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ABREVIATURAS UTILIZADAS
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ADN Ácido desoxiribonucleico
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Unade la múltiplesconsecuenciasde la hipertensiónarterialcrónicaesla aparición

de hipertrofia ventricular izquierda, la cual está asociadaa un aumentode mortalidad,

independientementede otros factoresde riesgo conocidos<Kannel y cols, 1987; Weber,

1988; Kannely Cobb, 1992).Aunquees un hechoprobadoquelas célulasprocedentesde

corazoneshipertróficos muestranalteracionesestructurales,bioquímicasy funcionales

(Rappaporty cols., 1986), los mecanismoscelulares implicados en el procesode la

hipertrofia no son bien conocidos,Desde un punto de vista electrofisiológico, se ha

demostradoen diferentesespecies,que la duración del potencial de accióncardíaco

registrado en corazoneshipertróficos es significativamentemayor que en corazones

normales (Aronson, 1980; Aronsony Nordin, 1984; Thollon y cols., 1989; Nordin y

cols., 1989>. Estaprolongaciónde la la duracióndel potencialde acciónsugierequelos

canalesde calcio y/o potasiopodríanestaralteradosduranteel procesodehipertrofia. Sin

embargo,hastala fecha en que se empezóla presenteTesisDoctoral, no existíaninguna

publicaciónque demostrarainequívocamentela relaciónentreel aumentode la duración

del potencial de acción observadoen el procesode hipertrofiay la alteraciónde una

determinadacorrienteiónica.

Además,estudiosrealizadosen diferentesespecieshandemostradoqueexisteuna

heterogeneidaden la duración de los potencialesde acción cardíacosde las células

ventriculares(Antzelevitchy cols,, 1991;Watanabey cois., 1983), el conocimientodelas

diferenciaselectrofisiológicasqueexistenentrecélulasdediferentelocalización,dentrode

un mismo corazón,es de vital importanciaparael mejorentendimientodel funcionamiento

cardíaconormal y de las arritmias cardíacas,así como paraunautilización másracional

de los fármacosantiarrítmicos(Antzelevitchy cols., 1991).Siun fármacoactúasobreuna

corrienteiónica que es másimportanteen una zonaqueen otra, el efectoserádistinto o

de distinta potenciaen diferentesregiones de un mismo corazón.Este hecho esde vital

importanciay hastael momentoen que empezóestaTesis,no se conocíaconcertezaqué

corrientesiónicaseran las responsablesde la heterogeneidaden la duracióndelpotencial

de acción encontradaen el ventrículo izquierdo, ni si se mantieneo se altera en los

corazoneshipertróficos.
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Por otro lado, sesabeque la hipertrofiacardíacapuedeser reversible,evitandode

esta manera los riesgos asociados a esta alteración. En pacientes hipertensos, los

inhibidores del enzima de conversión de angiotensina(captopril, enalapril, etc) son

capaces,no sólo de reducirla presiónarterial, sino tambiénde producir una regresiónde

la hipertrofia (Pfeffer, y cols., 1982; Hodsmany cois., 1988; Eichstaedty cols., 1989),

incluso a dosisque no disminuyenla presiónarterial (Linz y cois., 1989a).Este doble

efecto es de gran interés, ya que la regresiónde la hipertrofia ventricular puede ser

decisiva para reducir las demandasmiocárdicasde oxígeno o las arritmias cardíacasy

prevenirlas complicacionesde la hipertensión.El mecanismopor el que los inhibidores

del enzimade conversiónejercenesteefectocardioprotector,pareceserconsecuenciade

sucapacidadpara inhibir la síntesiscardíacade angiotensinaII (Dzau, 1987; Johnstony

cols., 1991; Schñlkensy Linz, 1990). En este sentido,hay que indicar queesun hecho

probado que la síntesisy liberación de angiotensinaII a nivel cardíacocontribuyea la

propiaregulacióncardiovascular.Más aún,esconocidoel papel de la angiotensinaII como

factor trófico, es decircomofactor decrecimientoo moduladordel crecimiento(Schelling

y cols., 1991).

u

Por todo lo anterior, en la presenteTesis Doctoral nos proponemosestudiarlas

corrientesiónicas implicadasen la fasede repolarizacióndel potencialdeaccióncardíaco

en la rata, tantoen diferentespartesdel ventrículonormal (paradeterminarquécorrientes 2e

estánimplicadasen la heterogeneidaddel potencialde acción)comodel hipertrófico (para
4

determinarqué corrientesson responsablesde la prolongacióndel potencialde acciónde . 4
,~ 4

estascélulas).Del mismo modo, nos proponemosestudiarla acciónde un inhibidor del
enzima de conversión(el captopril), tanto el posibleefecto directo sobre las corrientes

iónicas, comoen tratamientocrónico, paraevaluarla posibleprevencióndel desarrollode

la hipertrofia cardíaca. En el tratamiento crónico, intentaremosseparar los efectos 7/

puramentehemodinámicosutilizando una dosis hipotensora,de los debidos a una 4%

disminuciónde la angiotensinaII, utilizando unadosisno hipotensorapero queseacapaz

de inhibir el enzima de conversión.Despuésdel tratamientocrónicocon ambasdosisde

captopril, estudiaremoselectrofisiológicamentelascélulasaisladasde estoscorazones,para 3,
comprobarsi desdeestepunto de vista se puedenconsiderarnormales.

‘4
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La hipertrofia cardíacaes un incrementoen la masacardíacaen relación al peso

corporal. Frecuente en un gran número de enfermedadescardiovasculares<se ha

encontradoen aproximadamenteel 50% de los pacienteshipertensos>esesencialmentela

expresiónde una adaptacióndel corazónen respuestaa una situación, generalmente

patológica, en la cual el miocardio debeejercer durantetiempo prolongadoun trabajo

mayorde lo normalparasatisfacerlas necesidadesdel organismo(Coraboeuf,1992).

Aunque la hipertrofia cardíacafue descritapor Hallopeauen 1869, permaneció

prácticamenteolvidadahastafinalesde los años50, justo despuésde quesedesarrollara

la cirugía a corazónabierto. A partir de ahíel conocimientode esta cardiomiopatíafue

creciendorápidamentey tomó más importancia al ver que con frecuenciaterminabaen

muerte súbita: se ha demostradoque pacientescon hipertrofia cardíacatienen un riesgo

cinco vecesmayorde muertesúbita(Kannely cols. 1969 y 1975; Kannel, 1974). también

se la ha asociadocon infarto de miocardioe insuficienciacardíacacongestiva.

La estructura cardíacano sólo está influenciada por un aumentoen la carga

hemodinámica,sino tambiénpor distintos factoresneurohumorales,incluyendoel sistema

renina-angiotensina,la estimulacióna- y fl-adrenérgica,y la tiroxina. Un incrementoen

la postcargaventricular,un daño ventricular agudo o crónico y una estimulaciónde los

sistemas neurohormonales,promuevenel desarrollo de una hipertrofia ventricular

izquierda, aumentandola función sistólicade esteventrículo a corto y medio plazo. Sin

embargo,a largo plazo, el fallo en la función diastólica, la necrosisde los miocitos,

fibrosis y el agotamientoenergéticoconducena unainsuficienciacardíaca,

Los cardiomiocitosse hipertrofianen respuestaa un incrementoen la tensiónde

las paredesdel ventrículo. Esta hipertrofia individual de los miocitos, conducea una

hipertrofiadel ventrículoquenormalizala tensiónque soporta,segúnla ley deLaplace(T

= Pi ¡ 2 L, dondeT es la tensiónde la paredventricular,P esla presión,r es el radio

ventricular, y L el espesorde la paredventricular). El incrementoen la tensiónes un

estímulodirecto que producehipertrofia, tanto en preparacionestisularesaisladas(Kent

y cols., 1989), comoen corazonesintactos(Kira y cols., 1984).
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Este incrementoen la demandade trabajocardíacopuedeserdebidaa un aumento

en la presióny/o en el volumensanguíneo.En el hombre, la hipertrofiacardíacapuede

estarprovocadaporunahipertensiónarterial,por insuficienciavalvular, o por otrascausas

entre las que se encuentranejercicio físico, anemia, hipertiroidismo,hipoxia, pérdida

regionalde tejido funcional (infarto), etc. También se ha relacionadola obesidady el

consumode alcoholconun incrementoen la masacardíaca(Lauery cols., 1991; Manolio

y cols., 1991)

A partir del momentoen que el corazónestá sometidoaun esfuerzomayorde lo

normal, va manifestandodistintoscambiosquese podríandividir en tres fases(Meerson,

1969;Weber, 1988; Katz, 1988 y 1990). La primera faseo desarrollocomienzacuando

se presentala causaque exige al corazónmayor trabajo. En respuestaa unasobrecarga

hemodinámica,la hiperfunción del miocardio puede mantenerun estado inicial de

compensaciónlimitada. Duranteesteestado,el flujo coronarioy el consumode oxígeno

estáaumentadoen proporcióna la sobrecarga.Sin embargo,setratadeun estadoinestable

y estámarcadopor un aumentoen la síntesisdc ADN, ARN y proteínasque lleva al

crecimientodel tejido miocárdico.Así llegamosa la fase2 ó hipertrofiacompensada,En

estemomentola hipertrofiaseha instauradoy de estaforma, al incrementarel númerode

sarcómeras,el corazón puede responder a la demanda de trabajo mediante una

hiperfunciónestableadaptándosea la nuevasituación(los síntomasque se presentanen

estay en las demásfasesse resumenen la tabla 1). Aunque la respuestahipertrófica es

adaptativae inicialmenteayudaal corazóna enfrentarsecon la nuevasituación,no termina

bien, en la fase tercera, a consecuenciade la hiperflinción sostenida,el corazónse va

agotando,degeneray se debilita, rompiéndosela compensacióny desencadenandouna

insuficienciacardíaca.Por lo tanto, la hipertrofiasólo proporcionacompensaciónpor un

ciertotiempoy a largoplazoel corazóndegenera,sedebilitay se rompela compensación.



Tabla 1: Síntomasde distintasfasesde la hipertrofia cardíacaa distintos niveles.

FASE CIRCULACIÓN CORAZÓN

MIOCITOS

CARDÍACOS

DESARROLLO - Fallo cardíaco

agudo

- Congestión

pulmonar

- Menor eyección

de sangre por el

corazón

- Dilatación

ventricular aguda

- Hipertrofia

temprana

- Aumento en la

densidad de

mitocondrias en

relación a las

miofibrillas

HIPERTROFIA

COMPENSADA

- Descenso de la

congestión

pulmonar

- Aumento de la

eyección de

sangre por el

corazón

- Hipertrofia - Aumento de la

densidad de

miot’ibrillas en

relación a las

mitocondrias

HJPERTROFIA

DESCOMPENSADA

- Insuficiencia

cardíaca

progresiva

- Hipertrofia más

acusada con

fibrosis progresiva

- Muerte celular

Modificado de Meerson,1969.

7
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2.1.- INDUCCIÓN DE LA HIPERTROFIA CARDÍACA

Se ha identificadoa la sobrecargahemodinámicacomoun factor clave queregula

el crecimientodel corazón, Cualquiercambio en las demandasdel corazón,ya seapor

causafisiológicao patológica,conducea una alteraciónen la relaciónpesocardíaco/peso

corporalque difiere de la normal. El incrementoenel tamañodel corazónes lo que se

conocecomo hipertrofiacardiaca.Sin embargo,aunquela sobrecargahemodinámicaes

un fuerte inductor del crecimientocardíaco,no sc descartauna implicación de factores

humorales(Bugaiskyy Zak, 1986).

En principio parece sorprendenteque la expresión del genoma pueda estar

modificado por factores mecánicoscomo el aumento de volumen telediastólico o la

contracciónparietal. Numerososautoreshanpreferido responsabilizarde ello a factores

solublescomo las catecolaminas(Simpsony cols., 1982> o la angiotensinaII (Schunkert

y cols., 1990). Probablementeexisten diferenciasimportantesen lo queconciernea los

primerosinstantesde unasobrecargamecánica(depresióno devolumen)u hormonal.En

un primermomento,las señalesquedesencadenanel crecimientose debenprincipalmente ‘4>j’

a la sobrecargade presión,de postcarga.Respectoa la sobrecargade volumen,se puede

decir que su efecto activadorde la transcripcióny la síntesisproteicaes máslenta en it

1 <arelacióncon la sobrecargade presión(Swynghedauwy cols.,1990). U.
tA

En una sobrecargade presión,aumentala precarga,esdecir, la longitud inicial a

la cual la sarcómerase empiezaa acortar en la contracción,y tambiénla tensiónactiva 1$

máxima(cuandoel máximode puntosde actina y miosinaestánencontacto).Por lo tanto,

el sarcolemay sarcómerasresultan estiradasen la diástole, hasta que se alcanza la
A

hipertrofia compensaday se normaliza, o casi, la presióntelediastólica,multiplicando las A>

y, Asarcómerasy aumentandoel volumende los miocitos. La prolongaciónde la sobrecarga

puededesbordareste mecanismoadaptativoy obligar de nuevo al corazóna utilizar su ~t.
~M#>

reservadiastólica. El estiramientode la membranay del sarcolemaes, por tanto, la u~yr 4,

primeraseñalde crecimientoen el desarrollode la hipertrofiacardíaca(Swynghedauwy
4

cols., 1990). La contracciónse modifica desdeel momentoenque la sobrecargatiene

*4

A>>1

2
A’4,4
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lugar, la fibra se esfuerzaen mantenerunatensiónactivanormal, a expensasdedisminuir

la velocidad a la que esta tensión se desarrolla. Al principio, la velocidad media de

acortamiento,por razonesmecánicas,disminuye.La eficaciao economíadel sistema,que

seexpresaen gramo de fuerzapor moléculade ATP consumida,resultaóptimapara una

velocidad de acortamientodada, pero la sobrecargala disminuye. Los cambios de

estructuradel músculo cardiacoenlentecenla velocidadde acortamiento,permitiendoal

músculocardíacocontraerseconunaeficaciaaceptable,Por tanto, los parámetrosligados

a la economía del sistema se encuentran en el origen de los cambios, sobretodo

cualitativos, de expresióndel genoma, La contracción cardiaca resulta modificada,

principalmenteal inicio de una sobrecargade presión. En la sobrecargade volumen la

situaciónes diferente,puestoque es el estiramientodel músculocardíacoen la diástoleel

inductor de la hipertrofia.

La hipertrofiadebidaa la hiperfunciónde la glándulatiroidea estáinducidapor un
aumentode volumeny de presión. El incrementoen los niveles de tiroxina reduce la

reserva vasodilatadoracoronaria (Talifah y cols., 1983), Esto puede ser debido al

incremento en el flujo en reposo inducido por el aumentoen el metabolismo. El

incrementoen el ritmo cardíaco y la contractilidad que evoca la tiroxina, es debido

fundamentalmentea un incrementoen los receptores¡3-adrenérgicos(Limas y Limas,

1987>. Este incremento en las demandasdel corazón, junto con el aumento del
A? ~.

metabolismo(incrementoen la síntesisde ARN y proteínas(Zierhuty Zimmer, 1989)) es

lo que induceel desarrollode unahipertrofiacardíaca.Encontrastecon la hipertrofiapor ~ 211

sobrepresión,que induce hipertrofia del ventrículo afectado, el hipertiroidismo induce ‘7 52<

hipertrofiade ambosventrículos. 2~

4

La anemiacrónicapuedetambiéninducir hipertrofia cardíaca(Seheely Williams

1985>. Estahipertrofiaestáprovocadapor unasobrecargade volumen,pero enestecaso 1 42

¿VIla capacidadtransportadoradel oxígenopor la sangre,y suviscosidaddisminuyen,lo que

la hacetenercaracterísticasdistintas. 1

ji
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La creenciade quelos factoreshumorales,producidospor un corazónal quesele

exige un esfuerzomayor de lo normal de una forma continuada,jueganun papel en el

desarrollode la hipertrofiacardiaca,se basaenel hecho de queenciertasocasiones,los

dos ventrículosrespondencuandoes sólo uno el queestá sobrecargado(Martin y cols,

1985). Esto se podría explicar diciendo que la presenciade determinadassustancias

producidaspor el miocardiosometidoa unasobrecarga,escapazde promoverla síntesis

de proteínas.En estesentido,ciertos investigadores(Seny Hollinger, 1983) observaron

que el sobrenadantede un homogenadode tejido cardíacode una rata espontáneamente

hipertensa,eracapazde incrementarla síntesisproteicacuandose añadióa un cultivo de

miocitosaisladosde ratanormotensa.Además,algunosinvestigadores(Seny cols., 1976)

hanvisto queen ratasespontáneamentehipertensasno siempreexisteunarelacióndirecta

entre la hipertensióny la hipertrofia. En este sentido, algunosfármacosdisminuyenla

presiónsanguíneahastavalores normalescomo la hidralazina, pero no ejercenningún

efecto en la hipertrofia cardíaca, más aún, la administraciónde minoxidil incluso

incrementael gradode hipertrofia, a pesarde disminuir la presión(Seny cols., 1977).

Paraestudiarexperimentalmentelos distintos tipos de hipertrofia sehanutilizado

varios modelos experimentalesen animalesde laboratorio (Hamrell y cols., 1986). La

hipertrofia inducidapor hipertensiónarterialen el hombre,puedeestudiarsecondistintos

modelosque imponganal corazóndel animal unasobrecargade presión. Éstase puede

conseguirpor obstrucciónparcial de uno de los grandesvasos,hipertensiónsistémicao

pulmonar. La sobrepresiónpuedeprovocarsede forma agudao gradual:por ejemplo,un

clip no constrictorcolocadoen la aortade un animal joven, se convertiráen constrictor

lentamentea la vez queel animalvaya creciendo.Tambiénla intsión intravenosade gel

de sílice, monocrotalinao sefadexinducehipertrofiade forma gradual.

Las alteracionesque en el hombredesencadenanuna hipertrofia por aumentodel

volumenqueel corazóndebebombearpuedenser: fallo enla válvulamitral, comunicación

entre la arteriaaortay la vena cava, bloqueoaurículo-ventricular,infarto de miocardio,

etc. En los animalespuedeprovocarsepor una fístula arteriovenosao un defecto en el

septum
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Tabla 2: Ejemplosde varios modelosexperimentalesutilizadospara inducir hipertrofia
cardíaca y autores que los han utilizado,

Sobrecargade Sobrecargade J Sobrecargapor múltiples ]

presión volumen factores i

Estenosisaórtica

Aorta ascendente(rata:

Cutiliettay cols., 1975)

Aorta abdominal
(rata: Scampsy cols,, 1990)

Estenosisde la arteria
pulmonar
(gato: Nuss y I-Iouser, 1991)

Hipertensión
Isquemiarenal (rata:

Aronson,1980)

Nefrectomía+ DOCA
+ sal
(rata: l3artsovay cok., 1969)

Aldosterona+ sal
(rata: Garwitz y Jones,1982)

Rataespontáneamente
hipertensa
(Hayasi y Shibaia, 1974)

RataDahí
espontáneamentesensiblea
sal
(Pfeffer y cols., 1984)

Fístula arterio-venosa
(rata: DarÉ y llolloszy, 1969)

Insuficienciaaórtica
(conejo: I-latt y cols,, 1970)

Amiemnia
(rata: Barisovay cok., 1969)

H¡~ertiroidismo
(rata: Bartsovay cols., 1969)

Ifipoxia
(rata: l3artsovay cols., 1969)

Catecolaminas
(rata: Bartsova.y cok., 1959)

Ejercicio
carrera

(rata: Hickson y cols., 1979)

Natación
(rata: Gi1¡eh, 1983)

Desarrollo embrionario a
baja temperatura
(pollo: Leigliton y cok.. 1964)

G’ardionziopatía
(hámster:Rossnery Saclis, 1978)

Infarto
(rata: Tbollony cok., 1989)

Modificado de Bugaisky y Zak, 1986.
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auriculoventricular.El infarto de miocardiopuedeimitarsemediantela ligadurade una

arteriacoronaria.Así se produceuna pérdidade funciónen la partede la paredventricular

afectaday el resto de tejido miocárdico no afectadodesarrollaráhipertrofia.

Otrasformas de provocarel desarrollode unahipertrofiacardíacaenun animalde

experimentaciónparasu posterior estudiopuedeser la administracióncrónica de ciertas

sustancias como la hormona tiroidea, hormona del crecimiento, 13-agonistas, o

adrenocorticoides.O bien someterlos animalesa estrés,aclimatarlesal frío, provocarles

unainfección vírica o endocarditisbacteriana.Someterlos animalesa un ejerciciofísico

continuado,como correro nadar, induceel crecimientodel corazón.Encorazonesviejos,

el músculo cardíaco está hipertrofiado, presentandoalteracionesen la funcionalidad

mecánicasimilaresa los encontradosla hipertrofia por sobrepresión(I-Iamrell y cols,,

1986).

Los modelosde hipertrofia in vivo, tienenel problemadel crecimientodel animal

duranteel progresode la hipertrofia, que puedeestarafectadopor cirugía, tirotoxicosis,

anemia,etc. Parasalvarestasvariaciones,y poderevaluarel gradodehipertrofia, el peso

del corazónse debe relacionarcon el pesocorporal. Aquí apareceotro problema, los

animalespermanecenestabulados,pesanmás y podríadar un falso índice dehipertrofia.

Estoesfácilmenteresueltoal compararlos ratios pesoscardíacos/pesoscorporalesde los

animalesa los que se ha inducido hipertrofiacon otroscontrolesquesemantenganen las

mismascondiciones.Otro modo posiblede salvar los problemasde los métodosin vivo

es mediante la estimulación de hipertrofia en cultivo tisular, además,así se podrían

estudiarlos efectosde determinadosagentesdirectamentea nivel celular (Bugaiskyy Zak,

1986). Claro que las células mantenidasen cultivo no estánenun medio fisiológico y los

resultadoshay que tomarloscon precaución.

2.1.1.-IMPLICACIÓN DEL SISTEMA RENINA-ANGIOTE.NSINA

El sistemarenina-angiotensina(SRA) juega un papel importanteen la regulación

cardiovasculary en el mantenimientode la homeostasishidrosalina. En este sistema(fig.

1), la renina secretadapor el riñón a la circulación, actúa sobre un substrato, el
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angiotensinógeno,queha sidosegregadodesdeel hígado,paraproducir angiotensina1 (Al

1>. Estedecapéptidoesconvertidopor el enzimade conversiónde angiotensina(ECA), una

dipeptidil peptidasa(fig. 2), a angiotensinaII (AT II), que es la sustanciaactiva. La

contribucióndeesteSRAcirculanteala homeostasiscardiovascularhasidoconocidadesde

hacetiempo (Haber, 1976>. Sin embargo,recientementese ha propuestoque un SRA

endógenoestá presenteen muchos tejidos locales, incluido cl corazón y los vasos

sanguíneos(Lindpaintnery cols., 1988 y 1991: Dzau, 1988), y estos sistemasejercen

influenciaparacrinao autocrinaen diversasfuncionestisulares,Paraprobarla existencia

de un SRA tisular independientedel circulante,sedebedemostrarla síntesislocal de sus

componentes:angiotensinógeno,renina, y enzimade conversiónde angiotensina(ECA)

que son necesariospara la generacióndel péptido biológicamenteactivo, la Al II.

Además,paradecir que el péptido es localmenteactivo, se debenencontrarreceptores

apropiadosy sistemasde transducciónde las señales.La demostraciónde que la actividad

de este sistema, o sus elementosindividuales están moduladospor ciertos estímulos

confirmarásu relevancia,sobretodosi los mecanismosreguladoresdemuestranque actúan

independientementedel SRA circulante.
44,

Respectoa la primera parte de este sistema, se ha demostradoque el gen de .,« ..r
angiotensinógenose expresaen el tejido cardíaco(Kunapuli y Kumar, 1987), y ademásse L

454

ha probadoque el corazónaislado es capazde liberar angiotensinógeno(Lindpaintnery

cols., 1990). Unavez quetenemosel angiotensinógeno,esnecesariola acciónde la renina
A

sobreél, para la producciónde AT 1. Tambiénsehaencontradoen el corazónla expresión

del gende la renina(Dzau y Re, 1987), aunqueseha sugeridoque la mayor parte de la

reninaencontradaen el corazónresultade la captaciónde esteenzimadesdeel pRismaal

tejido cardíaco(Dansery cols,, 1994). Ahora el siguientepasoen la cascadaenzimática,

viene dadopor el ECA, que promueveel pasode Al 1 a AT II. Para examinarsi la

producciónde AT II ocurre en el corazónen funcionamiento,enun trabajorealizadopor

Linz y cols. (1986) se midió la AT II en el efluentede corazonesaislados, los cuales 44/L< $4
~‘0 ,t,

fueronperfundidoscon AT 1. Sus resultadosdemostraronque la AT 1 fue rápidamente 4 5’
convertidaa AT II, lo que pruebala existenciade ECA cardíacafuncionalmenteactiva,

Ahoraquetenemosla sustanciabiológicamenteactiva, AT II, producidaa nivel cardíaco,

la presenciade receptoresfuncionalesde AT II representaun requisitopara la definición 4
‘gv

>4f

4$
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Fig. 1: Esquemarepresentativodel sistemarenina-angiotensina.Modificado deJohnston,
1990.

14

R

RNZIIiIA DE CONVERSIÓN

AngiottnsinaII



r

15

Fig. 2: Esquema representativo del ECA, mostrando los dos posibles sitios activos de
unión al substrato.Modificado de Johnston,1993.
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de un SRA cardíaco funcional. Las distintas accionesde la AT II en distintos tejidos

sugierenque la generaciónlocal de estepéptido puedeservir comoun control regional.

y queprobablementeexisteunaheterogeneidaden los receptoresde AT II, Tambiénse ha

sugerido la existenciade distintos subtipos de receptoresde AT II, por diferencias

encontradasen la susceptibilidadde varios análogosde Al II. Hasta no hacemucho

tiempo, la definición de distintos subtipos de receptoresde AT II no fue posible por la

falta de antagonistasapropiados de Al II que detectaranla heterogeneidaden los

receptoresdesdeun punto de vista farmacológico.Sin embargo,el desarrollode nuevos

antagonistaspeptídicosy no peptídicosde la AT II ha permitido la caracterizaciónde dos

tipos de receptores,que seunena la Al II con la mismaafinidadperomuestrandiferente

afinidadde unióncondeterminadosanálogosde la Al II, Los dostipos de receptores,AT1

y Al2, tienendistintadistribuciónen distintosórganosy en distintasespecies.Un trabajo

realizadoen trabécula auricular humana obtenida en cirugía (Chen y cols., 1991),

demostróquela AT II producíaun efectoinotrópicopositivo queera inhibido fuertemente

por saralasina(la saralasinaes un bloqueantepeptídicono especificode los receptoresde

AT II), lo cual demostróla existenciade receptoresde Al II funcionalmenteactivosen

las aurículasde corazónhumano.Sin embargo,este trabajono diferenció entre los dos

tipos de receptores,Al1 y AT2, para lo cualhabríasido necesarioel uso de bloqueantes

específicosde cada tipo. El receptor AT1 es sensibleal losartán(un bloqueanteno

peptidico) (Smith y cols, 1992), que tiene efectos inhibitorios de la vasoconstriccióne
2>>

hipertensiónen modelos animales. Este receptor media la mayoríade las acciones

bioquímicasy fisiológicasconocidasde la Al II. El receptorAT2 es insensibleal losartán 4
pero se inhibepor [pNH2-Phe

8]ATII, entreotros. Estereceptorestápresenteen animales ;,12<

jóvenesen varios sitios queno contienenreceptoresde AT II en el adulto (Millan y cols.,

1991>, lo que sugierequeestereceptorpudieraestarimplicadoen las accionesde la Al
4.4.24>

II en el desarrollo. Ademásde estos dos tipos de receptoresde Al II, es posible que
.444existandiferentessubtipos.En el corazónde ratasehanencontradoreceptoresAl

1 en los <

nodos senoauriculary auriculoventricular (Saavedray cols., 1993). Otros estudios

realizadospara investigarla existenciade receptoresdeAl II, diferenciandoentre Al1 y

Al2, en el corazónde rata (Sechi y cols., 1992) handemostradoqueambosreceptores

estánpresentesen el corazónde esteanimal condensidadsimilar, en lasaurículas,ambos -
2 1

41

4 4

4••’4’’~
f>>4

12 ~ 2245 ‘41
¡lA

,2fi 2>
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ventrículos y septum interventricular, siendo significativamentemayor en el nodo

auriculoventricular.El usode losartán(bloqueantede Al’1) y PD1223177(bloqueantedel

receptor Al’2), sugirió la presencia de ambas clases de receptoresen el corazón,

contribuyendocadauna aproximadamenteal 50 % del total de receptores.Además,los

resultadosde este estudioindicaron que los dos tipos de receptoressediferencianensus

señalesde transducción,estandomediadala respuestaa los receptoresAT1 por proteínas

o y no asíen los AT2. Más aún, estostrabajosencontraronquela densidadde receptores

de AT II incrementójusto despuésdel nacimiento,para disminuir luego hacia valores

prenatales,resultadossimilares fueron obtenidos por Urata y cols, (1989), quienes

encontraronun descensoen los sitios de unión de Al’ II en ventrículosde rata, después

del nacimiento. En estesentido,Feoldey cols. (1993) encontraronqueen el corazónde

rata neonataexisteun predominiode los receptoresAl’2, Estos hechoshacenpensarque

exista en el corazónuna regulaciónde los receptoresde Al’ II por el crecimiento.

‘1
2.1.1.1.-Efectoscardiovascularesde EaATII ¿

~ 4442<

2>

La AT II puede alterar la función cardiacadebidoa una modificación del tono

vascularcoronario,por un efectodirecto en los receptores,y por promoverhipertrofia
1

cardíaca. Desde el punto de vista del tono coronario, la Al’ II es un potente

vasoconstrictor(Jolinston,1990). Esteefectopuedeser directo,a travésde los receptores 4$,)
de Al’ II o indirecto, incluyendola modulacióndel tono adrenérgicoo interaccióncon

otros sistemasneurohormonales(Dzau y Pratt, 1993). La unión de este péptidocon su

receptor activa la fosfolipasa C, con la consiguientehidrólisis del fosfatidil inositol

bifosfatoa diacil glicerol e inositol trifosfato. La actividadde la proteinquinasaC sensible $427

al calcio estámodificadapor estosmensajerosintracelulares,que puedenincrementarla

concentracióncitoplasmáticade calcio e inducir la contraccióndel músculo liso vascular.

La vasoconstriccióntambién puede ser mediadapor facilitación de la liberación de ±2>
24 ¡

noradrenalinade las terminacionesnerviosas,ampliandode estaforma la vasoconstricción

simpática(Saxena,1992).
K>
5442

K
42

‘2
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En el músculocardíaco,la AT II incrementala contractilidad,pudiendoestareste

efecto inotrópico mediadopor ambosmecanismos,directo e indirecto (Lindpaintnery

cols., 1988). En estesentido,estudiosen tejido cardfacohumano(Chenycols.,1991)han

demostradoque la AT II aumentala fuerzade contraccióny el ritmo, siendoesteefecto

inotrópico y cronotrópicobloqueadopor la saralasina,

Tambiénse ha implicado al SRA en el desarrollode hipertrofia. A pesarde que

se estánrealizando muchosestudiossobre la hipertrofia cardíaca,los mecanismosque

contribuyenal crecimientodel cardiomiocitopermanecenen controversia.Aunque seha

identificado a la sobrecargamecánicay al estiramientodel músculo cardíacocomo un

estímuloimportanteen el desarrollode hipertrofia inducidapor hipertensión,la acciónde

determinadashormonasno quedadescartada.Se ha demostrado,por ejemplo, que la Al’

II es un potenteestímulodirecto para la síntesisde proteínasy crecimientocelular en

miocitos cardíacosen cultivo (Acetoy Baker, 1990). Enun modelo de crecimientorápido

cardíaco,comoson los cerdosneonatos,seha demostradoquela inhibición del3RA, tanto

conun inhibidor del ECA, como por un bloqueantede los receptoresdeAl’ II, condujo

a un menor crecimiento cardíacoy a un menor contenido en ARN y proteínasen el

corazón,lo quesugierela implicacióndel SRA enelcrecimiento(Beinlich y cols., 1991).

En ratas espontáneamentehipertensasel desarrollo de hipertensiónse acompañade

hipertrofiacardíaca(Seny cols,, 1976). Curiosamente,la normalizaciónde la presión

arterial,una vezelevada,no siemprerevierte o inhibe estahipertrofia, sugiriendoquelos

factoreshemodinámicosno son los únicosresponsablesde la hipertrofia (Linz y cols.,

1989a). Sin embargo,el tratamientocon inhibidores del enzimade conversión(¡ECA),

bloqucóo revirtió la hipertrofia(Pfeffer y cols., 1982; Linz y cols,, 1989a>.Conclusiones

similares se pueden sacar de experimentos donde la hipertrofia fue inducida por

constricciónaórtica(Bakery cols., 1990). Más aún, infusionesdedosisno presorasde Al’

II provocaronla apariciónde hipertrofia(Khalirallahy Kanabus,1983),asípues,los datos

obtenidos in vivo e in vitro sugieren que la A’]? II juega uit papel importanteen la

hipertrofiacardiaca(Re y Rovigatti, 1988; Schellingy cols., 1991).
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Lo anteriormente expuesto sugiere la implicación del SRA en la hipertrofia

cardíaca,pero no distingueclaramenteentreel sistémicoo el tisular. El SRA cardfaco

puedeser activado en ciertascondiciones,y pareceser importanteen el control de los

cambioshemodinámicosy estructuralesqueocurrenenciertascondicionesfisiopatológicas.

En este sentido, ciertos estudiosrealizados en ratas en las que se indujo hipertrofia

cardíacapor constricciónde la aorta abdominal(Haker y cok, 1990), demostraronla

prevenciónde la hipertrofiaventricular izquierdacon dosisde un inhibidor del ECA que

no afectaronla presiónarterial, descartandoasíun efectohemodinámicode estefármaco.

Además,estos investigadoresmidieron el ARN mensajerodel angiotensinógenoen el

corazóny observaronque estabaaumentadoen el ventrículo izquierdode los corazones

hipertróficos, sugiriendo que el SRA tisular estabaimplicado en la génesisde la

liipercrofia. Además,midieron la actividad de la renina plasmática,como índice de la

actividad del SRA circulante,y encontraronque aunqueaumentóal día siguiente a la

imposicióndel clip en la aortaabdominal,volvió a valoresnormalesa los tres díasdespués

de la operación.Estos datos sugierenque es el SRA cardíaco y no el circulante,el

implicado en perpetuarel crecimientocelular, al menosen estemodelo de hipertrofia.

Otrosestudiosrealizadosen insuficienciacardíacapor ligadurade la arteriacoronaríaen

la rata (Hirsch y cols., 1991) han apoyadoestateoría, ellos estudiaronla actividad del

ECA en el plasmay en el tejido cardíacode estosanimalesy encontraronque la circulante

no eradistinta entrelos animalescontrolesy los que teníaninsuficienciacardíaca,pero la

actividaddel ECA tisularestabaincrementadaen los animalesa los quese les hablaligado

la coronaria, estandoeste aumentoen proporciónal tamaño del infarto. Así pues, la

actividad del SRA pareceestarincrementadaen modelosexperimentalesde hiperirofia

cardíaca,En un modelode hipertrofiacardíacacompensada,inducidapor estenosisen la

aorta (Schunkert y cols,, 1990), los corazoneshipertróficos se caracterizaronpor un

incrementode un 30% enel pesodel ventrículoizquierdo,y la actividaddel ECA cardíaco

fre significativamentemayor en el tejido obtenidode varias regionesde este ventrículo,

mientrasque no hubo diferenciasen la actividad del enzimadel ventrículo derecho,no

hipertrófico,del mismo animal y de los animalescontroles,Estehallazgo sugiereque el

aumentoen la actividad del ECA no está relacionadocon una alteración en el SRA

sistémico, sino que más bien está relacionadocon el lugar de aumentode la tensión,
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Además,los análisisdel ARN mensajerodel ECA mostraronqueaunqueseencóntróen

el ventrículo izquierdo de ratas controles, en tas hipertróficasestabamultiplicado por

cuatro.En estetrabajo,se estudiaronlas consecuenciasdel aumentoen la conversiónde

AT 1 a AT II en la hipertrofia, utilizando corazonesaisladosperfundidosy latiendo, La

perfusiónconAl’ 1 produjomásAT II en los corazoneshipertróficoscomoerade esperar

de su aumentadaactividad de la ECA. La activacióncardiacade la AT II causóefectos

similaresen el incrementode la resistenciacoronariavasculary en la contracciónsistólica

en el grupo control y en el hipertrófico. Sin embargo,en el grupo control, la generación

intracardíacade la AT II tuvo mínimosefectosen la función diastólica,Por el contrario,

los corazoneshipertróficosdemostraronuna depresiónen la relajacióndiastólicay en la

distensibilidaddel ventrículo en la diástole en respuestaa la perfusióncon AT 1, Esto

indicaquela mayorgeneraciónde AT II en los corazoneshipertróficoscontribuyena una

disfunciónen la relajación.Cuandolos corazoneshipertróficosfueronperfundidosconun

inhibidor del ECA a la vez que AT 1, no se observóesteefectoen la función diastólica.

