a los valores basales (p < 0,05,
en ambos casos) (Figura 13). Si se consideran los tiempos de la fase de
relajacion medidos desde el tiempo para el pico, el alargamiento del
tiempo para el -dT/dt max fue de un 12,11% y el del tiempo para el 90%
de relajacién de un 5,09%, respecto a los valores basales. Los valores
absolutos para cada variable se encuentran también recogidos en las

tablas 7 y 8.
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FIGURA 11.- Efectos del CPA 10° M (n =8) sobre la tensién de reposo y la
amplitud contrictil o tensién desarrollada. Columna oscura: basal. Columna
clara: tras 30 minutos con CPA 10° M. Las diferencias no son
estadisticamente significativas en ningin caso.
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FIGURA 12.- Efecto del CPA 10°M (n =8) sobre la maxima velocidad
de contraccion (+dT/dt max) y la médxima velocidad de relajacién
(-dT/dtmax). Columna oscura: basal. Columna clara: tras 30 minutos
con CPA 10% M. Las diferencias no son estadisticamente significativas en
ningdn caso.
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FIGURA 13.- Efecto del CPA 10 M (n =8) sobre los tiempos de inicio de
contraccion, +dT/dtmax, 50% de contraccién, pico, -dT/dt max y 90% de relajacion.
Columna oscura: basal. Columna clara: tras 30 minutos con CPA 10 M (* = p <
0,05).
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Las diferencias obtenidas con CPA 10° M (n=9) fueron mds
notables. La tensién de reposo no se modificé de forma significativa, sin
embargo, la amplitud contrictil si que experimenté un descenso
significativo (15,67 + 0,37 %; p <0,05) tras 30 minutos de administracion
del farmaco (Figura 14). Los efectos sobre las mdximas velocidades de
contraccion y relajacion resultaron mas notables, con un descenso del
+dT/dt max de un 39,31 + 3,01 % de media (p <0,001) y del -dT/dt
max de un 20 + 2,60 % (p < 0,01) (Figura 15). El alargamiento de la
contraccion afecta a todos los tiempos registrados, siendo mas evidente
durante la fase inicial de contraccion. El tiempo de inicio se alargé un
56,22 + 20,26 % (p < 0,05), el tiempo para el +dT/dt max un 81,42 +
16,12 % (p < 0,001), el tiempo para el 50% un 49,57 + 4,69 % (p <
0,001), el tiempo para el pico de contraccién un 30,30 + 1,64 % (p <
0,001), el tiempo para el -dT/dt max un 24,88 + 1,74 % (p < 0,001),
y el tiempo para el 90% de relajacién un 21,64 + 1,80 % (p < 0,001)
(Figura 16). Si se consideran los tiempos de la fase de relajacion medidos
desde el pico de contraccion, el alargamiento del tiempo para el -dT/dt
max alcanza sélo un 20,32%, y la prolongaciéon del tiempo para el 90%
de relajacion un 14,82%. Los valores absolutos aparecen recogidos en las

tablas 7 y 8.

Los resultados obtenidos en los dos experimentos realizados con
CPA 3 x 10° M siguen la linea de los obtenidos con CPA 10”° M: la
tension de reposo no se modificé significativamente, la amplitud de

contraccién cayé un 16,14 + 1,01 % (p < 0,05), el +dT/dt max
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descendié un 50,49 +4,97 % (p < 0,001) y el -dT/dt max un 37,59 +
2,52 % (p < 0,001). Los tiempos se alargaron de forma estadisticamente
significativa en todos los casos y en un porcentaje algo mayor que el

obtenido con CPA 10° M.,

En los dos experimentos realizados con DMSO no se apreciaron
diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los parimetros
contractiles registrados tras la administracion del solvente respecto a los

valores basales.
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FIGURA 14.- Efectos del CPA 10> M sobre la tension de reposo
y la tension desarrollada. Columna oscura: basal. Columna
clara: tras 30 minutos con CPA 10 M. Los resultados se
expresan como media + desviacién tipica ( * = p < 0,05).
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FIGURA 15.- Efectos del CPA 10° M sobre la maxima velocidad de contraccion
(+dT/dt max) y la mdxima velocidad de relajacién (-dT/dt max) ( ** = p < 0,01;
*** = p < 0,001).
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FIGURA 16.- Efecto del CPA 10° M sobre los tiempos de inicio de contraccién,
+dT/dt max, 50% de contraccion, pico, -dT/dt max y 90% de relajacion. Columna

oscura: basal. Columna clara: tras 30 minutos con CPA 10° M. (* = p < 0,05;
***=p < 0,001)



“T. REPOSO | AMPLITUD | + dT /dtmax | - dT /dt max
(g (@) (g/seg) (g/seg)
CONTROL |

BASAL 6,94 + 1,91 | 13,26 + 4,39 | 122,62 + 38,66 [-101,14 + 36,82
FIN REPER | 8,33 + 1,86 | 6,13 + 2,13 (67,78 + 21,15 | -49,73+16,28""
CPA 10°M

(pre)

BASAL 6,10 + 1,10 | 16,85 + 4,43 | 137,94 + 41,08 |-117,746+33,10
CPA 10°M 5,70 + 0,83 | 16,55 + 4,25 | 130,57 + 33,11 |-113,97 + 25,26
FIN REPER | 6,40 + 1,62 | 11,56 + 3,88" | 105,37+38,39" |-86,01 + 32,54"
CPA 10°M

(pre)

BASAL 5,98 + 1,25 | 12,72 + 5,01 | 115,01 + 39,72 | -91,69 + 30,02
CPA 10°M 6,25 + 0,87 | 11,01 + 4,63° [69,87 + 26,67 |-75,02 + 31,98
FIN REPER | 6,18 + 1,57 | 6,97 + 3,15 [70,15 + 27,75...%_55’9&25’72,..
CPA 10°M '

(pre + post)

BASAL | 6,66 + 1,24 | 14,34 + 5,22 | 133,33 + 30,90 |-105,64 + 35,79
CPA 10°M 6,45 + 0,23 | 13,57 + 4,86 |124,13 + 28,30 {-101,60 + 26,42
FIN REPER 6,71 + 0,15 9,22 + 3,52 | 92,70 + 23,89" | -68,64+24,13"
CPA 10°M

(post)

BASAL 6,34 + 0,96 | 13,33 + 4,28 | 126,25 + 33,20 |-105,62 + 31,52
FIN REPER | 8,80 + 0,75™ | 6,27 + 2,57"" |70,07 + 23,15™| -55,71+20,02""

TABLA 7.- Efecto de la isquemia-reperfusion y de la administraciéon de
CPA sobre los parametros contrdctiles en cada grupo experimental:
Control n=11) y CPA = icido ciclopiazénico perfundido durante 30
minutos a las dosis indicadas en preisquemia (pre; n=8 para 10° M; n=9
para 10° M); en preisquemia y durante la reperfusiéon (pre + post; n=3) y
s6lo durante la reperfusion (post; n=4). Las comparaciones se realizan
respecto a las medidas basales de cada grupo (*= p< 0,05; **= p< 0,0I;
*** = p< 0,001).
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INICIO |+dT/dtmax | 50% CON -dT/dtmax | 90% REL
(mseg) (mseg) (mseg) (mseg) (mseg) (mseg)
CONTROL

BASAL 29,6410,95 | 84,04+8,81 | 108,84+7,83 |235,22+14,30 | 326,27+27,65 | 442,41+22,56
FIN REPER} 30,94+1,01" | 77,87+7,55" | 96,67+8,87" |195,61+16,71" | 283,34+25,04™" | 369,50+38,52"
CPA 10°M

(pre)

BASAL 28,38+2,11 | 81,651+5,87 | 109,62+5,82 |236,47+10,04 | 329,31+18,01 | 439,31+16,85
CPA 10°M 28,96+1,72 P 84,87+9.34 | 113,22146,26 | 243,8719,66 |369,34+12,14’ | 484,34+15,37
FIN REPER{ 31,54+247 | 85,76+10,02 | 108,73+12,72 | 217,52128,36 | 344,77+45,85 | 410,83+48,49
CPA 10°M | '

(pre)

BASAL 29,60+5,11 | 77,54+6,19 | 104,7316,07 | 217,21+14,24 | 328,87+24,10 | 419,32128,86
CPA 10°M | 45,99+15,29" | 140,12+14,67"" | 150,56+12,11" [ 282,82+19,14"" | 409,87+27,27" | 495,76+15,54™
FIN REPER]| 30.43+2,06 | 79,53+10,33 | 99,51+8,35 |200,58+30,96 | 301,53426,93" | 379,43+36,89"
CPA 10°M
(pre+post)

BASAL 26,81+3,75 | 80,51+4,51 | 108,32+5,05 | 236,84+15,22 | 338,07+19,46 | 433,76+18,71
CPA 10°M | 27,75+2,77 87+7,02 114,26+3,26 | 253,83+9,97 |377,74+14,14°|465,08+23,11°
FIN REPER| 30,49+3,69 | 92,10+2,74 | 112,86+5,66 | 224,57+7,70 | 306, 20+10,48° | 413,44+12,20
CPA 10°M

(post)

BASAL 29,66+1,21 | 82,72+5.83 | 106,22+6,30 | 228,12+16,66 | 325,35+20,48 | 436,37+19,77
FIN REPER| 32,22+1,96™" 79.9613.76 97,12+5,61" | 210,33+12,80" | 296,15+18,62" | 406,55+20,32"
TABLA 8.- Modificacion de la cronologia de la contraccion media tras

isquemia-reperfusion y tras

expertmentales. Control (n

la perfusion con CPA en los diversos grupos
11). CPA 10° M administrado durante 30 minutos en

preisquemia (pre; n = 8), CPA 10°M perfundide durante 30 minutos en preisquemia

(n= 9), CPA 10° M administrado en preisquemia y durante la reperfusién (pre +

post; n = 3), y CPA 10° M perfundido exclusivamente durante la reperfusion (post;

n = 4). Las comparaciones se establecen siempre respecto a los valores basales de cada
grupo (* = p < 0,05; ** = p < 0,0; ¥** = p <0,001).



122
IV.3.- EFECTOS DE LA ISQUEMIA-REPERFUSION SOBRE

PARAMETROS CONTRACTILES.

IV.3.1.- EFECTOS SOBRE LOS PARAMETROS
CONTRACTILES DE LA ISQUEMIA DE 30 MINUTOS SEGUIDA DE
30 MINUTOS DE REPERFUSION.

En la tablas 7 y 8 se recogen las variaciones inducidas por la
isquemia global de 30 minutos seguida de 30 minutos de reperfusion
sobre la tension de reposo, amplitud contrictil, +dT/dt max, -dT/dt max
y tiempos de inicio de contraccién, +dT/dt max, 50% de contraccion,
pico, -dT/dt max y 90% de relajacion, en los diversos grupos
experimentales. Las diferencias entre los valores basales registrados para
los diferentes grupos experimentales no resultaron estadisticamente

significativas en ningin caso.

- Experimentos control.

La isquemia-reperfusion control (n = 11) (Figura 17) produjo una
elevacion final de la tension de reposo de un 21,04 + 5,06 % respecto a
la basal (p < 0,01): inicialmente se eleva de forma progresiva durante la
isquemia con un incremento medio de 7,06 + 3,20 g justo antes de la
reperfusion, alcanzando los valores maximos a los 2 minutos de lamisma
(10,11 + 4,25 g). La amplitud contractil se recuperé un 43,75 + 7,36 %
(Figura 18), la mdxima velocidad de contraccién descendié un 46,8 +

10,02 % (p < 0,001) y la mixima velocidad de relajacion un 52,13 +
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12,25 % (p < 0,001). El tiempo de inicio de contraccion presenté una
prolongacion final del 7,01 + 2,21 % (p < 0,01). El resto de medidas de
tiempo sufrieron un acortamiento que resulté también estadisticamente
significativo: tiempo para +dT/dt max (7,14 + 1,25 %; P <0,01), tiempo
para el 50% de contracciéon (11,06 + 2,31 %; p <0,01), tiempo para el
pico de contraccion (17,43 + 4,04 %; p < 0,01), tiempo para - dT/dt
max (13,20 + 2,13 %; p < 0,001) y tiempo para el 90% de relajacién
(17,62 + 3,72 %; p < 0,01) (Tablas 7 y 8).

- Experimentos con CPA 10 M en preisquemia.

En los experimentos realizados con CPA 10° M administrado
durante los 30 minutos antes a iniciar la isquemia (n = 8) (Figura 19) la
tension de reposo final permanecia ligeramente elevada respecto al valor
basal, pero de forma no estadisticamente significativa. Su elevaciéon al
final de la isquemia era de 2,15 + 1,18 g por término medio, con un pico
a los 2 minutos de reperfusion de 3,40 + 1,86 g. La amplitud contractil
se recupero un 67,45 + 10,21 % (Figura 18) por término medio. La caida
del +dT/dt max fue de un 24,50 + 6,22 % (p < 0,01), y la del -dT/dt
max de un 27,52 + 6,43 % (p < 0,01) (Tabla 7).

En cuanto a los tiempos, tras la reperfusion todos los valores
registrados alcanzaron cifras semejantes a las basales, sin encontrar
diferencias estadisticamente significativas salvo para el tiempo de inicio
de la contraccién, que presenté una prolongacion media del 9,6 + 3,02

% (p < 0,05) (Tabla 8).
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- Experimentos con CPA 10° M en preisquemia.

Los experimentos realizados con CPA 10° M perfundido durante
los 30 minutos anteriores al inicio de la isquemia (n = 9) tampoco
presentaron diferencias significativas en la tension de reposo final.
Durante la isquemia presenté la menor elevacion de todos los grupos
(1,95 + 0,78 g}, con un pico de 2,41 + 1,24 g a los 2 minutos de la
reperfusion. La amplitud contractil se recuperé un 52,53 + 9,01 %
(Figura 18). La maxima velocidad de contraccion descendié un 39,12 +
4,33 % (p < 0,001), y la mixima velocidad de relajacion un 41,02 +
4,82 % (p < 0,001) (Tabla 7).

Los tiempos medios de la contracciéon final resultaron semejantes
a los basales, salvo el tiempo para el -dT/dt max que resulté un 8,31 +
0,39 % (p < 0,01) inferior al basal, y el tiempo para el 90% de relajacion
que permanecia un 7,22 + 0,51 % (p < 0,05) por debajo del valor inicial
(Tabla 8).

- Experimentos con CPA 10° M adminisirado en presisquemia y
durante la reperfusion.

En este grupo (n = 3), el comportamiento resulté semejante al
obtenido con la misma dosis administrada séle durante la preisquemia.
La tension de reposo no presentaba diferencias significativas con la basal.
La amplitud contrictil se recuperé un 63,29 + 2,15 %. El +dT/dt max
cayé6 un 30,83 + 8,28 % (p < 0,05), y el -dT/dt max un 35,24 + 6,12 %
(p < 0,01) (Tabla 7).
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En los tiempos de contraccién la unica variacién significativa tras
la reperfusion correspondié a una disminucion del tiempo para el -dT/dt

max del 9,87 + 1,02 % (p < 0,05) (Tabla 8).

- Experimentos con CPA 10¢ M administrado sélo durante la
reperfusién.

Los resultados obtenidos en este grupo (n = 4) se aproximan a los
obtenidos en el grupo control. La tensiéon de reposo tras la reperfusion
resultd ser la mds elevada de todos los grupos experimentales, tanto en
valor absoluto como porcentual respecto a la basal, con una elevacién
media del 28,15 + 2,69 % (p<0,001). La amplitud de contraccion se
recuperé un 47,04 + 2,84 % (Figura 18). La maxima velocidad de
contraccion bajé un 44,44 + 10,96 % (p<0,001) y el -dT/dt max un
45,94 + 11,69 % (p<0,001) (Tabla 7).

El tiempo de inicio de la contraccion quedo prolongado un 9,37 +
1,16 % (p<0,001). Los tiempos para el +dT/dt max y 50% de
contraccion no presentaban diferencias significativas con los basales
respectivos. El tiempo para el pico se acort6 finalmente un 7,89 + 2,66
% (p<0,01). Los tiempos para el -dT/dt max y 90% de relajacién
también se acortaron significativamente: 9,11 + 2,27 % (p<0,01) y 7,22
+ 1,68 % (p<0,01) (Tabla 8).
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- Otros experimentos.
Los resultados obtenidos en los dos casos donde se administré
DMSO antes de la isquemia son superponibles a los del grupo de

isquemia control, con un porcentaje de recuperacion del 39,27 + 3,15 %.

En los dos experimentos donde se perfundié CPA 3 x 10° M la
recuperacion fue del 50,29 + 2,08 %. El resto de parametros registraba
modificaciones semejantes o ligeramente mayores a las obtenidas con CPA

10° M.
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FIGURA 17.- Ejemplo de isquemia control de 30 minutos seguida de 30 minutos de reperfusion en registro
grafico continuo. Las flechas indican el inicio de la isquemia (A) y de la reperfusion (B). Trazado superior :
dT/dt max. Trazado inferior: amplitud contractil. Tres cuadrados grandes verticales (15mm en el tamario
real) equivalen a 10 g de tension. La tension de reposo se elevé de forma caracteristica durante la isquemia.

El porcentaje de recuperacion fue de un 32%.
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FIGURA 18.- Porcentajes de recuperacion de la amplitud de contraccién respecto a valores
basales tras 30 isquemia y reperfusiéon. Columna mds oscura: isquemia control (n = 11);
columna intermedia: grupo bajo tratamiento con CPA 10°M durante 30 minutos en
preisquemia (n = 9); columna mis clara: grupo bajo tratamiento con CPA 10M durante 30
minutos en preisquemia (n = 8); columna con rayado vertical: grupo bajo tratamiento con
CPA 10°M durante 30 minutos en preisquemia y durante la reperfusién (n = 4); columna con
rayado horizontal: grupo bajo tratamiento con CPA 10-M sélo durante la reperfusion (n = 4). (
a = grupo tratado vs control, b = grupo tratado vs grupo CPA 10°M, * = p < 0,05; ** = p <
0,01; ¥** = p < 0,001).
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FIGURA 19.- Ejemplo de isquemia de 30 minutos seguida de 30 minutos de reperfusion en un septum
pretratado con CPA 105 M. Las flechas indican el inicio de la isquemia (A) y de la reperfusion (B). Trazado
superior : dT/dt max. Trazado inferior: amplitud contractil. Tres cuadrados grandes verticales (15mm en el
tamano real) equivalen a 10 g de tension. La tension de reposo no se elevé durante la isquemia. El
porcentaje de recuperacion fue de un 76%.
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FIGURA 20.- Porcentaje de recuperacion de la amplitud contrictil durante la
reperfusion fras isquemia de 30 minutos en el grupo control (linea continua, n
=11), grupg bajo tratamiento con CPA 10° M (linea de puntos y rayas, n =9)
durante 30 minutos antes de la isquemia, y grupo bajo tratamiento con CPA 10%M
(linea de pumtos, n =8) durante 30 minutos antes de la isquemia. Las medidas se
realizaron a los 2, 5, 15 y 30 minutos de reperfusion (a = CPA 10°M vs control;
b = CPA 10°M vs control; ¢ = CPA 10°M vs CPA 10°M ; * = p < 0.05; ** = p
< 0,01; *** = p < 0,001).
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En la figura 18 se representa un histograma con los porcentajes de
recuperacion de la amplitud contréctil respecto a valores basales en los
diversos grupos experimentales descritos. El mdximo porcentaje de
recuperacion corresponde al grupo tratado con CPA 10° M en la
preisquemia (67,45 + 10,21 %) con una diferencia muy significativa
(p < 0.001) respecto al grupo de isquemia control. La recuperacion con
CPA 10° M en preisquemia (52,53 + 9,01 %) también ofrece una
diferencia estadisticamente significativa respecto a la isquemia control
(p < 0,05), y a su vez, respecto al grupo de CPA 10° M en preisquemia
(p < 0,01).

El grupo tratado con CPA 10° M tanto en preisquemia como
durante la reperfusion recupera un 63,29 + 2,15 %, con lo que no se
distingue estadisticamente de los resultados obtenidos administrando el
firmaco a la misma dosis sélo en preisquemia, pero si que presenta
diferencias significativas con el grupo de CPA 10° M (p < 0,05) y, por

supuesto, con el grupo control (p < 0,001).

El grupo en que se perfundia el CPA 10° M exclusivamente en la
reperfusién obtiene un resultado comparable al de la isquemia control,

con una recuperacién del 47,04 + 2,84 %.

En la figura 20 se recoge la evolucién de la recuperacion de la
contraccién a lo largo de la reperfusién en los grupos control, CPA 10°

y CPA 10 M administrados en preisquemia. Las diferencias entre los dos
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grupos tratados y el control empiezan a ser estadisticamente significativas

a partir de los 15 minutos.

IV.3.2.-CARACTERISTICAS CINETICAS DE LA
MODIFICACION DE LOS PARAMETROS CONTRACTILES
INDUCIDA POR LA ISQUEMIA.

Se analizaron las modificaciones de diversos parametros de
contractilidad durante los 10 primeros minutos de isquemia global en los
grupos de isquemia control (n = 10), bajo tratamiento con CPA 10° M
en preisquemia (n = 9), y pretratado con CPA 10° M (n = 8).

La amplitud de contraccién, +dT/dt, -dT/dt, tiempo para pico y
tiempo para 90% de relajacion pudieron ajustarse a funciones mono o
biexponenciales, segiin los casos, en funcién de las pendientes de caida
obtenidas a través de la representacién semilogaritmica de la evolucion

de dichos pardmetros durante los 10 minutos iniciales de la isquemia.

La ecuacion genérica que rige dichas funciones exponenciales seria
del tipo:
Yy =Y, et/
Donde y, es la ordenada en el origen, t es el tiempo de isquemia
transcurrido expresado en minutos, y 7 la constante de tiempo que rige

el proceso (inversamente proporcional a la velocidad del proceso).



133

La caida de la amplitud contrictil en el grupo control sigue un
modelo biexponencial, con una fase rapida inicial de pendiente media
7=0,43 min, con un coeficiente de determinacién medio (r’) superior a
0,98, seguida de una fase lenta con 7=2,74 min (r*=0,99). La fase rdpida
inicial viene precedida de un pequefio decalaje de 9,94 sg por término
medio, tiempo durante el cual la amplitud tiene un comportamiento poco
homogéneo y dificil de caracterizar, en el que suele elevarse ligeramente
antes de iniciar el descenso rdapido descrito. En ¢l grupo tratado con CPA
10”° M la pendiente de la fase rdpida es significativamente mayor respecto
al control (7=0,27 min; r’= 0,97; p<0,05) y le sigue un fase lenta
semejante al control (r=2,64 min; r’=0,99). Sin embargo, en el grupo
tratade con CPA 10°® M no se aprecia esta fase rdpida, de forma que la
caida de la amplitud puede ajustarse a una funcién monoexponencial
(7=3,24 min; r’=0,99). El comportamiento de la tensién desarrollada
expresada en gramos en cada ciclo contriactil durante los primeros
minutos de la isquemia quedaria definida, en funcion del tiempo (min),

por las siguientes funciones (Figura 21; tabla 9):

fase rapida fase lenta
Control: y = 2,65 1004 4+ 10,44 V2™
CPA10*M: y = 15,16 3
CPA10° M: y = 2,63 "™ + 8,01 e>%

El +dT/dt max en la isquemia control tiene un comportamiento

caracteristico. Tras una meseta inicial de unos 50 sg (49,95 + 21,85 sg)
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en la que permanece estable, inicia una caida que se ajusta con enorme
precisién a una funcién monoexponencial (r=2,29 min; r’>0,99). En el
grupo pretratado con CPA 10* M el comportamiento es semejante, pero
la meseta inicial es significativamente msdis prolongada (85,83 + 20,02;
p<0,05), y la caida posterior también se ajusta a una funcién
monoexponencial, aunque con menor velocidad de caida (r=2,78 min;
r’>0,99). En los casos bajo tratamiento con CPA 10° M el
comportamiento es bien distinto, distinguiéndose una fase rdpida inicial
(1=0,45 min; r*=90,95) seguida de otra mas lenta (r=2,98; r’=0,98), sin
observarse meseta inicial en ningun caso. El comportamiento del +dT/dt
max expresado en g/sg durante los minutos iniciales de la isquemia
quedaria definido, en funcién del tiempo (min), por la siguientes

funciones (Figura 22; tabla 9) :

Control: y = 115,18 @022
CPA10*°M y = 159,14 ¢*36/278
CPA10°M y = 31,81 e + 56,16 e***

El -dT/dt max puede ajustarse en todos los casos a funciones
biexponenciales precedidas de un ligero retraso inicial bastante
homogéneo en todos los grupos y significativamente menor del encontrado
en el +dT/dt max. Dicho retraso no es exactamente una meseta, sino que
tiende a reflejar un ligero aumento inicial (dificilmente caracterizable)
antes de iniciar el descenso caracteristico. Asi, en el grupo control el

retraso es de 20,4 + 14,3 sg, la pendiente de la fase rdpida es la de
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mayor velocidad de caida (7=0,37; r*=0,98), y lo mismo ocurre en la fase
lenta (1=2,44; r*=0,99). En el grupo bajo tratamiento con CPA 10° M
el retraso fue de 19 + 5,67 sg, y las pendientes de caida las mds lentas
de los tres grupos: fase rdpida (7=0,66; r*=0,98; p <0,05, respecto al
control) y fase lenta (1=3,70; r*>0,99; p <0,05, respecto al control). Los
resultados obtenidos con CPA 10° M son intermedios, con un retraso de
15,9 + 9,23 sg, fase rdapida (r=0,42; r’'=0,97) y fase lenta (+=2,78;
r’=0,99). El comportamiento del -dT/dt max expresado en g/sg durante
los minutos iniciales de la isquemia puede caracterizarse, en funcion del
tiempo (min), de acuerdo con las siguientes funciones (Figura 23; tabla

9):

25,08 e-(t-20)10,37 + 70’24 e-t/2’44
CPA10°M y = 38,16 19066 1 g8 85 /37

Control y

CPA10°M y = 31,88 e®19042 4 43 46 ¢¥2™

El acortamiento del tiempo para el pico durante los primeros
momentos de la isquemia sigue un comportamiento monoexponencial en
todos los casos. En el grupo control este acortamiento es ligeramente mas
rapido (r=0,60 min; r’*=0,97), aunque no se encuentran diferencias
estadisticamente significativas en ningin caso. En el grupo de CPA 10
M y CPA 10° M las constantes son muy semejantes: 7=0,66 (r’=0,97) y
1=0,69 (r*=0,95), respectivamente. El acortamiento del tiempo para el
pico de contraccién expresado en msg durante los primeros momentos de

la isquemia se define, en funcién del tiempo (min), para cada grupo con
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las siguientes funciones (Figura 24; tabla 9):

Control: y = 86,59 ¢
CPA10°M y = 100,12 %"
CPA10°M y = 71,36 ¢*/*®

El acortamiento del tiempo para el 9% de relajacién sigue también
un comportamiento bastante homogéneo en los diversos grupos de
experimentacién. L.a isquemia control presenta la menor velocidad de
acortamiento (7=0,48 min; r’=0,97), seguida del grupo tratado con CPA
10° M (r=0,43; r’=0,93). El grupo al que se administr6 CPA 10° M
exhibe el ritmo de acortamiento mds rdpide (r=0,36; r*=0,96). Las
funciones que caracterizan este proceso serian las siguientes (Figura 25;

tabla 9):

Control: y = 119 ¢/
CPA 10° M y = 97,52 et03%
CPA10°M vy = 87,75 "%




casi cero. Las constantes
respecto al control.