Recientementese ha visto en preparacionescardíacashumanasque otro enzima,

diferentedel ECA, es capazde promoverla conversiónde Al’ 1 enAl’ II (Urata y cols.,

1990).Esteenzimano es bloqueadopor los inhibidoresdel ECA y puedepotencialmente 4

mediar la formación de AT II en el modelo de hipertrofia. Por este motivo, se ha A ~
44,

estudiadola posiblecontribuciónde esteenzima distinto del ECA en la formaciónde AT

U en los corazoneshipertróficos(Schunkerty cols,, 1991). En un modelode estenosisde <‘¡44<

la aortaen rata, se vio que el ECA estabaincrementadoen el miocardio hipertrófico. 44 4

Además, se evaluóla contribuciónde esteenzimaa la formación de Al’ II en el tejido ‘2>4/

itmiocárdico hipertrófico, perfundiendolos corazonesaisladosa la vez con Al’ 1 y un
12inhibidor de la ECA. Los resultadosindicaronqueel 70 % de la producciónde Al’ II fue ./..

bloqueadaporel inhibidor del ECA utilizado, sugiriendoque ésteesel pasopredominante
44.

para la formación de AT II en los corazoneshipertróficos. Además, de estamanera

(perfundiendoel corazónconAT 1 y un inhibidor del ECA simultáneamente)seprevino

el incrementoen la resistenciavascularcoronariay la depresiónde la funcióndiastólica,

rl
(44

244,4”’> Y$p 4’

<42>44 4
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Se sabequeunacaracterísticade los corazoneshipertróficoses sumenorcapacidad

para manteneruna funcióndiastólicanormal en respuestaa una situaciónde isquemia

(Lorelí y cols., 1986). Recientementese ha comprobadoque la AT II aumentala

disfuncióndiastólicaen corazonesaisladosde conejo (Mochizuki y cols., 1992>.En este

trabajo se observóque los corazonesperfundidoscon AT II demostraronunadepresión

progresivadel flujo coronario, lo que sugiereel aumentoen la AT II disponiblepor el

corazónpuedemodificar el tono coronarioy disminuir el flujo coronarioen situaciónde

isquemia.Además,esteestudiodemostróquelos corazonestratadosconAl’ II serelajaban

peor, y esteefectono se revertíadeforma adecuadaen reperfusión.Estoindica que la Al’

II ejerceun efectodirecto adversoen la función diastólicaduranteisquernia-reperfusión.

2.2.- CARACTERÍSTICASDEL CORAZÓN HIPERTRÓFICO

En general,el crecimientode un órganopuedeser el resultadoo bien de división

celular (hiperpíasia),o bien del aumentoen el tamañode las células que lo componen

(hipertrofia). En el mamíferoadulto, no ocurredivisión celular en los miocitoscardíacos

(Zak, 1974), y el crecimientodel corazónse relacionacon hipertrofiadel cardiomiocito

y no conhiperpíasia.Las característicasdel crecimientocardíacovaríandependiendodel

estímulo:severidad,duracióny tipo de sobrecarga(de presióno de volumen), la forma

de aplicación (aguda o gradual) y la edad y especiedel animal. La adaptacióna la

sobrepresióninduce una hipertrofia de tipo concéntrico,es decir, el corazónse adapta

aumentandotanto la paredlibre del ventrículoimplicado,comoel septuminterventricular,

a expensasde reducirel volumendela cavidadventricular, En el casodeunahipertrofia

provocadaporunasobrecargadevolumen,la hipertrofiaesde tipo excéntrico(Lin y cois.,

1977),aumentandola cavidadventricular.El incrementoen la masacardíacainducidopor

hormonatiroidea es más moderadoque en la debidaa sobrepresiónpor una constricción

aórtica, debido a la menor sobrecargade presiónproducidapor la tironina (Campbelly

cols., 1991). En este casose hipertrofianlos dos ventrículos, aunqueel derecholo hace

enmayormedidadebidoa queesteestímuloproducemayor sobrepresiónen estelado del

corazón(Lortet y cols., 1989).
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Aunque la hipertrofia cardíaca,que ocurre como respuestaa una sobrecarga

bemodinámica,se considerageneralmentecomoun procesocompensatorioquenormaliza

la tensiónde las paredescardiacas,compensandola actividadcardiacaconlas demandas,

seha asociadocon muchasanormalidades.Por ejemplo,ya en 1969 Spannencontróque

el músculocardíacohipertróficosecaracterizabaporunacontraccióninadecuaday en 1985

Taraziobservóqueel contenidodecolágenodel ventrículoizquierdoseencontrabaelevado

debidoa fibrosis difusa. Además,la densidadde mitocondriaspor volumencelular resulta

disminuida(Pagey McCallister, 1973; Kayar y Weiss, 1992>. El miocardiohipertrófico

tambiénse caracterizapor teneralteradaslas característicaselectrofisiológicas(Aronson,

1980) y una función diastólica inadecuada(Fouady cols., 1984>. Así pues, aunquela

hipertrofia cardíaca sea, en principio, un proceso compensatorio,existen algunas

consecuenciaspatológicasasociadascon este proceso,ademásde ser por sí mismaun

indicadorde varias patologíascardíacasfuturas(Weber, 1988).

2.2.1.-VASCULATURA CORONARIA

Una de las manifestacionespatológicasde la hipertrofiacardíacaes la anormalidad

en el sistemacoronario vascular. Cuando la masa cardíacaaumenta,el área relativa

transversalde los vasoscoronariosesdistintade la situaciónde normalidad,Estavariación

estáen función de varios factoresentrelos que seencuentrael estímuloque provocala

hipertrofia. En general,los corazoneshipertróficosestánpeor irrigados.Comoexcepción

indicaremosque en la hipertrofia causadapor hipertiroidismo, el área transversalde la

vascutaturacoronaria incrementaen proporciónal incremento de la masa,y en la

provocadapor anemia,el crecimientode los capilarescoronariosexcedeal incrementodel

miocardio (Chilian y Marcus, 1987). En pacientescon hipertrofiacardíacadebidoa una

sobrecargade volumense ha encontradouna disminuciónen la reservacoronaria(Doty

y cols., 1984).

En la hipertrofia provocadapor hipertensión,se ha descrito un descensoen la

densidadde las arteriolas(Breisch y cols., 1985), lo cual representaunareducciónen el

númerode vasosporunidadde masadel miocardio. Desdeel punto de vista fisiológico,



23

aunquela perfusióndel miocardioconhipertrofiacompensadaen reposoes normal, otros

parámetrosfuncionalesde la circulacióncoronariaestánalteradosencomparaciónconlos

de corazonesnormotensosno hipertróficos. En este sentido hay que indicar el descenso

en la reservacoronaria(Remberty cols,, 1878; Wanglery cols., 1982; Petersy cols.,

1984) y el incrementoen la resistenciacoronariamínimapor unidadde masa(Alyono y

cols., 1986). Puestoque la resistenciacoronariaestáelevaday la reservavasodilatadora

está disminuida, la respuestavasodilatadoraen los ventrículos hipertróficos resulta

insuficiente,Esto es más acusadoen el subendocardio,Algunos investigadores(Rembert

y cois,, 1978) han indicado que la hipertrofia ventricular izquierda altera la normal

distribuciónde perfusiónsubendocardio-subepicardioenreposo,y debidoa ello, la reserva

vasodilatadoradel subendocardioy midmiocardio resulta comprometidaen ciertas

ocasiones(Bachey cols, 1981). En suma, el corazónhipertróficoporsobrepresiónmuestra

alteracionesestructuralesde la vasculaturacoronariaque puedencontribuir a los déficits

en la perfusión en períodosde estréscardíaco, De este modo, aunquelas arterias del

epicardio incrementanligeramenteel área transversal,no lo hacen en proporción al

aumentode la masacardiaca.Durante el períodode hipertrofia, aunquese ha visto que

existeunacierta proliferaciónde los capilares,no es suficienteparaprevenirel aumento

de distanciasintercapilarespor el aumentodel tamañode las fibras musculares(Kayar y

Weiss, 1992).Puestoque la sobrepresióna queestánsometidaslas capasmásprofundas

del miocardioes mayor, la alteraciónen las propiedadesde los capilaresesmásprofunda
$ ‘$i

en el subendocardio(Bache, 1988).
¡44<

2.2,2.-ALTERACIONES CELULARES 4’>

$1

El incrementocrónico en el trabajo impuestoal corazón,modifica profundamente $

tanto el tamañocomola estructurade los miocitoscardíacos.Puestoquelos cardiomiocitos

adultos son células diferenciadasy han perdido su capacidadde multiplicación, en

respuestaa una sobrecarga hemodinámicaaumentan su tamaño sin dividirse y,
1’

simultáneamente,el tipo y/o contenido de las proteínasclaves para el cambio en la
contraccióny relajacióncardíacas(Schwartzy cois., 1992). La alteraciónmásevidentede 2<

¡<‘¡$14’

la hipertrofiacardíacaen los miocitoscardíacoses su aumentode tamaño.Sin embargo, A’1

>1’

%$ 1
<4

444”’’
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no todaslas célulasventricularesaumentansuvolumenen igual medida.Campbelly cols,

encontraronque los miocitos que sufrenun mayor incrementoen su tamañoson los que

encondicionesnormalesson máspequeños.Pareceser que en condicionesnormales,en

el ventrículo izquierdo de rata, las células epicárdicas son más pequeñasque las

endocárdicas,y son estasprimeraslas queexperimentanmayor aumentoensu tamañoen

respuestaa una sobrecarga(Campbell y cols,, 1991). Estos investigadoreslo explican

sugiriendoque existeun límite máximo al tamañode los miocitos.

Como hemosindicado, el incrementoen la demandade trabajo del corazón,tiene

dosconsecuenciasque implican el crecimientodel tejido miocárdico:aumentoen la masa

cardíacadebidoa hipertrofiade los miocitosy a hiperpíasiade las célulasno musculares,

y cambios en la composición. Cuando el corazón se encuentra sometido a un

sobreesfuerzo,la tensión de las paredesventricularesestimula la síntesis de proteínas

(Morgan y cols., 1987). De hecho, en corazoneshipertróficos el contenido de ARN

mensajeroestá incrementado(Swynghedauwy cols., 1984).

Las propiedadescentralesdel miocardio hipertrófico son: un’ incrementoen el

contenidoen proteínascontráctiles, inducciónde distintas isoformas de estasproteínas

contráctilesy la expresiónde marcadoresembriónicos,lo cual dependede la activación ‘1
‘vV’t

de la transcripciónde los correspondientesgenes(Chieny cols., 1991; Cutilletta, 1984).

Los cambios observadosen la composiciónde los miocitos hipertróficos incluyen la

cantidadrelativay las propiedadesde las proteínasintracelulares,Por ello, la sobrecarga >1

de trabajo no sólo afecta a la transcripcióngenéticade forma global, sino que regula la ¿< 1
‘>4

44<4 >4>4’expresiónde determinadosgenes de ferina selectiva (Bugaisky y Zak, 1986>, Esta

respuestamiocárdica induce cambios cualitativos en la composiciónde las proteínas ‘

contráctiles, incluyendo la inducción de genes que codifican para proteínas que [‘4 ¡~4
normalmentesólo estánexpresadasenel desarrolloembriónico(Schwartzy cols.,1986).

Los primerosy másestudiadosgenesson los que codifican las dos principalesproteínas <444< 2> >4.

>4>’?4>4’

contráctiles, la miosina y la actina. En ratas, los dos isogenesque normalmentese

expresanen el períodofetal (cadenapesadade la a y ¡3-miosina y la a-actina)son
reexpresadasenel ventrículohipertrófico(Cutilletta, 1984; Schwartzy cols., 1986; Izumo

‘4 4

A
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4
444 ‘
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y cols., 1987) aunquelos mecanismosque regulanla expresiónde los genesde estos dos

constituyentesde la célula cardíacatienendistinta respuestaa la sobrecarga(Chassagney

cols., 1993). Perono sólo está aumentadala síntesisde proteínascontráctiles,junto con

el aumentode ADN y ARN, los corazoneshipertróficos tienenun mayor contenidoen

hidroxiprolina (aminoácidopresentecasi exclusivamenteen el colágeno)y esteaumento

enel contenidode colágenopor partede los corazoneshipertróficosno se reviertecuando

desaparecela causaque indujo la hipertrofia (Cutilletta y cois., 1975>. Aquí debemos

indicar que en la hipertrofia provocadapor la hormonatiroidea, el colágenono está

aumentado,en contrastecon la inducidapor unaaumentoen la presión.

Además,en los corazoneshipertróficos las mitocondrias,queproducenATP, no

aumentanlo necesarioen relacióna las miofibrillas, que lo consumen(Kayar y Weiss,

1992).En animalesconconstricciónaórticaseha observadoqueel volumende la fracción

de miofibrillas aumentaen mayor medida que la fracción de mitocondrias(Anversa y

cols., 1980). Más aún, los corazoneshipertróficostienen menorcontenidoen carnitina,

(esencialen el transportede los ácidosgrasosdesdeel citosol a la mitocondria),estando

estadisminuciónen relacióndirectaconel gradode hipertrofia (Yang y cols., 1992).

2.2.3.-CONTRACTILIDAD

En la hipertrofiacardíacano sólo tiene lugarel crecimientode los cardiomiocitos,

sino que tambiénla célulasendoteliales,célulasdel músculo liso vascular,fibroblastosy

macrófagospuedencontribuir al desarrollode la hipertrofiaventricular izquierda.Lo cual

podría contribuir a las anormalidadesen la contracciónobservadasen los corazones

hipertróficos. En un estudio realizado en pacienteshipertensos,se analizó el estado

inotrópico de suscorazonesy se observó que la contractilidadera menorsegúnla masa

iba aumentando (Grossman y Messerli, 1992). En la hipertrofia compensada,la

contracciónes suficienteparacubrir las demandasdel organismo,pero frecuentementela

función diastólica está disminuida(Fagard, 1992). Cuandoaparecenalteracionesen la

contracción,aunquese pudiera pensarque el incremento en tejido conectivo sea el

responsablede ello, es cierto que los miocitos procedentesde estos ventrículos
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hipertróficostienenalteradasucontractilidad.Estascélulassecontraenenmenorextensión

y conuna velocidadmás lenta. No sólo la contracciónresultaenlentecida,sino también

la relajación,y estasalteracionesno dependende la morfologíade la célula, puestoque

persistendespuésde corregir por longitud, anchura,superficie y longitud inicial de las
¡ ¡

sarcómeras,lo que indica que las alteracionesencontradasen la contracciónde los

corazoneshipertróficossonintrínsecasal cardiomiocitohipertrófico (Manny cok,, 1991; $

Hamrell y cols., 1992).

Para intentarexplicar los motivos de esta alteraciónen la contracción,Mannn y

cols. (1991), estudiaronla contracciónde células hipertróficasy normales,en distintas

concentracionesde calcio y en contracción tetánica, observandoque a todas las

concentracionesestudiadas,la contracciónde las célulashipertróficasfue menory, más
4,
9$aún, las diferenciasentrecélulasnormalese hipertróficassehicieronmásacusadassegún

la concentraciónde calcio a que se expusieronlas célulasera mayor, (lo cual estuvode

acuerdocon resultadosanteriores(Lortet y cols,, 1989) que demostraronuna menor

respuestainotrópicaal calcioen los corazoneshipertróficas).El acortamientomáximoque .

encontraronen contraccióntetánicaen las células hipertróficas fue menor que en las

controles.Basándoseen estosresultados,sugirieronque la contracciónno estabadeprimida

como consecuenciade menordisponibilidad de calcio intracelular o como una menor

sensibilidad de los miofilamentos al calcio, Últimamente se ha sugerido que las A

alteraciones en la contracción podrían ser debidas a alteraciones en el retículo

sarcoplásmico.Lo quese ha propuestoes que la recaptacióndel calcio estádisminuidaen

los miocitos hipertróficos, lo que hace, por unaparteque el calcio permanezcaelevado

mástiempo y enlentezcala relajación,y por otra que hayamenor calcio disponiblepara

liberarsedesdeel retículo sarcoplásmicoy disminuya la contracción(Schouteny cols , >4

1990; Bailey y Houser, 1993).

44>1

Como resultadodel incrementode tamañodel miocito cardiacoen la hipertrofia,
41

la membranacelulardebeaumentarsu superficieen paralelocon el gradode hipertrofia. $4

Sin embargo,el crecimientodela membranano esun procesohomogéneo,siendola parte 4~

externala quemenosincrementasu superficiey la correspondientea los túbulosT la que 54’

<444

IK>>
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más. Por lo tanto, es posible que en los miocitos hipertróficos exista una nueva

distribuciónde las proteínasdemembrana.Algunasde estasproteínashansido estudiadas

porMansiery cols. (1990). Estosinvestigadoresestudiaronlos receptores/3-adrenérgicos,

muscarínicosy ATPasaNa4/K’ encontrandounamenordensidadde receptores¡3, lo que

podría ser explicado por una regulacióna la baja en respuestaa unaelevaciónen los

niveles de catecolaminas,sinembargo,cuandosemidieronel númerode estosreceptores

por iniocito, se observó que no existía ninguna variación. Lo mismo ocurrió para los

receptoresmuscarínicos.La ATPasaNa4/K~ estáconstituidapor dosmonómeros,ay ¡3,

el primero tiene dos isoformas: a
1, que tiene baja afinidad por la ouabainay es

responsablede los efectostóxicos de estadroga,y a2, que tiene alta afinidad por ella y

esresponsablede los efectosfarmacológicos.Cuandoseestudiólos sitiosde bajaafinidad

seobservó lo mismoque para los receptores¡3 y niuscarínicos,pero los de alta afinidad

a la ouabaínaresultaronincrementadosincluso en densidad.Estos resultadosindicanque

el crecimientode la membranano es un procesohomogéneo,pudiendoincrementarsela

síntesisde ciertasproteínasde su membrana,y no de otras,

2.2.4.-ALTERACIONES ELECTROFISIOLÓGICAS

Antes de comenzar a tratar de discutir sobre las posibles alteraciones

electrofisiológicasdel corazónhipertrófico, puede ser útil recordaralgunosconceptos

básicosde la electrofisiologíacardíacaen situaciónde normalidad.

2.2.4.1.-Conceptosbásicosde electrofisiologíacardíaca.

Los conceptosbásicosde electricidadson tres: carga,carga en movimientoy la

fuerza que causaese movimiento. En biología, la carga está contenida en los iones

disueltosen los líquidos intra y extracelulares,el movimientode estos ionesal entrar o

salir de la célula, sepuedemedir comouna corrienteeléctrica(cargaen movimiento>,y

la fuerzaque causael movimientode los iones, o queaparecepor su movimiento, es la

diferenciade potencial o voltaje. El estudio de los fenómenoseléctricosen biología, ha

contribuidode maneraimportanteal conocimientode la fisiología normal y patológica.
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Todas la célulastienenen su superficieunabarreraal movimientoiónico llamada

membranacelular. Esta membranaes una estructuraclave en el ftncionamientodel

miocito cardíaco.Porsersemipermeable,mantienela composicióndel líquido intracelular,

creandounadiferenciade potencialentreel interior y el exteriorde la célula (negativaen

el interior y positivaenel exterior). Además,las célulascardíacassonexcitables,es decir,

tienenla capacidadde responderanteun estímulocon potencialesde acción, graciasa la

presenciaen la membranade distintoscanalesiónicos, queseabreno cierranen respuesta

al potencialde membranao a la presenciade ciertassustanciasquímicas.

La membranacelular separael líquido intracelular del extracelular,líquidos que

llevandisueltosdistintos iones. Básicamenteestáformadapor fosfolfpidosy proteínas.El

componentede la membranacelular,querepresentala mayorbarreraparala libredifusión

de las sustanciasde los líquidos intra y extracelulares,es la bicapa molecular de

fosfolípidos.La mayoríade estasmoléculastienenunaterminaciónlipófila y otra hidrófila,

y en condicionesnormalesse alinean dejandosus terminacioneslipófilas juntas y las
‘‘‘1

hidrófilashaciaafuera,en contactocon las solucioneselectrolíticasdel interior y exterior 4
4444..>

de la célula. Puestoque los líquidos intra y extracelularesllevan disueltos iones (carga ~>»
A

eléctrica),estoslíquidos son conductoresde corrienteeléctrica (una carga en movimiento
produceunacorrienteeléctrica)y puestoque la bicapalipidica impide el pasode los iones 44~j
(esunaislante),desdeel puntode vistaeléctrico,sepuedeconsiderarala membranacomo

>4’

un condensador,Sin embargo,en la membranacelular tambiénhay proteínasque crean

un ambienteadecuadoparael pasode aguae iones a través de ella, con unaresistencia

finita al pasode corrienteeléctrica. La combinaciónde las propiedadesde resistenciay

capacitancianos permite utilizar la analogía de un condensadory una resistenciaen

paraleloparahablardel comportamientoeléctricode una pequeñaporción(“parche’) de
membrana(fig. 3).

4244Jh44%>1
<¡$4

4,’

La conductanciade la membranaes su capacidadparapermitir el pasode ionesa
¡ <A

su través comoconsecuenciade un campoeléctrico. La conductanciaestáenrelacióncon :~ <~

‘sI
dos elementosimportantes: la permeabilidadde la membranaal ión en cuestióny su 49<

AY fi’concentracióna ambosladosde la membrana.Por ejemplo, si la membranatiene poros 44> $

‘444<
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TIC Canaljónico
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F¡g. 3: Esquemade una membranay su analogíaeléctrica. LEC, líquido extracelular;
LIC, liquido intracelular; Cm, capacitancia;R, resistencia.Modificado de Fozzard y
Arnsdorf, 1986.
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que permitenfácilmenteel pasoal sodio (permeabilidadalta) pero en las sol’ucioneseste

ión estáausente,la conductanciaseránula, En estesentidocadaión tieneun potencialde

equilibrio que viene determinadopor la ecuaciónde Nerst:

= RT/F tu [Kfl0I[K~]1

dondeVK, es el potencialde equilibrio, en estecasoparael potasio;R, la constantede los

gases;T, la temperaturaabsoluta;y F, la constantede Faraday;[K~j0esla concentración,

en este caso del potasio, el el líquido extracelular;y [Kl1 en el líquido intracelular.

Conociendola magnitudde una determinadacorriente jónica aun determinadovoltaje de

membrana,y conociendoel potencial de equilibrio paradicho ión, podemoscalcular la

conductancia,a partir la siguientefórmula:

gK (V-V~<>

donde
1K es la magnitudde la corrienteiónica(enestecasode potasio)medidaal potencial

Y., V~< es el potencialde equilibrio paraeste lón, y gK, es la conductanciaparael potasio

en este caso.

La membranapermite el pasode ionesa través de los canalesiónicosque están

formadospor proteínaso lipoproteinasparcialmentehidratadas,los ionesquesemueven

a travésde un canal puedeninteraccionarcon él, (nuncaformandoenlacescovalentes)en

uno o máspuntosdurantesu paso,por lo queaunquelos ionesse muevanen respuestaa Y

un gradienteelectroquímico,no siempre lo hacen de una forma lineal. Más aún, los

canalesse puedenencontraren distintos estadosconformacionalesde forma queesténen «2
1%

$4
reposo,activos, o inactivos.La activaciónde un canalúnico esun procesoestadísticoque $
dependedel potencial de transmembranao de un activadorquímico. Una vez abierto, el 44

canal se cierra en un tiempo que dependedel canal y del voltaje. En los canales

controladospor el voltaje, un cambio en el potencialde membranaprovocaun cambio

conformacionalen el canal quelo abre, Esto esdebidoa la naturalezaproteicadel canal l’4q»y~
que tiene partescargadasdependiendodel gradienteeléctrico a través de la membrana,

Estaspartesse llamanpuertas.Se handiferenciadodosclasesde puertas:lasde activación

y lasde inactivación.La mayoríade los canalessonactivadosporunadespolarización,con 44$

una cinéticade activaciónque variade unos canalesa otros, 4’

>14

4
~4 1
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Los canalesmuestranselectividadentreiones,aunqueno deun modo perfecto.El

conocimientode los canales se puede alcanzarmediante el estudio de las corrientes

eléctricasprovocadaspor el pasode iones a su través, Ésto es posible gracias a los

métodosde “patch-clamp’ (ver secciónmétodos).

Una célula cardíaca(auricular o ventricular) en reposotiene una diferenciade

voltaje a través de su membrana,conel interior de la célula negativocon respectoal

exterior,a estadiferenciade potencialse le llama potencialde reposoy varía entre-60 y

-90 mV, segúnel tipo de célula. Esto es debido, enparte, a queenel interior del miocito

existegranconcentraciónde anionesorgánicosno difusibles.La naturalezade los cationes

estádeterminadapordos factores:la permeabilidadde la membranaaellos y los sistemas

de transporteque los mueven en contra de su gradienteelectroquímico.Los cationesy

aniones difusibles, como el NaCí, podrían pasar al interior celular, Sin embargo, la

entradade Cl- resulta interferida por la presenciade grandesanionesno difusibles en el

mediointracelulary la membranaen reposoes pocopermeableal Na~. Además,la bomba

Na~/K~ se encargade mantenerbaja la concentraciónintracelularde sodio, bombeándolo ‘ <>4

haciael exterior a la vez que mueveK~ hacia el interior, con gastode ATP. No esun

transporteneutral, puestoque mueve 2 K~ por cada3 Na4, por lo que tiende a hacer 4 ¡$~

electronegativoel interior de la célula conrespectoal exterior,contribuyendoal potencial 9$ 4

de reposo.Comoresultado,el interior de la célula es rico en potasioy bajo en sodio, con 4$
>44>’

respectoal medio extracelular. &

<4

4’ ¡

Si a una célula cardíacaen reposo se le aplica una corrientedespolarizante,el y

fi 444potencial de membranase desplazahacia valorescadavez menosnegativos.Segúnla
444

>44<
1#analogía de la membranacelular con una resistenciay capacitanciaen paralelo, la 4

aplicacióndeunacorrienteconstantea la célula, de formaquecruce la membrana,cargará
0;

la capacitanciahastaalcanzarun potencialque, segúnla ley de Ohm (V=RI, dondeY es <>4

la diferenciade potencial,R la resistenciaal pasode corriente,el la corrienteeléctrica),

seráproporcional a la corrienteaplicada y a la resistenciade la membrana.Cuandola

magnitudde la corrientey/o el tiempo de aplicaciónhaceque la célula alcanceun cierto
4

potencial crítico (llamado umbral), rápidamentecambia su potencial hasta un valor ~ni
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positivo, que puede estar alrededor de +50 mV, y regresaa su estado de reposo

repolarizándose.A este cambio en el potencialde membranase le llama potencial de

acción. Si la corriente aplicadaes mayor, el tiempo para alcanzarel umbral serámás

corto, pero la respuestaserásiempreigual en cadacélula.

El potencialde acciónes clave para la contraccióndel músculocardíaco.Desde

antiguosesabequela despolarizaciónde la célulaproduceunacontracciónfásica(Fozzard

y IIellam, 1968). Además del cambio en el potencial, es muy importante para la

contracciónel calcio intracelular,que interaccionacon las miofibrillas. Comoveremos

después,duranteel potencial de acciónentra calcio en el miocito cardíaco.Éste calcio,

junto con el liberado desdeel retículo sarcoplásmico,se une a la troponina C que

interaccionacon la troponina1 y T, y la tropomiosina,patadescubrirsitiosenel filamento

fino de la actina a los cualesse podránligar las cabezasde los filamentosgruesosde la

miosina,acortandolas sarcómerasy desencadenandola contracción(Strobecky Sonneblik,

1986>.

Potencial de acción

El potencialde acción es una despolarizaciónsúbita del potencial de membrana

hastavalorespositivosconla siguienterepolarizaciónal potencialde reposo.El potencial

de acción tiene cuatro fases (fig 4). El potencialde membranaresultasiempre de un

equilibrio entre las corrientesentranteso despolarizantes(fundamentalmentede sodio o

calcio) y las corrientesde salida, repolarizanteso hiperpolarizantes(fundamentalmente

potásicas).Si ambascorrientespermaneceniguales,el potencialde membranasemantiene 4$.

estable.Esto ocurre en el potencialde reposo o en la mesetade un potencialde acción $

excepcionalmentelargo (fase 2). Cuandolas corrientesde entradapredominansobre las

de salida, la célula se despolariza.Es el caso de la fase 0 ó de la lenta despolarización

diastólicaen lascélulasautomáticas(fase4). Cuandolasquepredominansonlascorrientes

de salida, la célula se repolariza u ocasionalmentese hiperpolariza (fases 1 y 3).

Secuencialmente,una célula permaneceenreposohastaque le llega un estímulo(excepto

enel casode célulasautomáticas),en estemomento, seva despolarizandohastaalcanzar
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el potencialumbral, a partir de ahí, la célulasedespolarizarápidamentehastapotenciales

positivos(fase0). A la partepositivadel potencial de acciónsele llamaovershoot.La fase

O suele estarprovocadafundamentalmentepor una corriente de entrada de sodio. A

continuación,la célula se comienzaa repolarizarrápidamenteal principio (fase 1>, hasta

mantenerseen un valor despolarizadoo repolarizándosemáslentamente(fase2 ó meseta)

y volviendo luego másrápidamenteal potencial de reposo(fase3), La repolarizaciónse

consiguefundamentalmentepor corrientes de salida de potasio, en la fase 2 fluye una

corrientede entrada de calcio, que hacemáslenta la repolarizaciónproduciendouna

mesetaen el potencialde acción. Entre dos potencialesde acción, la célula mantienesu

potencial de reposo, excepto en las células automáticas, que presentanuna lenta

despolarizacióndiastólica(fase4). Los movimientosiónicosquesehancitado, estánmuy

simplificados.En el momentoactual seconocenmuchascorrientesiónieasen las células

cardíacas, algunas serán mencionadasmás adelante, Pero como resultado de los

movimientosiónicosen el cardiomiocito,al finalizar unpotencialde acción, la célula tiene

mayor contenidoen sodio y calcio y menoren potasio. La concentracióniónica vuelve a

la situaciónde reposograciasa las bombasde calcio que retiran esteión del citoplasma 1’
Á ~A

haciael medio externo(la que se encuentraen la membranadel sarcolema)o hacia los
reservorios(en la membranadel retículosarcoplásmico).La bombade calcio es esencial 1 Áj

<‘sI
en la relajación(Hathawayy cols,, 1989). Otro sistemade transportequese encargade
mantenerbaja la concentracióninterna de calcio es el intercantiadorNa~/Ca2~. Este 4<

.44 4.
sistemaseencuentraen la membranadel sarcolema,intercambia3 Na” por cadaCa2~por 44

fi
lo quees electrogénico.Suprincipal misión esmantenerbaja la concentraciónde calcio

intracelular. Funciona en un sentido o en otro dependiendodel gradientede sodio.

También puede contribuir a la liberación de calcio desde el retículo sarcoplásmico,

afectandoel acoplamientoexcitación-contracción(Niggli y Lederer, 1991). La bomba 4 $

Na~/K4,queya mencionamosanteriormentepor estarimplicadaen el potencialdereposo, ~<

mantienela composicióniónica intracelularaltaen K~ y bajaen Na~ (Gadsby,1990) (ver

fig. 5>.
~4A’4‘.

Unacaracterísticadel potencialde accióncardíacoes su largo períodorefractario.

En el tiempoen el que la mesetase mantiene,la célula no puedeser reexcitada,seacual

seala magnituddel estímulo,porqueen estemomentolos canalesde corrientesde entrada ‘4 4>’ >4$1

>1I;>4



Fig. 4: Esquemade un potencialde accióntípico de una célula de Purkinje.
de Fozzardy Arnsdorf, 1986.
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Fig. 5: Esquemarepresentandolos movimientosiónicos en unacélula cardíaca.
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seencuentranenestadoinactivo, Durantela fase3 comenzarána pasaral estadode reposo

y podránser nuevamenteactivadossi el estímuloes mayorde lo normal, se dice queestá

en períodorefractariorelativo, En las célulasauriculares,ventricularesy de Purkinje, la

completarecuperacióndel potencialde reposoessuficienteparala completarecuperación

de la excitabilidad.En el nodosencauriculary auriculoventricular,el períodorefractario

relativoseprolongavarios cientosde milisegundosdespuésde la completarepolarización.

Corrientes jónicas

Segúnla naturalezade las corrientesiónicasque fluyen a travéslos canalesde la

membranadel cardiomiocito, sepuedendividir en unaprimeraaproximaciónen:corrientes

de sodio, calcio, potasioy cloro. De todasformas,recordamosque los canalestienenuna

selectividadrelativa, es decir, dejanpasarmayoritariamentea un determinadoión, aunque

también otros puedan pasar en menor proporción, contribuyendoa la corriente. Nos

limitaremosa mencionarlas principales corrientesencontradasen el miocito cardíaco,

deteniéndonosun poco mássólo en las corrientesquehemosestudiadoen esta tesis.

Corriente de sodio

La corrientede sodio, 1Na, es una corriente de entradaque se activa e inactiva

rápidamentey su principal función es la rápidadespolarizaciónqueocurre en la faseO.

Tambiénse ha postuladosu implicación en la mesetadel potencialde acciónpuestoque

concentracionesde tetrodotoxina inferiores a las necesariaspara bloqueareste canal,

acortanla mesetasin afectar a la velocidad de despolarizaciónen la fase O (Kirsch y

Brown, 1990).

Corrientes de calcio

Observandola forma de la repolarizacióndel potencialdeaccióncardíaco,se puede

intuir que debeexistir algunacorrientede entradaquemantengala meseta.Despuésde que

la teoría iónica empezaraa desarrollarse,responsabilizandoa las corrientessádicasy
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potásicasde las variacionesen el potencial de membrana(Hodgkin y Huxley, 1952>, se

encontraronpotencialesde acciónen unafibra muscularde crustáceo,en ausenciade sodio

externo(Fatt y Katz, 1953). Despuésde los trabajos de Winwgrady Shane(1962) fue

generalmenteaceptadala existenciade unaentradade calcio duranteel potencialde acción

cardíaco.

La membranadel sarcolemade muchasespeciestiene dos tipos de canalesde

calcio, que compartenla alta sensibilidadpor los ionescálcicos,pero sediferencianen

otras propiedades(Bean, 1985; Mitra y Morad, 1986; Hagiwaray cols, 1988> comoel

voltaje de activacióne inactivacióny ensuscinéticas.Estoscanalessonlos llamadostipos

LyT. 1~44

44444 44<

íC0,L:LaL provienede su cinética lenta, en comparaciónconla corrientede sodio,y su

gran conductanciaen comparaciónconla otra corrientede calcio (del inglés long-lasting +5y large conductance). Esta corrientede entradacontribuyea la duracióndel potencialde

acción (fase 2> y al periodo refractario en todas las células cardíacas,a la lenta

despolarizacióndiastólicay al Htino en las células marcapasos,y a la fase O y a la ‘4’

velocidadde conducciónen las célulasnodales.Más aún, el Ca
2~ queentraa travésde

estoscanaleses esencialparael acoplamientoexcitación-contracciónpuestoqueinician la

contracciónal inducir la liberación de Ca2~ del retículo sarcoplásmico(Fabiato, 1983; 444444

Hess, 1990). j kg~
$9 ‘4 4
‘>4> 4$> 444

itEsta corriente dependedel tiempo y del voltaje. La curva que representala LI>’;
1 4

corriente en función del voltaje tiene forma de ‘Y” (Trautwein, 1973; Isenbergy

Kldchner, 1982), empezándosea activara potencialespositivosa -20/-40mV, alcanzando

un pico de máxima corriente alrededorde 0/+ 10 mV y con un potencialde reversión ~‘ ‘1
cercanoa +60 mV. El pico de activaciónse alcanzaen un tiempo inferior a 10 ms,

variando segúnel voltaje, y la inactivaciónen 10-20 ms, quepuedetenerunacinética
““4’>’

biexponencialconunaconstantede inactivaciónrápidaalrededorde 30 ms y otra lenta de

50 ms aproximadamente.En célulashumanasestos parámetrosson similares (Bénitahy

cols, 1992a>. Los valores obtenidosdependende las condicionesexperimentales,tales

“tÁ >144>4<

“44>4 ‘4>
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comoel potencialal que se fija la membrana,la temperaturay la concentraciónde iones

a ambosladosde la membrana,por lo que los indicadosanteriormentese tomaráncomo

orientativos.

La activaciónenestadoestacionariode estacorrientepresentaunaforma sigmoidal,

conun umbral de activaciónde -40 a -20 mV y unapendientedel ordende 7 (Isenbergy

Klóckner, 1982). La dependenciade la disponibilidadde la ‘CaL’ en funcióndel potencial

(inactivaciónen estadoestacionario),tieneuna forma sigmoidal, que va desde-50 mV a

+10 mV, conun potencialde semiinactivaciónentre-20y -30 mV y unapendienteentre-

o y -11 (Isenbergy Klóckner, 1982; Josephsony cols,, 1984a>. Sin embargo,esta

inactivaciónno es completapara potencialespositivosa +20 mV. Éstopuedeserdebido

enpartea la superposiciónde lascurvasde activacióne inactivaciónenestadoestacionario

(Trautweiny cols., 1975), tambiénllamadocorrientede “ventana”. De hechoexistendos

mecanismosde inactivaciónde estoscanalescálcicos: uno dependientedel potencialy otro

dependientedel mismo ión calcio (Kohlhardy cols., 1975;Josephsony cols., 1984a),Los

estudiosrealizadosen canalúnicoconfirmaronquela inactivaciónde la ‘CaL es un proceso

quedependedel potencialy del calcio (McDonald y cols,, 1986).

El potencial de reversión ([+60]-[+70] mV) es inferior al esperadosegún el

potencialde equilibriocalculadopor la relacióndeNerst(+ 130 mV), estoindicaqueestos

canalesademásdel calcio dejanpasarotros iones, aunqueen menorproporción, comoel

potasioy el sodio (Lee y Tsien, 1982; Hessy Tsien, 1984). El canal,inactivado por la

despolarizaciónde la meffibrana,puedevolver a un estadodisponibleen la repolarización.