CONTROL CPA 10°M CPA 10° M
{(n = 10) n=9) (n=28)

AMPLITUD 0,43 + 0,15 No 0,27 + 0,08+
F. Rapida

AMPLITUD 2,74 + 0,81 3,24 + 0,82 2,64 + 0,43
F. Lenta

+dT/dt max No No 0,45 + 0,07
F. Rapida

+dT/dt max 2,29 + 0,78 2,78 + 0,31 2,98 + 1,14
F. Lenta

-dT/dt max 0,37 + 0,13 0,66 + 0,25+ 0,42 + 0,12
F. Rapida

-dT/dt max 2,44 + 1,13 3,70 + 0,55+ 2,78 + 1,16
F. Lenta

T. PICO 0,60 + 0,32 0,66 + 0,14 0,69 + 0,16

T.90 % 0,48 + 0,28 0,36 + 0,15 0,43 + 0,24

RELAJACION

TABLA 9.- Constantes de tiempo de caida de los parametros contractiles
ajustables a funciones mono o biexponenciales durante los 10 primeros
minutos de isquemia. El acortamiento del tiempo para el pico y para el
90% de relajacion estin ajustados sélo respecto a los 3 y 2 minutos
iniciales aproximadamente, momento en ¢l que el acortamiento se¢ hace
de tiempo se expresan en min. * = p<(,05,
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FIGURA 21.- Representacion de la caida de la amplitud de contraccién
durante los 10 primeros minutos de isquemia en funcién de las constantes
de tiempo medio de caida obtenidas para cada grupo y su ajuste a
funciones mono- o biexponenciales. (A) Curvas de caida en valores
absolutos. (B) Representacion semilogaritmica que permite apreciar las
diferentes pendientes de caida en cada proceso. Linea continua: grupo
control (n=10); linea de puntos: bajo tratamiento con CPA 10*M (n=9);
linea de puntos y rayas: bajo tratamiento con CPA 10° M (n=38).
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FIGURA 22.- Representacién de la caida del +dT/dt max durante lo 10
primeros minutos de isquemia. El grupo tratado con CPA 10°M (n=9;
linea de puntos) presenta una prolongacion significativa de la
caracteristica meseta inicial presente en la isquemia control (n=10; linea
continua). Llama la atencion la ausencia de este decalaje en el grupo
tratado con CPA 10° M. (A) Curvas de caida en valores absolutos. (B)

Representacion semilogaritmica del mismo proceso.



(A)

-dT/dt max (g/sq)

(B)

In (-dT/dt max)

120 -

100 1=

so I

60 1—

40 -

20 -

‘H

100

200

300

400

TIEMPO DE ISQUEMIA (sg)

4,5 -
4 -
35 -

25

1,5

0.5

100

200

300

400

TIEMPO DE ISQUEMIA (sg)

500

600

FIGURA 23.- Representacién del comportamiento del -dT/dt max durante

el inicio de la isquemia. Tras un pequeiio decalaje inicial comin, se inicia

una caida ajustable a funciones biexponenciales en todos los grupos. (A)

Curvas en valores absolutos. (B) Representacion semilogaritmica. Las

pendientes de caida del grupo bajo tratamiento con CPA 10° M son

significativamente menores que las del grupo contrel (*=p <0,05). Linea

continua: grupo control (n=10); linea de puntos: CPA 10°* M (n=9);
linea de puntos y rayas: CPA 10° M (n=8).
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FIGURA 24.- Acortamiento del tiempo para el pico de contraccién
durante las fases iniciales de la isquemia. En menos de 3 minutos se hace

casi cero. (A) Curvas en valores absolutos. (B) Representacion

semilogaritmica de las funciones monoexponeciales que caracterizan este

proceso. Linea continua: control (n=10); linea de puntos: CPA 10° M

(n=9); linea de puntos y rayas: CPA 10° M (n=8).
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FIGURA 25.- Acortamiento del tiempo para el 90% de relajacion desde

el inicio de la isquemia. Entorno a los 2 minutos se hace cero. (A) Curvas

en valores absolutos. (B) Representacién semilogaritmica de las funciones

monoexponenciales que definen este proceso. Linea continua: control
(n=10); linea de puntos: CPA 10° M (n=9); Linea de puntos y rayas:
CPA 10° M (n=8).
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IV4.- EFECTOS DE LA ISQUEMIA-REPERFUSION SOBRE

PARAMETROS BIOQUIMICOS.

En la figura 26 se recoge la evolucion de los niveles de creatin-
fosfokinasa registrada en el liquido efluente recogido en condiciones
basales antes de la isquemia y en distintos intervalos de la reperfusién.
Los niveles basales en el grupo control (n = 8) y en el tratado con CPA
10°M (n = 6) no presentaban diferencias significativas. En el intervalo
0-2’ los niveles de CPK obtenidos en el grupo bajo tratamiento eran un
67,65 + 34,28 % (p < 0,01) menores a los registrados en el grupo
control, entre los 5-7° era un 71,4 + 23,69 % (p < 0,05) menor, en los
13-15° era del 78,12 + 29,24 % (p<0,01), y en el 28-30° del 86,74 +
36,71 % (p <0,05).

En la figura 27 aparece la misma evolucion en el tiempo de los
niveles de la aspartato-aminotransferasa (ASAT/GOT). Los valores
basales son homogéneos. En el intervalo 0-2° el descenso en el grupo
tratado fue de 46,60 + 18,25 % (p <0,01); entre los 5-7° un 29,88 + 5,72
% (p<0,05); en los 13-15’ un 36,84 + 12,96 %, y entre los 28-30’un
43,86 + 19,57 % (p<0,05).

La figura 28 recoge la evoluciéon de los niveles de lactato-
dehidrogenasa (LDH) en los grupos e intervalos ya descritos. Los niveles
basales resultaron homogéneos. En el primer intervalo descendio el nivel

de LDH un 36,87 + 14,12 % (p <0,05) en el grupo tratado respecto al de
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isquemia control; entre los 5-7’ un 37,84 + 10,77 % (p <0,05); en los 13-
15° un 42,44 + 12,86 % (p<0,05), y a los 28-30° un 50,14 + 15,66 %
(p <0,05).

En los registros de CPK y GOT, en los dos iltimos intervalos de
recogida de enzimas, las diferencias en el grupo control y el tratado
respecto a las cifras basales obtenidas en sus respectivos grupos no fueron

estadisticamente significativos.

Las enzimas recogidas en los experimentos con CPA 10°* M
administrado en la preisquemia y durante la reperfusion (n=3) no
presentaron diferencias estadisticamente significativas para cada intervalo
respecto a las obtenidas en el grupo de CPA 10° M administrado

exclusivamente antes de la isquemia.

Por otra parte, los resultados de las enzimas recogidas en los
experimentos realizados administrando CPA 10 M sélo en la reperfusién
tampoco presentan diferencias estadisticamente significativas comparadas,

intervalo a intervalo, con las del grupo de isquemia control.
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FIGURA 26 .- Niveles de CPK en el liquido efluente en condiciones basales
v durante distintos intervalos de reperfusién tras isquemia de 30 minutos.
Columna oscura: experimentos control (n = 8). Columna clara: bajo
tratamiento con CPA 10° M 30 minutos antes de la isquemia (n = 6). Los
resultados se expresan como media +E.S.M. (a = intervalo correspondiente
vs basal; b = CPA vys control; * = p < 0,05 ** = p < 0,01;
*¥¥%k = p < 0,001).
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FIGURA 27.- Niveles de GOT en el liquido efluente en condiciones basales y
durante distintos intervalos de reperfusion tras isquemia de 30 minutos.
Columna oscura: experimentos control (n = 8). Columna clara: bajo
tratamiento con CPA 10 M perfundido 30 minutos antes de la isquemia (n
= 6). Los resultados se expresan como media +E.S.M. (a = intervalo
correspondiente vs valor basal; b = CPA vs control; * = p <0,05;
¥ = p < 0,01; ¥*=p < 0,001).
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FIGURA 28.- Niveles de LDH en el liquido efluente en condiciones basales y
durante distintos intervalos de reperfusion tras isquemia de 30 minutos.
Columna oscura: experimentos control (n=8). Columna clara: bajo
tratamiento con CPA 10 M 30 minutos antes de la isquemia (n=6). Los

resultados se expresan como media + E.S.M. (a = intervalo correspondiente vs
basal; b = CPA vs control; * = p < 0,05, ** = p < 0,01; *** = p < 0,001).



148
IV.5.- EFECTOS DE LA ISQUEMIA-REPERFUSION SOBRE

PARAMETROS MORFOLOGICOS.

El estudio morfolégico fue realizado por un histopatélogo con
experiencia en el andlisis microscopico de este tipo de muestras. Se le
entregaron 6 muestras (3 de isquemia control y 3 del grupo pretratado
con CPA 10° M) identificadas por un cédigo numérico y se realizé el

andlisis a doble ciego.

Con el estudio inicial de los cortes semifinos se valoré ya la
existencia de dos grupes diferenciados de muestras en cuanto al grado de
lesiones: encontrando en las muestras del grupo control signos evidentes
de la presencia de necrosis en bandas de contracciéon (Figura 31), no

valorables en el grupo pretratado.

Los hallazgos ultraestructurales consistieron en un gradiente de
lesiones. En el grupo bajo tratamiento en preisquemia con CPA 10° M
los elementos celulares mostraban alteraciones fundamentalmente
mitocondriales, consistentes en una dilatacion masiva de ambas camaras
con aclaramiento de la matriz mitocondrial que les conferia un aspecto
opticamente vacio. De forma focal se observaban concreciones osmidfilas
intramitocondriales y menos frecuentemente estructuras mielinicas
(Figura 29). Los capilares mostraban una estructura general mantenida

sin anomalias parietales (Figura 30).
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Por contraste, en el grupo de isquemia control se observé, de una
parte, una acentuacion de las alteraciones mitocondriales con dilatacion
mas difusa y extensa de las mitocondrias y aumento de los depdsitos
intramitocondriales (Figura 32). Por otra parte, apareci0 una neta
anomalia en el aparato contrictil de la célula con aparicion de bandas de
contraccion, estructuras densas osmiodfilas de morfologia similar al del
material de la linea Z, visibles ya en los cortes semifinos y confirmadas
en los ultrafinos. Esta alteracién afectaba de forma difusa o focal intensa

a toda la célula (Figuras 31, 33 y 34).
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FIGURA 29.- Célula miocdrdica cortada transversalmente en la que se
puede ver una dilatacién mitocondrial difusa con inclusiones densas
intramitocondriales (flecha blanca) y ocasionales cuerpos mielinicos
(flecha negra). No se observan anomalias nucleares. Grupo CPA 10°° M.
(Doble tincidn 5000x)
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FIGURA 30.- Aspecto panordmico del corte que incluye tres fibras

cardiacas con alteraciones morfolégicas similares a las descritas en la
fotografia anterior. No se observan anomalias intersticiales, existiendo
dos capilares sin alteraciones relevantes. Grupo CPA 10°% M. {(Doble
tincidn 5000x)



FIGURA 31.- Corte semifino en el que se han seccionado
longitudinalmente las fibras miocirdicas. Puede verse como los
citoplasmas estdn atravesados por estructuras lineales gruesas, densas y
de margen desflecado que corresponden a bandas de contraccion

(asteriscos). Grupo control. (Reynolds 400x)
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FIGURA 32.- Ultraestructuralmente se observa una vacuolizacion difusa
¢ intensa de las mitocondrias que comprimen y deforman las miofibrillas.

Grupo control. (Doble tincidn 6250x)
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FIGURA 33.- La imagen incluye parte del citoplasma de dos células
miocdrdicas en las que, junto con la alteracion mitocondrial descrita, se
observa ademds un aparato contrictil en parte conservado en su
estructura y en parte convertido en bandas densas homogéneas, que
constituyen el sustrato ultraestructural de las bandas de contraccion

visibles en microscopia éptica. (Doble tincién 3750x)




FIGURA 34.- Detalle a mayor aumento de una banda de contraccién
para mostrar su estructura homogénea similar al material constitutivo de

la linea 7. (Doble tincidn S000x)
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V.- DISCUSION
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Los resultados de este estudio han demostrado que, el acido
ciclopiazénico (CPA), un firmaco al que se atribuyen efectos especificos
de bloqueo de la Ca’*-ATPasa del reticulo sarcoplismico (SERCA) del
miocardio (Seidler et al, 1989; Miller ef al, 1990; Pery-Man ef al, 1993),
presenta un claro efecto cardioprotector frente a la isquemia en el

corazén de conejo.

Este efecto antiisquémico se ha puesto de manifiesto tanto sobre
parametros funcionales contrictiles, como bioquimicos y morfoldgicos, ya
que la caracterizacion de los efectos cardioprotectores debe ser realizada,
necesariamente, sobre al menos dos de los pariametros anteriores (Reimer
y Jennings, 1986). Con anterioridad, du Toit y Opie (1994) demostraron
que el CPA presentaba efectos cardioprotectores sobre parametros
funcionales contractiles en corazones de rata contundidos. Al contrario
de lo encontrado por estes autores, nuestros resultades muestran que no
existe dosis-dependencia del CPA en la proteccién frente a isquemia
miocéirdica, ya que los septa pretratados con CPA 10° M y sometidos a
isquemia de 30 minutos obtenian, tras la reperfusién, una recuperacion
de la amplitud contrdctili un 54,17% mayor que el grupo control,
mientras que los tratados con CPA 10° M mejoraban sélo un 20,07%

respecto a los controles.
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- Homogeneidad de los grupos de experimentacion.

Estos resultados no pueden ser atribuidos a falta de homogeneidad
de los grupos de experimentacion, pues no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en sus condiciones basales (Tabla 6). No
obstante, aiin podria argumentarse que, en el grupo de isquemia control,
los valores medios de la frecuencia de estimulacion y de la tensién de
reposo eran ligeramente mas elevados que los de los grupos restantes, y
que la amplitud contrictil resultaba algo mads baja que la obtenida en el
grupo pretratado con CPA 10° M. Ello podria sugerir unas peores
condiciones iniciales en el grupo control respecto a los grupos bajo
tratamiento. En contra de ésto tenemos el hecho de que las condiciones
basales del grupo en que se administr6 CPA 10® M exclusivamente
durante la reperfusion, presentaban caracteristicas bien diferenciadas en
sentido contrario a las del grupo control y, sin embargo, el porcentaje de
recuperacion final y los niveles de enzimas no presentaron diferencias
significativas respecto a este grupo. Mds ain, Bourdillon y Poole-Wilson
(1982) han descrito que la intensidad del dafo miocdrdico inducido por
isquemia es independiente de la estimulaciéon o no de los septa del corazon
de conejo. Ademis, los experimentos de cada serie se realizaron de forma
no consecutiva, alternando las series, con el fin de evitar la posible
variabilidad intergrupo relacionada con el origen de los animales,

alimentacion o condiciones ambientales.
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-Efectos atribuibles al solvente.

Tampoco pueden ser atribuidos estos efectos al solvente de CPA
utilizado en nuestro estudio, dimetil-sulféxido (DMSQ). Es bien conocido
que el DMSO presenta propiedades como atrapador de radicales libres
("free radical scavenger”; Rowe ef al, 1983). La generacion de radicales
libres se ha propuesto como uno de los mecanismos fisiopatoldgicos
involucrados en la apariciéon del dafio miocardico durante la isquemia-
reperfusion. De hecho, se ha observade un enorme incremento en la
formacion de éstos justo en los momentos iniciales de la reperfusion
(Hearse et al, 1973; Henry et al 1993). Sin embargo, el papel real de los
radicales libres en el desencadenamiento del dafio miocirdico por
isquemia permanece motivo de controversia (Nohl ef al, 1991). Si bien
algunos autores han descrito cardioproteccion frente a isquemia con el
uso de inhibidores de la formacion (Willians et al, 1991) y/o atrapadores -
de radicales libres (Engler y Gilpin, 1989; Naslund et al; 1990), otros no
lo encuentran (Krinsky, 1988). En cualquier caso, no parece que en
nuestros experimentos la accién cardioprotectora pueda ser atribuible al
DMSO, va que en los dos experimentos realizados unicamente con el
solvente (DMSO) no se observaron diferencias aparentes con el efecto
medio obtenido para el grupo de los experimentos control. Mds ain, si
ello fuera cierto, cabria esperar un efecto cardioproctector mads intenso
con el grupo de CPA a dosis mds elevada, ya que la concentracion de
DMSO fue 10 veces mayor, mientras que los resultados obtenidos fueron

contrarios.
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-Registro y andlisis automatizado de la contraccion.

Un andlisis exhaustivo de la literatura cientifica nos mostré la
inexistencia de publicaciones en las que se analizaran las variaciones en
el tiempo y, especialmente, las correlaciones entre los parametros
mecanicos mas usuales (tensién desarroilada, tensién de reposo, +dT/dt
max y los tiempos caracteristicos) durante el desarrollo de la isquemia,
sobre la base de medidas realizadas contraccién a contraccion. El dnico
trabajo relativamente relacionado fue el de Shine er al (1976). Sin
embargo estos autores registraban tan sélo una contraccién por minuto
y aparentemente realizaron ajustes sobre los valores medios normalizados
de todos los experimentos, lo que les impedia describir con precision los
fendmenos existentes y, en especial, aquellos que ocurren en periedos de
tiempo muy breves. Esta pobreza de referencias confrasta con los estudios
realizados a nivel celular y subcelular en experimentos de isquemia
simulada (Walsh y Tormey, 1988; Miller y Tormey, 1995). El mejor
conocimiento de como se afectan los diferentes componentes de la
contracccion y en qué curso temporal se realiza podria ayudarnos a
explicar el mecanismo de la accién antiisquémica de los farmacos
conocidos y a disenar de forma racional nuevas estrategias farmacolégicas

de prevencion del dafio isquémico.

Por todo ello hemos desarrollado un sistema de registro y analisis
~ automatizado de la contraccién, especificamente disefiado para nuestro

modelo experimental. El grado de precision de las medidas obtenidas fue
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de + 3 msg para las medidas de tiempo (frecuencia de muestreo 6 msg)
y de 0,0145 g para las tensiones. La precision tedrica de medida de
tensiones fue aproximadamente 6 veces mejor que la real, ya que nuestro
equipo de medida no reunia condiciones dptimas para evitar el ruido
mecanico. Asi, sobre 12640 medidas en condiciones basales realizadas
para ver la variabilidad de la tensién, obfuvimos una desviacion de 0,042
g. Por ello, el grado de precision real de las medidas sobre tensién puede
estimarse en 0,084 g (2 veces la desviacion estandar). Es interesante
destacar que la realizacion de un suavizado sobre los valores de amplitud
para cada contraccion mejoré enormemente la exactitud en las medidas
cuando se comparaban éstas con las realizadas sobre experimentos
medios. Ello es fruto de atenuar el efecto de dispersion originado por el
ruido mecdnico, por lo que, con este artificio probablemente

incrementemos el grado de precision de las medidas de tension.

La medida del 90% - 95 % de relajacién como indice de duracién
de la contraccion es de uso habitual (Yard et al, 1994; Takahashi et al,
1995), dada la dificultad de precisar con exactitud el momento en que

ésta finaliza.

El desarrollo informitico realizado con estos fines permitira que,
en adelante, éste pueda ser aplicado con una gran economia de medios al
estudio de los efectos de otros firmacos que alteren contractilidad

miocdrdica cualquiera que sea las condiciones de estudio.
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- CARACTERIZACION DE LOS EFECTOS CONTRACTILES DEL

CPA EN MIOCARDIO NO ISQUEMICO.

- Seleccion del rango de dosis y tiempo de estabilizacion del CPA.

La seleccion de un rango de dosis itil de CPA para nuestra
preparacion de tabique interventricular de corazén de conejo, se realizé
estudiando curvas dosis-efecto sobre contractilidad en el entorno de
concentraciones ya descritos en la literatura para la mayoria de especies
animales en que éste ha sido utilizado: 107-10* M en corazén de rata (Du
Toit y Opie, 1994; Takahashi et al, 1995) v de cobayo (Yard et al, 1994),
10° M en corazén de rana (Badaoui et al, 1995) y en corazén de rata
(Pery-Man et al, 1993), y 10° M en corazén de conejo (Baudet et al,
1993). Salvo en el estudio de Du Toit y Opie, el tejido miocdrdico
(papilares, trabéculas o auriculas) no era perfundido arterialmente, sino

baiiado o superfundido por una solucién nutricia con CPA.

En tres experimentos, dosis acumulativas de CPA desde 10° M a
10® M no produjeron modificaciones significativas sobre la tension de
reposo, si bien ésta descendia ligeramente (Figura 9), sin embargo CPA
10° M si que provocaba un ligero descenso significativo de la amplitud
de contraccion (Figura 10). No obstante, dicho descenso significativo no
pudo alcanzarse posteriormente en el grupo de isquemia-reperfusion con
dosis unitarias de CPA 10° M (n=11). Se evidencié también un

alargamiento estadisticamente significativo de la fase diastdlica del ciclo
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contractil (tiempos para -dT/dt max y 90% de relajacion; Tabla 8).

Se tomo la infusion del fArmaco durante 30 minutos antes de iniciar
la isquemia, puesto que la estabilizacién de la preparacién con cada
nueva dosis de firmaco en los experimentos con dosis acumulativas

precisaba unos 20 minutos por término medio.

Dado que 10° M era la concentracién mds baja en la que
conseguiamos observar los efectos lusitrépicos negativos descritos como
caracteristicos de la accion de este farmaco, escogimos esta dosis de CPA
para realizar el resto de experimentos. Seleccionamos igualmente una
dosis mayor de CPA (10° M), para comprobar el hipotético caricter
dosis-dependiente de la accién farmacoldgica del CPA (Du Toit y Opie,
1994; Yard et al, 1994).

- Efectos del CPA sobre contractilidad miocdrdica.

Los efectos sobre contractilidad miocardica de CPA a la
concentracién de 10° M resultaron sutiles: descensos ligeros, no
significativos, tanto de la tensién de reposo, como de la amplitud, +dT/dt
max y -dT/dt max (Figura 35; tabla 7). Junto a ésto, existié un
alargamiento progresivo de la cronologia de la contraccién sobre todos los
tiempos estudiados que sélo empezaba a ser significativo en la fase de
relajaciéon (tiempos para -dT/dt max y 90% de relajaciéon), con una

prolongacién media en torno al 10% respecto a su basal (Tabla 8).
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Por el contrario, el efecto del CPA a la concentracion de 10° M
sobre la contractilidad miocardica no sigue la linea de los resultados
obtenidos con la concentracion inferior (Figura 36; tabla7). La amplitud
contractil si que cae de forma significativa (15,67%; p <0,05), pero la
tension de reposo no desciende, sino que tiende a elevarse aunque sea de
forma no estadisticamente significativa (Figura 14). Por otra parte, los
tiempos de contraccion se alargan llamativamente, pero a costa de una
prolongacion de la fase de contraccién y, en concreto, de la fase inicial
de la misma, con un alargamiento del t para el +dT/dt max de un
81,42% (Tabla 8; figura 16). Sorprendentemente, el alargamiento de la
fase de relajacion, medido desde el tiempo para el pico de contraccion,
fue unicamente de un 20,32% para el tiempo del -dT/dt max y de un
14,82 % para el tiempo del 90% de relajacién. En la misma linea, la
mdxima velocidad de contraccion cayé el doble que la maxima velocidad

de relajacion (39,31 vs 20%, respectivamente).

Por tanto, es evidente que la concentracion menor utilizada (10° M)
afecta preferencialmente a la cronologia de la relajacién, mientras que la
concentracién superior (10° M) mantiene los efectos observados con la
dosis anterior (prolongacion del 10-14% en el tiempo para el -dT/dt max),
pero su efecto fundamental se observa especialmente sobre contraccién
(disminucién significativa de la tensiéon desarrollada) y, especialmente,
sobre la fase inicial de la misma (prolongacién del tiempo de inicio de la
contraccién, importante disminucién del +dT/dt max y muy llamativa

prolongacion de su tiempo).
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Estos resultados contrastan en parte con los obtenidos hasta la
fecha por otros autores, y especialmente con la interpretacién que éstos
hacen de los mismos. Yard et al (1994), trabajando sobre auricula
izquierda de cobayo bainada con solucién nutricia y CPA 10° y 10* M,
a 30° C y estimuladas a 2,5 Hz de frecuencia, encuentran una
prolongacion de la contraccibn a expensas fundamentalmente del
alargamiento de la fase de relajacion en todos los casos. Igualmente,
describen descensos de la tensién desarrollada, mdxima velocidad de
contraccion y maxima velocidad de relajacidon, y una ligera elevaciéon de
la tensiéon de reposo. Todos estos efectos tendrian un comportamiento
concentracion-dependiente. Sin embargo, las diferencias significativas
entre estas dos dosis de farmaco sélo se manifiestan en el descenso de la

tension desarrollada, del +dT/dt max y del -dT/dt max.

Pery-Man et al (1993) y Takahashi et al (1995) describen también
el preponderante efecto lusitrépico negativo del CPA 107, 10°y 10° M

sobre el masculo papilar de rata.

Baudet et al (1993), trabajando con miisculo papilar y trabéculas
ventriculares de corazon de conejo banadas con solucién nutricia y CPA
10* M, a 30° C, y estimuladas a 0,5 Hz, encuentran una prolongacion de
la duracién de la contracciéon con un aumento del tiempo para pico del
63% vy del tiempo para el 50% de relajacion de un 43%, junto a un
descenso de la fuerza de contraccién de un 45%. Este es el unico estudio

realizado en conejo y que, al igual que el nuestro, encuentra una
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prolongacion de la fase de contracciéon mds acentuada que la de
relajacion. Desafortunadamente, no comparan el efecto de varias
concentraciones de farmaco y, mds atin, obvia la discusiéon de esta

aparente paradoja.

Estos resultados de la literatura cientifica presentan grandes
diferencias metodolégicas que hacen dificil la comparacién con nuestros
resultados. En todos los casos descritos se trabaja sobre preparaciones de
distintas especies animales no perfundidas arterialmente como la nuestra,
sino banadas por una solucién nutricia, que a su vez varia de un autor
a otro. Las condiciones de estimulaciéon también son muy variadas (0,5
a 2,5 Hz) y el soporte informatico para obtener los registros, cuando
existe, no permite un grado de precision y discriminacion en las medidas
comparable al alcanzado por el nuestro. Es importante destacar la
diferente contribucion del RS a la contraccién (Bers, 1985) y a la
relajacion (Bassani et al, 1994) miocdrdicas en funcion de la especie
animal estudiada, por lo que la extrapolacion directa de resultados de
una especie animal diferente debe hacerse, cuando menos, con gran

cautela.

En definitiva, a la concentracion menor, el CPA tendria un
comportamiento acorde con lo generalmente descrito en la literatura, esto
es: aumento de la duracién de la contracciéon a expensas de prolongar la
fase de relajacion (Pery-Man et al, 1993; Yard et al, 1994; Takahashi et

al, 1995), mientras que a la mayor concentracién, si bien se mantiene el
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efecto lusitropico negativo, predomina el alargamiento de la fase inicial
de la contraccion (el tiempo para el +dT/dt max suele corresponder al
30% de la duracién del tiempo para el pico) como responsable de la
prolongacién del ciclo contractil. Llama la atencién que el extraordinario
alargamiento del tiempo para ¢l +dT/dt max vaya acompaiiado de un
descenso significativo de la amplitud contractil y del +dT/dt max, quizds
como expresién de la aparicion de efecto inotrépico negativo a elevadas

concentraciones del farmaco.

Nuestros resultados exigen una discusion acerca del posible
mecanismo por el que ocurre tal aparente disparidad de efectos con sélo
un incremento de un orden de magnitud en el rango de concentraciones
estudiado. No existe duda de que el CPA produce una inhibicién selectiva
de la SERCA en un nivel de concentraciones por debajo de los estudiados
por nosotros. En efecto, Seidler ef al (1989) demostraron una relacion
estequiométrica entre la unién del CPA y el bloqueo de la SERCA, asi
como su especificidad de inhibicion no actuando frente a otras ATPasas
de membrana. Mds aiin, Yard ef al (1994) han cuantificado que, en
vesiculas aisladas de RS de miocitos ventriculares de cobayo, el CPA
bloquea por completo la captacion de Ca’* por parte del RS con una
IC,, de 0,2 pM. Es interesante tener en cuenta que la IC,, para inhibir
Ia ATPasa es funcion de la concentracion de ATP en el medio, eleviandose
desde 0,2 yuM a 1 uM con niveles de ATP en el rango milimolar.
Conviene destacar también que la accién del CPA es selectiva, ya que

Takahashi et al (1995) han demostrado que este firmaco, a
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concentraciones en el rango de las empleadas por nosotros, no altera la
relaciéon pCa/tension desarrollada en células denudadas de miocardio de
rata sin RS funcional, lo que evidencia la falta de efecto directo del CPA
sobre Ila maquinaria contrictil. Tampoco encontraron efecto del CPA
sobre corrientes de membrana bien en situacion de estado estacionario o
bien sobre la corriente de pico. Ello evidencia que el CPA parece no
afectar las corrientes idnicas correspondientes a la traslocaciéon de
electrolitos que ocurren durante el ciclo de contraccién-relajacion
miocdrdica. También se ha descrito que en vesiculas de sarcolema de
miocitos de rata el CPA, 0,3-30 uM, no inhibe el intercambiador
Na*/Ca’* de membrana. Utilizando técnicas aiin mds elegantes, Kirby et
al (1992) han publicado resultados en rata similares usando la

thapsigargina, otro de los inihibidores especificos de la SERCA.