El procesode reactivaciónse ha descritode forma monoexponencial(Isenbergy Klockner,

1982), biexponencial(Josephsony cols,, 1984a) y oscilatorio (Tseng, 1988). En este

procesose induceun aumentotransitoriode la corrientede calcio por encima del valor

control. Este fenómenodependedel potencial y posiblementede la concentración

intracelularde calcio (Tseng, 1988; Richardy cols., 1993).
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Estos canalesdejan pasar otros iones divalentes como el Ba2~ y Sr2~, y son

bloqueadospor Mn2~, Co2~, Ni2~, La2~, o fármacos antagonistasde calcio como el

verapamily el D600. Siendosensiblesa los ¡3-agonistas,queinducenun aumentoen esta

corriente.

Todasla célulasexcitablescontienencanalesde calcio, la mayoríade ellosen las

invaginacionesde la membrana(Hille, 1984). El canalde calcio tipo Les el clásicocanal

cardíacoinvestigadopor gran número de investigadoresen el pasado.Por sus cinéticas,

debeser el principal canalencargadode mantenerla corrientede entradaen la mesetadel

potencial de accióncardíaco.Por su relativamentepositivo potencialde inactivación, el

canal tipo L puededeterminarla frecuenciade los potencialesde acciónque ocurrenen

las células parcialmentedespolarizadasdel nodo auriculoventricular,conclusiónque se

confirma por el hechode que estascélulasson muy sensiblesa antagonistasde calcio

específicos.Además,estoscanalesson capacesde proporcionarel calcio necesariopara

la contracción, dado que se puedenver transientesintracelularesde calcio normales

(incrementostransitoriosen la concentraciónde calcio necesariosparala contracciónde

las células,provocadospor la liberación de calcio desde el retículo sarcoplásmicoa

consecuenciade una entradade calcio desdeel exterior de la célula)y contraccionesaun

potencialde membranaen el cual los canalestipo T estáninactivados(Wier e Isenberg,

1982) ademásen las célulasventricularesadultasde algunasespecies,entreellas la rata,

no sehanencontradocanalestipo T (Richardy cols., 1990). De ahoraen adelante,cuando

hablemosde ‘ca sin especificar,nos referiremosa la corrientelentade entradade calcio,

tipo L.

- ICar: La T provienede su cinéticamás rápiday menorconductancia(del inglés tiny

conductance y transient current). Este canal se activa e inactiva a potencialesmás

negativosque el tipo L. Se bloqucaconNi~ y es poco sensiblea las dihidropiridinas. Se

le ha implicado en el umbral del potencial de acción de las células auriculares,

ventricularesy de Purkinjey en la última fasede la lentadespolarizacióndiastólicaen las

célulassenoauriculares(Hagiwaray cols., 1988).
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- Además de las dos corrientes cálcicas anteriores, en la membranadel retículo

sarcoplásmicose han encontradocanalesde calcio, activadospor un incrementoen la

concentraciónde Ca2~ intracelular e inhibidos por la ryanodina. Son esencialesen el

acoplamientoexcitación-contracción(Meissner, 1990).

Corrientes de potasio

Las corrientesde potasioforman una gran familia, quepuedeser dividida en dos

grupos según los canales implicados estén activados por el voltaje o por ligandos

(Carmeliet,1989).

Canalescontroladosnor el voltaje

- ‘~ Es la llamada corriente potásicaretardada. Es una corriente de salida y tiene
importanciaen la segundapartede la fase2 del potencial de acción, poniendofin a la

meseta.Fue descritapor Hodgkin y Huxley en 1952, su activación es lenta y, aunque

hastahace poco se pensabaque no se inactivaba,se ha demostradoque se inactiva

rápidamenteaunquede una forma incompleta(Shibasaki, 1987>. En corazoneshumanos

sólo se ha registradoesta corrienteen menosde la mitad de las célulasventricularesde

corazonescon insuficienciacardiacaterminal, y no en corazonescontroles(Beuckelmann

y cols., 1993).

- 1~~: Es la corrientetransitoria de salida (el nombrede “to” viene del inglés transient

outward). Se llama transitoria porque es una corriente que se activa e inactiva muy

rápidamente.La densidadde su canal difiere segúnla localizaciónde la célula en el

músculocardíaco,la especiey la edad(Escandey cols., 1985). Estacorrientejuega un

papelmuy importanteen la fase1 del potencialde acción.En el momentoactualse conoce

la existenciade dos componentesde la I~, uno activadopor el voltaje y sensiblea la 4-

aminopiridina(4-AP>, y otro activadopor calcio intracelularal quenos referiremosmás

tarde, en la secciónde los canalesactivadospor ligandos. En 1964 Deck y Trautwein

sugirieronque la fase 1 del potencial de acciónestabaprovocadapor una corriente de
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salidaque seactivae inactivamuy rápidamenteapotencialespositivosa -20 mV. Durante

bastantetiempo secreyó queestacorrienteeraespecíficade las célulasconductorasy sin

importanciaen las célulasventriculares(Beeler y Reuter, 1977). A principios de los 80,

se sugirió que unacorrientetransitoria de salida estabapresenteen célulasventriculares

(Saxony Safronova,1982). Más tardese observóestacorrienteen célulasventriculares

de rata, sugiriendoque era la responsablede la repolarizaciónrápida del potencial de

acciónen estascélulas(Mitehel y cols., 1984, Josephsony cols,, 1984b),en el ventrículo

de cobayono existeestacorriente(Josephsony cols,, 1984b>. Porel contrario,encélulas

ventriculareshumanasestacorrientesí estápresente(Nábanery cols., 1993),

Sesugirió queestacorrientetienedos componentes,uno decloro, y otro depotasio

sensiblea la 4-aminopiridina(4-AP> (Kenyony Oibbons, 1979).Tambiénse hablódeuna

corrientetransitoriade salida activadapor el calcio (Siegelbaumy Tsien, 1980), Al final

se llegó a la conclusión de que existen dos componentesdistintas de la corriente

transitoria:uno lento quesebloqueapor la 4-AP, y otro rápidoqueseactivapor el calcio

intracelular(Coraboeufy Carmeliet, 1982>. Se ha demostradola coexistenciade las dos

componentesen célulasde conejo(Giles e Imaizumi, 1988>, deperro (Tsengy Hoffman,

1989) y gato (Furukawa y cols., 1990a). En otras especiescomo la rata sólo el

componenteindependientede calcio ha sido encontrado,aunque aquí tambiénse ha

demostradola existenciade un componentemantenidoinsensiblea la 4-AP (Apkon y

Nerbonne,1991).Como ahoraestamostratandolas corrientesde potasiocontroladaspor

el voltaje y no por los ligandos,nosreferiremosa la corrientetransitoriade salidasensible

a 4-AP de célulasventriculares,tambiénllamada‘toI~

La ~ sensiblea la 4-AP se activa a potencialespositivos a -30 mV, siendoesta

activación muy rápida, de 2 a 10 ms, con los valores menores a potencialesmás

despolarizados.La inactivaciónes algo máslenta, y sigueuncurso monoexponencialcon

unaconstantede tiempo de 20 a 50 ms, queno dependedel potencial(Apkony Nerbonne,

1991; Josephsony cois., 1984b>, o biexponencialquesí dependedel voltaje (Hiraokay

Kawano, 1989).La curva que representala corrienteen funcióndel voltaje es de forma

lineal, aumentandoprogresivamentecon la despolarización.Su densidadpuededepender
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de la especie,diferenciasregionales,edady frecuenciade estimulación(Josephsony cois.,

1984b; Kilborn y Pedida,1990; Antzelevitchy cols,, 1991; Fedida y Oiles, 1991>. La

activacióny la inactivaciónen estadoestacionariotienenforma sigmoidal, siendomuy

variableslos potencialesencontradosque definenesascurvas.Por ejemplo,en célulasde

rata se ha descritoque el potencialal cual se produceel 50% de inactivaciónvaria entre

-37 y -57 mV (Josephsony cols., 1984b; Apkon y Nerbonne,1991>.

La cinéticade recuperaciónde la inactivacióndependedel voltaje y varíasegúnlos

estudios.Por ejemploen la rata,seha descritola reactivacióncomounamonoexponencial

conconstantede tiempode 20 a 40 ms (Josephsony cols,, 1984b), o como biexponencial

unaconstanterápidade 20 ms y unalentade 50 ms aproximadamente(Apkony Nerbonne,

1991).

Los potencialesde activaciónde la ‘te coinciden en parte con los de la ‘Ca,L’

determinandoasí la duracióndel potencialde acción. Los efectosrepolarizantesde la

corriente transitoria que tienden a acortar la duración del potencial de acción, se

contrarrestancon los despolarizantesde la de calcio que tiendena alargarlo. Siendo el

equilibrio entreestasdoscorrientesel determinante,al menosen parte,de la duracióndel

potencial de acción, La duración del potencial de acción dependede la magnitud y

cinéticasde las corrientesimplicadasen la repolarización.La corrientelenta de entrada

de calcio (‘CaL) y la transitoriade salidade potasio~ jueganun papel importanteen

la repolarizacióndel potencial de acción cardíacode la rata (Mitehelí y cols., 1984).

Puestoquela ‘c~ esunacorrientedespolarizante,cuantomayorseao máslento se inactive,

más tardará la célula en repolarizarsey mayor serála duracióndel potencialde acción.

En el caso de la ‘í0~ una disminuciónde esta corriente enlenteceríala repolarización,

incrementandola corriente netade entraday prolongandola duracióndel potencial. Lo

contrarioocurriría en caso de un aumentode la ‘Lo Mitchell y cols. (1984) analizaronla

duracióndel potencial de acción en célulasaisladasprocedentesde ventrículosde rata.

Cuando añadieronal liquido de perfusión estroncio,que prolonga la ‘caL’ vieron un

incrementoen la duracióndel potencialde acción;mientrasque observaronlo contrario

enpresenciade un bloqueantede calciocomoes la nifedipina.Paraconocerla implicación
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de la I~ en la duracióndel potencial de acción, estos investigadores,en otras células,

añadieronal liquido de perfusiónun bloqueantede la ~ la 4-AP y observaronde nuevo

una prolongaciónde la duracióndel potencialde acción,

- ‘gp: La “p” viene de su importanciaen la meseta(plateau) del potencialde acción. Es

una corrientede salidaquese activamuy rápidamenteen respuestaauna despolarización

(Yue y Marbán, 1988;Backx y Marbán, 1993>.Ejerceun efectorepolarizantedurantetoda

la meseta,siendomásmarcadapara despolarizacionespronunciadas.

- I~: Se le llama 1 porque fue la primera corriente potásicaestudiadaen el músculo

cardíaco, Durante mucho tiempo se le ha consideradouna corriente de fondo

(background>.Las corrientesde fondo son las que no dependendel tiempo. El principal

papel de esta corriente es el mantenimientodel potencial de reposo,pero tambiénestá

implicadaen el potencialde acción, impidiendoquese alarguedemasiado,estáinvolucrada

en la repolarizacióndel potencialde acción, especialmenteen la última fase(Pennefather

y Cohen, 1990).

Esta corriente se activa muy rápidamenteen respuestaa una hiperpolarización

(Kurachi, 1985).Tieneunarectificaciónde entrada,estosignificaqueel canal dejapasar

más fácilmenteK~ al interior de la célula a determinadosvoltajes. Tambiénposeeuna

región de pendientenegativaa potencialespositivos al de equilibrio del potasio, lo que

aseguraquela corrientede salida quepasaa travésde estoscanaleses reducidaa voltajes

20 mV positivos al potencial de equilibrio de potasio, y así se evita una acumulación

masivade potasio en los estrechosespaciosextracelularesy el acortamientoexcesivode

la duracióndel potencialde acción(Shahy cols,, 1987; Pennefathery Cohen, 1990>. Se

bloqueapordistintos ionesmonovalentesy divalentes,entrelos quese encuentrael Ba2~

y el Cs2~ (Isenberg, 1976; Di Francescoy cols., 1984), pudiendo ser utilizada la

diferenciaentreantesy despuésdel bloqueo,paramedir la relacióncorriente-voltajede

la ‘KI’ Las primerasinvestigacionesse realizaronen preparacionesmulticelulares,en las

cuales,se tardabaen alcanzarel potencial impuestovarios milisegundosy los espacios

extracelulareseranreducidos,por lo que no se investigaronlas propiedadescinéticasde
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estacorriente,pensandoqueno eraunacorrientedependientedel tiempo (se pensabaque

erade fondo). Sin embargo,conlos estudiosen célulaaisladase vio que esteconceptono

era del todo correcto.

La I~ se activa en la hiperpolarizacióny, se inactiva a los potencialesmás

hiperpolarizados(Biermansy cols., 1987). La activación es tiempo-dependiente,a 3200

la activaciónes casicompletaa 10 ms (Harveyy Ten Eiic, 1988>. La curvade activación

de la I~ en función del voltaje varía cuandose altera la concentraciónextracelularde

potasio(Harveyy TenEik, 1988; Coheny cols,, 1989). Es posiblequeloscanalesde esta

corriente seanun ejemplode canalesde potasio activadospor potasio (Cohen y cols.,

1989; Pennefathery cols., 1992).

La corrienteI~, ademásde ser importanteen el mantenimientodel potencial de

reposo,juegaun papel importanteen el establecimientode la mesetay en la fase 3 del

potencialde acción(Surawicz, 1992), de hecho, se ha visto que un bloqueantede este

canal,prolongala duracióndel potencialde acciónal 50 y 90 % de repolarización(Martin

y Chin, 1992). Esta corriente ha sido registradarecientementeen células ventriculares

humanas(Beuckelmany cols., 1993). Tambiénse ha sugeridoqueel númerode canales

de I~ por célula es diferente en células procedentesdel epicardio y del endocardio

(Furukaway cols., 1992).

Canalescontroladosnor ligandos

— Itúcca>: Ademásde la I~ controladapor el voltaje, la corrientetransitoriade salida total

tieneun segundocomponente(menorenamplitud),activadoporel calcio intracelular.Este

calcio procedede la corrienteI~ y del calcio liberadodesdeel retículosarcoplásmico.Es

sensiblea la cafeína,quebloqueala liberaciónde calcio del retículo sarcoplásmicoy al

manganesoqueinhibe la I~ (Coraboeufy Carmeliet, 1982>. Contribuyea la repolarización

inicial del potencial de acción provocadapor la corriente transitoria dependientedel

voltaje.
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- ‘K(AChY Es una corrientepotásicade salida cuyo canal se activa por acetil-colina.Este
canalseha encontradoen las célulasde los nodossenoauriculary auriculoventricular,de

Purkinje y auriculares,pero es raro en los ventrículosde mamíferos.A consecuenciade

su activaciónse produceunahiperpolarización,responsablede la bradicardiaen el nodo

y deun acortamientoenel potencialde acciónen lascélulasdePurkinjey auriculares.Es

parcialmentetransitoria,fenómenoquesele ha llamado desensibilizacióny quesepodría

considerarcomoun procesode inactivación.Este canal tambiénpuedeser activadopor

adenosina(Bernardinellie Isenberg,1983), aumentodel ATP extracelular(Friel y Bean,

1988) y receptorescx (Kurachi y cols., 1989),

- IK(PA): El canalde potasio a través del cual pasaesta corrientese activa por el ácido
araquidónico,otros ácidos grasos y fosfolipidos (el FA de su nombreviene de ácidos

grasosen inglés,fatty ac¡ds). Muestra rectificaciónde saliday es muy sensibleal pH,

siendomucho mayora pH ácido (Kim y Claphan, 1989).

- IK(ÁTn: Suscanalesse activanpor unabajadaen los nivelesde ATP intracelular(Lederer
y Nichols, 1989). Probablementesólo se activenen eL músculocardíacoen condiciones

patológicas,produciendoun acortamientodel potencial de acción.

— ‘KU4o» Es una corriente de salida de alta conductanciaque se activa por el sodio
citoplasmático(Luk y Carmeliet, 1990). Sólo se activa, por tanto, cuando la bomba

Na4/K~ está bloqueada(por ejemplocon digitálicos) o cuandose produceun aumento

masivode Na~ por intercambioconH~ (existeun intercambiadorNa~/H~ en la membrana

de las célulascardiacas>en el casode isquemia.

Corrientesde cloro

Hastahacepoco,no sedabaimportanciaa la contribuciónde lascorrientesdecloro

a la actividadeléctricacardíaca.Sin embargo,la actividad intracelularde cloro essuperior

a la que se podría predecirsi fuera distribuidapasivamente.A potencialescercanosal

potencialde reposola conductanciaal cloro es baja,pero incrementabastantedurantela
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despolarización(Humey Harvey, 1991>. Durantelos años70 secreyó queel principal ión

transportadorde cargaen la corrientetransitoria de salida, responsablede la fase 1 del

potencial de acción, era el cloro, puesto que se observóque esta corriente se reducía

cuando el cloro externoera sustituido con otros anionesno permeables.Se le llamó

corriente dinámica positiva (Peper y Trautwein, 1968>. Kenyon y Gibbons (1977)

mostraronque el hecho de reemplazarel cloro altera la actividaddel calcio externo,

sugiriendoque las observacionesanterioresno indicabanque el ión implicado en el

componentede la corrientetransitoriasensiblea calciofuerael cloro,y queencondiciones

en las que semantieneconstantela actividadextracelularde calcio, la sustitucióndel cloro

externoproducíapoco cambio en la fase 1 del potencial de acción. Últimamenteestá

volviendo a resucitarla teoríade una corrientetransportadapor cloro sensiblea calcio,

puestoque se ha encontradoqueel componentesensiblea calcio de la corrientetransitoria

se bloqueapor inhibidoresdel transporteaniónico (Zygmunty Gibbons, 1991).

Puestoque el potencialde reversióndel cloro, en condicionesfisiológicas,es de

-50 mV aproximadamente,este ión podría contribuir a las corrientes de salida en el

potencialde acción,y a las de entradaen el potencialde reposo.Recordemosquepor ser

el Cl- un anión, las corrientesde salida o repolarizantescoincidencon la entradaen la

célula del anióny las de entradao despolarizantes,con la salida del mismo,

Sehanaisladodos canalesdistintosde CF a partir de la membranasarcoplásmica

y del retículosarcoplásmicohumano(Hill y cols,, 1989>y en célulasventricularesde rata

neonata(Coulombey cols., 1987). A pesarde ello, no está del todo claro si existen

múltiplescanalesdecloro en el corazón,o si un sólo tipo de canalpuedeser activadopor

múltiples mensajeros.Teniendo en cuentasu modulación, podríamoshablar de una

corrientede cloro, moduladaporel AMP0, ‘CI AMPo’ estacorrientede cloro,no dependedel

tiempo,muestrarectificaciónde salida,y resultainducidapor isoproterenol.La inducción

de esta corriente por isoproterenol,se revierte con acetilcolina, lo que indica una

modulaciónmuscarínica.La activaciónde esta corriente produceun acortamientodel

potencialde acción, atribuyéndoseeste efectoa un papel atenuadordel alargamientodel

mismo, debidoal incrementode ~ inducido por isoproterenol.Tambiénestáimplicada
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en el potencialde reposo(Harveyy Hume, 1989ay 1989b; Harvey y cols,, 1990; Hume

y Harvey, 1991). Se ha observadoquela activaciónde estacorrientepor isoproterenoly

su inhibición por acetilcolinaestánmediadaspor proteínasO (Horie y cols., 1992), La

curvacorriente-voltajemuestraque estacorrientetieneunarectificaciónde salida,con un

potencial de reversióncercanoal predicho por el equilibrio electroquímicodel cloro

(alrededorde -40 mV). Estacorriente se ha observadoen cobayo,conejoy gato,y en

células auricularesy de Purkinje de perro, pero no en las célulasventricularesde éste

último animal (Hume y Harvey, 1991).

Se ha encontradouna corrientequetambiénpareceser de cloro, conrectificación

de salidae independientedel tiempo, que se activa cuandose estimula la proteinquinasa

C. En presenciade un antagonista ¡3-adrenérgico, la noradrenalina activó una corriente de

característicassimilares, por lo que se dedujoque la activacióna-adrenérgicaregulauna

corriente de cloro activadapor protein-quinasaC (Walsh, 1991).

En célulasventricularesde cobayo,la exposiciónextracelulara ATP, un análogo

suyo no hidrolizable, ADP, AMP y adenosinaactivó una corriente de cloro, también

independientedel tiempoy conrectificaciónde salida,indicandoquela corrientedecloro

puedeser activadapor vía purinérgica(Matsuura,y Ehara, 1992).

Recientementese ha estudiado una corriente aniónica que se activa por

estiramiento,ejerciendouna presiónen el interior de la célula, a través del electrodo,de

forma que la célula “se hinche”. Esta corrientese redujo en presenciade bloqueantesde

cloro, perono enpresenciade bloqueantesde proteinquinasasno específicao dependiente

de AMP0 (Hagiwaray cols,, 1992>. El trabajo anterior fue realizadoen célulasdel nodo

senoauriculary auricularesde conejo. En células auricularesy ventricularesde perro

tambiénse ha encontradouna corriente de cloro que se activa por la distensiónde la

membranacelular, provocadospor cambios osmóticos, incrementandola osmolaridad

intracelularo bañandoa las células conuna solución hipotónica (Sorota, 1992; Tseng,

1992). Esta corriente muestraen su curva corriente-voltajeque tiene rectificaciónde

salida,conun potencialde reversiónalrededorde -60 mV, no es sensiblea inhibidoresde
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la protein-quinasa.Esta corriente puede estar asociadaa situacionespatológicas que

conllevan un incremento en el volumen celular. En ratas neonatastambién se ha

encontradouna corrientede cloro queseinduceen mediohipotónico,sugiriendoun papel

de estoscanalesen la regulacióndel volumenen célulasjóvenes.No se ha encontradoen

células de ratasadultas(Coulombey Coraboeuf, 1992).

Heterogeneidad de las propiedadeseléctricas en el ventrículo

A pesar de los grandes avances en cardiología durante los últimos años, el

tratamientode las arritmias cardiacascontinúasiendoun experimentode ensayo-error.El

problema deriva del incompleto conocimientode los mecanismospor los cuales los

antiarrítmicossuprimeno agravanlas arritmias. El diagnósticodiferencialde arritmias

cardíacasrequiereun conocimientode las característicaselectrofisiológicasdelascélulas

y tejidosdel corazónincluyendoqué clasede heterogeneidado especializaciónexiste. La

capacidadparadiseñartratamientosespecíficosdependedel entendimientode la ‘distinta

respuestafarmacológicade las distintascélulas del corazón.

En el músculocardiacoexisten5 tiposde célulasquese diferencianen su función

y localización:nodosenoauricular,nodoauriculoventricular,sistemaHis-Purkinje(células

de Purkinje), músculo auricular y músculo ventricular. Los tres primeros muestran

propiedadesmarcapasos,es decir, son capacesde presentarpotencialesde acción

autoinducidos,de forma regular. Estascélulas automáticasse caracterizanpor teneruna

despolarizaciónlenta y progresivaen el intervalo entrepotencialesde acción,por lo que

en ellas no sepuedehablarde un potencialde reposocomo tal.

Hasta no hace mucho, la mayoría de las investigacionesde electrofisiologíay

farmacología de los ventrículos se referían a dos tipos de células: de Purkinje y

ventriculares.Sin embargo,dentrodel último grupo, la duracióndel potencialde acción

varíano sólo dependiendode la especieestudiada,sino quedentro del mismo corazónlo

hacesegúnla procedenciaregionalde la célulaen cuestión.Desdehacebastantetiempo,

basándoseen las característicasdel electrocardiograma,se sospechóque la duracióndel
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potencialde acciónseríamáscorto en el epicardioque en el endocardio(Coheny cois.,

1976). Posterioresestudios confirmaron esta idea en humanos(Franz y cols., 1987).

Varios estudiosrealizadosen perro (Sicouri y cols., 1991; Krishnany cois,,1991) han

demostradoque la duracióny la forma del potencialde acciónes distintaen epicardio y

en endocardio,siendo la duracióndel potencial de acciónmás corta en las células del

epicardio, con unafase 1 másmarcada,y una mesetaen forma de cúpula. Ademáshan

encontradootro tipo celular en el subepicardioprofundo, las células M, que tienen

característicasintermediasentrelas célulasventricularesy las conductoras.Tambiénsehan

visto diferencias en la duración y característicasdel potencial de acción, tales como

respuesta a cambios fisiopatológicos, frecuencia de estimulación y a sustancias

farmacológicas,en ventrículosde ovejay ternero (Beelery Reuter,1977), rata(Keungy

Aronson, 1981; Watanabe,1983), gato (Kimura y cols., 1986 y 1987; Furulcaway cols,,

1990a y 1992), cobayo (Watanabey cols., 1985> y conejo (Fedida y Giles, 1991).

Antzelivitch(1991) sugirióquelas diferenciasobservadasen los potencialesde accióneran

debidasa la diferentedistribuciónde la corrientetransitoriade salidade potasio,quesería

prominenteen epicardioy pequeñaen endocardio.Recientemente(Liu y cols,, 1993)han

demostradoqueno habíadiferenciasen la ‘KI’ perosienla corrientetransitoriade salida,

la cual erasignificativamentemás importanteen las célulasde epicardioy célulasM que

en las de endocardio.Watanabey cols. (1983) demostraronque las célulasventriculares

aisladasde rata se podían agruparen tres diferentesgrupos tomandocomo criterio la

duracióndel potencialde acción. Él sugirió que estaheterogeneidaden la duracióndel

potencialde acción,estaríarelacionadaconunadistribucióndistinta,segúnla procedencia

regionalde las células, de las principalescorrientesimplicadasen la repolarizacióndel

potencialde acciónen la rata: la 1L~~ la ‘ca’ y/o la ‘KI’

Varios estudioshan sugeridoque la corrienteresponsablede esta heterogeneidad

en la duracióndel potencialde acciónera la corrientetransitoriade salida. En célulasde

gato (Furukaway cols., 1990a>propusieronquelas célulasdeepicardiotienenunaI~ más

importante;en los miocitosventricularesde conejo,seencontróquehabíaunadisminución

progresivade la corrientetransitoria,desdeel epicardiohaciael endocardio.Los estudios

encanalúnico llevarona la conclusiónde quela diferenciaobservadano eradebidaa las
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característicasdel canal,sino a la distintadensidadde estoscanalesen las membranasde

las célulasde epicardioy endocardio(Pediday cols., 1991). Recientemente,en células

aisladasde ventrículode perro, Liu y cols, (1993),han demostradoque las célulasdel

endocardiotienen una menor ~, en comparacióncon las células del endocardioy

midmiocardio.

También se han sugerido diferencias en otras corrientes de potasio. Se han

encontradodiferenciasen la corrientede rectificaciónde entrada,‘KI’ entrelas célulasde

endocardioy epicardioen los miocitos ventricularesde gato,estacorrienteera mayoren

el endocardio que en el epicardio (Furukawa y cols,, 1992), Sin embargo, otras

investigacionesencélulasde perrono encontrarondiferenciaenestacorriente(Liu y cols.,

1993). Respectoa la ‘K~ se ha encontradoqueera másimportanteen el epicardio que en

el endocardio,por poseerlasprimerasmayornúmerode canalesy conmayorprobabilidad

de apertura(Furukaway cols,, 1992). Los canalesde ‘K,ATP de epicardiomuestranmayor

sensibilidad a las variacionesde ATP intracelular que los de endocardio(Furukaway

cols., 1991),explicandode estaforma su respuestadistinta a la isquemia.

Las diferencias observadascon verapamil entre las células de epicardio y

endocardio(Kimura y cols., 1987>,podríansugerirunadiferenciaen la I~, sin embargo,

estosmismosautoresno encontrarondiferenciaen la corrientede calcio, aunquenotaron

unadisminuciónde la ~ en la inhibición metabólica(Kimura y cols,, 1991).

El bloqueode los canalesde sodio produceefectosdistintos en el epicardio y en

el endocardiode perro (Krishnan y Antzelevitch, 1991>. Más tarde, se ha mostradoque

la corrientede sodiode los miocitosventricularesde gato,eramayorenel endocardioque

en el epicardio(Kimura y cois,, 1992).

2.2.4.2.- Electrofisiologíadel corazónhipertrófico

Como hemosindicadoanteriormente,los corazoneshipertróficos,tienenalterada

la contraccióny sufrencon mayor frecuenciaarritmias. Este hechohizo pensarque las
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característicaselectrofisiológicasde los miocitos cardíacospodríanestar alteradas.De

hecho, Bassett y Gelband (1973), y Tritthart y cols. (1975), utilizando un modelo

experimentalde hiportrofia cardiacapor oclusión de la arteria pulmonar en gato,

observaronque la duración del potencial de acciónestabaaumentadoen relacióna los

corazonescontroles.Similaresresultadosfueronobtenidospor Hayashiy Shibata(1974)

en el corazón de rata espontáneamentehipertensa. Después de estas primeras

observaciones,casi todos los estudios coincidieron en afirmar que la presenciade

hipertrofiacardíacase acompañadeun alargamientode la duracióndel potencialdeacción

y ésteesun hechoconstanteindependientementedel modelo experimentalutilizado. Por

ejemplo, hipertrofiaderechade gato por estenosisde arteria pulmonar(Nuss y Houser,

1991), en hámster sirio (Rossnery Sachs, 1978; y Capassoy cols., 1989>; en rata

hipertensapor estenosisde la arteria renal (Aronson, 1980; Keung y Aronson, 1981;

Gúlch y cols., 1979 y 1983; Aronsony cols., 1984), de la aorta(Scampsy cols., 1990;

Kohya, 1988), inyección de DOCA (Heller y Stauffer, 1979), infartadaspor ligadura

coronaria izquierda (Ihollon y cols., 1989) o en cobayo con hipertrofia ventricular

izquierdapor oclusiónde la aortaascendente(Nordin y cols., 1989>,

El mecanismoresponsablede este alargamientode la duracióndel potencial de

acciónpodríaser, o bienunadisminuciónde las corrientesde salida, o bienun incremento

en las corrientesde entradaque fluyen durantela repolarización,o ambasalteracionesa

la vez. También una alteraciónen las cinéticasde estascorrientespodríacontribuir al

incrementoen la duracióndel potencialde accióndescritoen los corazoneshipertróficos.

Los corazoneshipertróficostienendeprimidala contraccióny la relajaciónesmás

lenta, Estasalteracionesmejorabanconla administraciónde antagonistasdecalcio (Bonow

y cols,, 1981), por lo que se pensó que posiblementelos cardiomiocitoshipertróficos

tuvieran alterada la corriente de calcio, Sin embargo,los estudiosrealizadossobre la

corrientelenta de entrada‘~,, sonmuy contradictorios.Por una parte,algunosresultados

han indicadoun aumentoen la ‘ca’ lo quepodríaexplicarun aumentoen la duracióndel

potencial de acción, Los primeros trabajos indicaron que la ]I~ estabaalteradaen su

inactivación,siendomáslenta en célulasprocedentesde corazoneshipertróficos(Gtilch y
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cols., 1979; Aronson, 1980; GtUch, 1983). Ferry y Kaumann(1987) encontraronun

aumentoen la densidadde los canalesde calcio en el tejido septal de pacientescon

hipertrofia cardiaca, al compararlo con el músculo papilar. Keung (1989> estudió la

corriente I~ de células aisladascorazoneshipertróficos de rataspor un modelo de

hipertensiónrenovascular(estenosisde la arteriarenal, Goldblatt),y observaronquetanto

la magnitudde I~ en valoresabsolutos,como su densidadestabanaumentadasen células

hipertróficas.Además estudió el curso temporal de la inactivación,observandoque la

constantelenta de inactivaciónestabaincrementada,es decir, la corrientetardabamás

tiempo en inactivarse. No encontraronningunaalteraciónen la inactivación en estado

estacionario.Hay que indicar que escogió las células hipertróficasmás pequeñas,con

tamañossimilaresa las controles.Otros resultadosen célulasventriculareshipertróficas

por estenosisde la arteriapulmonar(Kleimany Houser,1988>o aorta(Fumkaway cols,,

1990b)de gatono encontraronvariaciónen la densidadde la corrientede calcio, pero sí

observaronun enlentecimientoen la constantelenta de la inactivación,Por otro lado, si

bien el númerode canalesde calcio tipo L (medidoscomoreceptoresde dihidropiridinas)

estabanaumentadosen un modelo de hipertrofiapor estenosisaórticaen rata (Mayoux y

cols., 1988)y en cobayo(Primoty cols., 1991>, la densidadpermanecíaconstante.Estos

resultadosestán apoyadospor los resultados de Scamps y cols. (1990) en células

ventriculareshipertróficaspor estenosisde la aortaabdominalen rata,dondeseconfirmó

quesi la amplitudde la I~ en las célulashipertróficasera mayor, eradebidoa la mayor

superficiede membrana,pero la densidadde corrientepermanecíainalterada.Estosautores

tampoco encontraron diferencias significativas en la cinética de la corriente, ellos

explicaronsusdiferenciascon los resultadosde Keung y cols. sugiriendoque quizáen el

procesode hipertrofia, primeroseinduzcaun incrementoen la síntesisdecanalesde calcio

y luego el crecimiento de la membranacelular. Frente a estos resultados,otros

investigadoreshanencontradouna disminuciónen la amplitud de I~ sin variaciónen su

cinética(TenEik y cols., 1983).En célulasde hurónhipertróficasporestenosisde arteria

pulmonar, se ha encontradounadisminución en la densidadde la I~ (Bouron y cois.,

1992>. Enhipertrofiaventricularderechasevera(Nussy Houser,1991>e izquierdaenfase

descompensada(Bailey y Houser, 1992), tambiénse indicó una disminuciónen la ‘c~’

sugiriendoque pueda ser el paso de una hipertrofia compensadaa una insuficiencia
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cardíaca.En un trabajo másreciente(Nuss y Houser, 1993> en célulashipertróficasde

gatopor estenosisaórtica,se ha indicadoqueaunquela amplitudde la corrientedecalcio

tipo L no está alteradaen la hipertrofia, la densidadestá disminuiday la inactivación

enlentecida,y ademásencontraronunaexpresiónde canalesde calciotipo T (normalmente

sólo se habíanencontradoen fetos y neonatos),que se podríarelacionarcon la aparición

de la actividadeléctricaespontáneay la mayorprobabilidadde arritmias observadasen los

corazoneshipertróficos.Tambiénseha sugeridoque el intercambiadorNa~/Ca2~pueda

estaralteradoen la hipertrofia(Aronson, 1980; Coraboeuf, 1992).

Según los estudiosde Gtilch y cols. (1979) no pareceque esté aumentadala

corrientede sodio, puestoquela adiciónde un bloqueantede sodiono indujo alteraciones

en la duracióndel potencial de acciónen célulashipertróficas.Sin embargo,mástarde

Barringtony cols. (1988> encontraronque los miocitosaisladosde corazónde gato con

estenosisde la aortapulmonar, la densidadde la ‘Na estabaaumentada,perose inactivaba

más rápido, por lo que no pareceque pueda estar implicada en el incrementoen la

duracióndel potencialde acciónen las célulashipertróficas.

Los corazoneshipertróficos tienenmayorprobabilidadde sufrir isquemia,debido

a las alteracionesen la vasculaturacoronariaquepresentan.En estesentido,Camerony

cols. (1988),en miocitoshipertróficospor estenosisde la aortaen gato,encontraronuna

modificación en la cinética de los canales de potasio dependientesde ATP. Estos

investigadoresobservaronquelas célulashipertróficasmostrabanunamayorprobabilidad

de aperturaque las controlesante reduccionesen la concentraciónde ATP de la misma

magnitud.

Estudiando la corriente de calcio, Kleiman y Houser (1988) encontraronun

aumento aparentede la amplitud de dicha corriente, pero en presenciade Cs+, un

bloqueantede K~, la I~ no variabaen los corazoneshipertróficos.Puestoque la l~, y la

~ son de signo opuestoy a ciertos potencialesse puedencontrarrestar,el aparente
aumentode I~ podría ser debido a una disminución de la ‘LO• También otros autores

sugirieronque más que un aumentoen la corrientede entradade calcio, la disminución
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de la corriente transitoria de salida sería la responsablede la prolongaciónde los

potencialesde acciónen las células hipertróficas.Sin embargo,los resultadosobtenidos

en el estudiode estacorriente soncontradictorios.Unos autoreshan encontrado,en rata

con hipertensiónrenovascular,que la amplitud de la ‘lO estabaaumentaday su cinética

alterada, aumentando el tiempo de inactivación, pero desplazándosela curva de

inactivaciónen estadoestacionariohaciapotencialesmásnegativos(Keungy cols., 1987>,

En gato, se confirmó que la curva de inactivaciónestabadesplazadahacia potenciales

hiperpolarizados,pero tambiénla activación,y en mayormedida,por lo que la corriente

de ventanaresultabaaumentada(Zhangy cols,, 1991a>. Sin embargo,otros autoreshan

encontradounadisminuciónenla densidadde la corrienteI~ (Xu y Best, 1991; Coulombe

y cols., 1993>.

Respectoa la ‘K’ Ten Eik y cols. (1983) indicaron que estabadisminuida,y su

activaciónenestadoestacionariodesplazadahaciapotencialesmáspositivos,pudiendoser

la causadel incrementoen la duración del potencial de acción en los cardiomiocitos

hipertróficos.Posterioresestudioshan indicado queesta corrienteestádisminuidaen las

célulashipertróficas,conunaactivaciónmáslentay una inactivaciónmásrápida(Kleiman

y Houser, 1989>, pudiendoexplicar así una prolongacióndel potencial de acción,

Los estudiosde la ‘Kl en corazoneshipertróficoshan mostradoun aumentoen la

magnitudde estacorriente(Barringtony cols., 1988;Kleimany Houser,1989), lo queno

puedeexplicar el alargamientoen la duracióndel potencialde acción, Más tarde Zhang

y cols., (1991b)encontraronuna alteraciónde su cinética,

Otro factor que no hay que olvidar, es la heterogeneidadde las células

ventriculares.Si ya se hanencontradodiferenciasen situacióncontrol, en la hipertrofia

estasvariacionessepuedenmantenero modificar. Desdeel punto de vista macroscópico,

se ha observado que la hipertrofia afecta principalmenteal septurn interventricular

(Komajday Grosgogeat,1990). Anversay cols. (1978) handemostrado,enun modelode

hipertrofia renovascularen rata,quela hipertrofiaafectamása las célulasdel endocardio

que a las del epicardio.Los potencialesde acciónresultanmásalargadosen la trabécula
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ventricular que en el músculo papilar (GÚlch y cols., 1979), estandoretardadatoda la

repolarizaciónen las célulasdel endocardio~ músculopapilar, y sólo la partefinal en las

células del epicardio (Giilch, 1980; Keung y Aronson, 1981). El hecho de~quela

hipertrofia induzca cambios electrofisiológicos diferentes en distintas regiones del

ventrículo, puede estar relacionadocon la mayor susceptibilidad de los corazones

hipertróficosa sufrir arritmias.

2.3.- RIESGOSASOCIADOSA LA PRESENCIADE HIPERTROFIA CARDIACA

En 1948comenzóel estudioFramingham,un seguimientode un grupode hombres

y mujeresen los quebienalmentese estudiala apariciónde alteracionescardiovasculares

y la mortalidad. Estaspersonasfueronseleccionadasbasándoseen distintos factoresde

riesgo, incluyendohipertrofiacardiaca.De los datosobtenidosen36 añosdeeste estudio,

se puede afirmar que la hipertrofia ventricular izquierda es un indicador de futura

enfermedadateroscleróticaletal (Kannel y Cobb, 1992). En estesentidose ha observado

que la incidencia de problemascardiovascularesque terminan en muerte, incrementa

progresivamentecon la masadel ventrículo izquierdo. Los mayoresriesgosasociadosa

la hipertrofia son: insuficiencia cardíaca,enfermedadcoronaria, infarto de miocardio y

muerte súbita (Weber, 1988). Con los datos del estudio Framinghamde 36 años de

seguimiento, se ha estudiado la mortalidad en personascon hipertrofia ventricular

izquierda. La mayoríade estas muertes estabanregistradascomo debidasa causas

diversas”no especificadas,seguidasde las provocadaspor insuficienciacardiovascular,

coronariay muertesúbita.Cuandosecomparóconla mortalidadde personasde la misma

edad sin hipertrofia cardíaca, se vio que la mortalidad por causasdiversas, estaba

aumentadacasi 4 vecesen el grupo de los hipertróficos,y la mortalidadpor los procesos

cardiovascularesaumentóentre6 y 9 veces (Kannely Cobb, 1992). Aunque en general,

el riesgo de muerte en las mujeres es menor, en el caso de pacientescon hipertrofia

cardíacano hubo diferenciaspor sexosen el riego de mortalidad,exceptoen el caso de

las provocadaspor muerte súbita, que fue menor en las mujeres. La aparición de

hipertrofia, generalmentees el aviso de seriasenfermedadescardíacasfuturas, A pesarde

la falta de síntomas,los datosdel estudioFraminghamdemuestranque unavez presente
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la hipertrofiaventricularizquierda,más de un tercio de los hombresy un quinto de las

mujeres murieronduranteel estudio.Esto, para los hombressuponeuna mortalidad 7

vecesmayor de la normal.

Aunque no todas, la mayoría de las muertes en estospacientescon hipertrofia

cardíacatuvieronlugardespuésde manifestarsealgunapatologíacardiovascular.El mayor

riesgofUe para la insuficienciacardiaca,la cula,despuésde corregirlapor la edad,resultó

13 vecesmayorpara las mujeresy 15 para los hombres,y la enfermedadcoronariafue

el procesomáscomúny letal, En personasqueya hablansufridoun infarto, la presencia

de hipertrofia incrementóel riesgode volver a sufrir otro infarto, enfermedadcoronaria

y, en definitiva, aumentóla mortalidad.

También se observóque existe una asociaciónentre la presenciade hipertrofia

ventricular izquierda y la aparición de diferentes arritmias ventriculares, incluyendo

algunasgraves, lo quepuedeestaren relaciónconel mayorriesgo(de2 a 6 veces)de las

personasconhipertrofia, de morir súbitamente.

El riesgo de sufrir enfermedadcoronariaen personascon corazoneshipertróficos

es mayor en pacienteshipertensos,aunquetambiénestáaumentadoen las normotensas.

En ambasexisteuna relacióndirectaentree] incrementoen la masacardíacay el riesgo

de enfermedadcardiovascular.

2.3.1.-INSUFICIENCIA CORONARIA.

En corazonesnormales,se mantieneel equilibrio entrela demandade oxígenoy

el aportedel mismo, En personascon hipertrofia cardíaca(exceptuandola hipertrofia

cardíacafisiológica, comoesel casode los deportistas>,el áreatransversaldelos capilares

coronariosno estáincrementadoen relaciónal aumentode la masacardíaca,La distancia

entrecapilareses mayoren corazoneshipertróficos,siendoestehechomásacusadoen la

regiónsubendocárdica(Bache, 1988; Kayar y Weiss,1992>. Consecuenciade ello esque
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las células de estos corazonesestánpeor irrigadas,por lo que tienenmayor riesgo de

anginae isquemia,másaún teniendoen cuentaque las célulashipertróficasnecesitanun

consumomayor de energía.

2.3.2.-ARRITMIAS VENTRICULARES.

La hipertrofiaventricular izquierdaes, por sí misma, un factor de riesgo de la

aparición de arritmias. Mc Lenachan(1987) estudió pacienteshipertensoscon y sin

hipertrofia cardíacay encontróque diferentes tipos de arritmias ventricularesestaban

asociadasa la presenciade hipertrofia, mientras que los pacienteshipertensossin

hipertrofian¿presentaronmayorriesgode sufrir arritmiasquepersonasnormotensas.Esta

mayorfrecuenciaenla aparicióndearritmiaspuedeser grave,puestoquedatosdelestudio

Framingham(Bikkina y cols,, 1993> mostraronque en pacientescon hipertrofia, sin

aparenteenfermedadcoronaria,la presenciade arritmiasventricularesasintomáticasestaba

asociadaconmásdel doble de riesgo de mortalidad,despuésde ajustarpor otros factores

de riesgo.

El mecanismopor el cual los pacientesconhipertrofiaventricular izquierdatienen

mayor riesgo de sufrir arritmias y la mayor mortalidadasociadaa tales arritmias no es

bien conocido. Podríaser debido a distintas alteracionesque se han encontradoen la

hipertrofia, como la reducciónen la reservavascularcoronaria, isquemiaasintomática,

propiedadesanormalesen la membranadelmiocito o alteracioneselectrofisiológicas.Estas

últimaspuedendeberseal aumentode tejido fibroso o distinto contenidoen colágeno,o

bien a alteracioneselectrofisiológicasdel miocito cardíaco,La hipertrofiasevera,incluso

en ausenciade insuficienciacardíaca,se asociacon fibrosis intersticial, y la presenciade

áreasde actividadeléctricadeprimida,lo quepuedeenlentecerla conduccióny provocar

arritmias por reentrada (Pye y Cobbe, 1992), Además ‘puede inducirse actividad

espontánea,puestoque se han observadopostpotencialescon bloqueantesde calcio en

corazoneshipertróficosy no en normales(Pye y Cobbe, 1992).
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Estudiosepidemiológicossugieren que los pacientescon hipertrofia ventricular

izquierdadebidaahipertensiónsistémica,tienenriesgosignificativamentemayordemuerte

súbita a consecuenciade infarto de miocardio(Kannel y cols,, 1969 y 1975). Puedeser

en parte debido al descensoen la reserva coronaria, pero también a las arritmias

ventricularesa las que el corazónhipertrófico estámásexpuesto.Dado queuna arritmia

ventricular(fibrilación) esla responsablede la mayoríade los casosdemuertepostinfarto

(Nikolic y cols,, 1982),Kohyay cols. (1988>estudiaronla hipótesisde quelos corazones

hipertróficos eran más susceptiblesa fibrilación ventricular durante isquemia. Lo

estudiaronen corazonesde rata hipertróficos por estenosisde la aorta abdominal, y

demostraronque estos corazoneseranmássusceptiblesa sufrir fibrilación ventricular y

taquiarritmiasduranteisquemiaque los corazonesnormales,y ademásesteproblemaera

tanto más frecuente,cuantomayor era el grado de hipertrofia, alcanzandoel 100% en

casosseveros.

2.3.3.-INSUFICIENCIA CARDÍACA CONGESTIVA.

En el corazónhipertrófico, el númerode capilares coronariosno incrementaen

proporción al aumentode la masacardiaca, lo que puedesugerir que un mecanismo

posibleque hagadesembocarel corazónhipertrófico enuna insuficienciacardiaca,podría

serun déficit en la energíaquímicadisponiblepara la contracción.Estudiosbioquímicos

y morfológicosdelcorazónhipertróficohanencontradocambiosen la composicióncelular,

indicandoqueestoscorazonesse encuentranen un estadode pobrereservaenergética.En

este sentido, se ha observado(en el corazón de rata con hipertrofia inducida por

sobrepresión>que el desarrollode hipertrofiacardíacaestáasociadoconun incrementoen

la fracciónde volumencelular ocupadopor miofibrillas (queconsumenenergía),mientras

que la masa de mitocondrias (que generanATP) está disminuida en relación a las

miofibrillas (Anversay cols,, 1980). Estos dos hechosjuntos, la isquemiarelativa, y el

incrementodesproporcionadode las proteínascontráctilesen relacióna las mitocondrías,

puedencontribuir al déficit de energíaen la insuficienciacardíacacongestiva.Además,el

corazón con insuficiencia, consumemás oxígeno, y contiene menosfosfatos ricos en

energía(Katz, 1988).
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La tercerafaseen la respuestade un corazónanteel incrementoen la demandade

trabajohemodinámico(muertecelularconla sustituciónde los elementoscontráctilespor

tejido fibroso),puedeserexplicadaen partepor unadisponibilidadinadecuadade energía,

necesariaparamantenerlos nivelesaltos de trabajo exigidosal corazón.Además,aunque

la contracciónnecesitaenergíapara la interacciónentrelasproteínascontráctiles,el calcio

necesarioparaque se produzcaestacontracciónentraa travésde los canalesde calcio de

la membrana,que se abrenen respuestaa una despolarización,y de los canalesde calcio

activadospor calcio. Estos canalesse abren,y el calcioentraa favor degradiente,puesto

que la concentraciónintracelular libre del citosol es muy baja. Sin embargo,para la

relajaciónes necesarioque el calcio salgadel citosol al exterior de la célula, o entre al

interior del retículo sarcoplásmico,medianteuna bombade calcio dependientede ATP,

por lo que la relajaciónrequieregastode energía(Katz, 1988>. Estees el motivo por el

cual los corazonesinsuficientes(con menornúmerode mitocontriasenrelaciónal número

de miofibrillas) tienencomprometidala relajación.

2.4.- TRATAMIENTO

Mientras que el crecimiento del músculo miocárdico parece ser un proceso

adaptativogobernadopor la cargaa la queestásometidoel ventrículo,la proliferacióndel

tejido intersticialen la hipertrofiaventricular izquierda puedecausaruna reorganización

del espacioextracelularque puedeser importanteen la hipertrofiapatológica. Es este

componenteel que produce“dureza” ventricular. No está claro dondese terminanlos

beneficiosde la hipertrofiacompensaday dóndecomienzaa ser un procesopatológico.El

hechoes quecuandoapareceuna hipertrofia ventricular, debeser consideradaun signo

serio de posiblescardiopatías,másqueun procesocompensatoriobeneficioso,puestoque

los datos del estudioFraminghamhan reveladoque la hipertrofia cardíaca,aúnen fase

compensada,esun factor independientede riesgode sufrir alteracionescardiovasculares

futurase incrementamuchola probabilidadde muerte(Kannely Cobb, 1992). De ahí se

deducela importanciade usarun tratamientoque consigarevertir la hipertrofia. Por ello

se estáponiendomuchaatenciónen el efectodel tratamientoantihipertensivo,no sólo en

la presiónsanguínea,sino tambiénen la hipertrofiacardíaca.Un buenantihipertensivo,
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deberíaser capaz,ademásde bajar la presiónarterial, conducira una disminuciónde la

hipertrofiadel miocito cardíaco,revirtiendola fibrosis miocárdica,y mejorandola reserva

coronaria.

De hecho, los efectosdel tratamientoantihipertensivoen la masacardíacavarían

ampliamenteentredistintos grupos.Algunos inducenuna regresióntotal o parcial de la

hipertrofiaventricular izquierda(Seny cols,, 1976 y 1980). Por ejemplo,seha observado

una regresiónen la hipertrofiausandofi-bloqueantes,antagonistasde calcio, inhibidores

del enzimade conversiónde angiotensinay simpaticolíticos(Motz y cols., 1992; Eagley

cols,, 1993>. Sinembargo,no todos tienenlos mismosefectosbeneficiosos.Por ejemplo,

se ha visto que los fi-bloqueantesno mejoran la función diastólica,,mientras que los

bloqueantesde calcio si lo hacen en los corazoneshipertróficos en los que estaba

disminuida (Betolucchi y Chiarello, 1992). Otros fármacos,como vasodilatadoresy

diuréticos, que estimulanla actividadadrenoceptorae incrementanlos nivelesde Al II,

son menosefectivosen la reversiónde la hipertrofia ventricular izquierda. Puedeser

porqueel efectode reducirla presiónsistólica,quedacontrarrestadopor la accióntrófica

de la AT II y las catecolaminas(Motz y cols., 1992). Otros inducenun incrementoen el

peso cardíacoaún disminuyendola presión sanguínea(Frohlich, 1979). La falta de

correlaciónentre los efectosde estosagentesen la presiónarterial y la masacardíacaha

llevado a especular sobre factores difusibles estimulantesdel crecimiento cardíaco,

Especialmenteinteresantees la regresiónde la hipertrofiaque se ha encontradocon los

IECA (Eichstaedty cols., 1989), puestoque el SRA local ha sido implicado en la

patogénesisde diversos desórdenescardiovasculares,incluida la hipertrofia cardíaca.

Además,la acciónde los IECA puedeser no sólo a nivel sérico, sino quegran partede

su acciónpodríaser debidaa la inhibición de la ECA a nivel tisular.

La regresiónde la hipertrofia puede ser decisiva para reducir el consumo de

oxígeno, y prevenira largo plazo las seriascomplicacionesde la hipertensión.Más aún,

teniendoen cuentaque el corazónes el únicoórganoen el quela perfusiónocurredurante

la diástole. Así pues, la presión de la perfusión coronaria coincide con la presión

diastólica, La perfusióncoronariaquedaaseguradaen un amplio rango de presionespor
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la propiaautorregulaciónqueinducevasodilatacióncuandolapresióndiastólicadisminuye.

En condicionesnormales,lasarteriascoronariassoncapacesde dilatarsehastaun volumen

cinco vecesmayor queen situaciónbasal,teniendoasíuna reservade flujo coronariode

cinco (Klocke, 1987), sin embargo, la hipertrofia cardíaca disminuye la reserva

vasodilatadora(Remberty cols., 1878; Wanglery cols,, 1982; Petersy cols., 1984)>por

lo que estospacientestienenmayorriesgode sufrir isquemiacuandola presióndiastólica

está disminuidaen exceso.En este sentido, con datos del estudio Framingham,se ha

demostradoque en pacientescon hipertrofia ventricular izquierda, cuando se baja la

presión diastólica hastavalores alrededor de 70 mm de Hg, se eleva la mortalidad

(Cruickshank, 1992).Los inhibidoresdel enzimade conversiónhanprobadosu eficacia

en prevenir el descensoen la reservacoronariaprovocadapor la hipertrofia (Clozel y

cols., 1988). Estudiosrealizadossobre las arteriasen hipertensión,han demostradoque

existeuna alteraciónen su estructura,lo quepuedealterarsu función. Unavez queestas

anormalidadeshanaparecido,es difícil conseguirsu reversión. Estudioscomparativosen

ratasespontáneamentehipertensas,utilizando distintosfármacos(hidralazina,antagonistas

de calcio, inhibidores del enzima de conversión de angiotensinay fi-bloqueantes»

encontraronuna mejor estructuraarterial en aquellasratas tratadascrónicamentecon

perindopril (un inhibidor del enzimade conversión)(Mulvany, 1990).

Otro factor a tener en cuentaes el costoeconómicopara la sociedad.Utilizando

los datos del estudio Framingham,se evaluó el coste a largo plazo de la terapia

antihipertensivacon distintos fármacoscapacesde revertir la hipertrofia cardíaca: fi-
bloqueantes,inhibidores del ECA y antagonistasde calcio (Eagley cols,, 1993). Para

evaluarel coste,se tuvo en cuentatanto el precio de la terapiacon cadafármaco,como

el seguimiento y la falta de productividad por la aparición de distintas alteraciones

cardiovasculares.Segúnla masaventricular al inicio del tratamientolos pacientesfueron

divididos en bajo, medio y alto riesgo. Los datos indicaron que los tres fármacos

estudiadosfueron efectivosen disminuir la masacardíacaen los pacientesde moderado

y alto riesgo, aunqueen distinta proporción. La mayor reducciónse obtuvo con los

inhibidores del ECA, seguido de los fi-bloqueantes,y los que redujeron en menor

extensiónla masaventricular fueron los antagonistasde calcio (20%, 18%, y 5%, en
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pacientesde alto riesgotratadoscon inhibidoresdel ECA, fi-bloqueantes,y antagonistas

del calcio, respectivamente).El coste a largo plazo del tratamientocon inhibidoresdel

ECA y fi-bloqueantesfue el más bajo y similar, puesto que el mayor precio de los

primeros fue contrarrestadocon su mayor efectividad en la reversiónde la hipertrofia

cardíaca.

2.4.1.-INHIBIDORES DEL ENZIMA DE CONVERSIÓNDE ANGIOTENSINA

2.4.1.1.-Historia

Desdequesedescubrióel papel del SRAen la hipertensiónarterial, se empezaron

a buscarinhibidores de ese sistemaclínicamenteútiles, Se han sintetizadoy estudiado

antagonistaspeptídicosde la AT II perosólo secuentaclinicamentecon la saralasina(Sar’

Ala8 AT II) y su utilizaciónes muy limitada, puestoqueal serde naturalezapeptídicasu

administracióndebeserparenteral,ademásde exhibir propiedadesde agonistaparcial. De

todasformas, la introducciónde análogospeptidicosantagonistasde la AT II, condujoal

mayor conocimientoy entendimientodel papel fisiológico y patológicodel SRA, en el

hombrey en un gran númerode animalesde laboratorio, Los antagonistaspeptídicosde

los receptoresde AT II fueron abandonadosclinicamentecuando en 1977 Ondetti y

Cushmanndescubrieronotra forma de bloquearel SRA, esta vez a nivel del ECA, de

forma oral (Johnston,1993).

En la décadade los 60 se observóque los venenosde algunasvíborasde América

del Sur, Bothropsjararaca, no sólo formabanbradiquinina(BK) sino que intensificaban

la respuestaa ella. Estos compuestosformabanuna familia de péptidos de 3 a 5

aminoácidosque inhibíanel enzimaque degradala BK. En 1968, sedescubrióque estos

mismosfactores tambiéninhibíanel ECA que produceAT II a partir de AT 1. Por lo

tanto, esteenzimatieneunadoble acción: porunaparteparticipaen la destrucciónde BK

(potentevasodilatador)y porotraproducela formaciónde AT II (potentevasoconstrictor);



63

pero pareceque los principalesefectosde estosvenenosson debidosa‘la inhibición de la

síntesis de AT II puestoque este enzima es especificoy, sin embargo,otros enzimas

puedendegradarla BK.

Siguiendoconestosestudios,se pudodisponerde un nonapéptido(teprotide)que

fueprobadoenel hombre,y demostrósercapazdeproduciruna disminuciónde la presión

arterial mayor que los antagonistasde AT II hastaentoncesconocidos,y de forma más

general,siendotambiénactivo en la hipertensiónesencial,El teprotidees un inhibidor

competitivodel ECA con mayorafinidad que la AT 1, pero tieneuna cortaduraciónde

accióny debeadministrarsepor vía parenteralya que es un péptido. Intentandosalvar

estosinconvenientes,se empezarona buscarinhibidoresno peptídicosdel ECA. Se sabía

queestaenzimaeraunametalopeptidasadependientede zinc y, basándoseenello, Ondetti

y Cushmanbuscaronun inhibidor que se pudiera unir a este zinc, Por este motivo

incorporaronun grupo sulfhidrilo en su moléculaoriginal, y así se obtuvo el captopril

(Cushmany Ondetti, 1991>. Despuésse han ido sintetizandootros inhibidoresdel ECA

conotros ligandosal zinc comoel grupo carboxilo (enalapril),o fosfinilo (fosinopril) (ver

fig. 6>.

2.4.1.2.-Clasificación

Los fármacosinhibidoresdel ECA (IECA) sepuedenagruparsegúnsusdiferencias

estructurales,en los grupos presentadosen la tabla 3. Los fármacosestánclasificados

segúnla naturalezadel grupoquímicoqueseune al zinc del ECA (fig, 6). De éstaforma,

existenIECAs congruposulffiidrilo, quesonderivadosdel captopril;congrupocarboxilo,

comoel enalapril; o congrupofosfínico comoel fosinopril (Johnston,1993>.Últimamente

se ha encontradootro IECA, el idrapril, en el cual el grupo que se uneal zinc del ECA

esun hidroxámico(Subissiy cols., 1992>.
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Tabla3: Clasificaciónde los inhibidoresdel enzimade conversiónde angiotensinasegún

la naturalezaquímicadel grupoque se une el zinc del enzima,

CON GRUPO (SH) CARBOXIALQUILDIPEPTIDOS CON GRUPO (PO2)

Captopril Enalapril Fosinopril

Pivalopril Ramipril Ceranapril

Rentiapril Quinapril SQ 29.852

Zofenopril Pentopril

Alacepril Perindopril

MC 838 Cilazapril

Fentiapril Delapril

Lisinopril

Benazepril

Espirapril

Trandolapril

Moexipril

Temocapril

Modificadade Unger y Gohlke, 1994.
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2,4.1.3.-Fannacocinética

El captopril es un activo IECA, pero su absorciónen el tractogastrointestinalno

es muy alta, y puedeser reducidacon la presenciade alimentos.La mayoríade los nuevos

compuestos,a excepcióndel lisinopril y ceranopril,sonprofármacos,normalmentepor la

adicióndeun grupoesterquehacelos compuestosmáslipofílicos, mejorandola absorción

gastrointestinale incrementandosu biodisponibilidad.Paraseractivosrequierenla ruptura

del grupo esterpara liberar la sustanciaactiva.

Hay querecordarqueel ECA tieneunaampliadistribuciónenel organismo,siendo

localizadoen muchostejidos, incluyendoel cardíaco,ademásde en el plasma. De esta

forma, esteenzimase unea muchosligandos, no sólo a la AT 1 y a la bradiquinina,sino

quetambiénes capazde hidrolizarencefalinasy neurotensina,además,seha visto iii vitro

que es capazde degradarla sustanciaP y la hormonaluteneizante.Los IEC inhiben el

ECA tisularen la mismamedidaquela plasmática(Johnstony cols,, 1988). El gradode

inhibición en cadatejido dependede distintos factores,entre los que se encuentranla

concentraciónplasmática,la solubilidad lipidica, la penetraciónen el tejido en cuestión,

la existenciade sistemasde transporte, la capacidaddel tejido de desesterificar el

profármaco,en el casode que el IECA quenos intereseseaun precursorde la sustancia

activa, y la existenciade barrerasnaturalescomola hematoencefálica.Por estosmotivos

es teóricamenteposible el desarrollode compuestosque tenganaccesolimitado a ciertos

tejidos.

El captopril no es un profármacoy no requieredesesterificaciónpara liberar la

sustanciaactiva, Su absorciónoral es del 75 % (Murdoch y McTavish, 1992> y resulta

disminuida por la presencia de alimento, Los que son profármacosrequierenuna

biotransformaciónqueocurreen su mayorparteen el tracto gastrointestinaly enel hígado,

Sin embargo, otros tejidos contienen esterasas,La distribución y biodisponibilidad

dependentambiénde la propiedadlipofílica de cadacompuesto.MuchosIECA se unena

las proteínasplasmáticas,el captopril lo haceen aproximadamenteun 30 %. Estefármaco,

y otroscongruposulfhidrilo, sufrentransformacionescomplejasenel organismo,enparte
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porque el grupo SN se une a la cisteina y otros compuestos,actuandocomo un

antioxidanteo antirradicales libres. Esto complica su farmacocinética,puesto que el

captopril seconviertemediantereaccionesreversiblesen unos compuestosinactivos que

pueden volver a liberar la sustanciaactiva, actuandocomo una forma de depósito

(Drummery Jarrott, 1986).La principal ruta de eliminacióndel captopriles la excreción

renal, sin embargootros IECA, como el perindopril, son metabolizadosa sustancias

inactivas.

2.4,1.4.-Efectoscardioprotectores

El primery principal efectode los IECAses la reducciónenla presiónarterial, que

semanifiestano sóloen casosde hipertensiónrenovasculardondeel SRA estápotenciado,

sino tambiénen hipertensiónesencial,especialmenteen pacientesancianos,en los cuales

el SRA estádisminuido(1-lansony cols., 1993).Perola metaen la terapiaantihipertensiva

no es solamentereducir la presiónsanguínea,sino tambiénreducir los riesgosasociados

a esahipertensión.Por lo tanto, aunqueel control de la presiónsanguíneaesdeseado,no

es el final del tratamientoantihipertensivo,ya que aunque se normalicela presión, la

morbilidad y mortalidad de estos pacientes continúa siendo más elevada que los

normotensos.En estesentido hay que indicar, quela vía para disminuir las alteraciones

cardiovascularesy la mortalidad, es la prevención (y la reversión) de los daños

ocasionadosen el corazóny los vasossanguíneos,entreotros órganos.En esteAaspecto,

los IECA handemostradoun efectocardioprotector,siendocapaces,ademásde normalizar

la presión sanguínea,de mejorarel flujo coronarioaliviando la respuestadel corazóna la

isquemia,de disminuirel tamañode infarto y prevenirel reinfarto, de prevenir o revertir

la hipertrofia, de ser eficacesen el tratamientode la insuficienciacardíaca,y endefinitiva,

disminuir la mortalidad,

En un estudio realizadoen ratascon infarto, se analizó el efecto hipotensordel

captopril, observándoseque ademásde bajar la presión sistólica y la presión media

arterial, disminuyó la presión media de llenado y la complianzavenosa,el volumen

sanguíneoy el volumenventricular izquierdo al final de la diástole, Esto indicó que el
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captopril, ademásde ser un vasodilatadorarterial, es un venodilatador,siendocapazde

disminuir el volumensanguíneo(Raya y cols., 1989). En condicionesnormales,el flujo

coronarioseautorregulaen un amplio margende presiones,paramantenerconstanteel

aportede oxígenoy nutrientesa las célulascardíacas.Sinembargo,en condicionescomo

la hipertensióny la hipertrofiacardíaca,el comportamientode la vasculaturacoronaria

puedevariar. En esteaspecto,el tratamientoconcilazapril ha demostradoqueel descenso

en la presiónsanguínease acompañade un incrementoen el flujo coronario, en contrade

un descensocomo cabríaesperarde una menorpresiónde perfusión.Este incrementoen

el flujo coronario provocadopor cilazapril no se acompañade un incrementoen las

demandasde oxigeno, puestoque el descensosostenido de la presión arterial no se

acompañóde incrementoen la frecuencia,ni en la diferenciade oxigenoentre la sangre

arterial y la venosa(Magrini y cols., 1992). Esta observaciónimplica que el mecanismo

responsabledel incrementoen el flujo coronario es una menor resistenciacoronaria

inducida por el tratamientocon estefármaco(Clozel y Hefti, 1988).

Otro efectobeneficioso,observadoen el tratamientoconIECA, es la mejorade la

función contráctil. En corazonesinfartadosde ratas,una alteraciónque aparece,entre

otras, es el incrementoen el tiempo que se tarda en alcanzarel pico de máximatensión,

y el tratamientode estosanimalesconcaptopril lo normalizó (Litwin, y cols,, 1991). En

situaciónde isquemia-reperfusión,el zofenoprily el enalaprilmejoraronla contractilidad

de los corazonesde perro (Przylenky Kloner, 1991). En estassituaciones,frecuentemente

aparecenarritmiasenel períodode reperfusión.Puesbien, los IECA hanprobadoqueson

capacesde reducir la incidenciay duración de estas arritmias (Linz y cols., 1989b;

Sch6lkensy Linz, 1990; Arad y cols., 1992).

Efectos en la Iu~ertrofla

Aunquela hipertrofiaventricularizquierdaesel principal mecanismodeadaptación

del corazón a una sobrecargahemodinámicacrónica, cada vez se está dando más

importancia a la hipertrofia, como un factor de riesgo independientepara el posterior

desarrollode complicacionescardiovasculares.Los resultadosdel estudio Framingham
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(Kannel y cols., 1969) sugirieronuna interrelación importante entre presión arterial,

hipertrofia ventricular izquierday el riesgo de insuficiencia cardíaca.La hipertrofia se

correlacionacon la apariciónde insuficienciacardíacasintomática,mayor incidencia de

fallos coronarios,arritmias ventricularesy muertesúbita. Por estosmotivos, es de gran

interésclínico el estudio de sustanciasque interfieranen el desarrollode la hipertrofia

ventricular izquierda. La reversiónde la hipertrofia puede ser decisivapara reducir el

consumomiocárdico de oxigeno, y prevenir las serias complicacionesasociadasa la

hipertrofiacardíacaa largo plazo.

Respectoa la hipertrofia inducida por sobrepresión,pacienteshipertensosque

habíandesarrolladohipertrofiaventricular izquierda,fuerontratadoscon ramipril durante

tresmeses,y despuésde este tiempo se observóque la hipertrofiase habla revertido en

parte,acompañándosedeun descensoenel contenidode RNA en las fibrascardíacas,pero

el incrementoenlos componentesintersticiales,talescomoel colágeno,unavez instaurado

pareció irreversible(Eichstaedty cols., 1989>. En ratasespontáneamentehipertensas,el

tratamientoconcilazapril (Clozel y llefti, 1988)o captopril (Pfeffery cols., 1982)previno

la apariciónde hipertrofiacardíaca,normalizandola eyecciónsanguíneadel corazón, y

disminuyendola resistenciavascularcoronaria.En ratascon oclusiónparcial de la aorta

abdominal,el tratamientoconramipril fue capazde prevenirel desarrollode la hipertrofia

cardíacay revertiría una vez instaurada,mientras que dosis que producíanla misma

disminuciónen la presión arterial de nifedipina y dihidralazinafallaron, Especialmente

interesantees el hallazgo de que una dosis de ramipril no hipotensora,fue capaz de

revertir la hipertrofia cardíaca (Linz y cols,, 1989a), lo cual excluye el efecto

hemodinámicoy sugiereque una inhibición del ECA a nivel local cardíacopuedeserel

responsablede la acciónde los IECA en la hipertrofiacardíaca.

La hipertrofia inducidapor sobrecargade volumentambiénresultóafectadapor los

IECA. Los corazonesde ratas a las que se les habla lesionado la válvula aórtica

desarrollaronunahipertrofiaexcéntrica,Se dividieron en dos grupos,uno de los cuales

recibió espirapril y el otro no. El grupo control siguió incrementandoel pesocardíaco,

mientras que el tratado con el IECA se estabilizó (Umemuray cols., 1992). En la



70

hipertrofia inducida en la parte sana del músculo cardíaco,despuésde un infarto de

miocardioen rata,el tratamientoconcaptoprildurantetressemanasmejoró la contracción

y disminuyóel tamañode los miocitos, aunqueel contenidoen colágenosiguió elevado

(Litwin y cols., 1991>.Sin embargo,cuandoel tratamiento(con trandolaprilen estecaso)

se prolongó hastaun año, no sólo limitó la hipertrofia cardíaca,sino que también

disminuyó el tamañodel infarto y redujo la fibrosis miocárdicay aórtica, a la vez que

disminuyóla mortalidad(Richery cols., 1992).Tambiénel enalaprily el perindopril han

demostradosu eficaciaen la prevenciónde este tipo de hipertrofia (Hodsman y cois.,

1988; Thollon y cols,, 1989>. En conclusión,el tratamientocon IECA despuésde un

infarto de miocardio puedeprevenir las complicacionesa corto plazo (previniendolas

arritmias asociadasa la reperfusióndel área infartada) y a largo plazo (limitando la

hipertrofiacardíacay aumentandola supervivencia)(Vaughany Pfeffer, 1994), aunque

parece ser que el tratamiento con los IECA es beneficioso sólo si se comienzael

tratamientodespuésde cierto tiempo tras el infarto (Hall y cols., 1994).

La hipertrofiapuededesencadenarunainsuficienciacardiaca.El tratamientocrónico

con enalapril, en pacientes con insuficiencia cardiaca leve o moderadacausadapor

enfermedadcoronaria o dilatación, previno o revirtió la progresiónde la disfunción

contráctil, mejorandotambién la relajación e impidiendo que continuarala dilatación

ventricular (Konstamy cols., 1992), y aumentandola toleranciaal ejercicio (Enalapril

congestiveheart failure investigators, 1987), En pacientescon insuficiencia cardíaca

severa,seestudióel efectodel enalapril,ademásde continuarel tratamientoconvencional

para la insuficiencia cardíaca, incluyendo vasodilatadores.Los efectos beneficios del

tratamientocon este IECA, se reflejaron en la menor necesidaddel uso de los otros

fármacosy en unadisminucióndel tamañodelcorazón.Peroel efectomásimportantefue

el descensoen la mortalidadpor progresode la insuficiencia cardíaca.A los seismeses

del tratamiento,la mortalidadseredujoen un 40%, y al año,en un 31%, en comparación

conel grupo de personasquerecibieronplacebo.El estudiofue suspendidopuestoque no

se consideróético continuardandoplacebo,conociendoel descensoen la mortalidaden

el grupo tratado conenalapril. La reducciónen la mortalidadencontrada,se ha asociado

a la reducciónen las muertesprovocadaspor la progresiónde la insuficienciacardíaca
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(reduccióndel 50 %>, mientrasque no se observó ningunavariaciónen la incidenciade

muertesúbita (The Consensustrial study group, 1987>.

2.4.1.5.-Mecanismode acción

A pesarde que los IEC se estánutilizando clínicamentedesdehace10 años> el

mecanismode acción no está del todo claro. Se ha aceptadogeneralmenteque el

mecanismopor el cual reducenla presiónde forma aguda,espor unacaídaen los niveles

de Al II circulante,Sin embargo,los efectoshipotensoresa largoplazo no se relacionan

directamentecon los nivelesde Al II en plasma.Parecequeel efectode estos fármacos

es complejo,y está relacionadocon la capacidadde inhibir el ECA a nivel tisular, La

dificultad para definir los mecanismosde acción, viene determinadapor el hecho de que

el ECA tiene varios substratosy que la Al II tiene varias acciones,De estaforma los

IECA pueden interaccionar con el sistema de quinina-kalicreína,sistema nervioso

simpático,prostaglandinasy factor natriuréticoauricular (fig 7>. Además,en la terapia

crónica con IECA se puede inducir la formación del ECA. Unido a lo anterior, la

farmacocinéticade estos compuestoses compleja por su diferente unión a diferentes

tejidos, y la inhibición del ECA tisular. Por ejemplo, mientrasel captopril y el enalapril

cruzanla barrerahematoencefálicae inhiben el ECA cerebral, el quinapril, incluso en

tratamientocrónicoes incapazde inhibir el enzimaa estenivel, Comotienensimilarefecto

en la presiónarterial, se deduceque la inhibición central del ECA no es esencialpara la

acciónhipotensorade los IECAs (Johnston,1993).

Se ha sugerido que el efecto en la inhibición del desarrollo de la hipertrofia

cardíacapuedeestarmediadopor la inhibición del ECA no sólo a nivel periférico, sino

a nivel local, en el músculocardíaco(Johnston,1991; Nelissen-Vranckeny cols,, 1992>.

De hecho,Linz y cols. (1989a)demostraronla prevencióny reversiónde la hipertrofia

cardiacacon ramipril, y no con dosis equivalentes(en cuanto a la disminuciónde la

presiónarterial) de nifedipina y dihidralazina. El efecto del IEC en la hipertrofia fue

manifiesto incluso a dosis capacesde bloquear el ECA pero sin acción en la presión

arterial, por lo que demostraronqueel ramipril inhibía la hipertrofiapor otro mecanismo

apartedel hemodinámico.
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Es posibleque algunade las accionesde los IECA estémediadapor su capacidad

de inhibir el enzimaencargadode la degradaciónde la bradiquinina (fig 7>. Algunos

trabajosrealizadosen corazónaislado,parecenapoyarestateoría.En corazonesaislados

de rata, la perfusión con AT 1 o AT II agravó las arritmias provocadaspor isquemia-

reperfusión, mientras que el tratamiento previo con ramipril, o la perfusión con

ramiprilato, protegió de ellas. El mismo efecto protector se observó cuando estos

corazonesfueronperfundidosconbradiquinina.Más aún, la perfusiónconun antagonista

de bradiquininaaboliólos efectosbeneficiososno sólode la bradiquinina,sinotambiéndel

ramipril y ramiprilato (Linz y cols,, 1989b;Sch6lkensy Linz, 1990). Estosdatossugieren

que al menos los efectos protectorescontra las arritmias provocadaspor isquemia-

reperfusiónestánmediadospor la potenciaciónde la bradiquinina,ademásdela inhibición

de la formaciónde AT II a nivel local.