Se podria intentar explicar estos efectos apuntando la posible la
presencia de efectos colaterales de este firmaco, actuando a otros niveles
distintos a la SERCA, y poniéndose de manifiesto sélo a elevadas
concentraciones. De forma intuitiva esta hipotesis ya habia sido
manifestada con anterioridad (Baudet et al, 1993). No obstante, estd por
comprobar si estos efectos guardan relacién con el posible blequeo parcial
de los canales de Ca’" tipo L, responsables de la liberacién del Ca®'
activador del RS y, por tanto, del inicio de la contraccion, tal y como se
ha demostrado para muy altas concentraciones de thapsigargina (Buryi
et al, 1995). Sin embargo, esta hipétesis parece poco factible, ya que los

estudios iniciales no encontraron efectos del CPA sobre otros sistemas
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distintos de la SERCA (Takahashi ez al, 1995). En cualquier caso, si con

una concentraciéon de 10° M existe un bloqueo parcial, con 3 x 10° M se
deberia haber manifestado mads intensamente, y sin embargo los

resultados fueron indistinguibles de los obtenidos con la dosis anterior.

Cabria explicar nuestros resultados sobre contractilidad en base a
que la dosis menor usada, 10 M, en condiciones basales (concentracién
de ATP ~ 5 mM/kg; Katz, 1992) produciria un bloqueo parcial de la
SERCA (IC;;, = 1 upM con concentraciones altas de ATP; Yard et al,
1994). Concentraciones por encima de ésta, 10° M, podrian producir un
bloqueo total. En nuestro caso éso lo sugiere el hecho de que la
concentraciéon de 3 x 10° M no produce efectos adicionales sobre
parimetros contrictiles distintos de los obtenidos con 10 M. Si se admite
que CPA estd exhibiendo efectos debidos a su accién selectiva (blogueo
de la SERCA), un bloqueo parcial de la misma podria traducirse en un
retraso de la recaptacion del calcio citosélico durante la fase de
relajacion, sin que el total de calcio recaptado fuera menor. Por el
contrario, un bloqueo total de la SERCA haria que los fenomenos de
contraccion y relajaciéon miocardica ocurrieran como consecuencia de la
accion vicariante de otros sistemas involucrados, en ausencia funcional

del RS.

En condiciones fisiolégicas se ha cuantificado la contribucion del
intercambiador Na'/Ca’" durante la etapa de relajacién, y en miocitos

de conejo se ha calculado que el Ca** transportado por el intercambiador
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Na*/Ca’* es del 28 % frente al 70 % del recaptado por la SERCA vy el
2 % extruido del citosol por los sistemas de transporte lento (captacién
mitocondrial y Ca’* ATPasa del sarcolema; Bassani et al, 1994). Por otra
parte, es sabido que tanto el ventriculo de conejo como el de cobayo
(similares al humano en su dependencia contrictil del RS) pueden
desarrollar actividad de contracciéon plena en ausencia del calcio del RS
(aunque a una frecuencia bastante menor) por activacion directa de los
miofilamentos por parte del flujo de Ca’** transsarcolémico (Langer,
1992). De hecho, el corazon de rana, que no presenta casi RS, depende
por completo de la entrada de Ca’" a través de membrana para su
contraccion (Badaoui et al, 1995). Igualmente, es sabido que la
contraccion miocardica en ratas neonatas depende, fundamentalmente,
del influjo de Ca*' transsarcolémico (Fabiato y Fabiato, 1978; Bers ef al,
1981; Tanaka y Shigenobu, 1989) a diferencia de lo que ocurre en la rata
adulta. Adn mais, en el ventriculo de cobayo (similar al de conejo) el
bloqueo de los canales de salida de Ca’* del RS con ryanodina, no
disminuye la tension desarrollada, pero prolonga la duraciéon de la
contraccion un 50% por términe medio (Lewartowski ef al, 1990).
Basandose en este fenomeno, se ha interpretado la funcion del RS como
la de un amplificador del aumento de la [Ca’*], durante la contraccién,
de forma que la liberacién de calcio calcio-inducida (Fabiato, 1983)
tendria como finalidad aumentar la velocidad de contraccion (Langer,
1992). Junto a todo lo dicho, hay que afadir que el intercambiador
Na*/Ca?", si bien no parece tener un papel fundamental en la entrada de

Ca’* durante la contraccion (Bassani ef al, 1994) en condiciones
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fisiologicas, y s6lo presenta un papel secundario durante la relajacion en
presencia de un RS funcionante, podria asumir una capacidad de
funcionamiento mayor si se dan las condiciones de activacion necesarias
(Langer y Peskoff, 1996), como puede ocurrir durante la didstole en
presencia de un bloqueo de la SERCA con el consiguiente aumento de

la [Ca®*"].

Resumiendo, nuestra hipétesis plantea que la diferencia de
resultados observada con las dos concentraciones del fAirmaco expresa los
efectos de un bloqueo parcial de la SERCA frente a los de un bloqueo
probablemente completo con la mayor concentracion empleada. El ligero
alargamiento de la fase de relajacion, ya observade con la menor
concentracion de CPA, vendria originado por una menor disponibilidad
de sistemas para recaptar calcio hacia el RS, pese a una hipotética
compensacion parcial por un mayor funcionamiento del intercambiador
Na*/Ca’* de membrana, si bien a una velocidad mucho menor en
comparacion con la SERCA. Por otra parte, ¢l bloqueo completo de la
SERCA, ademas de seguir manifestando este efecto sobre la relajacién de
forma mds marcada, traeria implicita también una disminucién llamativa
de la fase de contracciéon (disminucion de tension desarrollada y +dT/dt
max, prolengacion de los tiempos de inicio de contraccién y pico, y muy
especialmente, del tiempo para el +dT/dt max) como consecuencia de la
pérdida del mecanismo de aceleracién de la velocidad de contraccion a

través de la liberacion de calcio calcio-inducida (Fabiato, 1975).
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FIGURA3Y- Efectos del CPA 10 M sobre la contraccién miocdrdica
basal en un experimento aislado: disminuye ligeramente la tensién de
reposo y la amplitud de contracciéon, y prolonga la duracién de la
contraccion a expensas fundamentalmente de Ia fase diastélica. Linea
continua: media de 100 contracciones basales. Linea de puntos: media
de 100 contracciones bajo tratamiento con CPA 10% M
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FIGURA 36 .- Efectos del CPA 10° M sobre la contraccion miocdrdica
basal en un experimento aislad¢: aumenta ligeramente la tension de
reposo, disminuye significativamente la amplitud contrictil y aumenta la
duracién de la contraccion prolongando fundamentalmente la fase incial
de la misma. Linea contmua. media de 100 contracciones basales. Linea
de puntos y rayas: media de ‘contracciones bajo tratamiento con CPA 107
M.
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- CARACTERIZACION DE LOS EFECTOS DE LA ISQUEMIA SOBRE
PARAMETROS CONTRACTILES.

Es sobradamente conocido el que la isquemia disminuye la tension
desarrollada (TD) y que eleva la tension de reposo mientras desciende,
hasta desaparecer, la tension desarrollada, manteniéndose en linea
ascendente hasta el final de la isquemia (Shine et al, 1976; Bourdillon y
Poole-Wilson, 1981; Salinas et al, 1995). Este aumento de la tension de
reposo que ocurre tras varios minutos de isquemia se ha asociado
clisicamente a la elevacion de los niveles de calcio intracitosélico
(Bourdillon y Poole-Wilson, 1982; Steenbergen ef al, 1987; Lee y Allen,
1992), queriéndose establecer relacion entre la mixima elevacion de la
tension de reposo durante la isquemia con el porcentaje de recuperacion
de la amplitud de contraccién tras la reperfusién. Nuestros resuitados en
este aspecto genérico siguen la linea de lo ya descrito, por lo que no

abundaremos en su discusion,

Mas interesante nos parece destacar que este estudio es el primero
que caracteriza, contraccion a contraccion, la caida de la tensién
desarrollada, +dT/dt max y -dT/dt max en la isquemia, asi como del
acortamiento del tiempo para el pico y del tiempo para el 90% de
relajacion hasta que alcanzan valores préximos a cero. Esto nos ha
permitido el cdlculo de las constantes de tiempo de caida para cada uno
de estos parametros y su ajuste a funciones matemadticas (mono- o

biexponenciales). Con ello hemos caracterizado la isquemia control y
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hemos podido comparar el diferente comportamiento de la misma
respecto a la isquemia en corazones pretratados con dos dosis de CPA

(10° M y 10° M).

- Efectos de la isquemia sobre contractilidad en septa no tratados.

La isquemia da lugar a una pérdida de contractilidad que comienza
muy precozmente ( al cabo de 10 sg por término medio). Este efecto no
parece achacable a la disminucién del ATP intracelular que tarda varios
minutos en ponerse de manifiesto (Katz, 1992). No obstante, algunos
autores han sugerido la posible compartimentalizacion del ATP celular,
con lo que la depleccion del compartimento de ATP relacionado con la
contractilidad si que podria ser muy precoz (Weiss y Hiltbrand, 1983).
Conviene recordar, por otra parte, que la pérdida del efecto "manguera
de jardin'" (Vogel er al, 1982), como consecuencia del cese del flujo
coronario si que podria contribuir parcialmente al inicio precoz de este
proceso. Dado que la acidosis tiene un conocido efecto inotrépico
negativo, disminuyendo la sensibilidad de las proteinas contrictiles al
Ca’* (Luciani et al, 1993) y disminuyendo tanto la captacién de Ca** por
el RS (Fabiato, 1985), como la salida (Blanchard y Solaro, 1984), hay
diversos estudios que identifican este factor como responsable principal
del rdpido descenso de la amplitud contrictil durante la isquemia (Cobbe
y Poole-Wilson, 1980). Sin embargo, otros estudios, trabajando con
electrodos intramiocirdicos en la misma preparacion del septum

interventricular de corazon de conejo, no encuentran dicha correlacion
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en las fases iniciales de la isquemia (Weiss et al, 1984). De hecho, se
precisa bastante tiempo para poder cuantificar una disminucién de pH;

subsecuente a la isquemia.

Los resultados de nuestro trabajo no nos permiten discutir la
contribucién relativa de cada uno de los mecanismos anteriores a Ia
pérdida de contractilidad inducida por la isquemia. Lo que si hemos
constatado es que la caida de la tension desarrollada o amplitud contractil
Nno €S un proceso que ocurra per un unico mecanismo, ya que hemos
observado al menos dos fases diferenciadas: una inicial rdpida (r=0,43

min) y, a continuacion, otra mas lenta (r=2,74 min).

Estos resultados contrastan com los de Shine et al (1976), que
describieron que la pérdida de la tensién desarrollada era un proceso
monoexponencial. Pensamos que tal discrepancia esta en relacién con los

problemas metodoldgicos ya comentados.

- Relacién entre pérdida de tensién desarrollada y velocidad de

relajacion.

Es interesante destacar que la caida de la miaxima velocidad de
relajacion ocurre al mismo tiempo que la de la tensién desarrollada. Mis
adn, en todos los experimentos existe correlacion lineal entre los valores
normalizados (%) de tension desarrollada y el valor normalizado (%) de

la -dT/dtmax para todas y cada una de las contracciones desde el inicio



177
de la isquemia (Figura 37 A). Ademds, la pendiente estd préxima a la
unidad. Ello indica que el/los proceso/s que condicionan la desaparicién
de la tension desarrollada y la mdxima velocidad de relajacion son
probablemente los mismos, cualquiera que sea la fase considerada. Es
mais, el hecho de que las constantes de tiempo (7) de las dos fases del
-dT/dtmax (0,37 y 2,44 min para las fases rapida y lenta,
respectivamente) sean ligeramente menores que las de la tension
desarrollada (0,43 y 2,74 min), parece poner de manifiesto que el/los
proceso/s que condicionan la desaparicion de la tension desarrollada

afectan algo mds rdpidamente a los fenémenos de relajacion.

La afectacion precoz de la relajacion durante la isquemia ya habia
sido descrito por otros autores (Shine et al, 1976; Bourdillon y Poole-
Wilson, 1981; Weiss et al, 1984), pero consideramos novedosa nuestra
aportacion de la existencia de correlacién entre la disipaciéon de tension
desarrollada y la de la médxima velocidad de relajacién, asi como el que

esta dltima sea ligeramente mds veloz que la primera.

- Relacion entre la pérdida de tension desarrollada y velocidad de

contraccion.

A diferencia de lo ya descrito para la velocidad de relajacion, la
caida de la maxima velocidad de contraccién es el evento mds tardio de
los que ocurren en la isquemia (meseta de 50 sg; figura 22). Por ello, la

correlacion entre valores normalizados de tension desarrollada frente a
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+dT/dt max, en isquemia, sélo tiende a ser lineal cuando se ha perdido
aproximadamente el 40% de TD (Figura 37 B). En otras palabras, el/los
mecanismo/s involucrado/s en la afectacion inicial de ambos procesos
es/son absolutamente diferentes, si bien pueden tener un mecanismo/s

comin en la fase tardia de la isquemia (pérdida > 40% de TD).

En condiciones basales la mdaxima velocidad de contraccién ha sido
puesta en relacion con el correcto funcionamiento del reticulo
sarcoplasmico, responsable de catalizar, a través del mecanismo de
liberacion de calcio calcio-inducido (Fabiato, 1975), la aceleracién del
proceso de contraccion miocdrdico (Langer, 1992). Bajo isquemia, el
mantenimiento durante 50 sg de la +dT/dt max (tiempo en el que ya ha
desaparecido un 40% de TD) parece claramente indicativo de la correcta

capacidad funcional del RS durante este tiempo inicial.