Respectoa la interacciónde los IECA con el sistemanerviososimpático,puede

estar mediadapor el hecho de bloquearla producciónde AT II, la cual induce la

liberaciónde noradrenalinaal actuar presinápticamenteen las terminacionesnerviosas

simpáticas(Saxena,1992).Estudiosrealizadosen ratastratadasconenalapril (Grichoisy

cols,, 1992), y captopril (Tabrizchi y Triggle, 1992), parecenindicar queel tratamiento

crónicoconestosfármacosdisminuyeel tono simpático,Otro factor que inducea pensar

que existeuna interacciónentre los IECA y el sistemanerviosoperiférico, es el efecto

presentadopor estosfármacosincrementandoel flujo coronario.Es cierto queestehecho

podría estar en función de la disminución en el nivel de AT II, y el aumento de

bradiquininaque se consiguecon los fármacosde estegrupo, pero tambiénes cierto que

el captopril reduce la vasoconstriccióncoronariasimpáticae incrementala bradicardia

parasimpática(Van Gilst, y cols,, 1992). Por lo cual, un posiblemecanismode acciónde

los IECA, que no debeser descartado,vienedeterminadopor su interacciónen el sistema

nerviososimpáticoy parasimpático.

Los niveles circulantes de prostaglandina E2 y 6-keto-prostaglandinaF1~

incrementaronen el tratamientocon captopril, y la indometacinabloqueóla respuesta

hemodinámicaa los IECA en pacientescon insuficiencia cardíacasevera (Nishimura y
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cols., 1989).Aquí parecehaberunadiferenciaentrelos IECAs congruposulfhidrilo y los

quecarecende él. Unestudiohechoenperro, encontróquetantoel zofenopril (con grupo

SR), como el enalaprilato(sin grupo SH>, como el epicaptopril (un estereoisómerodel

captopril con grupo SH, pero sin actividad IECA) mejorabanla contractilidaden los

corazonesde perrossometidosa isquemia-reperfusión(Przylenky Kloner, 1991). Esta

acciónfue revertidapor la indometacinaen el caso del enalapril,pero no en el casodel

zofenoprilni del estereoisómerodel captopril, lo cualpareceindicarque aunquela acción

de los IECA en la mejora de la función contráctil en casos de isquemiapuedeestar

mediadapor la potenciaciónde las prostaglandinas,los fármacosque tienengrupo SR

tienen otro mecanismode acción distinto en la cardioprotección,que podría ser su

capacidadantioxidanteo antirradicaleslibres (Przylenky cols., 1991). Los dos ejemplos

queacabamosdedar, están,enparte,en contradicción.Por unaparteunosinvestigadores

demuestranque el efecto de captopril estámediadopor prostaglandinasy por otra parte,

otrosdicenquelos fármacoscongruposulfhidrilo tienenun mecanismodistintode acción.

Debemosnotar, que las situacionesde los dos experimentosson distintas ya que en el

primero se trata de insuficienciacardíacay en el otro de isquemia.En este sentido,Arad

y cols. (1992> encontraronque la producciónde prostaglandinasvasodilatadorasestaba

incrementadaen el corazónde ratacon captoprilen situaciónde normoxia,perono así en

isquemia.Esto nos hacepensaren la propiedadantioxidantey antirradicaleslibres de los

IECA con grupo SH en algunosefectosencontrados,

Por tanto, un mecanismode acciónposibleparalos IECA con grupo sulfhidrilo,

es su capacidadantirradicaleslibres y antioxidante.Recientementese hamostradoqueen

casosde isquemia-reperfusiónse generangrandescantidadesde radicaleslibres (Zweier

y cols., 1987), este hechopodría ser el responsablede los efectosadversosasociadosa

isquemia-reperfusión,incluyendolas arritmias,Estahipótesissebasaen la observaciónde

queestasarritmiaspuedenser reducidaspor la acciónde sustanciasantirradicaleslibres

(Woodward y Zakaria, 1985) y en que la exposición del corazón a radicales libres

exógenosinducearritmias (Hearsey cols., 1989),pareceserquepor aumentarla duración

en el potencial de acción, disminuyendola ~ y la 1K y aumentandola concentración

intracelularde calcio (Cerbaiy cols,, 1991). Se ha probadoparadistintosIECA congrupo
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sulfhidrilo (entreellos el captopril) y parael epicaptopril(moléculaque poseegrupoSR

pero carece de actividad IECA> que son capacesde actuarcontra los radicales libres.

Además,este efectodel captopril se incrementaa pH ácido, lo que podríasugerir una

acción cardioprotectoraen casos de isquemia (Chopra y cols,, 1992), La acción

antioxidante,puedeestarmediadapor la capacidadreductoradel grupo SR.

Por otro lado, los fármacoscon grupo sulfhidrilo puedenformarcomplejosconel

óxido nítricocontribuyendoa los efectosbeneficiososde estosfármacos.El óxido nítrico,

principal factor relajantederivadodel endotelio,juega un papel importanteen la función

miocárdicay en el control del tono vascular, a la vez que actúacomo un potenteagente

antiagregantey antiproliferativo.Los radicaleslibresderivadosdel oxígeno,interaccionan

con el óxido nítrico destruyendosu bioactividad, mientras que las sustanciascomo el

captopril, interaccionanconél formando5-nitrosocaptopril,queposeepotentespropiedades

vasodilatadoras.Así pues, es posible que algunaspropiedadesde los IECA con grupo

sulfhidrilo se debana la protección,o potenciación,de los mecanismosmediadospor el

óxido nítrico (Bennetty Gardiner, 1993). Perotambiénes posible que la capacidadde

potenciar los nitratos sea un efecto mediado por la bradiquinina,en cuyo caso sería

inherentea la inhibicióndel ECA. Esto sebasaen el hechode queseha demostradoesta

propiedaden fármacosIECA sin grupo sulfhidrilo (Gavras,1994>.

Distintos investigadoreshan mostrado que los IECA son capacesde prevenir

arritmias causadaspor isquemia-reperfusión.Este efectocardioprotector,al menosen el

caso del captopril, podría dependerdel grupo sulffiidrilo, con su acción antirradicales

libres. Sin embargo, también se ha encontradouna reducción en las arritmias por

isquemia-reperfusión,conotros fármacosIEC sin estegrupo (Linz y cols,, 1989b), lo que

sugiereque todoslos IEC, comotales,podríantenerefectoscardioprotectores.Puestoque

los IEC soncapacesde prevenirarritmias, seríaposiblequetuvieranalgunaaccióndirecta

sobrelas propiedadeselectrofisiológicasde las célulascardíacas.En estesentido,Bryant

y cols. (1991)hanencontradouna disminuciónen la magnitudde la I~,, provocadapor el

captopril encélulasventricularesde cobayo.Por otro lado, Enousy cols. (1992), también

en células de cobayo, han demostradouna reducción en una corriente arritmogénica
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(corriente transitoriade entrada de calcio, ‘~~> con altas concentracionesde perindopril,

pero no hanencontradoningún efecto sobrela 1ca~ TampocoTabrizchi y Triggle (1992)

hanencontradoun efectodel captopril sobrela I~, en rata. Por lo tanto, hastala fechase

conoce poco sobre los posibles efectos de los IECA sobre las propiedades

electrofisiológicasde las célulascardíacas.Respectoa la mejorade la contracción,se ha

visto queratasconinsuficienciacardíacaa consecuenciadeun infarto, el manejodecalcio

intracelularestáalterado,y un tratamientocrónicoconcaptopril, comenzandounasemana

despuésdel infarto la normalizó (Litwin y Morgan, 1992).

El efecto cardioprotectortambién podría estar mediado po.r las alteraciones

metabólicasque los IECA soncapacesde inducir. Corazonesaisladosperfúndidoscon AT

1 o AT II, incrementaronla liberaciónenel efluentede lasenzimaslactatodeshidrogenasa

y creatínquinasa,y disminuyeronel contenidode ATP, creatin-fosfatoy glucógenoen el

miocardio. Lo mismo ocurrió en corazonesen situación de isquemia-reperfusión.El

pretratamientocon ramipril o la perfusión simultánea con ramiprilato, redujo las

actividadesenzimáticasen el efluentey elevó los fosfatosricos en energíay el glucógeno

en el corazón.Lo mismo se observócon enalapril, pero no con captopril,a dosisde 50

mg/Kg (Shélkens y Linz, 1990). La perfusión de los corazonesisquémicos con

bradiquinina,también mejoró los parámetrosmetabólicos,Los mismos investigadores

(Linz y cols., 1989) demostraronque los corazoneshipertróficos tienen disminuido el

contenidode ATP y creatín-fosfato,y el tratamientoconramipril, incluso a dosisque no

afectanla presión arterial, normalizanestosparámetros.Esta acciónde los IECAs en el

metabolismocardíacopodría estar relacionadacon el efecto cardioprotectorde estos

fármacosen el tratamientode la insuficienciacardíaca.

2.4.1.6.-Efectos secundarios

Paraentendermejor los efectossecundariosobservadostras la administraciónde

IECA, podríamosdividirlos en varios grupos: Efectos indeseablesrelacionadoscon el

principal efectofarmacológicodeestegrupode fármacos,conotrosefectosfarmacológicos

subsidiarios, con la distinta susceptibilidad individual de cada paciente, o con

característicasespecialesde cadacompuesto(Fletchery Dollery, 1993)
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Los efectossecundariosderivadosdel principal efectofarmacológicodependende

la dosise incluyenhipotensióne insuficiencia renalenpacientescuyapresiónsanguínea

es dependientede la AT II (Groel y cols, 1983). Estos efectosson más evidentesen

personasconinsuficienciacardíacaseveraquetomandosisaltasde diuréticoso glucósidos

cardiotónicos.La hipotensiónapareceprincipalmenteal inicio del tratamientocondosis

altas de estos fármacos, siendo más acusadaen pacientesque reciben diuréticos, y

especialmentelos que sufrenhiponatremia.El motivo de estahipotensiónpuedeser la

supresiónsúbita delefectodirectovasoconstrictorde la AT II, junto conel cesedel efecto

de estepéptidocomo estimulantede la actividadsimpáticae inhibitoria vagal (Fletehery

Dollery, 1993). Las alteracionesrenales que puedenaparecercomo consecuenciadel

tratamientocon los IECA, puedendebersea la liberacióndel efectovasoconstrictorde la

AT II enlas arteriolaseferentes,lo queresultaenuna bajadaenla presiónintraglomerular

(Fletchery Dollery, 1993). Como consecuenciade la reducciónen la liberación de

aldosteronapor estardisminuidoslos nivelesde AT II, se puedeprovocarhiperkalemia

(Di Bianco, 1986). Por otro lado, se ha observadola aparición de anormalidadesen el

feto, por lo que no se recomiendael tratamientocon captopril en mujeres embarazadas

(Ungery Gohlke, 1994).

Asociado al tratamientocon IECA, se puedenpresentaralteracionescutáneasque

consistenen un enrojecimientode la parte superiorde cuerpo, a vecesacompañadode

prurito (Groel y cols., 1983) o angioedema(Edwards,y Padfield, 1985). Este último es

más grave,y puedeser fatal, obstruyendolas vías respiratoriassuperiorescuandoafecta

a labios, lengua, laringe o glotis. El mecanismoque se ha sugerido para explicar la

aparición de angioedemaestá mediado por la potenciación de las accionesde la

bradiquinina,lo cualpuedeactivar el sistemaquinina-kalicreínaen individuos susceptibles

porpresentarunadeficienciahereditariaenel inhibidordekalicreína,aunqueestahipótesis

no se ha probado(Fletchery Dollery, 1993).

La tos seca apareceesporádicamenteen pacientestratados con IECA, la cual

desaparecetras la supresióndel tratamiento.La apariciónde tos puedeestarrelacionada

conunapredisposicióngenéticaen ciertosindividuos (Fletchery Dollery, 1993>.
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Se ha descrito una alteracióndel gusto o del olfato en los primeros díasde la

terapia con captopril o enalapril (Fletcher y Dollery, 1993>. Este efecto puede estar

relacionadoconla capacidadde uniónal zinc del gruposulffiidrilo delcaptopril. También

se ha sugeridoque estegrupo químico puedeprovocarneutropenia,aunqueDi Bianco

(1986) negó que en pacientes sin complicacionesde hipertensión, la incidencia de

neutropeniafueramayorconcaptopril queconotrosIECA singruposulfhidrilo. Unefecto

secundarioraro, peroquepuedeapareceren el tratamientoconcaptoprilesla neuropatía,

lo cual está asociado a valores elevadosen las proteínas del líquido cerebroespinal

(Atkinson y cols,, 1980).

En algunoscasosse ha descrito dolor de cabezay diarreaasociadoal tratamiento

con IECA (Fletchery Dollery, 1993).

2.4.1.7.-Interacciones

Algunos efectosindeseablesde los IECA puedenaparecercomo consecuenciade

la potenciaciónde los efectossecundariosdeestegrupode fármacosconotroscompuestos.

Por ejemplo, si se asociael tratamientoconIECA y diuréticosahorradoresde potasio,o

suplementoscon estejón, puedeaparecerhiperkalemiaconbastanteprobabilidad.El uso

concomitantede IECA con antiinflamatoriosno esteroideos,puede reducir el efecto

antihipertensivode los inhibidoresy provocarnefrotoxicidad.La disminucióndel efecto

de los IECA puede ser también atenuadopor la administraciónconjunta con otros

antihipertensivos(Fletchery Dollery, 1993>. El captoprilpuededisminuir la excreciónde

la digoxina (Clelandy cols., 1986).
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3.1.- MODELO EXPERIMENTAL DE HIPERTROFIA CARDÍACA

La hipertrofiaventricular izquierdafue inducidapor estenosisde la aortaabdominal,

según la técnica descritapor Cutilleta y cols. (1975). Ratas macho jóvenes de la raza

Sprague-Dawley,de pesoscomprendidosentre 180 y 200 g, fueronanestesiadascon una

inyecciónintraperitonealde pentobarbitalsódico (50 mg/kg). El abdomenfue desinfectado

conalcohol etílico de 960 y abiertopor la líneaalba. El intestino fue retirado,parapermitir

el accesoa la aortaabdominal,y envueltoen unagasaempapadaensuero salinoparaevitar

la desecación.La aorta abdominalse limpió de tejido conectivoy se colocó en ella un clip

de plata de 0.3 mm de apertura,justo antesde la bifurcaciónde las arteriasrenales,Este

método provocauna sobrepresiónque va aumentandoprogresivamentea medida’que el

animalva creciendo,Sepusoen la cavidadabdominalantibiótico (amoxicilina,50 mg/Kg),

el intestinose colocó en susitio, y se cerróel abdomen,y la piel, consuturacontinua. La

heridafue impregnadacontinturade yodo. Durantelos cuatrodíasposterioresa la operación

seadministróamoxicilina (30 mg/Kg) en el aguade bebida,paraevitar infecciones,

Cadaanimal fue pareadocon otro de la misma edady peso, que sufrió la misma

operacióny tratamiento,conla únicadiferenciade queno se colocóningúnclip. Estegrupo

de animalesfue utilizado como control, puestoque anteriorestrabajoshandemostradoque

no existe ninguna diferencia entre animales a los que se les ha realizado la operación

simulada,y los no operados(Aronson& Nordin, 1984).

Los animales fueron alimentadosad lib¡tum hasta 6 ó 7 semanasdespuésde la

intervención, tiempo al cual fueronsacrificadospara la realización de los experimentos.

Llegadoestetiempo, seles administró400 UI/kg de heparinapor vía intraperitonealy se les

decapitó. Los corazonesfueronextraídospara la obtenciónde los miocitosaislados,

Paraevaluarla hipertrofiautilizamosel cocienteresultantede dividir el pesoen mg

del corazón entre el pesototal del animal en g. Sólo consideramoscomo hipertróficos

aquelloscorazonesen los que este ratio fue igual o superior al 30% comparandocon los

controles(Scampsy cols., 1990).
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3.2.- TÉCNICA DE DISOCIACIÓN DE MIOCITOS CARDÍACOS

La disociaciónde las células cardíacasse realizó segúnun método derivadodel

descritopor Powell y cols (1980>.Una vez que los corazonesfueronextraídos,se pesaron,

y rápidamentese colocaronen un aparatode Langendorff, para la perfusiónretrógadaa

travésde la aorta,por la quese hicieronpasarlas siguientessoluciones,oxigenadasy a 35 -

360C:

1.- Solución de Tyrode normaldurante2-3 mm, hastaque el corazónse lavó de

sangrey el latido se normalizó. Esta solucióncontenía,en mM: NaCí, 140; KCI, 5,4;

NaH
2PO4,0.4; NaHCO3,5.8; MgCl2, 1; CaCI2, 1.8; glucosa,22; Hepes,5; el pH seajustó

a7.4 con NaOH.

2.- Soluciónde Tyrodenominalmentelibre de calcio duranteaproximadamente2 mm

(hastaque el corazóndejó de latir). La composiciónde estasoluciónfue igual a la anterior

exceptoen que no se añadióCaCI2.

3.- Soluciónde colagenasaWorthingtontipo 11(60UI/mí). El enzimase disolvió en

la solución de Tyrode sin calcio y se pasódurante un tiempo proporcional al peso del

corazón:13.5 min/g para los corazonesnormalesy 16.5 min/g para los hipertróficos.

4.- Solución de KB (Kraftbrtihe) modificadadurante3 mm para lavar el corazónde

enzima.Sucomposiciónfue la siguienteen mM: KCl, 30; KH2PO4, 10; MgCI,, 0.5; taurina,

15; glucosa,11; EGTA, 0.5; ácido glutámico,70; Na2ATP, 5; el pH se ajustóconKOH a

7.3.

El flujo fue fijado con una bomba peristáltica (Gilson minipuls 3) a 10 mí/mm,

exceptocuandoseperfundiócon colagenasa,quefue a 8 mí/mm.

A continuación, se diseccionaronlos ventrículos y se seleccionarontres partes

anatómicas:el apex, el septuminterventriculary la pared libre izquierda. Puestoque la

hipertrofiaobjeto de estudio,es ventricular izquierda,la paredlibre derechafue desechada.
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En cadaporciónsedisgregaronlas célulasconayudade unastijeras (enKB), despuésde lo

cual se filtró, a travésde unamalla de nylon de 250 ~¿m,parasepararlos miocitosaislados

de trozos de tejido. La suspensiónde célulasse centrifugóa 20 g durante4 mm. Sequitó

el sobrenadante,y las células se redispersaronen una solución de almacenamientoque

conteníaenmM: NaCí, 117; KCl 5.7;KH2PO4, 1.5; NaHCO3,4,4;MgCi2, 1.7; CaCh0.25;

glucosa,11; Hepes,21; creatina,10; taurina,20; el pHseajustóa 7.4 conNaOH. Coneste

procedimientose alcanzóun 60% de célulastolerantesal calcio, las cualesfueron viables

duranteunas9 horas despuésde la disociación.

3.3.- TÉCNICAS ELECTROFISIOLÓGICAS

Para estudiarlas característicaselectrofisiológicasde las célulasaisladas,se utilizó

la técnicade parchede membrana(patch-clamp)en el modo de célula entera(whole-cell)

(Hamilí y cois,, 1981).Parael estudiode potencialesde acciónse utilizó la configuración

de fijación de corriente(current-clamp)y parael registrode corrientesiónicas la de fijación

de voltaje (voltage-clarnp).

Las técnicas electrofisiológicastienen por objeto el estudio de los fenómenos

eléctricosligados al funcionamientode ciertos tejidos, consideradosen su conjuntoo en

célulasaisladas.La membranacelulartiene una baja permeabilidadiónica en reposo,pero

que aumentamuchoen actividad,Por estemotivo, un microelectrodode cristal, relleno con

unasoluciónelectrolítica, que se pueda introducir o poneren contactocon una célula nos

permitirámedir el potencial,si estáunido a un voltímetro; y las corrientes,si estáunido a

un amperímetro,

De acuerdocon la ley de Ohm, podremosmedir la corrientesi controlamosel voltaje

(voltage-clamp),o el voltaje si controlamosla corriente (current-clamp). El método de

fUación de corriente permite medir las variacionesen el voltaje a consecuenciade la
aplicaciónde una corrienteexterna.De estaforma, se obtienenpotencialesde acción,que

son un reflejo de las corrientes iónicas celulares, Con el método de fijación de voltaje

podemosestudiarlas corrientesquefluyenal potencialquedeterminemosenel experimento.
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Las técnicas macroscópicasestudianlos fenómenoseléctricosde una célula, sin

disociaríade las que la rodean,graciasa la introducción de un microelectrodode cristal,

rellenoconunasoluciónconductora,normalmentede KCI, enunapequeñaporciónde tejido

bañadoen una solución fisiológica y oxigenadahasta alcanzarel interior de ella. Los

principalesinconvenientesde estatécnica(Beelery McGuigan,1978),estribanen el hecho

de que es difícil modificar el medio externode cadacélula individual, lo cual hacemuy

difícil el estudiode una corrienteaislada de las otras. Además,por el reducidoespaciode

difusión, la heterogeneidadeléctrica espacialdebidaa la complejidadmorfométrica,y la

propagaciónde la corrientea todaslascélulasvecinas,resultamuy difícil el controladecuado

del voltaje. Sin olvidar los fenómenosde acumulacióno depleción iónica en el reducido

espacioextracelular,teniendoen cuentalas invaginacionesde la membrana(Attwell y cols,,

1979>. Parasalvarestosinconvenientesmetodológicosse desarrollaronlas técnicasen célula

aislada.

3.3.1.-PATCH-CLAMP

La técnicade patch-clampha revolucionadoel estudio de los canalesiónicos. En

1976, Nehery Sakmannpublicaronla primeracorrientegrabadadeunamembranabiológica,

En 1981 describieronel método de “sello gigante” (giga sea!) mejorado(Hamilí y cols,,

1981)y en 1982cercade 25 laboratoriospublicaronartículosutilizando estatécnica. En sólo

unosaños,la mayoríade los mejoreslaboratoriosquetrabajabanen biofísicade membranas,

cambiaronde las medidasmacroscópicasa microscópicas.

El nombrede patch-clampsignifica “parche demembrana”,Se llamaasí, porquecon

él se estudianlas corrientesque pasana través de una porción (parche)de membrana,Esta

porciónpuedeser muy pequeña,en el casode parchesaislados(tambiénllamadasde canal

único porqueen el pequeñoparchesuelehaber1, 2 ó 3 canalesiónicos).

Métodosde patch-clamp

Esta técnicaes versátil siendoposiblescuatroconfiguraciones(fig. 8), Es necesario

la utilización de una micropipetaqueestarárellenacon una soluciónconductorasimilar al

líquido intracelularen unoscasos,o al líquido extracelularen otros, en el cual se pueden
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añadirbloqueanteso moduladoresfarmacológicosde determinadascorrientes,segúninterese

parael registroque queremoshacer.

Oit-ce!! patch

La pipetase acercaa la célula (siempreconpresiónpositivaen el interior paraevitar

el intercambio iónico conel líquido que bañaa las células)y se colocaen contacto con la

membranacelular. En estepunto se suprimela sobrepresióny sehaceunasuaveaspiración

a fin de que los bordesde la pipetase “sellen” a la membranacelulary seconsigalo que se

llamasello de alta resistencia(verfig.8). Cuandoseha conseguido,la resistenciaal pasode

corrienteentreel interior de la pipetay el liquido externoquebañalas células, esmuy alta,

del ordende gigaolm.En estemomentonos encontramosen configuraciónde celíattached,

en la cual sepuedenregistrarlas corrientesque pasena travésdel “parche” de membrana

quequedadelimitadopor los bordesde la pipeta.Así esposibleestudiarel parcheen su sitio

(oit-ce!? patcl-O. En esta configuración, la solución de la pipeta será de características

similaresal liquido extracelular,Perosólo podemoscontrolarel medio externodel parche

estudiado.

Inside-out

Una vez que nos encontramosen la configuraciónde cell-attached, tirando de la

pipeta, podemosescindir el parchedel resto de la célula y así estudiar el o los canales

aislados.Estaconfiguraciónsellama inside-outporquela parteintracelulardel parchequeda

en la parte exteriorde la pipeta. En estecasola soluciónque llena la pipeta, tambiénserá

el medio extracelulary la que se utiliza en el baño,la intracelular.

En otros casos,la pipeta se rellenacon líquido similar al intracelulary se procede

comoen la primera configuración.Una vez que se ha conseguidoel “sello”, se ejerceuna

succióndesdeel interior de la pipeta, de forma que el “sello” se “rompe”, quedandoel

interior de la pipetaen contactocon el citoplasma.Es la configuraciónde célula enterao

wlzole-cel!. Conella se puedeestudiarla corriente que pasaa travésde toda la membrana

celular, por lo que el númerode canaleses el total, la corrienteserámayor y tendremos
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Fig. 8: Esquemarepresentativode las distintasconfiguracionesde patch-clamp.
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Whole-cell

menos interferenciascon el mido eléctrico. En este caso, la corriente registrada será

proporcionala: la corrienteunitaria,el númerode canales,y la probabilidadde aperturade

estos canales.El medio extracelular,y el intracelularen parte, puedenser controlados,de

forma que podemos aislar la corriente que queramosestudiar añadiendo adecuados

bloqueantesdel resto, o simplemente,sustituyendolos iones queno interesenconotros que

no atraviesenla membranacelular. El medio intracelular puedeser en parte controlado,

puestoque el volumende la soluciónque llena la pipetaes mucho mayor que el volumen

intracelular, y se pueden dializar los componentes(al menos los inorgánicos). El

inconvenientees que por este equilibrio entre el medio intracelular y el que nosotros

controlamos,sepuedenperdercomponentesintracelulares(comosegundosmensajeros).Es

la configuraciónque hemosutilizadopara realizar los experimentosde la presentetesis,

Outside-out

Desdela configuraciónde célula entera es posible llegar a otra configuraciónde

parcheaislado,tirandode la pipeta. En estecasoel lado extracelularde la membranaqueda

en el exterior de la pipeta,por lo que se llama en inglés outside-out.

3.3.2.-EQUIPO UTILIZADO

Para realizar la técnica de patch-clamp, hemos utilizado un amplificador para

controlarla corriente o el voltaje, segúnse trate de voltage-clampo current clamp y que

amplifique lo suficientela señaleléctricacon que respondela célula (las corrientesson del

orden de pA y el potencial de mV) para poder ser medida y analizada.El amplificador

utilizado fue un Axopatch-1Dconun preamplificadorCV-4 1/100(AxonInstruments,Foster

City, CA USA) controladopor un ordenador(IBM PC-AT) equipadocon una tarjeta de

conversiónanalógico-digitalLabmasterTL 1(125kHz). Las corrientesdemembranafueron

registradascon la ayudade un programade ordenadorcomercial,pClamp, versión 5.5.1.

(Axon Instruments).El análisisy registrode los potencialesde acciónse realizó con ayuda

de un programadiseñadoespecialmentepara nuestrosexperimentos.
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Las pipetasde patch-clampfueronfabricadasa partir de capilaresde hematocritode

1.5 - 1.6 mm de diámetro externo, con un estirapipetasprogramablemodelo P-87 (Sutter

InstrumentsCo.). La resistenciafinal de la pipetafue de fue de 1-3 MI).

3.3.3.-PROTOCOLOEXPERIMENTAL

Los experimentosse realizaronsobre los miocitos aisladostolerantesal calcio, a

temperaturaambiente(24-270C),despuésde un tiempodeestabilizacióndesdela disociación,

quevarió entre30 mm - 1 h. Seeligió la temperaturaambientepara endentecerlas cinéticas

de las corrientesobjetode estudioy poderlassepararde las corrientescapacitativas,además

de mejorar el control de voltaje. Una alícuotade la suspensiónde las célulasventriculares

que teníamosen la solución de almacenamientose colocó en una cámarapara registro

montadaen la platina de un microscopio invertido Olimpus IMT-2. Esperamosunos 5

minutos para permitir que las células se fijaran al fondo del cubreobjetosde cristal que

formabael fondo de la cámaray despuésseperfundieron,a un flujo constantede 2 mí/mm,

con distintas soluciones,según el experimentoa realizar (ver sección soluciones, más

adelante).Paracontrolarel flujo de la perfusiónseutilizó una bombaperistálticaEyela MP

3, de 4 víaspara permitir de forma rápidael cambio de solución,

Los registroseléctricosse realizaronutilizando el métodode whole-ceflpatclz-clamp

descritospor Hamilí y cols. en 1981. Como hemos explicado anteriormente,la pipeta,

rellenade distintassolucionessegúnel experimentoa realizar(ver secciónsoluciones),con

presiónpositiva, se introdujo en el liquido de perfusión, dondeseajustó a cero la diferencia

de potencialentre el exterior y el interior de la pipeta,de forma manual.Seguidamente,se

colocó la punta de la pipeta sobre la superficie celular (gracias a un micromanipulador

Narishigue), se eliminó la sobrepresióny se ejerció unapresiónnegativapara conseguirel

sello de alta resistencia,lo cual se vio en un osciloscopioTechtronix 5110 (durantetodo el

tiempo sehabíanestadodandopulsosde 5 mV y en el osciloscopiose veía la corrienteen

respuestaa este’potencialentreel interior de la pipetay el líquido de perfusión, cuandoel

sello se ha conseguido,no se ve corrientealgunaen respuestaal potencial aplicado, debido

a la granresistenciadel selloconseguido).En estemomento,pasamosa la configuraciónde

whole-cell, rompiendo,medianteuna succiónbrusca,la partede membranadelimitadapor
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los bordes de la pipeta (fig. 8>. Antes de comenzarcon el estudio electrofisiológico,

esperamosunos5 mm parapermitir la diálisis del liquido intracelular conel líquido de la

pipeta.

La capacitanciay la resistenciaen seriefue medida en cadacélula aplicandopulsos

de ±10 mV de 5 ms de duración, desdesu potencial de reposo (potencialde la célula

cuandola corriente era 0>.

La capacitancia(fig. 9), medidaindirectade la superficiede la célula (1 sF/cm2> se

calculó por la fórmula:

donde Cm es la capacitanciade membrana,r
0 la constantede tiempo de caída de la

capacitancia,l~ es el máximo valor de corriente,AV~ es la amplituddel pulso de voltaje, y

I~, es la amplitud al final del pulso (Reutery Scholz, 1977),

Los restantesprotocolosutilizados (potencialesde acción, ~ I~ e ‘~<t) serán

explicadosen la correspondientesecciónde resultados.

3.4.- SOLUCIONES EMPLEADAS

Las solucionesempleadaspara la disociación fueron detalladasen la secciónde

disociación de miocitos cardíacos(3.2). Para el registro electrofisiológicose emplearon

distintassolucionesexternas(bailandoa las células>e internas (rellenandola micropipeta)

(ver tablas3 y 4). Ambassolucionesdebenimitar las composicionesiónicasdel liquidoextra

e intracelular respectivamente.Sin embargo,para el estudio de una determinadacorriente

iónica esnecesarioaislarlade las demás.Éstosepuedeconseguirpor mediode determinados

bloqueanteso por la ausenciade los iones portadoresde la carga en las corrientes

contaminantes,sustituyéndolade forma equimolarpor otros iones incapacesde atravesarla

membranacelular, Paramantenerel pHen ambassolucioneshemosutilizadoHEPES(ácido

N-[2-hidroxietilj piperazinaN-[2-etansulfónico], Y como substratometabólico,la glucosa.
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Fig. 9: Ejemplo de la mediciónde la capacitanciade membranaenunacélula. El protocolo
estáindicadoen la figura. I~, esel valor máximode corriente;I~, esla corrienteal final del
pulso; r, la constantede tiempo de caída de la corriente capacitativa,ajustandoel trazo de
caídade corrientea una funciónmonoexponencial.En cadacélulase calculó la capacitancia
demembranaparalos dos pulsos (10 mv positivosy negativosal potencialde reposo),y la
capacitanciase tomó comoel valor medio de ambos.



COMPUESTO
Concentración(mM)

PA 10 1(0

Colina 135 135 135

MgCl2 1.1 1 1.1 1,1

ClCs 20

Glucosa 10 10 10 10

Hepes 10 10 10 10

4-AP 3 3

CaCI2 1.8 1,8 1.8 1.8

KCl 4 4 4

ATROPINA 804 0.01

CoCí2 2 2

CINa 135

Manitol 0.4 0.4 0.4

pH=7.4 pH=7.4 1 pH=7.4 1 pH=7.4
con CsOH__j__conKOH__1 LiOH

2Bloq. CdCl2

Bloq. 4-AP 3 3

Bloq. Cl2Ba 2

Bloq. CoCí2 3

COLINA 135

ATROPINA 0.01

90

3.4.1.-SOLUCIONESEXTERNAS

Paraeliminar la contaminacióncon las corrientesde sodio, ésteión se sustituyóde

forma equimolarpor colina. De estemodo,se eliminaronlas corrientesdepotasioactivadas

Tabla3: Solucionesexternasutilizadasparael registrode I¿
1ca’ I~, y PA (potencialesde

acción). Bloq., bloqueante.
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por sodio, corrientestransitoriasgeneradaspor la bombaNa~/K~ (Lefevrey cols,, 1991) y

corrientesprovocadasporel intercambiadorNa~/Ca~~.La corrientede calcio sebloqueócon

CoCí2 3mM o CdCI2 2 mM y las de potasio con BaCl2 2 mM, o 4-AP 3 mM para la

corrientetransitoriade salida. El manitolseutilizó paraaumentarla osmolaridadcuandofue

necesario,

Para estudiarel efectoagudo de captopril sobre cadacorriente,primero se registró

la corriente objetode estudiocomocontrol, y luegose añadióa la solucióncorrespondiente,

iO~ M de este fármaco.

3.4.2.-SOLUCIONESINTERNAS

Las solucionesinternasdebenser compatiblescon el medio intracelular, respetando

en la medida de lo posible su composición iónica. La concentraciónde calcio libre

intracelularesmuy baja(del ordende 10
8M>por lo quesólose puedemantenerconla ayuda

Tabla4: Solucionesinternasutilizadasen los distintos protocolos.

COMPUESTO
CONCENTRACIÓN (mM)

PA I~ 1(0 IKI

KCl 130 150 130

MgCI
2 1 1 1 0,5

HEPES 5 10 5 5

EGTA 5 5 5 5

ATP Na2 5 5

GLUCOSA 10 10 10

FOSFOCREATINA 5 5

GTP 0.5

ATP2K 5 5 5

CsCl 120

pH~7.2
conLiON

pH=7.2
con CsOH

pH=7.2
conKOH

pH~7.21
con LiON
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de queladores.En nuestrosexperimentoshemosutilizado EGIA (ácido etilén glicol bis (b

aminoetil éter) NNN’N’ tetraacético.Ésto facilita alcanzarla configuraciónde whole-cell

(Marty y Neher, 1983)y minimiza las corrientesactivadaspor calcio, asícomola corriente

del intercambiadorsodio/calcio. El potasio,ión principal del medio intracelular, lo hemos

sustituido,en los experimentosdestinadosal estudiode la ‘Ca’ con cesio,paraeliminar las

corrientesde salida de potasio.Además,como compuestosde alto contenidoenergético,

hemosutilizado ATP, GTP y fosfocreatina,

3.5.- TRATAMIENTO CRÓNICO CON CAPTOPRIL

Paraestudiarla posibleprevenciónde la hipertrofiacardíacaconcaptopril, se realizó

un tratamientovía oral, que empezódos días despuésde la operación, y duró hastael

momentoen que los animalesfueronsacrificadosparala realizaciónde los experimentos.El

captopril fue administradodisuelto en el aguade bebida.Todas las semanassepesaronlos

animales y se midió el agua ingeridaen un día, de esta forma, la dosisde captopril fue

ajustadasemanalmentede acuerdocon la ingestade aguapor Kg de animal (Richery cols.,

1992>.

El tratamientocrónicose realizóutilizando dos dosis: una dosisno hipotensora,pero

capazde inhibir el ECA, y otra dosis suficienteparaproducirun efectoantihipertensivo.

Para determinarla eficacia de estasdosis, fue necesariomedir la presión arterial en los

animales,mediciónque realizamosen la carótidadel animal.

3.5.1,- MEDICIONES DE LA PRESIÓNARTERIAL

Las medicionesde presión arterial fueron realizadasen la carótida, en animales

anestesiadoscon pentobarbital sódico (50 mg/Kg), vía intraperitoneal, ya que se ha

demostradoque las medidasde presiónarterial, obtenidasbajo anestesiacon pentobarbital

sódico, no son significativamentedistintasde las obtenidasen animal consciente(Owen y

Reidy, 1985>. El métodotradicional, de medida en la cola, no fue posible, puestoque las

ratascon estenosisaórtica tienenunacaídade presióna través del clip, y la medidaen la

cola no es representativade la presióna que se encuentrasometidoel corazón.
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Al tiempo del experimento,los animalesfueronanestesiadosy la arteriacarótiday

la venayugular del lado contrario fueroncanuladas.La cánulade la carótidase conectóa

un transductorde presión(previamentesehabíaadministradoa la rata 150 UI/Kg deheparina

sódica).Los datosfueronregistradosen un ordenadorgraciasa un programaparatal efecto

de PANLAB C datasystem(Barcelona).Despuésdeunos5 mm de estabilización,la presión

basalse registró duranteun períodode 3 mm, tiempo al cual, se administrópor el catéter

de la venayugular 1 ~¿g/Kgde angiotensina1 (AT 1). El incrementoen la presión arterial,

despuésde la administraciónintravenosade AT 1, esunamedidaindirectade la actividaddel

ECA, puestoque es la AT II, producidapor la accióndel ECA sobre la AT 1, la quetiene

acciónpresora.La respuestaa AT 1 fue rápida,alcanzandoel máximoen el primerminuto

tras su administración,y transitoria,volviendo a situaciónbasalen los siguientes3 minutos

(Baker y cols., 1990).