- Relacion entre la pérdida de la tension desarrollada y el

acortamiento de la duracion de la contraccion.

En los segundos iniciales de isquemia se produce un acortamiento
monoexponencial en la duracion del estado activo (t para el pico y el 90%
de relajacién), evidente incluso antes de una pérdida efectiva de tensién
desarrollada (Figuras 24, 25 y 38 A). Este acortamiento es riapido (mas
veloz para la relajacion), ya que se completa antes de los 2,5 min (7 0,60
y 0,48 min, respectivamente). Aunque la disminucion media en valores

absolutos es de 87 msg para el t para el pico y de 119 msg para el 90%
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de relajacion, proporcionalmente es un acortamiento mucho mayor para
la contraccién (37 % vs 15,5%). Tras los 2,5 min el tiempo para el pico
se mantiene, mientras que el tiempo de relajacion se alarga lenta y

progresivamente, superando las condiciones de partida.

En sintesis, durante los 2-3 minutos iniciales de isquemia se produce
un acortamiento asimétrico de la duracion de la contracciéon
(proporcionalmente mayor en la fase de contraccion). Existe un
desplazamiento hacia la izquierda del pico de contraccién, con
mantenimiento inicial de la mixima velocidad de contraccién (50 msg) y
una pendiente de la fase de relajacion progresivamente menor (mas lenta)

(Figura 38 A).

En conclusion, y a la luz de los conocimientos actuales podriamos
interpretar de forma global nuestros resultados del efecto de la isquemia

sobre contractilidad en condiciones control del siguiente modo:

1.- La rdpida disminucion de tension desarrollada desde los
momentos mas iniciales de la isquemia indican una menor disponibilidad
o aprovechamiento global del Ca**, ya sea por un menor influjo a través
de los canales voltaje-dependientes de membrana, por una menor
participacién del RS, o por una pérdida de sensibilidad de las proteinas

contractiles al calcio (Luciani et al, 1993).
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2.- Esta disminucion de tensién desarrollada no es incompatible con
un mantenimiento de la mixima velocidad de contraccion. Ello podria
explicarse si la velocidad con la que el calcio penetra al citosol
(mayoritariamente desde el reticulo sarcoplismico, proceso pasivo a favor
de gradiente) se mantuviera, aun a pesar de que la cantidad total de
calcio que difunde fuera menor (disminucion de la TD). Es interesante
destacar que la disminucién de TD sufre una fase rapida de caida ( de
0,43 min). Esta fase podria ser consecuencia de la menor eficacia de
recaptaciéon total del calcio citosélico por parte de la SERCA vy,
consecuentemente, de una menor disponibilidad de calcio para ser

liberado.

3.- La velocidad de relajacion se afecta mucho mds prematuramente
que la de contraccién debido a que ésta dltima es un proceso pasivo,
mientras que la relajacion requiere extrusion activa del calcio activador
en cada contraccion. La disminucién de la mdxima velocidad de
relajacion en los tiempos iniciales podria estar relacionada con una mas
riapida afectacion de la velocidad de recaptacion del calcio que de la
cantidad total de calcio recaptado propiamente dicha. Mas adn, otros
procesos que facilitan la salida del calcio desde el citosol, p.e. el
intercambiador Na*/Ca™~, podrian realizar vicariamente esta funciéon
(Langer y Peskoff, 1996). Ello seria posible sobre la base de una mais
lenta afectacion de los mecanismos que mantienen el gradiente de sodio

transsarcolémico. Es interesante destacar a este respecto que el
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compartimento de calcio susceptible de ser intercambiado a través del
intercambiador Na*/Ca* " no se ve alterado hasta trascurridos 50 min de
inhibicion metabdlica en miocitos neonatales de rata, y ello a pesar de
que las concentraciones celulares de ATP estidn 20 veces por debajo de las
iniciales. Sin embargo, la contractilidad desaparece al cabo tan sélo de

2-3 min de inhibicion metabdlica (Barrigon et al, 1996).

4.- La velocidad de recaptacién del calcio activador citosdlico estd
disminuida (< -dT/dt max) y la cantidad total de calcio recaptado en RS
disminuye progresivamente ( < TD). Inicialmente no se altera la velocidad
de salida del calcio hacia miofilamentos (mantenimineto durante aprox.
1 minuto del +dT/dt, con disminucién paralela de TD y madxima vel. de
relajacion). Pero cuando la disponibilidad de calcio en RS desciende de
un nivel critico (isquemia de mas de 1 minuto, que compromete la
disponibilidad de calcio en RS para ser liberado por unidad de tiempo),
se desactiva la funcién aceleradora de contraccion del RS, y la disipacion
de tensién desarrollada se correlaciona ya también con la disminucion del

+dT/dt.
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- EFECTOS DEL CPA SOBRE PARAMETROS CONTRACTILES DE

LA ISQUEMIA.

El efecto mas destacable de la isquemia en septa pretratados con
CPA 10° M es el retardo en la desaparicién de la tensién desarrollada,
de la maxima velocidad de contraccién (con prolongacion significativa de
la meseta) y enlentecimiento también de la caida de la maxima velocidad
de relajacion (las dos fases de forma significativa) (Figuras 38 y 39). No
se aprecia una modificacion significativa de la tension de reposo (no
acimulo de calcio libre en citoplasma). El hecho de que se tarde mas
tiempo en perder contractilidad durante la isquemia sin alterarse la
tension de reposo es una evidencia indirecta de que el estado metabdélico

se encuentra mejorado (Bourdillon y Poole-Wilson, 1982).

Por el contrario, la isquemia en los septa pretrados con CPA 107
M, tiene un comportamiento marcadamente distinto durante la fase
inicial de la misma. En efecto, llama la atencion la desaparicion absoluta
de la meseta inicial caracteristica del +dT/dt max, que presenta en su
lugar una rdpida caida inicial (Figura 22) que correlaciona, a su vez, con
la del -dT/dt max (Figura 40). En concordancia con este fenomeno, el
acortamiento del t para el pico es menor que en la isquemia control (23
vs 37%), como también se acorta menos el t para el 90% de relajacion
medido desde el pico de contraccién (7 vs 14 %). Todos estos fenomenos
pueden explicarse de forma racional si aceptamos, como ya se describio

con anterioridad, que el CPA a la concentracién 10° M produce un
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bloqueo completo de la SERCA. De este modo, la ausencia de un RS
funcionante traeria consigo la falta del mecanismo responsable de
mantener la velocidad de contraccion médxima durante la fase inicial de
la isquemia. Este hecho constituye, por tanto, un argumento mas a favor
de que el CPA empleado a la concentracién mayor (10° M) produzca un
bloqueo completo de la SERCA, e igualmente sostiene nuestra hipdétesis
del papel del RS como mantenedor de la velocidad de contraccién

durante casi el primer minuto de la isquemia.

Del mismo modo, el menor acortamiento del t para el 90% de
relajacion expresaria la ausencia de funcionalidad de la SERCA, de
forma que la extrusiéon de Ca?* deberia realizarse a expensas del
funcionamiento vicariante del intercambiador Na*/Ca®”

fundamentalmente.
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FIGURA 37.- Correlaciones normalizadas (%) entre tension desarrollada

y + dT/dt max obtenidas sobre 381 contracciones desde el inicio de la

isquemia en un experimento control tipico. (A) La pendiente del ajuste

lineal es casi 1 (k=0,989) y el coeficiente de correlacién r’=0,98. (B) La

maxima velocidad de contraccién presenta meseta inicial y sélo

correlaciona con la TD en la fase lenta (pendiente k=1,56).
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FIGURA 38.- Ejemplos tipicos de caida de la contraccion desde el
momento preisquemia (asterisco) y a los 10, 20, 40, 80 y 120 sg
(contracciones descendentes). Tomado de experimentos caracteristicos
del grupo control (A), pretratado con CPA 10° M (B) y con CPA 10° M
(C). Es lamativo el menor desplazamiento hacia la izquierda del pico de

contraccion segin aumenta el grado de bloqueo de la SERCA (B y C).
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correlacion lineal absoluta con el -dT/dt max (A). Sin embargo, el
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comportamiento claramente diferente a los casos anteriores.
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-EFECTOS CARDIOPROTECTORES DEL CPA.

El CPA ha demostrado tener efectos cardioprotectores frente a la
isquemia de intensidad moderada tanto desde el punto de vista funcional,
como bioquimico y morfolégico. El tdnico estudio en que se habia
analizado el efecto cardioprotector de este firmaco con anterioridad al
nuestro valoraba proteccion frente a contusién miocdrdica ("stunning")
teniendo en cuenta tan solo pariametros funcionales (Du Toit y Opie,
1994). A este respecto, conviene recordar que la demostracion de efectos
antiisquémicos debe ponerse en relacion con al menos dos de los

parametros seiialados (Reimer y Jennings, 1986).

Si bien el eje del trabajo experimental ha girade en torno a la
demostracion exhaustiva de los efectos antiisquémicos del bloqueo de la
SERCA con CPA respecto a pardametros contractiles, los estudios de
andlisis de actividad de enzimas intracelulares en el liquido efluente tras
la reperfusion, asi como la descripcion de la intensidad del daiio celular
valorado por un histopatélogo experto, han confirmado los resultados
anteriores. En este punto, es légico suponer que un menor dano celular
con mayor integridad de membranas presente menor liberacion de
enzimas intracelulares. Sin embargo, llama la atencién el hallazgo
constante en las observaciones de microscopia electronica de una casi
perfecta preservacién de las paredes capilares tras isquemia de 30
minutos y reperfusién en los tabiques bajo tratamiento con CPA. La

accion protectora del CPA frente a isquemia-reperfusion en el endotelio
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vascular no ha sido caracterizada hasta la fecha, y podria contribuir a la
disminucion del daio postreperfusion. En cualquier caso, se trata de

observaciones parciales que merecen mds estudio.

El trabajo ya mencionado de Du Toit y Opie (1994) presenta
diferencias metodoldgicas que hacen dificil la comparacién de resultados.
Asi, estos autores trabajan sobre miocardio de rata, cuya dependencia
contrdctil del RS, es mayor que en el de conejo (mds parecido en este
sentido al humano) (Bassani et al, 1994). Estos autores encuentran
relacion dosis-dependiente en cuanto a los efectos cardioprotectores de
tres concentraciones de CPA administrados antes de isquemia de corta
duracién (10%, 107 y 10°* M). También encuentran un mismo rango de
proteccion administrandolo exclusivamente durante la reperfusion, por
lo que concluyen que su principal mecanismo de accién puede radicar en
evitar la sobrecarga de calcio, especialmente durante las fases iniciales
de la reperfusion. A este respecto, es interesante destacar que el Ca** del
RS podria ser el principal responsable de la sobrecarga de Ca’*durante

las fases iniciales de la reperfusion (Miller y Tormey, 1995).

Sin embargo, en esta tesis se demuestra que el efecto antiisquémico
del CPA no guarda dosis-dependencia, y su mecanismo de accién no tiene
que ver exclusivamente con una posible atenuacion de la sobrecarga de
Ca’" intracitosélico durante la reperfusion. En efecto, el mayor
porcentaje de recuperacién de contractilidad tras isquemia-reperfusion

(67,45%) se obtuvo con la concentracion 10° M, mientras 10° M
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recuperaba sdlo un 52,35% respecto al valor basal de la preparacion. Sin
embargo, si se compara el porcentaje de recuperacién respecto al valor
de la tension desarrollada inmediatamente antes de la isquemia (bajo la
accion del farmaco, que disminuye de forma significativa la
contractilidad; Tabla 7) el porcentaje de recuperacién es del 63%, valor
que no presenta diferencias estadisticamente significativas con Ila
concentracién menor. Ademss, no se puede afirmar que su mecanismo de
accion radique exclusiva o fundamentalmente en evitar la sobrecarga
intracitosélica de Ca’* durante la reperfusion, ya que sus efectos
antiisquémicos se ponen de manifiesto desde el inicio de la isquemia,
como demuestran las constantes de tiempo de caida de los parametros
funcionales caracterizados en las figuras 21-25, y tabla 9. Es mas,
administrado exclusivamente durante la reperfusion, no manifiesta en
absoluto ningiin efecto cardioprotector, lo que contradice también los
hallazgos de Du Toit y Opie (1994). Por todo ello, parece que la
concentracion menor de CPA, con un bloqueo parcial de la SERCA
actuaria disminuyendo los transientes de calcio y mejorando el gasto
energético celular. A este respecto, es interesante destacar que Du Toit
y Opie encontraron unos niveles de fosfocreatina y ATP algo mayores en
el grupo tratade con CPA en preisquemia. Por otra parte, la
concentracion mayor de CPA (10° M), si bien manifestaria efectos
cardioprotectores evidentes disminuyendo la sobrecarga de calcio, puede
disminuir el resultado de los mismos sobre contractilidad como
consecuencia de la significativa repercusion sobre los parametros

contractiles del bloqueo completo de la SERCA.
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VI.- CONCLUSIONES
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1.- El inhibidor especifico de la SERCA, dcido ciclopiazodnico
(CPA), presenta efectos cardioprotectores frente a la isquemia
experimental realizada en tabique interventricular de corazon de conejo.

Este efecto se ha evidenciado sobre:

- parametros funcionales (porcentaje de recuperacién de
contractilidad tras 30 min de isquemia-reperfusién y mdximo incremento

de la tension de reposo).

- parametros bioquimicos (liberacién en el liquido efluente de las

enzimas intracelulares CPK, ASAT/GOT y LDH).

- observacién directa en preparaciones de microscopia éptica y

electrénica.

2.- Este efecto cardioprotector ocurre por mecanismos que se
desencadenan previamente a la induccion de la isquemia, puesto que la
cardioproteccion no ha sido evidente cuando este farmaco se perfundié

unicamente durante la reperfusion.