Los estudiosse realizaroncon dosdosisdiferentesde captopril. La primera de ellas

fue unadosisde probadaeficacia hipotensora(Pfeffer y cols., 1982>. La segundafue una

dosissuficienteparainhibir significativamenteel enzimade conversióndeangiotensina,pero

insuficienteparabajarla presiónarterial media. Parahallarestasegundadosis,se evaluóel

efecto de distintas dosis de este fármaco, en experimentospreliminares,sobre la presión

arterialy la inhibicióndel ECA. La mediciónde la presiónarterialse realizó dela forma que

seacabade explicar, y la acciónen la ECA se evaluóde forma indirecta,determinandola

respuestapresoraa la AT 1(1 ¡xg/Kg, intravenosa).Varios gruposde ratas Sprague-Dawley

machos(350-500g), recibierondistintasdosisoralesde captopril (5, 10, 15, 20, 30 y 400

mg/Kg), disuelto en el aguade bebida,durante4-6 días.Estosanimalesse compararoncon

grupos controles, que no recibieron captopril. La dosis alta, de 400 mg/Kg, es la dosis

correspondientea los 2 g/l de aguade bebidautilizadaporPfeffer y cols. (1982), de probada

eficacia hipotensora,sus efectos en la presión arterial y en la inhibición del ECA, se

consideraronmáximos.

3.5.2.-PROTOCOLOEXPERIMENTAL

Los animalesfueron divididos en cuatro grupos. Un grupo de animales(grupo 1>

sufrió estenosisaórtica y otro operaciónsimulada (grupo II>. Estos dos grupos fueron

utilizadoscomocontroles,A los dos gruposrestantesse les constriñóla aortaabdominaly
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recibieroncaptopril crónicamenteen el aguade bebida,desdeel día segundoposterior a la

operación,hastael día de su sacrificio paraexperimentos.Uno de estosdos grupos recibió

captopril en la dosisno hipotensoracapazde inhibir significativamenteel ECA (16 mg/Kg)

(grupo III), y el otro la dosishipotensora(400 mg/Kg) (grupoIV). Pasadas7 semanas,un

lote de animalesde cadagrupo fue utilizado para la determinaciónde la presiónarteria] y

el restode los animalesfueronsacrificadosy sus corazonesextraídospara la disociaciónde

miocitosy posterioranálisiselectrofisiológico.Excepcionalmente,datosde presiónarterial

y corrientesiónicasfueronobtenidosen el mismo animal.

3.6.- ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los datosexperimentaleshan sido expresadoscomomedia + la desviaciónestándar

(DSM), y, para mayor claridad,como medias±el error estándar(ESM) en las gráficas.

Los niveles estadísticosde significancia (p <0.5) fueronevaluadospor análisis de

varianza(testde la F) y la comparaciónentregrupos se realizóutilizando la t de Studento

test de comparacionesmúltiples, segúnfueraapropiado.
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4.1.- ESTUDIO TOPOGRÁFICO DE LOS POTENCIALES DE ACCIÓN EN

CÉLULAS VENTRICULARES PROCEDENTESDE CORAZONESNORMALES E

HIPERTRÓFICOS

Basándonosen los estudiosde Watanabey cois, (1983), quienesdescribieronuna

heterogeneidaden la duracióndel potencialde acción(DPA) en los ventrículosde rata,

y los de Keung y Aronson(1981), quienesobservaronque el procesode la hipertrofia

afecta de forma diferente a la DPA de células de distinta localización ventricular,

decidimosinvestigarlas característicasde los potencialesde acciónen las célulasnormales

e hipertróficasde tres regionesdistintas:el ápex, la paredlibre izquierday el septum

interventricular.

4,1.1.-CARACTERISTICAS MACROSCÓPICAS

Los potencialesde acciónfueronregistradosen 46 célulasaisladasde5 corazones

de ratas controles y 64 miocitos de 9 corazoneshipertróficos. En ambos casos, se

estudiaronpor separadolas célulasprocedentesdel ápex, paredlibre izquierda,y septum

interventricular.La inducciónde la hipertrofiay la disociacióncelularse realizaronsegún

se explicó en la secciónde métodos.En estecaso, al realizar las operaciones,separeé

cadaratacontrolcondosratasa las cualesse les colocóun clip en la aortaabdominal,con

el fin de asegurarnosun númerosuficiente de corazoneshipertróficos.Pararealizar los

experimentos,sólo utilizamos aquelloscorazonesen los queel ratio pesocorazón/peso

corporal fue superioral 30 %, comparandocon los controles(Scampsy cols., 1990),

Como se puede ver en la tabla 6, los pesosde los animales sometidosa una

estenosisaórtica, no fueron significativamentedistintos de los pesos de los animales

controles,sinembargo,el pesode los corazonesde los animalesconconstricciónaórtica

fue significativamentemayor que el de las controles,lo que hizo que la relaciónentre el

pesodel corazóny el pesocorporal (ratio), expresadocomo mg de corazónpor g depeso

corporal, fue significativamentemayorenel grupode las ratasconconstricciónde la aorta

abdominal.Éstonos indicaqueestosanimaleshabíandesarrolladohipertrofiacardfrca.El
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Tabla6: Característicasde las ratascontrolese hipertróficas.

P. ANIMAL

(g)

P. CORAZÓN

(g)

RATIO

(mg/g)

CONTROL (n=5) 498,4 ±9.5 1,76 ±0.04 3.5 ±0,09

HIPERTROFIA

(n=9)

472.2 ±15.1

NS.

2.32 ±0.09

pC0.001

4,9 ±0.13

p«O.000l

P., peso;ratio, cocienteentreel pesodelcorazónen mg y el pesodel animalen g. NS.,
no significante.Los datos estánexpresadoscomo las medias±ESM.

incrementoen el ratio de los animaleshipertróficos fue de un 40 % enmedia(3.5 ±0.09

mg/Kg en 5 ratascontroles,frente a 4,9 ±0,13 mg/Kg en 9 ratasconestenosisaórtica),

La hipertrofia de los miocitos aislados está confirmada por el incremento en las

capacitanciasde membrana,las cualesserelacionancon la superficie celular. En media,

la capacitancia(ver tablas7 y 8) de las célulasaisladasde corazonescontroles(n= 46) fue

de 181,94 pF, frente a 259.86pF en los miocitos de corazoneshipertróficos (n=64,

p«O.OOOl),lo cual suponeun incrementode aproximadamenteun 43 %, muy similar al

incrementoen el ratio, lo cual nos indica que los animalescon estenosisde la aorta

abdominaldesarrollaronuna hipertrofiaa nivel celular.

4.1.2,-HETEROGENEIDADTOPOGRÁFICA DE LOS POTENCIALESDE ACCIÓN

4.1.2,1.-Potencialesde acción en célulascontroles

El registro de los potencialesde acción (PA) se realizó utilizando la técnicade

patch-clainp,ensu métodode whole-cell, con la configuraciónde cierrent-clampprovista

en el amplificadorAxopatch íD (Axon Instruments).Los potencialesde acción fueron
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evocadosconcorrientesdespolarizantesde 5 ms de duración,de amplitudes 1.5 vecesel

umbral de activación, a 1 Hz. Paraello, se utilizó un estimuladorCibertec, CS20. Para

registrary analizarlos potencialesde acción,seutilizó unprogramadeordenadordiseñado

paratal efecto. En cadacélula se midió el potencialde reposo,la amplitud del potencial

de accióny su duraciónal 20, 50 y 90 % de repolarización.Cadacélula se estimulócon

corrientesdespolarizantes,cadavezmayores,hastaalcanzarel umbralde activación,Una

vez encontrado,se multiplicó este estfmulopor 1.5, se contaron10 PA, sin grabar,para

quese estabilizaran,y seregistraronlos siguientes10 potencialesde acción, La mediade

los valoresde estospotencialesdc acción, fue la quese utilizó como datosen cadacélula.

Los potencialesde reposofueronsimilaresen célulasde distinta procedencia(ver

tabla 7), sin embargo,un estímulo superioral umbral, evocó potencialesde acción

caracterizadospor una rápida despolarizacióny repolarización,con ausenciade meseta,

en el caso de células aisladasde ápex (ver fig 10 A), las células de la pared libre

izquierda, mostraron también unos potencialesde acción de corta duración, aunque

mayores que los de ápex (pcZO.O2, p<O.OO5, y p<O.OI, al 20, 50 y 90 % de

repolarizaciónrespectivamente).Los potencialesde acciónde máslarga duraciónfueron

registradosen los miocitos aisladosdel septum (fig 10 A), donde sí se observó una

pequeñamesetaen la repolarizacióndel PA. Cuandosecompararonestadísticamentelas

duracionesde los potencialesde acción de las células de ápex y septumse halló una

p <0,001 al 20 % de repolarización,y p <0,0001 al 50 y 90 % de repolarización.

También se encontró diferencia estadísticamentesignificativa a todos los niveles de

repolarizaciónal comparar las células de la pared libre con las de septum (al 20 %

p<O.OOl; al 50 % p<O.02; y al 90 % p<O,O5>.Para mayorclaridad, estos resultados

sepresentanen forma de histogramasen la fig. 11 (barrasblancas>,Enresumen,nuestros

resultadosconfirman la existenciade una heterogeneidaden la DPA en el ventrículo

izquierdode la rata.
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Fig 10: Ejemplo de varios potencialesde acciónregistradosen células controles (A) e
hipertróficas(B) de ápex(trazossuperiores>,paredlibre (centrales)y septum(inferiores).
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hipertróficos(barrasrayadas),medidasal 20, 50 y 90 % de repolarización.



101

Tabla 7: Característicasde los potencialesde acciónregistradosen células aisladasde

corazonescontroles.

ÁPEX

(n= 14)

PL

(n=15)

SEPTUM

(n= 17)

C~ (pF) 170.1 ±11.6 177.5 ±7.9 193.9 ±12.8

PR (mV) -69.3 ±1,5 -71.79 j 0.7 -69.7 ±1.05

Ampí. (mv) 103.8 ±3.9 110.5 1 2.6 105.2 1 3.1

DPA 20% (ms) 3.16 + 0.3 17.41 + 5.6 57,7 j 11.5

DPA 50% (ms) 12.5 ±1.7 54.6 ±13.3 127.8 ±17.9

DPA 90% (ms) 55,84 ±5,2 120.46±21.5 187.0 j 20.0

PL, paredlibre izquierda; C,,,, capacitanciade la membrana;PR, potencial de reposo;
Ampí., amplitud del potencial de acción; DPA, duración del potencial de acción. Los
valoresexpresanlas medias±ESM.

4.1.2,2.-Potencialesde acción en célulashipertróficas

Los PA registradosen las célulashipertróficas,mostraronmenordiferenciaentre

las distintas regiones anatómicas estudiadas, manifestando una tendencia a la

homogeneización(ver tabla 8 y fig. 10 B). Aunque en valoresmedios,las duracionesde

los potenciales de acción fueron: ápex<pared libre< septum, sólo, hubo diferencias

significativasentrelas célulasde ápexy septum(20% p<O,Ol, SOy 90% p<O.OOl),Para

mayorclaridad, estosresultadossepresentanenforma gráficaenla figura 11 (histogramas

rayados).Al igual queen las célulascontroles,no se observaroncambiosen las restantes

característicasestudiadas<capacitancia,potencial de reposo y amplitud del PA) entre

miocitosde diferentetopografía(ver tablas7 y 8),
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Tabla8: Característicasde los potencialesde acciónregistradosen célulashipertróficas.

APEX

(n= 25)

PL

(n= 17)

SEPTUM

(n= 22)

Cm (pF) 257.6 zE 18.0 280.2 1 1.6 243,7 f 14.0

PR (mV) -70,2 ±1.0 -69.51 ±1.6 -69.8 ±1.08

Ampí. (mV) 103.5 ±3.6 105.7 + 2.9 109.2 j 2.9

DPA 20% (rus) 15.3 + 2.8 34.3 ±11.5 47.1 ±10.6

DPA 50% (rus) 45.1 ±9.9 92.3 ±23.1 124.8 ±16.9

DPA 90% (rus) 110.8 ±13.0 159.5 1 32,2 192.04 ±16.0

PL, paredlibre izquierda; C,,, capacitanciade la membrana;PR, potencialde reposo;
AmpL, amplitud; DPA, duracióndel potencialde acción,Los valoresexpresanlas medias
+ ESM.

4.1.3.-MODULACIÓNDELOS POTENCIALESDEACCIÓN PORLA HIPERTROFIA

En la figura 11 se muestrael efectode la hipertrofiaen la DPA a distintosniveles

de repolarización(20, 50 y 90 %) en los miocitoscardiacosaisladosdel ápex, pared libre

y septum.Comose puedeobservar,la hipertrofia induceun claro aumentoen la DPA de

las células apicales,queson las de duraciónmásbreveen situacióncontrol. Las células

de la paredlibre tambiénexperimentaronun aumentode la DPA con la hipertrofia, pero

las célulasdel septumno mostraroncambiossignificativosen la DPA por el desarrollode

hipertrofia(ver tablas 7 y 8). El análisisestadísticoindicó un incrementosignificativo en

las duracionesde los PA de ápex(p<0.001al 20 y 50 % de repolarización)y paredlibre

(p<O.OS al 20 % y p<O.O3 al 50%), pero no se observarondiferenciasen el caso de

miocitos procedentesde septum.Estos datoshacenque en media, la DPA en las células

de ápexesténincrementadasen un
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384 % al 20 % de repolarización,un 260 % al 50 % y un 98 % al 90 %, de forma que

el PA resultamásprolongadoen las primerasfasesde la repolarización.En la paredlibre

tambiénse prolongómásal principio de la repolarización,aunqueen menorproporción:

en media,un 97 %, 69 %, y 32 % al 20, 50 y 90 % de repolarizaciónrespectivamente.

El resto de las característicasestudiadasno variaron, a excepciónde las capacitanciasque

fueronmayoresen el casode hipertrofia (p<O.OOI. en ápexy paredlibre, y p’c0,02 en

septum) (ver tablas 7 y 8). Dado que los resultadospresentadoshastaeste momento

indicanunadiferenciasignificativa en las mediasde las DPA, de las células de distinta

localizaciónen situacióncontrol, y no tan claramente en los miocitos hipertróficos,

decidimosrepresentartodos los valoresexperimentalesen la figura 12. La observación

detalladade dicha figura (panelA) indica claramentela existenciade dos poblacionesde

células:el ápex<triángulos)y el septum(círculos),Enel casode la paredlibre, los valores

de la DPA se encuentranintermediosentreambaslocalizaciones,pero acercándosemás

al ápex. Durantela hipertrofia (fig. 12 B), la imagenobservadaanteriormentecambia

totalmentey ya no sepuedehablarde distintosgruposclaramentediferenciados,indicando

una ausenciade heterogeneidadtopográfica.

4.1.4.-SÍNTESIS

Este grupo de experimentos demuestra que en situación fisiológica, las

característicaselectrofisiológicasde los miocitos cardíacosdel ventrículo izquierdo son

distintassegún su procedenciatopográfica, siendo las duracionesde los potencialesde

acción: ápex < pared libre < septum.

Las células aisladas de corazoneshipertróficos tienen similarespotencialesde

reposoy amplitudes,pero su duraciónestáaumentadaen el ápexy la paredlibre, siendo

mayor el incrementoen las célulasde ápex. En ambas,el alargamientoes más marcado

en la fasetempranade la repolarización(duraciónal 20 % de repolarización> 50% >

90 %).



105

Los miocitos de los corazoneshipertróficos tienenmenorheterogeneidad,siendo

significativamentediferentessólo las duracionesde los potencialesde acción del ápex y

el septumentresí. Segúnestasduraciones,los miocitossepodríanordenarápex=pared

libre =septum.

Por todo lo anterior, decidimos estudiar las característicasde las principales

corrientes implicadas en la repolarizacióndel PA de la rata, tanto en situación de

normalidadcomoen hipertrofia, Las corrientesmásimportantesquecontribuyena la fase

tempranade la repolarizacióndel PA en el ventrículo de rata son la• I~ y la I~, En la

siguientesecciónmostramoslos resultadosobtenidossobrela I~. Empezamosestudiando

esta corriente, ya que no existía ningún estudio sobre la posible implicación de esta

corrienteen la heterogeneidaden situaciónde normalidady los resultadospublicadoshasta

la fecha, sobrela ½en la hipertrofiacardíacasoncontradictorios(Keung, 1989; Scamps

y cols., 1990; Ten Eik y cols., 1983).
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4.2.-ESTUDIO DE LA CORRIENTE LENTA DE ENTRADA DE CALCIO

4.2.1.- RESULTADOSMACROSCÓPICOS

Los experimentosparael estudiode la corrientelentade entradade calcio, tipo L,

fueron realizados en células aisladas de los corazonesde 5 ratas controles y 4

hipertróficas,teniendoen cuentael origen topográficode cadacélula: ápex,paredlibre

izquierday septuminterventricular.Al tiempo de los experimentos,los animalesfueron

pesados,decapitados,y los corazonesextraídosparala disociaciónde los miocitos, Antes

de procedera la disociación, los corazonesfueronpesados,y el ratio pesocorazón]peso

corporalfue tomadocomo criteriopara la determinaciónde la hipertrofiacardíaca.El ratio

en el grupocontrol fue de 3.7 ±0.3 mg/g, y en el grupoconestenosisaórtica fue 5.1 ±

0.6 mg/g (p<O.Ol), lo que suponeun 35.13 % de incremento.

Las capacitanciasfueroncalculadassegúnse detalló en la secciónde métodos,y

susmediasencadagrupo estudiado,sepresentanen la tabla9. Se observóun incremento

del 53.88 % (151.68 + 5 89 n=26; versus 233.41 ±16.39, n=29; p<O.OOOl), al

compararlas capacitanciasobtenidasen células controles e hipertróficas. Estos datos

indican la presenciade una hipertrofiaa nivel celular.

4.2.2.-CORRIENTELENTA DE ENTRADA DE CALCIO

En la corrientedecalcio, tipo L, estudiamosla relacióncorriente-voltaje,activación

e inactivaciónen estado estacionario,reactivación, y curso temporal de activación e

inactivación.

Para estudiarla activaciónde la corrientecon respectoal voltaje, sometimosa l.a

célulaa pulsosdespolarizantes,de 225 ms de duración,desdeun potencialde membrana

de -70 mV. Estospulsos fuerondesde-50 hasta +60 mV, en incrementosde 10 mV, a

intervalos de 10 s. La Ic~ se midió como amplitud (diferencia entreel pico máximo de

corriente, y la corriente al final del pulso), a partir de la cual se calculó la densidadde

corriente(dividiendo la amplitud entre la capacitancia),enpA/pF.
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Para aislar la corriente de calcio, se añadió Cs~ en las solucionesintra y

extracelulares,conel fin de eliminar las corrientesde potasio; y se sustituyóel Na~ por

colinaen la soluciónexterna,paraeliminar la corriente de sodio. Paraasegurarnosde la

naturalezaiónica de la corriente registradaen nuestrascondicionesexperimentales,en

algunosexperimentosañadimosa la soluciónexterna,2 mM CdCl2, conocido bloqueante

de calcio, que suprimió esta corriente de entrada(ver solucionesen la secciónde

métodos).

Las densidadesde I~, no fueron significativamentedistintas entre los grupos

estudiados:ni entrecélulasde ápex, paredlibre, y septum; ni entrecélulascontroles e

hipertróficas(ver tabla 9 y fig. 13). Es decir, no encontramosningunamodulaciónde la
1Ca por el procesode hipertrofia, pero sí encontramosunagranvariabilidaden la densidad
de ½dentrode cadagrupo estudiado.

Tabla9: Magnitud de la ‘Ca en célulasaisladasde corazonescontrolese hipertróficos

CÉLULA C,,
1 (pl?) Ica/Cu,, (pA/pl?)

¡ C (n=9)
APEX 1- -H (n= 12)

139.1 ±42.6

214.5 ±99.3

12.06 ±5.65

8.68 ±3.02

C (n=8)
PARED LIBRE ~ —

1-1 (n= 13)

151.1 ±19.1

197.7 ±91.0

10.81 ±496

10.69 ±4.24

C (n=9)
3. —

SEPTUM H (n= 10)
175.5 ±22.6
217.0 zE 57.9

12.14 ±3.91
9,97 ±4.24

Ca,, capacitancia;
1Ca’ corriente de calcio; I~iC~, densidadmáxima de ‘Ca’ C, células

controles;H, célulashipertróficas.Los valores expresanmedias±DSM.
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Fig. 13: Relación densidad de corriente-voltaje en células controles (panel A) e
hipertróficas(panel B). Los triángulos representanlas mediasobtenidasen células del
ápex, los cuadradosde la paredlibre, y los círculos del septum±Los símbolosblancos
correspondena las célulascontrolesy losnegroscélulashipertróficas.Laslíneasverticales
indican la DSM.
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F¡g. 14: Ejemplode la variaciónencontradaen la ‘ca Los panelesA, B y C muestranlos
registrosde estacorrienteobtenidosen tres célulasdistintasde la paredlibre izquierdade
corazonescontroles.En el panel inferior se representanlas curvasdensidadde corriente-
voltaje de las mismascélulas, Las capacitanciasde membranafueron, en pF: A, 148.4~
B, 180.5; y C, 136.0.
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De hecho,en célulascontroles,las densidadesde la 1Ca variaron de 6.8 a 22.5 pA/pF, de

5.1 a 21.3pA/pF, y de 8.9 a 20.7pA/pF, en ápex,paredlibre y septumrespectivamente.

Resultados similares se obtuvieron en células hipertróficas,donde las densidadesde

corriente variaronde 4.9 a 14.1 pA/pF en ápex,de 4.9 a 17.4pA/pl? en la paredlibre,

y de 5.8 a 14.9 pA/pF en septum.La fig. 14 muestraun ejemplo de la ‘Ca registradaen

trescélulas distintasde la paredlibre en situacióncontrol,

La variabilidaden 1Co’ sólo la encontramosen la amplitudy densidadde corriente,

pero no en la dependenciadel voltaje ni en la cinética, Observandola curva corriente-

voltaje (fig 13), se ve que la I~, se activa a potencialespositivosa -30 mV, La corriente

máximade entradafue registradaa potencialesalrededorde + 10 mV (encélulasaisladas

de corazonescontroles,en mV: +12 ±4.2 (n=9), +10 zE 5.7 (n=8), y +8,8 zE 3.3

(n=9)en ápex,paredlibre y septumrespectivamente;y en miocitosaisladosde corazones

hipertróficos: +11.6 zE 7.7 (n=12), +8.5 zE 3.7 (n13), y +10 zE O (n10) en ápex,

pared libre, y septum respectivamente).El potencial de reversiónse determinó por la

intersecciónde la líneade corrientecero,con la regresiónlineal de la parteascendentede

la curva corriente-voltaje.Su valor estuvoalrededorde +60 mV en todas las células,

siendoen cadagrupo,en mV: +60.37 ±3.6 en 8 célulascontrolesde ápex, +60.33 zE

2.8 en 9 de paredlibre, +59,3 ±2.7 en 7 de septum.En los miocitos hipertróficosfue

+60.77 ±4.1, +60,3 ±4.1, y +61 ±4.3 mV en 11 de ápex, 13 de paredlibre, y 10

de septumrespectivamente.

4,2.3o CINÉTICA DE LA 1ca DEPENDIENTEDEL VOLTAJE

4.2.3.1,-Activación en estadoestacionario

La dependenciadel voltaje de la activación en estado estacionario,se analizó

utilizando los valoresde conductanciacalculadosde acuerdoconlas siguientesecuaciones

(Isenbergy Klóckner, 1982):

G = l~ / (V,n~Vrcv)

dm(Vm) = 0 1 ~
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dondeG es la conductanciacalculadaal potencial de membranaVm; k es el pico de Ica;

Vrov es el potencialde reversiónaparente,djVm) es el parámetrode activaciónenestado

estacionariode 10a y Gu,x es el valor máximo de conductancia.

Los datosde dm(V,,,) fueronajustadosa unadistribuciónde Boltzmannde la forma:

dcó(Vn) = 1/(1 + exp (y
0,5 - Vm) / k)

dondeV05 es el potencialal cual
10a está activadala mitad de suvalor máximo y k es la

pendientede la curvade activaciónenel puntode inflexión, Puestoqueenel tiempohasta

el valor de pico utilizado para el cálculo es posiblealguna inactivación y los valoresde

V
05 y K sonextrapolados,estos datosse debenconsiderarcomo unaaproximación.

Los datosobtenidosde la activaciónen estadoestacionario,conrespectoal voltaje

se resumenen la tabla 10 y las curvasse representanen la fig. 15. No se observaron

diferenciassignificativasentrecélulasde diferentetopografía(y éstono se modificó con

el desarrollode la hipertrofia) ni en el potencialumbralde activación,ni en el potencial

al cual la activación fue la mitad de la máxima, ni en la pendientede la curva de

activación.

Tabla 10: Datosobtenidosde la curva de activaciónen estadoestacionariode la I~, en
células de corazonescontrolese hipertróficos.

CÉLULA V~ (mV) V05 (mv) k

A
C (n=9)

! -
H (n= 11)

-18.9 zE 3.3

-23.6 ±6.7

-1.24 ±3.80

-0.96 ±4.61

5.83 zE 0.49

6,29 j 0.78

PL
C (n=7)

! —
• H (n=13)

-21.4 zE 3,7

-27.7 zE 4.4

-1.42 ±3,50

-3.82 ±2.80

6.11 1 0.70

5,95 ±0.67

s
C (n=8)

~. —
¡ II (n=10)

-22.5 ±4.6

-23 1 4.8

-3,13 ±1,80

-2.02 ±2.62

5.59 ±0,92

5.99 ±0.60

A, ápex; PL, paredlibre; 5, septum; C, células controles;H, célulashipertróficas;‘4,
voltaje umbral de activación; V05, voltaje de semiactivación;k, pendientede la curva de
activaciónen su punto de inflexión. Valoresmedios ±DSM.
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4.2.3.2.-¡¡¿activación en estadoestacionario

La inactivaciónenestadoestacionariodependientedelvoltaje, sedeterminóusando

un protocolode doble pulso:Desdeun potencial de membrana(V1>) de -70 mV, se dieron

pulsos condicionantesde 2000 ms de duraciónque fuerondesde -60 a +60 mV, en

incrementosde 5 mV. Despuésde cadapulso condicionante,se volvió al VN durante3 ms,

parapermitir mayor separaciónentrela corrientey la variable capacitativa,y se dio un

pulso testa + 10 mV (por ser aproximadamenteel potencialal cual la
10a fue mayor),de

225 ms de duración. Los datosse normalizarondividiendo la corriente obtenidacon el

pulso test entre la de mayor valor.

La inactivaciónen estadoestacionarioes función del potencialde membranaen

células controlese hipertróficas.En todas las células estudiadas,la corrientedisminuyó

cuandoel pulso condicionantefue desde-60 a + 10 mV, pero, a potenciales

Tabla 11: Parámetrosde la curva de inactivación en estado estacionario,en células
controlese hipertróficas,

V
05 (mV) k Vaax (mV) ~ros(~)

¡ C (n=9)

H (n=9)

-12.99

-12.88

j

j

4,38

3.57

-6.84

-6,52

±

±

1.52

1.08

20.0

16.1

z

zE

5.0

7.8

3 ~ 1

5 ±2

PLr
u

C (n=8)

H (n=12>

-13.61

-14.73

±

±

4.24

3.85

-6.56

-6.85

±

±

1.26

1,31

16.6

16.7

zE

±

4.9

6.2

5 j 2

6 ±1

sr¡
C (n=9)

14 (n=11)

-14.24

-14.79

±

±

4.17

3,57

-6.62

-6.85

±

±

1.01

0.75

15,6

14.1

±

±

4.9

5.8

5 ±2

4 ±2

L

Célulasde ápex(A); paredlibre (PL>; y septum(5); en situacióncontrol (C) e hipertrofia
(H). V05, voltaje al cualla inactivaciónesla mitadde la máxima;k, pendientede la curva
de inactivación; Vmax, voltaje al cual la corriente está máximamenteinactivada; ~
porcentajede la corriente residual (no inactivada>en relacióna la máxima. Los valores
estanexpresadosen media ±DSM.
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Fig. 15: Superposiciónde las corrientesde activación(G/G~) e inactivación (I/Imax) en
estadoestacionarioen células controles(círculos)e hipertróficas(semicírculos),de ápex
(A), paredlibre (B), y septum(C). La línea continuaes la ecuaciónde Boltzmannque
mejor se ajustaa los valoresmediosde la activación(ecuaciónen el texto>.
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mayoresde + 10 mV, aumentó(fig 15), El potencialcondicionanteque más inactivó la

corrienteno fue significativamentedistinto entregrupos(tabla 11, Vunax), tampocofueron

distintosel potencialal cual la corrientefue inactivadaal 50 % (y05), ni la pendientede

la curva de inactivacióncomo función del potencial condicionante(k). La inactivación

máximano fue completa(no se alcanzóel 100 % de inactivación),quedandounacorriente

residual (Iros) en la cual tampoco hubo diferencias significativas entre tos grupos

estudiados,Los valores medios se resumenen la tabla 11, Los valores de potencialde

semiactivacióny pendiente,se calcularonajustandolos puntosde la curvade activación

desdeel principio hastael de máximainactivacióna unacurvade boltzmann.

4.2.4.-CINÉTICA DEPENDIENTE DEL TIEMPO

4.2.4.1.-Reactivación

El análisisdel tiempoempleadopara la recuperaciónde los canalesde Ca
2~, tipo

L, de la inactivaciónse analizó utilizando un protocolode doble pulso. Desdeun V
1, de

-70mV, dos pulsosde 225 ms de duracióna + 10 mV sesepararonpor una vuelta al V1,

duranteun tiempo que varió de 0.1 a 4 s. La corriente registradafue la correspondiente

al segundopulso de cadagrupo de dos, y senormalizódividiéndolaentrela obtenidaa los

4 s de intervaloy relacionándolaenuna gráfica, conrespectoal intervaloentrelos pulsos

condicionantey test.

Los datosobtenidosen la reactivaciónde la
1Ca se representanen la figura 16.

Todaslas célulaspresentaronel mismo patrónde reactivación,conun overshoot(cuando

la corriente registrada,en respuestaal pulso test, es mayor que la obtenidaen respuesta

al pulso condicionante>entre 100 ms a 2 s. El tiempo de recuperaciónde la inactivación,

al 50 %, se extrapoló de la gráfica para cada célula, y sus valores medios no fueron

significativamentedistintosentregruposestudiados,(enms): 66.32±6.6 (n4) en ápex,

71.1 zE 9 (n=7) en paredlibre, y 65.8 ±10.6 (n=7) en septum,miocitos controles; y

56.94 ±7.6 en ápex(n=7),60,3 ±6.1 enla pared libre (n=9), y 60,8 ±7.8 en septum

(n=8) miocitos hipertróficos
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Fig. 16: Reactivaciónde la 1Ca en función del tiempo. PanelA, células de ápex; B, de
paredlibre; y C, de septum.Los símbolosblancosindican célulasaisladasde corazones
controlesy los negrosde corazoneshipertróficos.Las lineasverticalesindican las DSM.
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4.2.4.2.- Cursostemporalesde activacióne inactivación

En cadatrazode Ic,, semidió el tiempodesdeel comienzodel pulsohastael pico

máximode corriente (tiempo al pico) y la cinéticade caídade corrientepor el ajustedel

trazo(desdeel pico hastael final del pulso> a una función matemáticacon el programa

Clampfit, Axon Instmments, La mejor correlación se obtuvo con una ecuación

biexponencial,con dosconstantesde tiempo, una rápiday otra lenta:

It = A1 exp (-t/r~) + A, exp (-Ur,> + A,

donde It es la amplitud total de la corrientede entrada.;A1, A, son las amplitudesde los

componentesrápido y lento; A0 es el componenteindependientedel tiempo; y ~yy r, las

constantesde tiempo rápiday lenta, respectivamente.

Curso temporalde activacion

El tiempode activaciónfue rápido (fig 17). Los valoresmedios de tiempo al pico

de corriente,al potencialde + 10 mV (potencialal cual se registróla máximaI~) fue, en

ms: 7,3 ±1.5, 6.5 ±1, y 7,7 ±2.7 en ápex (n=9), pared libre izquierda(n=8), y

septum(n=9>, respectivamente,miocitos aisladosde corazonescontroles;y 7.32±1,4

en ápex(n= 12), 6,7 zE 1.9 en pared libre (n= 13), y 7.7 ±1.7en septum(n=10>,células

aisladasde corazoneshipertróficos.No hubo diferenciasignificativa entregrupos..

Curso temporalde inactivación

Despuésde la rápidaactivación, la
1Cn mostróunainactivaciónquefue inicialmente

rápida, seguidade unacaídamáslentahacia la líneade corrientecero,Las dos constantes

de tiempo (rápida y lenta) de inactivación,estánrepresentadas,en funcióndel potencial,

en la figura 18. Tampocose observóningunadiferenciasignificativa en la inactivación

dependientedel tiempo, ni entrecélulasprocedentesde distinta topografía,ni entrecélulas

controlesehipertróficas.Los trazosde corrientemáximaen cadacélula presentaronuna
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constanterápida de inactivación(enms) de5.9±1.9 enápex(n=9), 5,8 ±1 enlapared

libre (n8), y 6.2 zE 1.6 en septum (n=9) aisladosde corazonescontroles. En los

corazoneshipertróficos,las constantesrápidasfueronde 6.2 zE 1.5 ms, 7.0 ±1.2 ms, y

6.9 ±2.5 ms en células hipertróficasde ápex (n= 12>, paredlibre (n=13) y septum

(n=10) respectivamente.Las constanteslentasde inactivaciénfueron, 63.1 ±7 versus

67.9 zE 3 ms en ápex, 77.0 ±18 venus83.2±8.2 ms en la paredlibre, y 67,7±11.9

versus83.2 ±8.2 rus en septumde corazonescontrolesversashipertróficos.

4.2.5.-SÍNTESIS

La corrientelentade entradade calciono eshomogéneaen las célulasventriculares

de rata. Sin embargo,estavariabilidad no estárelacionadacon la procedenciaregionalde

las mismas.Es posibleque estehechosearesponsablede la variabilidad encontradaen las

duracionesde los potencialesdeaccióndentrode cadaparteestudiada,pero no es la causa

de la diferenciaen las DPAs observadaentredistintaslocalizaciones.

La densidadde 10a no resultamodificadacon el procesode hipertrofia, por lo que

esta corriente no es la responsablede la prolongacióndel potencial de acción durante

hipertrofiacardiaca.

Puestoqueaúnno hemosresueltoel problemade cual es la corrienteimplicadaen

la heterogeneidadencontradaen los corazonesnormales ni en la prolongaciónen la

duracióndel potencial de acción de las células hipertróficasdel ápexy la paredlibre,

continuaremosnuestroestudio,estavez con la corriente transitoriade salida de potasio,

~ la cual se ha sugeridoque sea la causantede la heterogeneidaden situacióncontrol

(Furukaway cols., 1990a; Antzelevitchy cols,, 1991).



120

4.3.- ESTUDIO DE LA CORRIENTE TRANSITORIA DE SALIDA DE POTASIO

SENSIBLEA LA 4-AMINOPIRIDINA

4.3.1.-RESULTADOSMACROSCÓPICOS

Pararealizarel estudio de la corriente transitoriade salida, seoperaroncatorce

ratasSprague-Dawley(180-200g>. En la mitad de ellas se indujo hipertrofiaventricular

izquierda,por medio de la colocaciónde un clip en la aorta abdominal.La otra mitad

sufrió unaoperaciónsimulada,que fue en todo idénticaa la anteriorexceptoen queno se

le colocó ningún clip. Estesegundogrupo fue utilizadocomo control.

Al tiempode los experimentos,los pesosde los animalescontrolesy los quehabían

sufrido constricciónaórtica, no fuerondiferentes,Por el contrario, los corazonesde las

ratascon constricción aórtica fueronsignificativamentemayoresque los controles (ver

tabla 12), lo que redundóen un mayorratio pesocorazón/pesocorporalenel grupo de los

animalesconconstricciónaórtica (5.5 ±0.6 mg/g en las ratascontroles,frente a 3.7 zE

0.3 mg/Kgen las hipertróficas).Éstosuponeun incrementodeun 48% aproximadamente,

por lo que los corazonesde los animalescon constricción aórtica fueronconsiderados

hipertróficos.

Tabla 12: Característicasde las ratascontrolese hipertróficas.

Pesocorporal Pesocorazón Ratio (mg/g)
(g) (g) corazón/cuerpo~1

Control
(n=7) 427,7 j 36.5 1.6 j 0.2 3,7 ±0.3

I-Iipertrofia
(n=6) 442.7 ±35.1

2

2.4 ± 0.3

5

5.5 ± 0.6

Los datosestánexpresadoscomo medias+ DSM. >~<, p<O.00l
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4.3.2.- CORRIENTE TRANSITORIA DE SALIDA

Basandonuestrodiseñoexperimentalen la existenciade unarelativamentegrande

I,~ en rata (Joseplisony cols., 1984), y la heterogeneidadde los potencialesde acción,

encontradaenlascélulasventricularesdeestaespecie(Watanabey cols,, 1983),decidimos

estudiardicha corriente, en células ventricularesde rata de tres regionesanatómicas

distintas:apex, septuminterventriculary pared libre izquierda.