3.- CPA produce cardioproteccion estadisticamente significativa en
todo el rango de dosis estudiada, 10, 10° y 3 x 10° M, pero sin que
exista dosis-dependencia en la intensidad de su efecto antiisquémico, ya
que la concentracion menor fue la mas efectiva, sin existir diferencias

respecto a la cardioproteccion entre las dos concentraciones mayores.
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4.- CPA 10 M, produce un bloqueo parcial de la SERCA, ya que
en el tabique interventricular no isquémico, tan sélo prolonga

significativamente la fase de relajacion del ciclo contractil.

5.- Concentraciones mayores del CPA producen un bloqueo total
de la SERCA ya que sus efectos sobre tabique no isquémico se evidencian
mds sobre la velocidad de contracciéon, lo que indica la ausencia de
funcionalidad del reticulo sarcoplasmico. El bloqueo es total puesto que
la mdaxima concentracién utilizada, 3 x 10° M, no incrementa los efectos

de la concentracion inmediatamente menor.

6.- Durante la isquemia sin tratamiento farmacolégico, los
mecanismos responsables de la desaparicion de la tension desarrollada y
de los fenémenos de relajacion son comunes en ambos procesos, como
pone de manifiesto Ia estrecha correlacion lineal y pendiente de 1, entre
los valores normalizados de tensién desarrollada y -dT/dt max a lo largo
de la isquemia. Por el contrario, ello no ocurre con la +dT/dt max, ya

que ésta se mantiene inalterada durante 50 sg.

7.- La conservacion de la maxima velocidad de contraccion durante
los 50 segundos iniciales de la isquemia estd en relacién con el
mantenimiento de la actividad del reticulo sarcoplismico, ya que ésto no
ocurre cuando se bloquea totalmente la SERCA con las concentraciones

mayores del CPA.
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8.- Se postula que el mecanismo de acciéon antiisquémico del CPA

10° M guarda relacién con una hipotética mejora de eficiencia en el gasto
energético celular, ya que el pretratamiento con este firmaco y
concentracion produce durante la isquemia un enlentecimiento en la
desaparicion de la tensién desarrollada, de la mdxima velocidad de
contraccion (con prolongacion significativa de la meseta) y retardo

también de la maxima velocidad de relajacién.

9.- Se ha desarrollado y optimizado un sistema para el registro,
medida y andlisis automatizado de la contraccién que permite por
primera vez la correlacion entre muiltiples parametros contractiles
tomados contraccion a contraccion. Se aportan los programas de

ordenador desarrollados y el estudio de precisidn y fiabilidad.
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ANEXO L

Program SantosUno ;
uses Dos,Crt;

{$F+}

{$L 812pgtpf}

type array par=array|0..5] of integer;

array datos=array[0..558] of integer;

var parm:array_par;
aryl,ary2:array datos;
i,er,fun,size:integer;
BASE,start,stop:integer;
y,number:char;
fd : Text ;
f : file of integer;
gr.gm : Integer ;
color : Integer ;
b1,b2 ,
Barray : Byte ;
disp : Real ;

st : String ;

Function KbdActivo : Boolean ;
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var
Regs : Registers;

Begin

FillChar(Regs,SizeOf(Regs),0);

Regs.AH := $01;

Intr($16,Regs);

IF (Regs.Flags and $40) = 0 THEN KbdActivo := True
Else KbdActivo := False ;

End;

Procedure LeeKbd ;

var

Regs : Registers;

Begin
FillChar(Regs,SizeOf(Regs),0);
Regs.AH := $00;

Intr($16,Regs);
bl := Regs.AH;
b2 := Regs.AL;
End;

Procedure pcl812(fun:integer;var a,b,c,d:integer);external;

Var
fm : byte ;
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Nm : Byte ;
stfi : String ;
Graba : Byte ;
Estadolni : Array[0..1] of Char ;
bi : Byte ;
Mi,Ms : Real ;

Frec : Real ;

Begin

ClIrScr ;

Write(’Periodo de muestreo (1 - 10 ms) ’°); readln(fm);
Write('Numero de muestras por ciclo ’); readln(Nm);

Write(’Fichero(sin extension) xxooooxx.BIN °); readin(stfi);

Graba := 0 ;
EstadoIni[0] := °N’;
Estadolni[l} := ’G’;

Assign(fd, stfi+’.dat’);
Rewrite(fd);
Writeln(fd,” Periodo de muestreo ’,fm);

Writeln(fd,” Numero de muestras ’,Nm);

Assign(f,stfi+’.bin’);
Rewrite(f);



BASE: =$220;

parm[0}: =BASE;

parm[1]:=5;

parm|[2]:=1;

fun:=0;

pcl812 (fun,parm[0],ary1[0],ary2[0],er);

IF er <> 0 then

begin

writeln (C No se puede inicializar la tarjeta *);
exit

end;

parm[0]: =0;

parmfl]:=2;

fun:=23;

pcl812(fun,parm[0],ary1{0],ary2[0],er);

IF er < >0 then

begin

writeln(’No se puede fijar la ganancia ’,er);
exit

end;

Writeln(’Calibracion’);
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Write(’Nivel inferior, pulse INTRO ’); readln;
Mii=0; Ms:=10;
FOR i:= 1 to 200 DO
Begin

pcl812 (3,arylfi]l,parm[0],ary2[0],er);
End;
FOR i:= 1 to 200 DO

Begin

Mi := Mi + aryl[i] ;
End;

mi := mi/200 ;

Writeln(’Media inferior ’, mi:4:2) ;

Writeln(fd,’Media inferior °, mi:4:2) ;

Write(’Nivel superior, pulse INTRO °); readin;
FOR i:= 1 to 200 DO

Begin

pcl812 (3,aryl[i],parm[0],ary2[0],er);

End;

FOR i:= 1 to 200 DO

Begin

Ms := Ms + aryl|i] ;

End;

ms := ms/200 ;
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Writeln("Media superior ’, ms:4:2) ;
Writeln(fd,’Media superior °, ms:4:2) ;
Close(fd);

Writeln(’Proceso de medida, pulse INTRO cuando este listo’);

readin;

gr:= 0;

IF kbdActivo THEN LeeKbd ;
bi := bl ;
IF bl = 68 then
Begin
Graba := 0;
bl := bi ;
End
Else IF bl = 67 then

Begin
Graba := 1;
bl := bi ;
End;

Write(EstadoIni]Grabal);
Writeln(b1,” ’,b2,” ’,gr,”.”) ;
parm[0]: =200;



parm[1]: =fm*10;

fun:=17;

pcl812 (fun,parmf0],ary1[0],ary2[0],er);

IFer<>0

then

begin
writeln(’Fallo en la fijacion de condiciones *);
exit |

end;

parm[0] := 0 ;

parm[l] := 0 ;

fun := 1;

pci812 (fun,parm{0],ary1{0],ary2[0],er);

IF er < >0 then

begin
writeln(’Fallo en selecciéon de canal scan’) ;
exit

end;

size := Nm;
parm|[0]: =size;
parm|2}:=1;

fun: =4;
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Until (Port[$226] and $1 = 1) :

pci812 (fun,parm[0},ary1[0],ary2[0],er);

IF er < >0 then

begin
writeln(’No se puedo realizar la conversion °);
exit

end;

i:=bl;
IF Graba = 1 then
Begin
inc(gr) ;
Write(f,1);
FOR i:=0 to size DO
begin
write(f,ary1[i]);
end;
End;
until b2 = 27 ;
Close(f);
End.
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ANEXO II.

Program SantosDos ;

uses CRT,Graph;

type

tipoin = Array[1..122] of integer ;
var

st : String ;
gr,gm,

fin,pipa,
res,k,tecla,punt,
i : Integer ;

v : Tipoin ;

fi : File ;

fs : Text ;

sino : Char;
sum, mus,

cent : Real ;

nom, sal : String ;

Begin
ClrScr;

Write('Nombre del fichero a convertir :

. BIN ’);
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readin(nom);
WriteCNombre del fichero convertido : . PRN ’);
readin(sal);
Write(’Numero de puntos por contraccion : ’); readin(punt);
Assign(fi, nom + ’.bin’);
Reset(fi,1);
Assign(fs, sal + ’.prn’);
Rewrite(fs);
k:=0;

BlockRead(fi,v,sizeof (v),res);

inc(k);
until EOF(f1);
Writeln’N° de registros = * ,k);
WriteCPrimer valor Convertido ’);readin(i);
WriteCUltimo valor Convertido ’);readin(fin);

gr:= VGA ; gm := 2 ;
Initgraph(gr,gm,’.\bgi’);
SetBkcolor(7);

SetColor(1);

str(i,st);

QuttextXY(10,50,’Primer valor ’+ st);
str(fin,st);

OuttextXY(10,70,’Ultimo valor ’ +st);



OuttextXY(450,50,’Fichero ’+nom+’.prn’);
Rectangle(10,450,600,150);

SetColor(15);

fin := fin -i ;

Reset(fi,1);

k:=0;

IF i > 1 then

BlockRead(fi,v,sizeof(v),res);
inc(k);

until (k = i-1);

k:=0;

BlockRead(fi,v,sizeof(v),res);
sum := -100000 ;
mus := 100000 ;
FOR i := 1 to punt DO
Begin
v[i] := -1 * v{i] ;
write(fs,v[i},” *);
IF v[i] > sum THEN sum := vl[i] ;
End;
FOR i := 2 to punt DO
Begin
IF v[i}] < mus THEN mus := vii] ;
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End;

Writeln(fs);

inc(k);

cent := 500/fin ;

tecla := v[1] ;

IF tecla = -23 THEN SetColor(12)

else IF tecla = -68 THEN SetColor(10) ;
Line(50+ trunc((cent)*k) ,400—truné(mus/ 5),50 + trunc((cent)*k),400-trun
c(sum/5S));

until (EOF(fi) OR (k = fin));

Close(fs);
Close(fi);
readin;
CloseGraph;
End.
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ANEXO III.

Program SantosTres ;

Uses CRT,Graph;

Var
mn,sdv : Array[1..150] of real ;
n,d,s,p,z : Array[1..150] of integer ;
t : Array[l..7] of Integer ;
bsl,nc,mxc,mixc : Array[1..10] of Real ;
sz : Array[1..22] of Longint ;
txt : Array[l..7] of string ;
i,¥,J.js,nsuav,nsuavf,gr,gm,gs,numf,
numl,numr,numb,numx,numz,numt,
maxn,devmaxamp,devminamp,npunt,ncal, pmr,fnl,xp, mindm,
minm,tminm,min,max,mind,maxd,maxdm,tmaxdm,tmindm,
maxm,tmaxm,basal,h,sx,k,inis,inre, WL,fnal : Integer ;
f.fs : Text ;
v,med,dev,w,emp,empc.fst,fmg, maxp : Real ;
st,wt : String ;

ch,visu,preca,si,xst : Char ;

Procedure LECTURA;
Begin
ii=1;
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read(f,d[1]);

FOR i:= 2 to npunt DO read(f,d[i]);
readIn(f);
inc(numl);

End;

Procedure SUAVIZADO;
Begin
FOR i := 3 to (npunt-1) DO s[i] := (d[i-1] + 2*d[i] + d[i+1]) DIV
4;
s[1] := d[1] ;
s2] := d[2] ;
s[npunt] := d[npunt] ;
End;

Procedure INICONT;

Begin

numf := 0; numr := 0; si := ’s’ ;

read(f,d[1]) ;
readin(f) ;
inc(numr) ;
IF (d{1] = -23) AND (inis = 0) THEN inis := numr - 1
ELSE IF (df1] = -19) AND (inre = 0)
THEN inre := numr-1



210

ELSE IF (inre + 1 < inis) THEN inre := 0
ELSE IF NOT (d[1] = -67) THEN si := ’n’
ELSE IF (d[1] = -67) AND (si = ’s’) THEN inc(numf{) ;
until EOF(f) ;
reset(f) ;
FORi:= 1to 150 DO mnji] := 0 ;
yi=03j:=0;

lectura ;
suavizado ;
FOR i := 1 to npunt DO mnfi] := mn[i] + sfi] ;
inc(y) ;
until y = numf ;

End;

Procedure MAXIMO:;
Begin
max := 0;i:= 0;
while i < (npunt-1) DO
Begin
inc(i) ;
IF d[i] > max then
Begin
max := dfi] ;

tf1] := i;
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End

End;
End;

Procedure MEDCONT;
Begin
reset(f);
FOR i := 1 to 150 DO

Begin
mnli] := 0;
sdvli] := 0 ;
End;

y:=0;ncal := 0; numl := 0;

lectura ;
suavizado ;
FOR i := 1 to npunt DO dfi] := s[i] ;
maximo ;
IF (t[1] > tmaxm - 4) AND (t[1] < tmaxm + 4) then
Begin
ncal := ncal + 1;
FOR i := 1 to npunt DO
Begin
w := d[i] ;

mnfi] := mn{i] + w;



sdv[i]:= sdv(i] + SQR(w) ;

End;
End;
inc(y) ;
until y = numf ;

i:=1;

w := mn[i} ;
sdvii] := SQRT((sdv[i] - SQR(w) / ncal) /
(ncal - 1)) * 100 ;

mn[i] := w / ncal ;

inc(i) ;
until i = npunt ;
FOR i := 1 to npunt DO
Begin
d[i] := ROUND(mnl[i]) ;

s[i] := ROUND(mnfi] + (2 * sdvl[i}) / 100)) ;

End;
End;

Procedure INIMIN;

Begin
16000 ; med := 0 ; dev := 0 ;
=1

min :=

emp :=0 ; empc := 0 ;numz
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w = d[i] ;
emp := emp + W;
empc := empc + SQR(w) ;
med := emp / numz ;
IF (numz > 2) THEN dev := SQRT((empc - SQR(emp) /
numz) / (numz-1));
IF pmr > 0 THEN dec(i} ELSE inc(i) ;
inc(numz) ;
until (((pmr =0) AND (dfi] > med + dev)) OR
((pmr >0) AND (d[i]> med + dev)) AND (dev > 0)) OR
(numz = npunt-1) OR (i = 0));
min := ROUND(med) ;
IF pmr = 0 THEN basal := min ELSE fnal := min ;
"IFi = npunt THEN i := 00 ;
IF pmr > 0 THEN FOR j := 2 to npunt DO n[j] := d[j] ;
IF pmr = 0 THEN pmr := i ELSE fnl := npunt-(numz+1) ;
End;