Para estudiar esta corriente, las células fueron sometidas a distintos pulsos

despolarizantes,desdeun potencial de fijación, V11, de -80 mV (cercanoal potencialde

reposo) que fueron desde -50 mV hasta +60 mV en incrementosde + 10 mV. La

duraciónde los pulsosfue de 300 ms y el intervalo de 5 s.

En células normales,los pulsospositivos a -30 mV indujeron unacorriente de

salida dependientedel tiempo y el voltaje. Esta corriente se activó rápidamente,hasta

llegar a un pico máximo seguidode una máslentainactivaciónparallegara un “plato” del

modo descrito por Josephsony cols. (1984).Para asegurarnosde la naturalezajónica de

esta corriente, añadimosal líquido de perfusión 4-aminopiridina (4-AP> (ver sección

solucionesen métodos),que esun bloqueantede la ~ y repetimosel mismo protocolo.

Despuéshicimos la sustracciónde los dos registros(antesy despuésde la perfusióncon

4-AP). De esta forma estudiamosla I~ corno la corriente sensiblea 4-AP evitando la

contaminacióncon otras corrientes (fig 19). Estos resultadosfueron similares a los

obtenidospor Apkon y Nerbonne(1991). La contaminacióncon la corriente lenta de

entradade calcio,
1ca’ se evitó con la presenciade 2 mM de CoCí

2. No observamosel

segundocomponentede la corrientetransitoriade salidaen nuestrosexperimentospuesto

que este componentedependedel aumentode CaZ+ intracelular,En nuestroprotocolo se

evitó el aumentodel Ca
24 intracelular, y de este modo el segundocomponentede la

corrientetransitoriade salida,por dos vías: 1) evitandola entradade calcio procedentedel

medio externoañadiendoCI
2Co que bloquealos canalesde calcio y 2) quelandoel que se

pudieraliberar de reservorioscomo el retículo sarcoplásmicomediantela adición de

EGTA a la solución interna(ver solucionesen métodos).
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Fig. 19: A, corriente transitoria total registradaen un miocito normal en respuestaa
despolarizacionesdesdeun potencialde -80 mV a distintospotencialesquevariarondesde
-50 mV hasta+60 mV, en incrementosde 10 mV. La soluciónexternacontenía2 mM
de Co2~ y colinareemplazandoal sodio, B, corrientesregistradasen la mismacélula en
presenciade 4-AP. C, Corrientetransitoriasensiblea la 4-AP, obtenidapor sustracción
de los registrosanteriores.Las flechasindican el nivel de corrientecero.
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Fig. 20: Registrosrepresentativosde la Ir,, obtenidosen célulascontroles(A) ehipertrófi-
cas (R), de septum(trazossuperiores),ápex(centro) y paredlibre (trazosinferiores), C,
representaciónde la densidadde corrientefrenteal voltaje en célulasaisladasde corazones
controles (C), o hipertróficos (D> procedentesde ápex (rombos blancos>pared libre
izquierda(círculosblancos)y septum(puntosnegros>.V, voltaje. Los símbolosindican
mediasy las barrasverticalesESM.
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Todoslos análisis fueronhechossobrela corrientesensiblea 4-AP agrupandolas

célulassegúnsu procedenciaregional: apex, pared libre izquierday septum.Parapoder

compararlas corrientesde células de diferentetamaño,la amplitud de corrienteen cada

célula fue normalizadapor su capacitanciade membranaCm, la cual estáen relacióncon

la superficie(1 gF/cm,Kleimany Houser,1988) y esmásexactaque la medicióna través

del microscopio,que despreciarlalas invaginacionesde la membrana.De esta manera,

siemprenos referiremosa la corrienteen términosde densidad.

4,3.2.1.-4 en célulascontroles

En la figura 20, se muestranlos registros de la corriente transitoria de salida

sensiblea 4-AP en una célula de cadaregiónestudiada,Se hanelegidocélulas de similar

Ca,. Como seve, en septumla 1,,, es menorqueen apex,y en apexmenorqueen la pared

libre izquierda, a pesarde que ni la dependenciadel voltaje, ni el umbralde activación

fuerondistintos, La I,~ seempiezaa activarentre-45 y -25 mV (tabla 13) y apartir de ahí,

la corriente comienzaa aumentar,segúnel potencial de membranava haciéndosemás

positivo. Parapotencialesmayoresa O mV las densidadesde I,~ se diferencianclaramente

segúnla procedenciaregionalde los miocitossiguiendoel patrón: pared libre izquierda-

> apex>septum(ver tabla 13), Puestoque no hubodiferenciasen las capacitanciasentre

grupos, no se puede relacionar la diferencia de densidadescon diferente morfología

celular.

Estos hallazgos indican que la corriente transitoria de salida en miocitos

ventricularesde rata es sensiblea la 4-AP y dependientedel tiempo y el voltaje como

previamentedescribieronotros autores(Josephsony cols., 1984; Dukesy cols,, 1991; y

Apkon y cols., 1991). Además, se ve que existe una relación entre la procedencia

topográficade la célulay algunasde las característicasde la corrientetransitoriade salida,

4.3.2.2.-4 en célulashipertróficas

Paraestudiarla posiblemodulaciónde la hipertrofiasobrela corrientetransitoria,

se hizo el mismoprotocolo conlos miocitosprocedentesde corazoneshipertróficos.
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La media de la amplitud de 1(0 fue sólo ligeramenteinferior en las células

ventriculareshipertrofiadas(tabla 13 y fig 20), pero las densidadesresultaronclaramente

disminuidasen la hipertrofia cardíaca, Al igual que en células normales,se vio una

diferenciaregionalen la I~, que de mayor a menorfue: apex> paredlibre> septum.Sin

embargo,las diferenciasentre gruposfueronmenosmarcadasqueen situacióncontrol,

Los umbralesde activaciónsufrieronun desplazamientohaciapotencialesmás positivos

(tabla 13). La diferenciaen la corrientetransitoriasensiblea 4-AP, entregruposestudiados

(ya seapor distintatopografíao situacióncontrol o hipertrofia>, podríaestarrelacionada

conun cambioen la densidadde canaleso en las propiedadesde los mismos.Por ello, nos

propusimosestudiarotras característicasde la corriente,

Tabla13: Característicasde la corrientetransitoriade salidade potasio,sensiblea4-AP,
en células aisladas de diferentes regiones topográficas de corazonescontroles e
hipertróficos.

[+60 mV)1
APEX

[
n=10]

~
H

[n=10]

159,8 ±52.1

242.7 ±57.9

-34.0 j 5.7

-27.5 ±10,6

20,2 ±1.7

11.6 ±2.0

P
PARED [n=12]
LIBRE F

IZQ ¡ ~
1 [n=16]

142.6 ±45.1

282.7 ±46.5

-35.0 ±7.4

-21.7 ±6.5

30,1 ±9,2

8.4 zE 5.0

[
n= 12]1.SEPTUM ¡ H

1 [n=16]

177.4 ±26.1.

277.6 ±44.4

-31.7 ±6.5

-26.9 ±6.5

11.9 zE 3.3

3,8 ±1.5

C,,,, capacitanciade membrana;C, miocitos procedentesde corazonescontroles; H,
miocitosaisladosde corazoneshipertróficos;V~, voltajeumbral, al cualse empiezaactivar
la corrientetransitoriade salida,~ En la tabla sedanlos valores medios±la desviación
estándar.Los valoresde densidadde I,~, estánmedidosa +60 mV. Los valoresexpresan
medias±DSM.
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4.3.3, CINÉTICA DE 1,0 DEPENDIENTE DEL VOLTAJE

4.3,3,1.-Activación en estadoestacionado

Paracalcularla,sedeterminóla conductanciade cuerdaen función del potencial

de membranasegúnLefevre y cols. (1991):

G = 1 ¡ (V0, Vrev)

dondeO es la conductanciade cuerda calculadaal potencial de membranaVm, 1 es la

amplitud de la corriente medida al potencial Vm, y Vrev es el potencial de reversión

aparentede la corriente, asumiendoqueesuna corrientepura de potasio,calculamosel

potencialde equilibrio paraesteión, segúnla ecuaciónde Nerst, En nuestrascondiciones

experimentalesfue aproximadamente-94 mV, Comoel vaJor máximode I,~ registradono

refleja la conductanciamáxima, la determinamossegúnla regresiónde los puntosa una

ecuaciónde Boltzman:

O = Orn,, / {1 + exp [(V0,5- V,~) / K]}

donde0 es la conductanciacalculadaal potencial de membranaVm, V05 es el potencial

al cual la activación es la mitad de la máxima, y K es la pendientede la curva de

activaciónenrelaciónal voltaje. Utilizandoel valor de conductanciamáximacalculadapor

este método, representamosgráficamentela conductancianormalizada0 ¡ G,,,~ frente al

voltaje (fig 21). Puestoque el potencial de reversiónes un valor aproximado,las curvas

de activación obtenidasse debenconsiderarcomo una aproximación. No se observó

diferenciaen la cinéticade activaciónen las distintaslocalizacionesestudiadas(tabla 14).

Sin embargo,las conductanciasmáximasconsideradasen densidadfuerondistintassegún

la topografía (PL>A >S), y claramentemenor en las célulasprocedentesde corazones

hipertróficos.Esta diferenciapodría ser debidaa los valores mayores de capacitancias

observadosen célulashipertróficas.Si comparamoslas conductanciasmáximas,antesde

normalizaríasa susrespectivascapacitancias,no observamosdiferenciasexceptopara5,

siendo las hipertróficas versus normales (en jtS): 17.9±6.8versus 18.6±7.8en A;

15.8±10,5versus26.0+13,0en PL; y 6.7±2.9versus 13,8 en 5, Asumiendoque Oma,

estárelacionadaconel númerode canalesfuncionales,consideramosqueexisteunagran

probabilidadde queel númerode canalesfuncionalespor célula (procedentede A o PL)
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no seencuentremodificadoen los corazoneshipertróficospero en densidadseencuentre

disminuida a consecuenciade que la célula tiene mayor superficie, pero no se han

sintetizadonuevoscanales.Sin embargo,estahipótesisno seríaválidaen el casodeS,en

el que la hipertrofia induciríauna disminuciónen el númerode canalesfuncionales.

Tabla14: Parámetrosde la curvade activaciónen estadoestacionariode la ~ en miocitos
aisladosdedistintaspartesdel ventrículoizquierdodecorazonescontrolesehipertróficos.

Gn,ax(/.tS/PF) V0,5 (mV> K(mV)

1 C [n=9]
APEX

H [n=10]

0,13 ±0.02

0,07 ±0.01

3.5 ±4,6

2,5 zE 3,5

12.0 ±2.6

11.3 ±1,5

PARED
LIBRE

C [n=11]
~

H [n= 16]

0,18 ±0.07

0.05 j 0,03

4.1 ±5.6

-1.6 ±7.2

13.8 ±4.7

10,0 ±2.2

C [n= 12]
1-SEPTUM
¡ II [n= 16]

0,08 ±0.02

0,02 ±0,01

-2,4 ±8.6

-3.7 zE 7.5

12,3 ±3,2

8.7 ±2,6

C, Célulascontroles;1-1, célulashipertróficas;
0’aflx’ conductanciamáximanormalizadaa

la capacitanciade membrana;V
05, voltaje al cual la activaciónes la mitadde la máxima;

K, pendientede la curvade activaciónen supunto de inflexión, los datosexpresanmedias
±DSM.

4.3.3,2.-Inactivación en estadoestacionario

Paradeterminarla dependenciadel voltajede la inactivaciónen estadoestacionario

de I,~, sometimosa la célula a un pulso condicionante,de 2 s de duración(0.2 Hz), a

distintospotencialesque variarondesde-60 mV hasta-10 mV, con incrementosde +5

mV, desdeun potencial (V11) de -80 mV. Cadapulso condicionantefue seguidode una

vuelta al V1, durante3 ms, parapermitir mejor resoluciónde la corriente capacitativa,

antesdel pulso test a +40 mV de 700 ms de duración. Las corrientesregistradasen

respuestaa los pulsos test, fueron normalizadas,dividiéndolasentre la corrientemáxima

obtenidaencadacélula.
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F¡g. 21: Curvas de activación en estado estacionariode células controles (símbolos
blancos>e hipertróficas(negros>,de células procedentesdel ápex (A), paredlibre (B) y
septum(C>. Las lineascontinuasrepresentanla curvade Boltzmann(ver texto) quemejor
se ajusta a los puntospara celulas controles,y las discontinuaspara hipertróficas. Las
barrasverticalesexpresan±ESM.
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Fig. 22: Curvas de inactivaciónen estadoestacionariode células controles (símbolos
blancos)e hipertróficas(negros), de célulasprocedentesde ápex (A), paredlibre (B) y
septum(C), Las líneascontinuasrepresentanla curvade Boltzmann(ver texto) quemejor
se ajusta a los puntos obtenidos en las células controles, y las discontinuasen las
hipertróficas.Las barrasverticalesexpresan±ESM.
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De esta manera, la dependenciade la inactivación pudo ser ajustadaa una

distribuciónde IBoltzmanride la siguienteforma:

= 1/{1 +exp[(V0,5-VJ/k]}

donde V0,5 es el potencial al cual la inactivación es la mitad de la máxima, Ve es el

potencialdel pulsocondicionante,y k es la pendientede la curvaenel puntode inflexión.

La curvade inactivaciónde ‘Lo tuvo forma sigmoidal (fig. 22), La inactivaciónfue

completaa potencialesentre -10 y + 10 mV, y al llegar a potencialesde -50 mV, la

inactivación fue casi completamenteausente.Las tres curvas de inactivación (en cada

región anatómicaestudiada)fueroncasi idénticas,lo que sugiere la falta de modulación

de la inactivaciónsegúnla topografía.No se observarondiferenciassignificativasni en la

V05, ni en la k, entrelas distintasregionesanatómicasestudiadasni en situacióncontrol,

ni en hipertrofia (tabla 15).

Tabla 15: Parámetrosde las curvasde inactivaciónen estado estacionariode la ~ en
célulasprocedentesde ventrículosizquierdoscontroleso hipertróficos.

V05 (mV) k(mV)

1 C [n=7]PSÁPEX : n [n=8]
-36.1 ±3.8
-34.5 ±2,5

-5.9 ±0,6
~ ±1.0

¡ C [n=6]
PARED ~
LIBRE ¡ H [n=10]

-36.0±5,8

-31.2±6,5

-5.9 ±1,1

-5.4 ±1,1

C [n=7]1..SEPTUM H [n=7]
-35.7 ±4,7
-33,7 zE 3,5

-5.5 ±0,5
-6.3 ±1,3

Valores del voltaje al cual la inactivación es la mitad de la máxima (y0,5), y de la
pendientede la curvade inactivación(k), de la 110 en célulascontroles(C), e hipertróficas
(H), expresadoscomo media + DSM,
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4.3.4,-CINETICA DE Ir,, DEPENDIENTE DEL TIEMPO

En los trazosde la corriente(fig. 19 y 20), sepuedeobservarque, duranteel pulso

despolarizante,la ~ aumentarápidamentehastaalcanzarun pico máximo,y luegodeclina

mássuavemente,mostrandouna dependenciadel tiempo. Los tiempos de activacióne

inactivaciónfueronanalizadosmidiendoel tiempo al pico, desdeque comenzóel pulso

despolarizante,y el análisisde la caída de la corrientesensiblea 4-AP,

4.3.4.1.-Curso temporalde activación

Como se muestra en la figura 23 A, el tiempo al pico fue medido desde el

comienzodel trazoascendentehastael máximovalor de 1,~. A voltajescercanosal umbral

de activación (-30 mV), el tiempo al pico fue menor de 45 ms y se fue acortandoa

potencialesmáspositivos(fig 23 B y C).

Debido a problemasmetodológicos,como el hecho de realizar los registros a

temperaturaambiente,no podemosdescartarunasobreestimaciónde los valoresobtenidos,

sin embargo,estadependenciadel voltaje del tiempoal pico, tambiénha sido medidapor

Josephsony cols. (1984), y confirmada por Apkon y Nerbone (1991) calculando la

constantede activación haciendola regresiónde la fase ascendentedel registro a una

ecuación monoexponencial.sin embargo, ellos analizaron la I,~ total, sin hacer La

diferenciaciónconla corrientesensiblea 4-AP,

No se encontródiferencia apreciableentre las distintaspartesestudiadas,ni en

control, ni en hipertrofia. Peroal compararlos resultadosentre control e hipertrofia, se

puedeapreciarun alargamientoen el tiempo al pico en el casode lascélulashipertróficas

(fig 23).
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Fig. 23: Cinéticade activaciónde 1,,. A, ejemplo de la medicióndel tiempo al pico de
corriente a cadavoltaje, T, tiempo al pico que fue medido desdeel comienzode ascenso
de la corriente hastael máximovalor de corriente en cadatrazo. B, valoresmedios ±
ESM obtenidosen célulascontrolesy C, hipertróficos;de ápex(círculosblancos),pared
libre (rombosblancos>y septum(círculosnegros>
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4.3.4,2.-Curso temporalde inactivación

Para potencialesmás positivosa -20 mV, la cinética de caídade la corriente I~,

sensiblea 4-AP, fue monoexponencial.Usandoel programaClampfit (AxonInstruments),

la ecuaciónque se ajustó mejor a la partedescendentedel trazo fue:

íw¡ = Ar exp (-t/r> + A0

donde
1¡ot es la corrientetotal de salida,A, esla amplitud inicial de la fasede inactivación,

r es la constantede tiempo de inactivación,y A
0 es la amplitud del componenteindepen-

dientedel tiempo.

En la fig. 24 se representanlas mediasde las constantesde inactivación,calculadas

segúnse acabade explicar. Los valores individualesvariarondesde81.1 hasta15,7 ms.

En el rango de potencialesanalizado(-20 a +60 mV), las constantesde inactivación,

representadasen funcióndel voltaje, mostraronuna tendenciaa exhibiruna forma de U.

Como puedeobservarseen la gráfica, no hubo una clara diferenciaciónentrepartes,

aunquelas constantesde tiempocorrespondientesa las célulasdel septunifueronmayores

que las correspondientesal ápexy a la paredlibre,

En los miocitoshipertróficos hubo mayor homogeneidadentreregiones,pero al

comparar las ~ de las células hipertróficas con las controles, las primeras fueron

mayores(fig. 24). Las constantesde inactivaciónde los miocitos aisladosde corazones

hipertróficosfueronintermediasentrelas de septumy las de apex-paredlibre en situación

control. Los valoresmedios de estasconstantes,a +40 mV, fueron: 40.8 ±4.0 venus

32.5 ±8.3 en ápex, 42,1 ±6,8 versus 39,2 zE 11.8 en la paredlibre, y 42.1 + 6.8

venus41.2 ±9.7 ms en septum,de célulashipertróficasy controlesrespectivamente.

4.3.5.-SÍNTESIS

En este grupo de experimentoshemosdemostradoqueen situaciónfisiológica, la

I~ está distribuida de forma heterogéneaen las distintaspartes estudiadas,siendolos

valoresmedios: pared libre> ápex>septum,encontrándoseunagran variabilidaden la
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paredlibre. La menor~ encontradaen las célulasaisladasde septumen comparacióncon

la de ápexy paredlibre, explicaría la razónpor la cual estascélulas presentanmayor

duraciónen el potencial de acción.

En los corazoneshipertróficos,la I~ es máspequeñaen densidadcomparadacon

la registrada en corazonesnormales, y tiende a hacersemás homogénea,siendo:

ápex>paredlibre> septum.Ésto podría relacionarsecon el aumentoen la duracióndel

potencial de acciónen los miocitoshipertróficos,sin embargono estádel todo claropor

quéenlas célulasdel septuminterventricularde corazoneshipertróficosno estáaumentada

la duracióndel potencial de acción, puestoque la 1,,, está disminuida. Por este motivo,

consideramosmuy interesanteanalizar, en la mismacélula, la duracióndel poteñcialde

accióny las dos corrientesprincipales implicadasen la repolarizacióndel potencial de

accióncardíacoen la rata, la ½y la I0~
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4.4.-ESTUDIO DE LA RELACIÓN ENTRE LA DURACIÓN DEL POTENCIAL DE

ACCIÓN Y LAS CORRIENTES DE CALCIO Y TRANSITORIA EN CADA

CÉLULA

Los resultados presentadoshasta estemomentomuestran queel potencial de acción

es diferenteen célulasde distinta procedencia,lo que, segúnlos resultadosque hemos

obtenidoal estudiarla corriente transitoriade salida, estaríadeterminadopor la diferente

distribuciónregionalde la I¡0~ Por otra parte, el estudiode la I~ nos ha indicado queesta

corriente es muy variable, pero que esta variabilidad no está distribuida según las

diferenteslocalizacionesque hemosestudiado,esto es, ápex, paredlibre y septum.Es

posible que esta variación sea la determinantede la gran variabilidad que hemos

encontradoen la duracióndel potencialde acción,sobretodoen la paredlibre(ver fig 12,

en la sección4.1), Además,hemosencontradoquela corrientede calcio no varia en la

hipertrofia, pero la ~ está disminuida en todas las regionesestudiadasdel corazón

hipertrófico, incluido el septum, única parte dondeel potencial de acción no resulta

enlentecido en nuestrascondiciones experimentales.Ésto nos hace suponer que la

contribución de las corrientes I,~ e 1Ca puede ser distinta en las células de distinta

procedenciaregional. Desgraciadamente,al comparar lo que pasacon cadaparámetro

(potencialde acción, I~, e I,~) estarnostratandogrupos diferentesde células, es decir,

queremosrelacionar los datos obtenidosen grupos de células distintas de animales

distintos, lo cual unido a la normalvariabilidad, dificulta sacarconclusionesdefinitivas,

Por estemotivo, en estegrupode experimentosliemos queridoconocerla contribuciónde

la l~ y la I,~ a la duracióndel potencialde acción, estudiandolos tres parámetrosen la

misma célula, Paraello estudiamoslas células del ápex, pared libre y septum de 4

corazonescontroles y 5 hipertróficos. En la cámara de perfusión montada en el

microscopioinvertido, colocamosunaalícuotade la suspensiónconlas células,lascuales

perfundimosconunasoluciónnormalcon sodio pararegistrar los potencialesde acción

(ver secciónsolucionesen métodos>.Los potencialesde acción se registraroncomo en

otras ocasiones(ver sección4.1), Seguidamente,las células se perfundieroncon una

solución igual a la anterior excepto en que el NaCí había sido sustituido por una

concentraciónequimolarde clorurode colina,paraeliminar la corrientede sodio. Unavez
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queel sodio fue eliminado de la cámaradondese encontrabanlas células, registramoslas

corrientesen respuestaa pulsos despolarizantes,de 300 ms de duración, desde-50 mV

hasta+60 mV, en incrementosde +10 mV, (el potencialde fijación fue -60 mV), con

un intervaloentrepulsosde 10 s. El mismo protocolose repitió en presenciade cobalto

(parabloquearla corrientede calcio) y despuéssevolvió a repetiren presenciade cobalto

más4-AP (para bloquear ademásde la corriente de calcio, la corriente transitoriade

salida>(ver soluciones).En algunosexperimentosse añadióprimero la 4-AP y luego el

Co2~ más4-AP. La corriente ~ se estimócomo la sensiblea cobalto, y la Ir,,, como la

sensiblea 4-AP. Paraanalizarla relaciónentrelos tres parámetros,semidió la duración

del potencialde acciónal 20 % de repolarización,y el potencialcorrespondientea estos

niveles de repolarización, en cada célula. Éstas duraciones se relacionaroncon las

e 1 a 1 iales más cercanosa los correspondientesal 20 % decorrientes 1Ca os potenc

repolarizacióndel potencialde acción,

4.4.1.-RESULTADOSMACROSCÓPICOS

Para este grupo de experimentosse utilizaron miocitos procedentesde 4 ratas

controlesy 5 hipertróficas. Los pesosde las ratascontroles(501 ±23.5 g) no fueron

significativamentediferentesde los pesosde las ratascon estenosisaórtica (493 ±49.8

g). Sin embargo,sí hubo diferenciasen los pesosde los corazones(1.8 ±0,04 g, en el

casode corazonescontroles,y 2.3 ±0.3 g, en corazoneshipertróficos>y los ratios (3.5

±0.18 y 4,8 ±0,43 mg/g,en control e hipertrofia, respectivamente).

4.4.2,-RESULTADOS OBTENIDOS EN CÉLULAS CONTROLES

Las células procedentesdcl ápexmostraronunaduracióndel potencial de acción

más cortaque septum,con valores intermediospara la pared libre, de acuerdocon los

resultadosobtenidosen anterioresgruposde experimentos(ver tabla 16>. Las densidades

de Ii,, fueron distintas en las distintas regiones anatómicas, siendo pared

libre=ápex>septum, de acuerdo también con los resultadosobtenidosen anteriores

gruposde experimentos.De todas formas, los valoresde las densidadesde las corrientes
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incluidos en las tablas 16 y 17 no se pueden comparar con los obtenidos en los

experimentosanterioresporqueel potencial de fijación fue distinto, y puestoque aquí

estudiamoslas corrientescorrespondientesa distintos niveles de repolarizaciónde cada

potencialde acción,no siemprelos datosde las corrientesestána los mismospotenciales

test.

Tabla 16: Datos obtenidosen célulascontroles

APEX

(n = 10)

PARED

(n=

LIBRE

11)

SEPTUM

(n=8)

Cm (pF) 150.6 ±13.3 178.45 ±10.1 196,5 ±20.6

PR (mV) -74.8 ±1.4 -74,75 + 0.5 -69.125±1.95

Repol. 20% 50% 20% 50% 20% 50%

DPA (ms) 3,28

jOÁ

14.21

+2.1

8.74

±2Á

34,64

±9.5

89,4

±20.5

157.1

±27,5

I~0/Cm

(pA/pl?)

-6.18

+ 0,98

-1,95

±0.35

-9.46

±0.66

-3.22

±0.72

-8.43

±1.02

-2.89

±1.04

110/Cm

(pA/pl?>

7,6

±0.53

2,6

+ 0.48

8.09

±1.88

2.58

±0.52

2.38

±0,39

1.08

±0,26

Cm, capacitanciade membrana;PR, potencialde reposo;DPA, duracióndel potencialde
acciónmedidoal 20% y 50% de repolarización;Repol.,repolarización;1~0/Cm,densidad
de la corrientede calcio’ I~0/Cm, densidadde la corrientetransitoriade salidade potasio,
1Ca e I,~ fueronmedidasal potencialcorrespondienteal 20% y 50% de repolarizacióndel
potencial de acciónen cadacélulas,Los valoresexpresanmedias±ESM.

Al representargráficamentelas duracionesdel potencial de acción al 20 % de

repolarización,frente a las densidadesde1Co e I~ registradasen la paredlibre, se observó

unadistribuciónsimilar a la exponencial(fig 25, A>, por lo quese representóel logaritmo

decimal de la duracióndel potencialde acciónal 20 % de repolarizaciónen abeisas,y la
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densidadde I~ e 1)0 en ordenadas(fig 25, C>. Para la 1Ca los puntosse ajustarona una

línea (pC0,02) de la forma:

y -4.3 x - 3.24

y para la I,~, la regresiónlineal indicó que la ecuaciónde la recta que mejor se ajustaba

a los puntos(p<O.Ol), era de la forma:

y = -4.1 x + 8.5

Lascorrientes~ e ~ sesolapanaciertospotenciales,por lo quepodríaexistir una

relaciónentrela resultantede estasdos corrientesa los potencialescorrespondientesal 20

% de repolarizacióny la duracióndel potencial de acción. Por este motivo decidimos

representarla duración del potencial de acción respectoa la suma aritméticade las

densidadesde 1caeI,~ al potencialcorrespondienteal 20 % de repolarización,observándose

unadistribuciónde tipo exponencial(fig. 25 E), Al representarel logaritmode la duración

del potencialde accióncon respectoa la sumade las densidadesde I~ e 1,0 al potencial

correspondienteal 20 % de repolarización(fig. 25 D>, observamosque existe una

correlaciónmuchomejor que al representarloseparadamente(r=-0.82,p=O,OOOOS).La

ecuaciónde la rectaque mejor se ajustó a los puntosfue:

y -9.5 x + 6.5

En las células aisladasdel ápex realizamos los mismos análisis, El logaritmo

decimal de la duracióndel potencial de acciónno tuvo una buenacorrelacióncon las

densidadesde ~ e I,<, por separado(fig. 26 A), sin embargo,la sumade ambas,mostró

una relaciónlineal (r=-0.79, p<O.Ol) de la forma:

y -14,2 x + 8.02

La relaciónentrela sumade las densidadesde lascorrientesestudiadasy el log de

la duracióndel potencial de acción al 20 % de repolarizaciónen las células de ápexy

paredlibre fue similar, comose deducede las pendientesde las rectashalladasen ambas

(-14.2 ±3.9 enápex, y -9,5 ±6.6 en la paredlibre), por lo quehallamosla regresión

lineal de los valoresobtenidosen célulasde estasdosregionesdel corazón,obteniendola

recta(r=-0.82, p=O.OOOOOOl)(fig. 27 A):

y = -9.3 x + 6.1
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En las célulasaisladasdel septuminterventricularde corazonescontroles,no se

observóunarelaciónsimilar a la encontradaen los otrosdos gruposde células(fig. 26 B

yC).

4.4.3.-RESULTADOS OBTENIDOS EN CÉLULAS HIPERTRÓFICAS

Comparando los corazones hipertróficos con los controles encontramosun

alargamientode la duracióndelpotencialde acciónen las célulasdel ápexy la paredlibre,

pero no así en lascélulas del septum,la densidadde 1)0 disminuyeen todaslas partesy la

de 1Ca semantiene(ver tablas 16 y 17),

Tabla17: Característicasde las células hipertróficas,

II APEX

(n=9)

PARED LIBRE

(n = 10)

SEPTUM

(n = 8)

Chi (pF) 228.53±24.2 280.05 ±24.7 248.93 ±22,59

PR (mV) -72.56±1,41 -73.3 ±1.59 -74.12±1.62

Repol. 20% 50% 20% 50% 20% 50%

98,11

±33,7

105.4

±14.8

DPA (ms> 20.49

+6.2

58,09

±15.4

34.02

±17,21

30,27

±6.59:

-3.00

±0.79

-3.67

±1.01

-4,47

±1.99

‘c, (pAIpF) -7,86

±0.981

-7,27

±0,65!

-7,29

±0581

1.61

±0,7

1.69

toaz

k (pA/pF> 3.56

±1.061

4.00

±1.27!

1,76

±0.2

0,193

±0,1

Cm, capacitanciade membrana;PR, potencialde reposo;DPA, duracióndel potencialde
acciónmedidoal 20% y 50% de repolarización;Repol.,repolarización;I~

0/Cm, densidad
de la corrientede calcio; I,0/Cm, densidadde la corrientetransitoriade salidade potasio.
1Ca e~ fueronmedidasal potencialcorrespondienteal 20% y 50% de repolarizacióndel
potencialde acciónen cadacélulas.Los valores expresanmedias±ESM.
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Respectoa la duracióndel potencial de acción, estascélulas han perdido la clara

heterogeneidadque existía en situación control, Hay que notar que la duración del

potencialde acciónde las células del septum,no está incrementadaa pesarde que la

corriente transitoriaestádisminuida.Esto no es tan extraño, puestoquesegúnlos datos

obtenidosen células controles, no hemosdetectadouna relaciónentre la duracióndel

potencial de acción y las corrientes I~ e ½(fig 27 A), En realidad en las células

hipertróficasno sólo sepierdenlas diferenciasque existíanen situacióncontrol, sino que

ademássepierde la normal relaciónentreestascorrientesy la forma del potencial de

acción (fig, 27 B). De esta forma, aunquelas células siguenteniendodiferenciasen los

potencialesde acción, son máshomogéneasen la corrientesumade 1Ca e

El efectode la disminuciónde la I,~ y el mantenimientode la I~, es el aumentode

la corrientenetade entrada.En la figura 27 sepuedever que, mientrasque en situación

control la corriente netaal 20 % de repolarizaciónen ápextiende a ser positiva (estoes,

repolarizante)y en septumes siemprenegativa(estoes, despolarizante>,en los corazones

hipertróficossiempreestápor debajode cero.Tambiénse ve muy claroestehechoen las

figuras28 y 29, en los trazostotalesobtenidosensoluciónlibre de sodio, sepuedever por

ejemploenel caso de ápex, queen la célulacontrol (fig, 28) la corrientede entradaqueda

totalmenteenmascaradapor la prominentecorriente de salida, En la célula hipertrófica

(fig. 29) aún antesde ponerla 4-AP ya se observauna corriente de entrada,Respectoa

esta figura, nóteseque las capacitanciasde las células hipertróficas son obviamente

mayoresque lascontroles,por lo que aunquela corrientetransitoriano varíeen amplitud

entrelas célulascontrolesy las hipertróficas,la densidadresultadisminuida,lo contrario

ocurreconla corrientede calcio en la queparaque la densidadno varíe, la corrientetotal

por célula aumenta.
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Fig.28: Ejemplosde trazosobtenidosenunacélula controldecadalocalizaciónestudiada:
de ápex,Cm = 166,32pF; de paredlibre, Cm = 167,62pF; y de septum,Cm = 181,60
pF. De arriba a abajo,el potencialde acción, la corrientetotal registradaen soluciónlibre
de sodio, I,~ (corrientesensiblea 4-AP) registradaa +40 mV e 1Ca (corrientesensiblea
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F’ig. 29: Ejemplos de trazos obtenidosen una célula hipertrófica de cadalocalización
estudiada:de ápex,Cm = 283.81pF; de paredlibre, Cm = 309,47pF; y de septum,C~,
— 299.89pF. De arriba a abajo, el potencial de acción, la corrientetotal registradaen
soluciónlibre de sodio, I,~ (corrientesensiblea 4-AP> registradaa +40mV e ‘Ca (corriente
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4,4.4.-SÍNTESIS

La duracióndel potencial de acción estádistribuida de forma heterogéneaen el

ventrículoizquierdode la rata,pudiéndoseordenarlas partesestudiadasdemenora mayor

duración: ápex<pared libre< septum.Esta diferenciaestá relacionadacon la corriente

resultantede la l~ y la ‘Ca• La mayor diferenciaentre las células de ápex y paredlibre

respectoa las de septumes la pequeñacorrientetransitoriaregistradaen el último grupo.

Los potencialesde acciónde las células de septumno siguenla misma relaciónque las

otrasdos partesentreel potencial de accióny las corrientes1Ca e I,~,

Las célulashipertróficasde ápexy paredlibre, presentanpotencialesde acciónmás

prolongados,a consecuenciade la menordensidadde corrientetransitoria,queresultaen

un incrementode la corrientenetade entrada.Lascélulashipertróficasdel septum,apesar

de tenerdisminuidala densidadde I¡0~ no presentanpotencialesde acciónmásprolongados

en la hipertrofia. Las célulashipertróficasno presentanla mismaheterogeneidadquelas

células controles,ni la mismarelaciónentre la duracióndel potencial de accióny las

corrientesestudiadas.

Puestoque las célulasde septurnno aumentanla duracióndel potencialde acción

a pesarde disminuir la corrientetransitoriade salida, seríaposible que la alteraciónen

otra corriente cuyo efecto seaacortadordel potencial de acción, estécontrarrestandoel

efectoprolongadorde la disminuciónde la ~ Las corrientesde fondo puedendisminuir

la duracióndel potencialde acción. En estesentido,Watanabey cols, (1983) sugirieron

que la fasede repolarizaciónrápidadel potencialde acciónen la rata,dependeríaademás

de las corrientesI<~ e I~, de la corrientede fondo. Algunosestudiosrealizadosencorazón

hipertrófico han encontradoun aumento general en la I~« (Ten Eik y cols,, 1977;

Barringtony cols,, 1988; Kleiman y I-Iouser, 1989>, Por lo tanto, decidimosestudiarla

corriente de fondo total de las células de ápex, pared libre y septum, en corazones

controlese hipertróficos,analizandoel componentedebido a la I~<> de esta corriente de

fondo total.
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4,5.-ESTUDIO DE LA CORRIENTEDE FONDO

4.5.1.-RESULTADOS MACROSCÓPICOS

Los experimentossellevarona caboen 6 ratascontrolesy 9 hipertróficas.El peso

corporalde las ratasconestenosisaórticano fue diferentedel de las controles,pero sí el

pesode los corazones,que fueron significativamentemayores (ver tabla 18), De este

modo, el ratio pesocorazón/pesocorporal fue significativamentemayor en el grupo de

animalesconestenosisaórtica,lo que fue nuestrocriterio de selecciónparadeterminarla

presenciade hipertrofiaventricular izquierda. Incrementossimilaresen esteratio y en el

pesode los corazoneshan sido encontradospor otros investigadores(Scampsy cols.,

1990; Anversay cols,, 1978).

Tabla 18: Característicasde las ratascontrolese hipertróficas,

Pesocorporal Pesocorazón Ratio (mg/g)
(g) (g) corazón/cuerpo

Control
(n=6) 444.5 1 50.3 1.7 ±0.2 3.6 ±0,3

l-Iipertrofia
(n=9) 435.1 ±50.3 2,0 ±0.4 4.7 1 0.5

L

Los datosestánexpresadoscomo medias±DSM.