Procedure DOBLEZ;
Begin
i:=t[1] ;

inc(i);
until (d[i] > med + (4 * dev)) OR (i=npunt) ;
IF (i > fnl) THEN preca :=’s’ ;



214

End;

Procedure EXTRASIST;
Begin
IF NOT (numt = d[1]) THEN k := 0 ;
numt := dfl] ;
IF (k<9) THENk := k + 1
bsl[k] := basal ; nc[k] := pmr ;
mxclk] := max ; mixc]k]:= fnal ;
bsl[10] := 0 ; nc[10] := 0 ; mxc{10] := 0 ; mixc[10] := 0 ;
FORi:=1to 8 DO
Begin
bsl[10] := bsl[10] + bsl[i] ;
nc[10] := nc[10] + nc[i];
mxc{10} := mxc[10] + mxc[i] ;
mixc[10]: = mixc[10] + mixc[i] ;
End;
IF (k>8) AND (d[1] = -19) THEN
IF ((mixc[9]/(mixc[10] / 8)) > 1.2)
OR ((bsI[9] / (bsl[10] / 8)) > 1.2)
OR ((mxc[9] / (mxc[10] / 8)) > 1.3) THEN Xst := ’s’ ;
IF (k>8) AND NOT (d{1] = -19) THEN
IF ((bsl[9] / (bsl[10] / 8)) > 1.1)
OR (nc[9] > nc[10] / 8 + 3)
OR ((mxc[9] / (mxc[10] / 8)) > 1.04)



OR ((mixc[9] / (mixc[10] / 8)) > 1.2) THEN Xst := ’s’;

IF (k>8) AND NOT (Xst = ’s’) then
FORi:= 1to 8 DO
Begin
bsi[i] := bsl[i+1] ;
nc[i] := nc[i+1] ;
mxc[i] := mxc[i+1] ;
mixc[i]: =mixc[i+1] ;
End;
End;

Procedure MEDIDALIL;
Begin
i:= 23

inc(i);
until (dfi] > ((max-basal) div 2) + basal) OR

(i = npunt-1) ;
tf2] :=i;

IF ((((max-basal) div 2) + basal) -d[i-1]) <

d[i] - (((max-basal) div 2) + basal) THEN t[2] := i-1 ;

i:= t[1];

inc();

until (d[i] < ((max-basal) div 10) + basal) OR
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(i = npunt-1) ;
t[3] :=1i;

IF d[i-1]- (((max - basal) div 10) + basal) <

(((max - basal) div 10) + basal) -d[i] THEN t[3] :

End;

Procedure MEDIDA2;
Begin
maxd := ¢ ;
FOR i:= 2 to t[1] DO
Begin
IF p[i] > maxd then
Begin
maxd := pl[i] ;
t[4] :=1i;
End;
End;
mind := 10000;
FOR i:= t[1] to (npunt-1) DO
Begin
IF pli] < mind then
Begin
mind := pfi] ;
t{5) :=1i;
End;

i-1;
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End;

End;

Procedure GRAF1;
Begin
SetLineStyle(0,1,1) ; h:= 1 ;sx := 51 ;
IFgs = 0 THEN j:=2ELSE j:=1;
IF gs = 0 THEN xp := maxm ELSE xp := maxdm ;
IF Xst = ’'n’) OR ((Xst = ’s’) AND (sx = 51)) then
Begin
WHILE (h < 3) DO
Begin
IF (h = 2) AND NOT ((GetColor = 7) OR
(Xst = ’s”)) THEN sx := 346;
v:i= (pl2] /xp) 5 v := v¥(90%)) ;
IF (sx = 346) AND (d[1] = -19) AND NOT
(si = ’s’) THEN SetColor(1);
IF (SX=346) AND (d[1j=-23) AND NOT
(si = ’s’) THEN SETCOLOR(Q3) ;
MoveTo(sx, (200+ gs)-ROUND(v)) ;
IF (numl < inis) and (sx=346) AND NOT
(si=’s’) and not (d[1]=-67) THEN SetColor(5) ;
FOR i:= 2 to (npunt-1) DO
Begin
v:=pli] / xp; v:i=v*(90%) ;



IF NOT (ROUND(v) >190) OR
(ROUND(v) < -140)) then
LineTo(sx+i*2, (200+ gs)-trunc(v)) ;
End;
h:=h+1;
End;
End;
End;

Procedure Suader;

Begin

FOR i:= 3 to (npunt-1) DO
sli] := (pli-1] + 2*pli] + pli+1]) div 4;

s[1] := pll];
s[2] := pl2];
sinpunt] := p[npunt];

End;

Procedure GRAF2;
Begin
SetLineStyle(DottedIn,10,1) ;
FORi:= 1to 7 DO
Begin
Line(60 +t[i]*2,20,60 + t[i]*2,400) ;
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IF imod2 > 0) OR (i = 2) then

OutTextXY (50 +t[i]*2,410,’t’ + CHR(i+ $30))
ELSE OutTextXY (50+t[i]*2,420,’t’ + CHR(i+ $30)) ;
End;
FORi:= 1to 7 DO
Begin
STR(t{i],wt) ;
OutTextXY(555,20+20%i,wt) ;
IF (i < 6) THEN STR(n[t[i]],wt)
ELSE STR(plt[i]],wt) ;
OutTextXY(585,20+ 20%i,wt) ;
End ;
End;

Procedure FINAL;
Begin
CloseGraph ;
Close(f) ;
Close(fs) ;
Hait ;
End ;

BEGIN
ClIrScr ;
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numb := 0; numl := 0; k := 0; inis := 0; inre := 0 ;

numx := 1; pmr:= O;numr:=1;j:=0; minm:= 0;

maxd := 0 ; nsuav := 0; nsuavf := 1; preca := 'n’ ;
ch :=’d" ;

gr:= VGA ; gm := 2;

Write(’Fichero ”); readin(st);

Write(’Frecuencia de estimulacion (Hz) ? ’); readln(fst) ;
Write(’N° de puntos por contraccion ? ’); readln(npunt) ;
Write(’Desea visualizacion manual ("s/n") ? ?);
readln(visu) ;
IF visu = ’s’ THEN
Begin
Write(CN° de contracciéon de partida (0...n) ? ’);
readln(numb) ;
End;
Assign(f,’c:\tp\’ + st+’.prn’);
Reset(f);
fst := 1/ fst ;
INICONT;
MAXIMO;
tmaxm := t[1] ;
d[1] := 0; d[2] := 0;
FOR i := 3 to npunt DO d[i] :=
ROUND((mn[i}/numf)-(mn(i-1]/numf)) ;
MAXIMO ;
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FOR i := 1 to npunt DO z{i] := d[i] ;
tmaxdm := t[1] ;
maxdm := d[t[1]] ;
FOR i := 2 to npunt DO d[i] := d[i] * -1 ;
MAXIMO ;
mindm := dft[1]} ;
tmindm ;= ¢[1] ;
FOR i := 1 to npunt DO d[i] = ROUND(mn[i}/numf) ;
MAXIMO;
maxm := d[t[1]] ;
tmaxm := {1} ;
i:=2;
INIMIN;
minm := basal ;
i := npunt;
INIMIN;
MEDCONT;
d[npunt] := d[npunt-1] ;
SUAVIZADO ;
FOR j := 1 to nsuavf DO
Begin
FOR xp := 2 to npunt DO
Begin
dixp] := s[xp] ;

Suavizado ;



End;

FOR i := 1 to npunt DO mnl[i] := d[i] ;

End;
numl := numb ;
reset(f) ;
IF NOT (numl = 0) then
Begin
FOR i := 1 to numl - 5§ DO readin(f)
End ;
numt := -67 ;
Assign(fs,’c:\tp\’ +st+’.res’);
Rewrite(fs);
Initgraph(gr,gm,”’);
ClearDevice ;

SetBkColor(7) ; SetColor(15);

SetTextStyle(1,0,1) ; OuttextXY (40,425, Fichero:
STR(numf,wt) ; OutTextXY(40,450,’n°® controles = * + wt );

OutTextXY(250,425,”Contraccion n?’) ;

SetTextStyle(2,0,7); SetUserCharSized,5,4,5) ;
Line(50,20,50,200) ; Line(50,200,300,200) ;
Line(50,220,50,400) ; Line(50,300,300,300) ;

SetColor(1) ;

Rectangle(2,2,638,478) ; Rectangle(6,6,634,474) ;

IF (visu = ’s’) OR (visu = ’S’) then

Begin
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SetColor(8) ;
SetTextJustify(0,1) ; SetLineStyle(0,1,1) ;
FOR i:= 1 to 8 DO line(440,10+20%i,620,10+ 20%*i) ;
Rectangle(437,27,623,173) ;
Rectangle(440,30,620,170) ;
FOR i := 1 to 2 DO line(510+20%*i,30,510+20%i,170) ;
Line(580,30,580,170) ;
txt[1] := "Max Cont.” ; txt[2] := ’50% Cont.’ ;
txt[3] := ’90% Rel’ ; txt[4] := 'Max.1? D.’ ;
txt[5] := 'Min.1* D.’ ; txt[6] := % +dT/dt’ ;
txt[7] := % -dT/dt’ ;
FOR i := 1 to 7 DO OutTextXY (445,20 +20%,txt[i]) ;
FORi:= 1to 5DO
OutTextXY(532,20+20%i,’t’ + CHR(i+ $30)) ;
End ;
SetColor(15) ;
IF NOT ((visu = ’s’) OR (visu =’S’)) then
Begin
Line(345,20,345,205) ; Line(340,200,629,200) ;
Line(345,220,345,405) ; Line(340,300,620,300) ;
End;

Xst:=’n’ ;si:="’s ; pmr:= 0
SetColor(15) ; SetLineStyle(0,1,1) ;
Line(45,200,300,200) ; Line(45,300,300,300) ;
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STR(numl+1,wt) ; OutTextXY(375,425,wt) ;

SetColor(4);
IF (numl=inis) THEN

OutTextXY(250,450,’t de isquemia (seg) =");
FOR i := 2 to npunt DO p[i] := ROUND(mn[i)) ;
IF (numl > numb + 1) THEN GRAFI ;

FOR i:= 1 to 150 DO

Begin
dli] := 0; s[i] := 0; pli] := 0 ; n[i] := 0 ;
End;
LECTURA;
i:= 2;
INIMIN;
i := npunt;
INIMIN;

IF numx = 1 THEN DOBLEZ;
IF preca = ’s” THEN fst := fst * 2 ;
MAXIMO;
maxp := (max-basal) / (maxm-minm) ;
IF (numx > inis) AND {(maxp < 0.5) then
Begin
nsuavf := ROUND((0.6 -maxp)*10) ;
nsuav := nsuavf -1 ;

End;



IF (d{1]

i

-23) then
Begin
WI := ROUND((numl-inis)*fst) ;
STR(WI,wt) ;
OutTextXY (425,450, wt) ;
End;
gs := 0;
n[1] := ROUND(mn[2)) ;
EXTRASIST;
SUAVIZADO;
SetColor(1);
FOR j:= 0 to nsuavf DO
Begin
FOR i:= 2 to npunt DO d[i] := sl[i];
Suavizado;
End ;
SetColor(14) ;
pl1] := d[1] ;
p[npunt] := p[npunt-1] ;
FOR i := 2 to npunt DO pli} := d[i] ;
GRAF1 ;

MAXIMO;
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INIMIN ;

i := npunt ;

INIMIN ;

MEDIDA1;
FOR i := 1 to npunt DO nli] := pli] ;
gs := 100 ;
SetColor(4); si := ’s’ ;

FOR i := 1 to npunt DO pl[i] := z[i] ;

GRAF1 ;
maxd := 0 ; si:="n" ;
mind := 16000;

FOR i:= 3 to (npunt-2) DO
Begin
plil := dfi] - d[i-1j;
IF pli] > maxd THEN maxd := pli];
IF pli] < mind THEN mind := pli];
End;

SetColor(1);
IF nsuav > 0 then
Begin
FOR j:= 1 to nsuav DO
Begin
Suader;

FOR i:= 2 to npunt DO pli] := sli] ;
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End;

SetColor(14) ;
pll] := d[1] ;
End;
MEDIDA2;
GRAF1;

IF NOT ((visu="S’) OR (visu=’s")) THEN delay(100) ;
IF (numl=inis) OR (numl=inre) THEN delay(20000) ;

SETCOLOR(7);
IF (numx = numr) THEN ch := readkey ;
IF NOT (numl=inis-1) OR (numl=inre-1) THEN GRAF1;
SetColor(8);
IF (visu=’s’) OR (visu=’S’) THEN GRAF2;
SetColor(7) ;
IF NOT (numl= numr) OR (numl=inis) OR (numl=inre) then
Begin
SetColor(7) ;
STR(numl,wt) ; OutTextXY(375,425,wt) ;
STR(WIL,wt) ; OutTextXY(425,450,wt) ;
IF (numl = inre) then
OutTextXY(250,450,’t de isquemia (seg) = ’) ;
FOR i := 1 to npunt DO pli] := nfi] ;

gs := 0;
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GRAF1;
End;
IF ((visu=’s’) OR (visu=’S’)) THEN GRAF2 ;
nft[1]] := n{t{1}] - basal ;
IF (n[t[1]]-basal) > ( then
Begin
devmaxamp := round(((n[t[4]]-basal)/(n{t[1]]-basal))*100) ;
devminamp := round(((n[t[5]]-basal)/(n[t[1]]-basal))*100) ;
End;
IF NOT (Xst = ’s’) THEN
Begin
Write(fs,numx,’ ’,d[1],” ’,basal,” ’,pmr,’ ’);
FOR i:= 1 to 3 DO Write(fs,t[i],” ’,n[t[i]l," ’);
- FOR i:= 4 to 5 DO Write(fs,t[i]l,” ’,p[tlill," );
Write(fs,devmaxamp,’ ’,devminamp,’ ’);
Writeln(fs);
End ;

IF (visu=’s’) OR (visu='S") THEN ch := readkey;

IF (¢ch = ’f ) OR (¢ch = 'F’ ) THEN Final ;

IF (preca = ’s’) THEN numx:= numx + 2 ELSE numx:= numx + 1
UNTIL EOF(f);
FINAL;
End.
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