La superficietotal de la membranacalculadateniendoen cuentalasmedidasópticas

de anchuray largurade la célularesultainfravalorada,puestodesestimalas invaginaciones

de la membranadel sarcolema,las cualesconstituyenmás del 70% de la superficietotal

(Seversy cols,, 1982), por lo que utilizamos las medidas •de la capacitanciade la

membranacomo una forma másfiable paraestimarla superficie celular, Las corrientes

obtenidasen cadacélula fueronnormalizadaspor su correspondientecapacitancia,demodo

que obtuvimosla densidadde corriente.Las capacitancias(Tabla19) fueronsignificativa-

mente mayores en los miocitos hipertróficos (n=61) que en los controles (n=37),
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indicandoun incrementoen el áreaeléctricamentecargableen las célulashipertróficas,lo

que puedeser atribuido al incrementode la superficiede la membrana.Sin embargo,no

hubodiferenciasregionalesen las capacitancias,ni en situacióncontrol, ni en hipertrofia.

El potencial de los miocitos en la solución externanormal al cual la corriente es cero,

tampocomostróvariacionesconla distinta topografía,ni en célulasaisladasde corazones

controles(en mV: -76.5 ±4.4 en ápex(n 12), -77.2 ±6,0enparedlibre (n=14),y -

77.8±6,2 enseptum(n=12))nidecorazoneshipertróficos(enmV: -77.5 ±6.6en ápex

(n=17), -79.7 ±6,1 en pared libre (n=19),y -77,0 ±6.1 en septum(n=19)>.

4.5.2.-SOLUCIONESEMPLEADAS

Paramedir la corrientede fondo, las células fueronperfundidasconunasolución

(ver secciónmétodos)que carecíade sodio para evitar las corrientesdependientesde este

rnn. AdemásconteníaCoCí2 para bloquearla corrientede calcio, 4-AP para aminorarla

corriente transitoriade saliday atropinapara evitar las corrientesde potasiomuscarínicas

activadaspor acetilcolina(Lefevrey cols., 1991), La osmolaridadfinal de estasolución

fue de 288 mosm/Kg,En experimentosdestinadosa estudiarla selectividadal potasiode

la corriente de fondo, las diferentes concentracionesde K~ se consiguieron por

sustitucionesequimolaresde KCI por cloruro de colina, por lo que la concentraciónde

cloro no varió, En algunosexperimentossedisolvieronalgunoscompuestosen la solución

externa,inmediatamenteantesde su uso. Estassustanciasfueron: BaCI2, 2 mM; CsCI, 20

mM (estassalesreemplazaroncantidadesequimolaresde colina); glibencamida,20 gM;

ouabaína,1 MM; ácido9 antracenocarboxílico(9-AC), 5 mM (disueltoen soluciónexterna

calienteconfuerteagitacióny ajustadadespuésa pH7.4>; ácido4,4’diisotiocianatoestilbe-

no 2,2’disulfónico(DIDS), 0,1 mM (disueltodirectamenteen la soluciónexternacaliente

y a pH 8); metoxamina,0.1 mM; isoproterenol,1 gM (la soluciónstock fue preparada

diariamente).En algunosexperimentosse utilizó cloruro de tetraetilamonio,sustituyendo

a concentracionesequimolaresde cloruro de colina. La osmolaridadde la solucióninterna

(ver composiciónen secciónmétodos>fue de 289 mosm/kg,Todoslos experimentosse

realizarona temperaturaambiente(25~30oC) para enlentecerla cinéticade activacióny

mejorarel control del voltaje.
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4.5.3,- CORRIENTEDE FONDO TOTAL

Lascorrientesde fondo fueronregistradasdesdeun potencialde membranade -60

mV, en respuestaa pulsosde 500 ms de duraciónque variarondesde-100mV hasta+ 10

mv, con incrementos10 mV, e intervalos de 5 s. También se registró las corrientes

utilizandouna rampa(18.4 mV/s> desde-100hasta+ 10 mV (desdeun potencialde -60

mV), No se repitierondos rampassin dejarpasarmenosde 20 s. Paraclarificar, y puesto

queno seobservaronvariacionestopográficasenestacorriente,en el texto sólo damoslos

datosmediosde lascélulascontrolese hipertróficas,aunqueenlas tablasestándesglosados

segúnsu procedenciaregional,

Tanto en el grupo de célulascontrolescomo hipertróficas,los pulsos de voltaje

evocaronuna corriente con las característicasde la corrientede rectificaciónde entrada

de potasio(esto es, conactivacióne inactivacióna potencialeshiperpolarizados>(Isenberg,

1976; Stanfield y cols,, 1980; Salcinany Trube, 1984; Harvey y Ten Eik, 1988). Como

se ve en la figura 30, enuna célulacontrol (panelA> y otra hipertrófica(panelB) depared

libre, a -100 mV se activó rápidamenteuna gran corriente de entradaque disminuyó

lentamente,Potencialesmenosnegativos(-90 y -80mV> evocaronunacorrientede entrada

máspequeñaquedecayólentamente.A potencialescercanosal de reposode la célula (-70

a -60 mV) las corrientesfueronpequeñas,de entradao de salida,Las corrientesde salida

alcanzaronun máximo a potencialesalrededorde -50 mV, seactivaronrápidamentey no

mostraronuna dependenciadel tiempo como las de entrada <Matsuda, 1988). En las

célulascontroles,las corrientesa voltajesde -40 a -20 mV disminuyeron,con respectoa

las obtenidasa -50 mV, demostrandola existenciade unapendientenegativay unafuerte

rectificaciónde entrada,
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lFig 30: Ejemplos representativosde la corrientetotal de fondo en miocitos controlese

hipertróficosde la paredlibre del ventrículoizquierdoutilizando los protocolosde pulsos

y rampa. PanelA: Célulacontrol. En el recuadrose ven los trazosde las corrientesen

respuestaa pulsosde 500 ms de duración,desdeun potencialde -60mV hastapotenciales

testdesde-100 a + 10 mV (incrementosde 10 mV>, enunasoluciónexternaquecontenía

4 mM de K~. Debajo,gráfica que muestrala superposiciónde la corrienteobtenidapor

unarampade voltaje (línea continua)conla corrienteobtenidaal final del cadapulso test

(círculosrellenos).C~ = 137.10pF. PanelB: Célulahipertrófica.Enel recuadroseven

las corrientesevocadaspor los pulsosde voltaje, y debajola superposiciónde la corriente

evocadapor la rampa(línea)y por los pulsosde voltaje (círculosrellenos), Cm = 324,62

pF.
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Las curvascorriente-voltajeseconstruyeronrepresentandola corrienteal final de

los 500 ms frente a los potencialestest (fig 30). Las curvade las célulascontrolestuvo

formade “N, conunapendientenegativaentrelospotenciales-50 y -20mV, La corriente

obtenidaen respuestaa la rampa(18.4mV/s) desde-100a + 10 mV fue superponiblecon

la determinadapor los pulsos (fig 30). Puestoquela curvacorriente-voltajeobtenidacon

los pulsos y la rampafue casi idéntica,utilizamos las rampasde voltaje paraestudiarlas

corrientesde fondo. Paradescartarcualquiererror debido a la corriente capacitativa,la

magnitudde la corrientea -100mV fue medida36 ms despuésde comenzarla rampa,esto

es, a un potencialde -99.56mV.

Todas las células controles (n=28) mostraronun comportamientosimilar, Para

voltajes más negativosque el potencial de reversión, la corriente de entrada disminuyó

segúnel potencialde membranaaumentó,empezandodesdeuna magnitudde alrededorde

-4.3 pA/pF -100mV, paraalcanzarel cero a un potencial de reversiónde -72,8 mV (ver

tabla 19), muy cercanoal potencial de reposo.La corrientemáximade salidaseobtuvo

alrededorde -50mV, despuésde la cual, seobservóunazonade pendientenegativaentre

-50 y -20 mV.

En las células hipertróficas (n=41) la forma de la curva corriente-voltajefue

distinta. No se observóunazonade pendientenegativa.La zonaentre-50 y -20 mV fue

casi plana (fig 30 B), La rectificaciónde entraday una inactivaciónen el tiempo de los

pulsosmáshiperpolarizadosfue tambiénobservado,La mediade la densidadde corriente

a -100mV fue significativamentemayor(-5.2pA/pF) queen el grupocontrol (p<O.OOS).

El potencial de reversión no fue distinto queen las células controles,lo que estuvode

acuerdocon la falta de diferenciasen los potencialesde reposo.El potencialde reversión

en estascélulashipertróficasestuvoalrededorde -71,0mV, n=41.

La conductancia, entre el potencial de corriente cero y -95 mV, utilizando las

densidadesde corriente, fue significativamentemayor en las células hipertróficas (en

pS/pF:0,126encontrol (n=28), y 0.157en hipertrofia(n=41>,p <0.005),mientrasque

no seobservarondiferenciasentrelas célulasde distinta localización(tabla 19).
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Tabla19: Característicasde la corrientede fondo total en célulascontrolese hipertróficas.

Cm(PF) ¡1160

(pA/pF)
V
(mV)

Ql
(gS/pF)

APEX

[
n=9]

II
¡jn= 14]

169.3±32.7

220.1±68.2

-4,37±1,5

-5.17±1.3

-69.9±7.3

-70.9±5.4

0,120j0,031

0.163±0.060

PARED
LIBRE
IZQ

[
n= 10]

H
[n=12]

178.7±55.2

244,6±91.2

-4.19±1.0

-5.61±1.7

-72.5±2.9

-72.7±5.4

0.126±0.031

0.172±0,060

SEPTLII’vI

[
n=9]

H

[n=15]

177.7±59.4

228.6±59.9

-4.36±1.0

-5.10±1,0

-74.0±5,5

-74,5±5.1

0.131±0,027

0,148±0,050

Cm, capacitanciade membrana;C, miocitos procedentesde corazonescontroles; H,
miocitosaisladosde corazoneshipertróficos; ¡)~, densidadde corrientea -100mV (para
evitar erroresdebidosa la corrientecapacitativa,en realidadestámedida36 ms después
de comenzarel protocolo, lo cualcorrespondea -99,56mV); Vwv, potencialde reversión;
G~, conductanciade entrada,medida entre el potencial de corriente cero y -95 mV,
utilizando los valores de la corriente normalizadospor su correspondientecapacitancia.
Los datosestánexpresadoscomo medias±DSM.

La selectividad iónica de esta corriente de fondo fue estudiadaanalizando los

cambiosprovocadosen la curva corriente-voltajea distintasconcentracionesexternasde

potasio.En la fig 31 se representanlas curvascorriente-voltajede una célula de ápex

control (A), y otra hipertrófica,tambiénde ápex(B), obtenidasa distintasconcentraciones

de potasioexterno([K10). En la célula control, a4 mM de K’j el potencial de reposoy

el de reversión fue de -80 mV y -77 mV respectivamente,y la corrientede salida fue

pequeña.Cuando[K~]0aumentóhasta8 mM, y luegohasta20 mM, el potencialde reposo

se despolarizóhasta-69 mV y -49 mV respectivamente.El potencialde reversiónvarió
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uno control (panelA, C~ = 175.88pF), y otro hipertrófico (panelIB, Cm = 255,47pF).
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haciavalores máspositivos (+ 13 mV y +33 mV, respectivamente),resultandopuesen

un desplazamientode 66 mV para un cambio de 10 veces la concentraciónde potasio,

comoerade esperarde la ecuaciónde Nerst, paraunapermeabilidadselectivaal potasio.

Un descensoen [Kl]0 hasta2 mM desplazóel potencial de reposohasta-91 mV y el

potencialde reversión-9.5 mV, En media, las variacionesen la [Kl0 en múltiplos de 10

modificaronaproximadamente64 mV el potencialde reversión.En las células controles,

estedesplazamientodel potencialde reversiónfue, en mV, 64.01 10.8 en ápex(n=5>,

64.5 ±8.0 en la paredlibre (n=5), y 63.9 ±5.6 en septum(n=5); y en el potencialde

reposode 63.2 1 9.5 mV, 61.0 1 7.3 mV, y 63.7 ±4,4 en ápex,paredlibre y septum

respectivamente.Como se puedeobservarno seencontrarondiferenciasentregruposde

distinta procedenciaregional.

Enlas célulashipertróficas,el incrementoenJa [K~],tambiénindujo desplazamien-

tos despolarizantesen el potencial de reversióncon la apariciónde una pequeñazonade

pendientenegativaa [K~]0de 20 mM. En el ejemplorepresentativomostradoen la fig 31,

panelB, el potencialde reversiónfue -69.8 mV, -58,8mV, y -42.4mV parauna

de 4, 8, y 20 mM respectivamente,resultandoen un cambiode 56 mV, paraunavariación

de 10 mM de [Kl0. Sin embargo,en el total de las células hipertróficas, no hubo

diferenciasen la variacióndel potencialde reversiónpor cadacambiode 10 vecesen la

[Kl], (enmV: 64.2 1 5.3 en ápex(n=5), 66,6 ±4.1 enla paredlibre (n=5), y 66,6 1

6.3 en el septum(n=5). Estehallazgosugiereque el principal ión transportadorde carga

en las corrientesde fondo en todos los grupos de célulasestudiadoses el potasio.

4.5.4,-CORRIENTEDE RECTIFICACIÓN DE ENTRADA

Para caracterizarel componentedebidoa la corrientede rectificación de entrada

(JKI) de la corrientede fondo total, estudiamosel efectode 2 mM de BaC!2en 21 células
controlesy en 28 hipertróficas.Despuésde 1 niin de exposiciónal bario, la corrientede

fondo evocadapor la rampade voltaje disminuyótanto en la direcciónde entradacomo

en la de salida, resultandoen una curvacorriente-voltajecasi lineal, conunapendiente
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claramentediferenteentre las célulascontrolesy las hipertróficas.Los efectosdel bario

fueron revertidoscompletamenteen 2 mm de lavado.La adiciónde 20 mM de CsCl2

provocó los mismos resultados.La ‘K~ fue estimadacomo la corriente sensiblea bario,

obtenidapor la sustracciónde la corriente evocadaen presenciade bario a la corriente

obtenidaantesde añadirselo,La media de las densidadesde corriente en función del

voltaje en cadagrupo de células estudiadoestánrepresentadasen la fig 32. La forma y la

magnitud de la I~ no fue diferente ni entre células controlese hipertróficas ni entre

diferentesregiones.La mediade las densidadesde corrientea-100mV•fue de -4.0pA/pP

en el total del grupocontrol (n=21),y -3.9 pA/pFparael total de las célulashipertróficas

(n=28>.Todas las curvascorriente-voltajemostraronuna forma de ‘N’, cruzandoel eje

de voltaje a un punto cercanoal potencial de equilibrio del potasioy al potencial de

reposo, con un máximo de corriente de salida a un voltaje 20-30 mV positivo al de

reversión.En inedia, el potencialde reversiónfue de -79.2mV para los miocitosaislados

de corazonescontroles (n=21), y -79,4 mV para los miocitos aisladosde corazones

hipertróficos (n=28). Cuandose compararonlas célulascontrolescon las hipertróficas,

la corriente I~ media a 55 mV, fue casi idéntica en cadaregión, en pA/pF: 1.003 ±

0,302(n=7>frentea 1.112 ±0.366(n=9)en ápex, 1.177 ±0.418 (n=7) frentea 1.110

±0.384(n=9) en la paredlibre, y 1.154 ±0.192(n=7)frentea 1.057 ±0.285 (n=11>

en septum(control frente a hipertrofia, respectivamente).Parapotencialesmás positivos

a -55 mV, la curvacorriente-voltajeexhibió una pendientenegativaen todos los grupos

estudiados,La curvacorriente-voltajede la IKI no fue diferenteni entrecontrol-hipertrofia

ni en célulasprocedentesde distintaslocalizacionesdel ventrículoizquierdo (ver tabla20).

4.5,5,-CORRIENTEINSENSIBLEA BARIO

Para identificar la diferenciaencontradaen la corrientede fondo entrelas células

controlesy las hipertróficas,analizamosla corriente insensiblea bario. La figura 33 A

muestrauna corrienteresistentea bariode forma lineal y casiplana.Éstoseencontrótanto

en apex, como en pared libre y septum, en total n=21. Así puesen estas células, la

mayoríade la corrientede fondo viene dadapor la
1K1• En la figura 33 B se muestraque

el bario no redujo la corrientede fondo en las célulashipertróficasen la mismamedida



Tabla20: Característicasde la 1K¡ en célulascontrolese hipertróficas.

L 1.100
(pA/ph)

Vrev
(mV)

Ql
(j¿S/pF)

158

APEX

[
n =7]

H

[n=9]

-4.27 ±1.08

-3.74 ±0.98

-79.2 ±3.6

-79,9 ±2.7

0,156 ±0.025

0,148 ±0.026

PARED
LIBRE

IZO

[
n=7]

1-1
[n=9]

-3,93 ±1,31

-4.41 ±1.25

-80.2 ±4.5

-79.6 ±6.5

0,150 ±0.049

0.139 ±0.031

SEPTUM

[
n =7]

I~

[n= 10]

-3,99 ±0,85

-3.80 ±0.81

-78,2 ±5.3

-80.1 ~ 6.7

0.138 ±0,031

0.152 1 0,029

C, miocitos procedentesde corazonescontroles; H, miocitos aislados de corazones
hipertróficos; I.~, densidadde corriente a -100 mV (para evitar erroresdebidos a la
corriente capacitativa,en realidadestá medida36 ms despuésde comenzarel protocolo,
lo cual correspondea -99,56 mV); Vrev, potencial de reversión; G~, conductanciade
entrada,medida entreel potencialde corrientecero y -95 mV, utilizando los valores de
la corrientenormalizadospor su correspondientecapacitancia.Los datosestánexpresados
comomedias±DSM.

que en las controles.De las 35 célulashipertróficasestudiadasen solucióncon bario, 33

se comportaronde la forma que acabamosde explicar, las otras 2 fueron excluidasdel

análisis.La mediade lascorrientesde entradaevocadasa -100mV, en presenciade2 mM

de BaC!
2 (vertabla21), en las célulascontroles(n=21>fue de-0,72pA/pE, frentea -2.08

pA/pP que se encontróen las células hipertróficas(n=33), La conductanciafue 0.012

¡xS/pF y 0,026 1sSIpF en células controlese hipertróficasrespectivamente.Estos datos

sugierenque en las célulashipertróficas,ademásde la corriente
1K1’ existeotra corriente

de fondo.



Tabla 21: Característicasde la corriente resistentea bario en células controles e

hipertróficas.

(pA/pF>

Y
rey

(mV)
Ql

frS/ph)

APEX

[
n=7]

-0.76 ±0,53 -34.5 ±17.2 0.013 ±0.004

II
[n=11]

-2.21 ±1.51 -30.5 ±13.0 0,028±0.005

PARED
LIBRE
IZQ

[
n=7]

-0.75 ±0,46 -43.5 ±15.3 0,14 ±0,008

[
n=11]

-2,04 ±1.10 -27.7 ±13.8 0.026 ±0,005

SEPTUM

[
n=7]—

II

[n=11]

-0.64 ±0,38 -43.7 * 19.9 0.010 ±0,005

-2.00 ±0,83 -30,3 ±18.6 0.025 ±0,005

C, miocitos procedentesde corazonescontroles; H, miocitos aislados cte corazones
hipertróficos; ~ densidadde corriente a -100 mV (para evitar errores debidos a la
corriente capacitativa,en realidadestámedida36 ms despuésde comenzarel protocolo,
lo cualcorrespondea -99.56mV>; Vrey, potencialde reversión;G1, contéstensede entrada,
medidaentreel potencialde corrienteceroy -95 mV, utilizando los valoresde la corriente
normalizadospor sucorrespondientecapacitancia.Los datosestánexpresadoscomomedias
±desviaciónestándar.

4.5.5.1,- Distinción de la corriente insensiblea bario de otras corrientesde potasio

Paraidentificar la naturalezaiónica de la corrientede fondo adicionalencontrada

en las células hipertróficas, intentamosexcluir la contribución de otras corrientes de

potasioconocidas,como la ‘Rl’ h,00
1K, MP’ e 1K~ Las dos primerasno estaránimplicadas

puestoque se bloqueanpor concentracionesdebario en el rangomilimolar (Shahy cois.,

1987; Turneur, 1987; Backx y Marbán, 1993), Varias consideracioneshacen que sea

improbablela contribuciónde 1K a la corrientede fondo resistentea bario. Primero, todos

159
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los experimentosfueronrealizadosa temperaturaambiente;segundo,no se registraron

colasde caídade corrienteni los cambiosdependientesdel tiempo que caracterizana la
1K (Sanguinettiy Jurkiewicz, 1990; Balser y cols,, 1990); tercero, este tipo de corriente
es probablementeausenteen ratas adultas (Mahíer, 1992). En nuestrascondiciones

experimentales,es probableque algunascorrientesde salidaclasificadascomo corriente

de rectificacióntardíapodríanestaractivas,Peroesmuy poco probableque el componente

mantenidode la corriente de salida activado por despolarización(Apkon y Nerbonne,

1991)estéimplicadoen la corrienteinsensibleabarioquehemosencontradoen las células

hipertróficas,puestoque la sustitución de cloruro de TEA por cloruro de colina en la

solución externa(n=5), no indujo ningún cambio, La relaciónde la corriente objetode

estudio, con la corriente de rectificación de entrada rápidamenteactivada, descrita

recientementepor Boyle y Nerbonne (1991) y Wang y cols. (1993> es todavía más

cuestionablepuestoqueestacorrienteregistradaenaurículade ratay hombrefue sensible

a la 4-AP y nuestrassolucionesexternassiemprecontuvieron3 mM de 4-AP, Además,

se añadióatropinaparaevitar la contribuciónde corrientede potasiomuscarinicaactivada

por la acetilcolina(Lefevrey cols,, 1991>,Consideramosel posiblepapel de ‘KATP porque

el mantenimientodurante largo tiempo del registro de whole ceil puede reducir la

sensibilidadde los canalesde ‘K,ATP al ATP (Belles y cols,, 1987), Por ello estudiamosel

efectode glibencamida(n=4), 20 ~tM,en la corrienteresistentea bario, la cualno resultó

alterada,lo cual sugiereque la ‘K,ATP no estáimplicada en estacorriente(Escande,1989>,

En nuestrascondicionesexperimentales,en las cuales la concentraciónde sodio en la

pipetaerade 10 mM y la externade potasio,4 mM, esposibleque el intercambioNa~/K4

estéactivo. Paracomprobarsi estefactor contribuíaa la corriente resistentea bario, en

4 células añadimos1 MM de ouabaínaque no alteró dicha corriente, descartando,por

tanto, estaposibilidad.

También fue improbableque la corriente de fondo insensible a bario seaun

artefactodebidoa un cambio en la resistenciaentrela pipetay la membrana,puestoque

fue observadoen todaslas células hipertróficas(n=33) y nuncaen las controles(n=21).

Probamosla hipótesisde que se tratarade unacorrientede cloro. Enrealidad, se

hanidentificado varias corrientesde cloro en miocitoscardíacosde mamíferos(Bainski y

cols., 1989; Harvey y 1-lume, 1989a; Zygmunt y Gibbons, WR; Sorota,1992) y pueden
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Fig. 34: Efecto de la adición de ácido 9 antracenocarboxilico (9-AC) en la corriente
resistentea bario en un miocito aisladode la pared libre de un ventrículo izquierdo
hipertrófico (Cm = 366.1 pF). La curva fue obtenidaen solucióncontrol con 2 mM de
BaCI2 (círculos rellenos) y despuésde la adición de 5 mM de 9-AC <círculos vacíos),
usandoun protocolode rampade 6 s de duración,desde-100mV hasta+70 mV, desde
un potencialde membranade -60 mV.
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modular significativamentela configuracióndel potencial de acción (Harvey y Hume,

1989a;Harvey y cols., 1990>.Aunqueningúnbloqueantede cloro es específico,el 9-AC

hademostradoreducirla conductanciade cloroenalgunaspreparacionescardíacas(Harvey

y cols,, 1990; Sorota,1992>. Por estemotivo estudiamosla acciónde 5 mM de 9-AC en

la corrienteresistentea bario evocadapor una rampade potencialdesde-100 a +70 mV

(28.3 mV/s), desdeun voltaje de -60 mV, En la figura 34 seobservala corriente obtenida

en un miocito hipertrófico de la paredlibre, En condicionescontroles(en presenciade 2

miM de BaCI2>, la relacióncorriente-voltajefue casi lineal, conunaligerarectificaciónde

salida. La aplicaciónde 5 mM de 9-AC, redujo la corriente insensiblea bario, tanto en

la direcciónde entradacomoen la de salida,sin modificarel potencialde reversión(n=7:

3 septum,2 ápex,y 2 paredlibre). En nuestrascondicionesexperimentales,la concentra-

ción intracelularde C1 erade 131 mM, y la extracelular,148.8 mM, lo que resultaen un

potencial de equilibrio para el cloro de -3.2 mV, el cual es aproximadamente25 mV

menosnegativo queel observadopara nuestracorrienteinsensiblea bario (ver tabla 21),

El efecto del 9-AC fue revertido despuésdel lavado. En media, la corriente resistentea

bariofue disminuidaen un 30.2 + 11.1 % a -100 mV, y un 29,9±8,3 a +70 mV, Otro

bloqueantede cloro, el ácido 4,4’-diisotiocianoestilbeno2,2‘disulfónico, DIDS (Bretag,

1987), no bloqucó estacorrientea concentraciónde 100 pM (n=3).La regulaciónde esta

corrienteno está resuelta.No observamosningún efectofi-adrenérgico(isoproterenol,1

MM, (n=5)), ni a-adrenérgica(metoxamina,0.1 mM (n=9)) en la corriente de fondo
resistentea bario queaparecióen las célulashipertróficas.La presenciade atropinaen la

soluciónexternaexcluye la modulacióncolinérgica.

4.5.5,2.-Contribución de la corriente sensibleal ácido 9-antracenocarboxilico a la

duracióndel potencialde acción

Por la magnitudde la corrientesensiblea 9-AC (fig 34) enlascélulashipertróficas,

podemossuponerquetengamayor influenciaen la duracióndelpotencialde acciónenlos

miocitos hipertróficosque en los controles.Ésto fue probadoen 10 célulascontrolesy 6

hipertróficas (ver fig, 35). Los potencialesde acción fueron evocadoscon pulsos

estimulantesde duraciónde 10 ms, conuna amplitud 1.5 vecesla umbral de cadacélula,
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a 1 Hz. Las solucionesempleadas,interna y externa fuerondetalladasen la secciónde

métodos.Como ya observamosanteriormente,ni la amplitud del potencialde acción, ni

el potencialde reposofue diferenteentrecélulasde distintas regiones,ni fue modificado

por la hipertrofia, sinembargola duracióndel potencialde acciónfue mayoren las células

hipertróficas.El efecto del 9-AC en la duracióndel potencial de acciónde las células

controles fue insignificante, pero produjo una clara prolongaciónen la duración del

potencial de accióna todos los niveles de repolarizaciónen las 6 células hipertróficas

estudiadas.En media, el 9-AC indujo unaprolongaciónde la duracióndel potencialde

acciónde 193 ±83 % al 20 % derepolarización,122 ±50 % al 50 % de repolarización,

y 74 ±26 % al 90 % de repolarización.De estemodo,el efectodel 9-AC fue claramente

más pronunciadoal principio de la repolarizacióndel potencialde acciónde los miocitos

aisladosde corazonesde rata hipertróficos.

4.5.6,-SÍNTESIS

La densidadde corrientede fondo total no es diferenteen las distintaslocalizacio-

nesestudiadas,ni en las célulascontroles,ni en las hipertróficas.Sin embargo,

en las célulashipertróficas,la densidadde corrientede fondo total fue significativamente

mayor que en las controles. Al analizar la 1KI (como la corriente sensiblea bario),

comprobarnosque el aumentode la corriente de fondo total observadoen las células

procedentesde corazoneshipertróficosno se debea un incrementoen la ‘Rl’ puestoque

esta corrientees similar en todas las célulasestudiadas,

En los miocitoshipertróficosapareceunacorrientede fondo insensibleabario, que

es parcialmentesensiblea un inhibidor de la corrientede cloro. Estacorriente tiende a

acortar la duración del potencial de acción, siendo posible que sea un mecanismo

compensadorqueevite que la duracióndel potencialde acciónse alargedemasiadoenlas

célulasde corazoneshipertróficos, sobretodoen el caso de septum.
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4.6.- ESTUDIODEL EFECTODIRECTO DEL CAPTOPRILEN LAS CORRIIEN-

TES DE MEMBRANA

El captopril es un inhibidor del enzima de conversiónde angiotensina(IECA)

ampliamenteprescritopara el tratamientode la hipertensióny la insuficiencia cardíaca.

Más aún, el captopril, así como otros fármacosde su grupo, son capacesde preveniro

revertir la hipertrofiacardíaca(Pfeffer y cols., 1982). Sin embargo,no se sabe si esos

corazonesque aparentementesonnormalestras su prevencióno reversióncon los ¡ECA,

lo son desdeel punto de vistaelectrofisiológico.Mucho más interesantees conocereste

hecho en el caso de la prevencióno reversión de la hipertrofia cardiacaa dosis no

hipotensoras(Linz y cols., 1989), es decir, las característicaselectrofisiológicasde un

corazón de peso normal pero que ha estado sometido a una sobrecargade presión,

Además, dado el efecto cardioprotectorde los fármacosde este grupo reduciendolas

arritmias inducidaspor isquemia-reperfusión(Linz y cols., 1986;Schñlkensy Linz, 1990),

seríaprobablequeestos fármacospor sí mismos,tuvieranalgún efectoen las corrientes

de membrana.De hecho, algunos investigadoreshan indicado que el captopril puede

reducir la corrientede calcio tipo L (Bryanty cols,, 1991). Por ello creímosconveniente,

antesde comenzarconel tratamientocrónico,comprobarsi el captopril tienealgúnefecto

directosobrelas corrientesiónicasprincipalesen la repolarizaciéndel potencialde acción

cardíacoen la rata, 1Cn’ sto, e 1Kh

4.6,1,-EFECTOSOBRE LA CORRIENTEDE CALCIO

La corriente de calcio se midió en células ventricularesde rata Sprague-Dawley

(300-500 g> disociadassegún se explicó en la secciónde métodos,El protocolo para

registrar la corriente fue el mismo de otras ocasiones,esto es, desdeun potencial de

membranade -70 mV, despolarizacionesde 225 ms de duraciónque variarondesde-50

mV hasta+60, en incrementosde 10 mV. Los protocolosparaestudiarla inactivaciónen

estadoestacionarioy la recuperacióndel estado inactivado o reactivaciónfueron los

mismosque los utilizados en el estudio de la corriente de calcio de células controlese

hipertróficas(ver sección4.2.2).La soluciónexternaconteníaCsCI y 4-APparabloquear
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Fig 37: Relación densidadde corriente-voltajede la corriente de calcio tipo L antes
(círculosblancos>y después(círculosnegros)de la presenciade 105M de captopril. Los
puntosrepresentanla mediasy las líneasverticales,el ESM,
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círculos blancosrepresentanlos valoresen situacióncontrol y los negros,los obtenidos
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las corrientesde potasio,y en la solución interna tambiénhabía CsCI con el mismo fin

(ver secciónsolucionesen métodos).En estascondicionessegrabóla 1Ca’ y a continuación

seperfundieronlas célulasconunasoluciónsimilar a la anterior,peroa la que sele había

añadidoío~~ M decaptopril, y sevolvió a repetirel protocolo,despuésse repitió de nuevo

retirandoel fármacodel medio externo.

En nuestrascondiciones experimentalesla perfusión con captopril no varió

significativamenteni la amplitudde la I~ (fig. 36>, ni sudependenciadel voltaje (fig. 37).

La activación en estado estacionario no varió ni tampoco la inactivación en estado

estacionario(ver tabla 22, y fig. 38), La recuperaciónde la inactivacióntampocosevio

afectadapor el captopril (f.ig. 39).

Tabla22: Parámetrosde la activacióne inactivaciónen estadoestacionarioen situación
control y en presenciade 105M de captopril.

1
r k k

ir
1

ACTIVACIÓN Ic~ (n = 5) INACTIiVACIÓN I~, (u = 6)

CONTROL -13.5 ±1.2 5.7 ±0.5 -22.1 ±0.8 -6,0 j 0.2

Capt iO~~ M -15.3 ±1.5 4.3 ±0.2 -20.3 ±1.3 -5.7 ±0.4

y
50, potencialal cual la activacióno la inactivaciónes el 50 % de la máxima.k, pendiente

de la curvade activacióno de inactivación. Los datossonmedias±ESM.

4.6.2.-EFECTO SOBRELA CORRIENTETRANSITORIA DE SALIDA

Puesto que la I~ es la corriente que resulta afectadapor la hipertrofia, la

utilizaremos para determinarsi los corazonesdespuésde un tratamientocrónico con

captopril muestranlas característicasde la hipertrofia o por el contrario, son normales

desdeestepunto de vista, Por ello, es necesariosabersi el captopril ejerce algúnefecto

directo sobreesta corriente.
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La I~ semidió en células aisladasdel ventrículoizquierdo de corazonesde rata

Sprague-Dawley(350-500 g), disociadassegúnse explicó en la secciónde métodos,El

protocoloparael análisisde la corrientefue el mismoque el utilizado en la sección4.3.2,

la soluciónexternaconteníacolinaen lugarde sodio,paraevitar la corriente1Na y cobalto

parabloquearla corrientede calcio (versoluciones).Primeroperfundimoslas célulascon

estasolucióncontroly registramosla ~ luego repetimosel protocoloen presenciade 10

5M de captopril disueltoen la misma solución, y por último retiramosel fármacoy lo

volvimos a repetir, para ver si en el caso de obteneralgúnefecto, resultabarevertido,

Aunque el efectodel captopril se probó en célulasde todas la localizaciones,preferimos

utilizar células del ápexy la pared libre, que por presentarmayor~ severíamásclaro

un posible efecto, y puestoque no utilizamos 4-AP, se cometenmenoserrores en la

medición.La solucióninterna, por ello, conteníamayorcantidadde EGTA de lo habitual,

en este caso 10 mM, para evitar la posible activacióndel componentede la corriente

transitoria activada por calcio intracelular (a pesar de que no se ha visto que este

componenteexistaen la rata (Apkon y Nerbonne,1991)).

En estascondiciones,el captopril no modificó la amplitud de ~ (fig 40). La

cinética de la corriente transitoria de salida de potasio tampoco resultó alterada

significativamente,ni la dependenciadel voltaje de la activación (fig, 41 A), ni la

inactivación(fig 41 B) en estadoestacionario.Los parámetrosmediosse resumenen la

tabla 23. Tampocola reactivaciónfue modificadapor la presenciade captopril (fig 42).

Tabla23: Parámetrosde la activacióne inactivaciónen estadoestacionariode la 1,0 en
situacióncontrol y en presenciade captopril, 105M.

k Y
50 k

II
II

ACTIVACIÓN ~ (n=4) INACTIVACIÓN ~ (n=4)

CONTROL 12.4 ±1.3 18.3 ±0.8 -38,1±1.8 -5,9 ±0,4

Capt i0~ M 12,3 + 1,3 16.5 ±0.7 -35.4 ±1.8 -5.7 ±0.7

V50, voltaje al cual la activacióno la inactivaciónes el 50 % de la máxima. k, pendiente
de la curvade activacióno inactivación,
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Hg. 40: A, Efectodel captoprilen la relacióndensidadde corriente-voltajede la corriente
transitoriade salida,en 5 célulasapicales,en situacióncontrol (círculosblancos>y tras la
exposicióna 105M de captopril (círculosnegros).Los círculos expresanlas mediasy las
líneasverticalesel ESM. En la parteinferior sepresentanlos trazosobtenidosde la I~ en
unacélula de la paredlibre izquierdaantes(B) y después(C) de la adición de 10~5M de
captopril en el liquido de perfusión.
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Fig. 42: Efecto del captopril, 105M, en la reactivaciónde la 1(0 en ausencia(puntos
blancos>y presencia(puntosnegros>del fármacoen el líquido de perfusión.El protocolo
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4.6.3.-EFECTOEN LA CORRIENTEDE RECTIFICACIÓNDE ENTRADA

El protocoloutilizadoparaestudiarel posibleefectodel captoprilen la I~, fue una

rampade voltaje, desde-100mV a +70 mV (28 mV/s). Las solucionesempleadasfueron

las mismasque en anterioresocasiones(ver secciónsoluciones).En las condicionesque

utilizamos, la corriente 1K1 registradaantesy despuésde la perfusión de la célúla con

captopril, 105M, fue idéntica,esdecir, el captopril no modificó la corriente ‘Kl (ver fig

43).

4,6.4.-SÍNTESIS

Los estudiosdel efectodirecto del captopril sobrelas corrientes ‘Ca’ ~ e 1K1’ han

mostradoqueestefármacocarecede efectodirectoenestascorrientes.Estehechoexcluye

un efectodirectoantiarrítmicoconsiderandoestascorrientes,y tambiénexcluyeun efecto

arritmogénico,ya quecabríaesperarqueno modifiquela duracióndel potencialde acción

cardiaco.

A la vista de estos resultados,podemosestudiarla corriente 1(0 tras el tratamiento

crónicoconcaptopril, descartandoun efectodirecto de estefármaco,en casode encontrar

algunavariaciónen esta corriente.
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4,7.-TRATAMIENTO CRÓNICO CON CAPTOPRIL

En el estudiodel tratamientocrónicocon captopril,nuestrosobjetivosprincipales

fuerondos: 1) basándonosen el ratio pesocorazón/pesocorporaly en las capacitancias

celulares,probar si el captopril era capaz de prevenir el desarrollode la hipertrofia

cardiacaa dosis no hipotensoras,pero que inhiban significativamenteel ECA (Linz y

cols., 1989a) y estudiar la 1(0 en los miocitos de estos corazones;y 2) realizarun

tratamientocrónicocon unadosisde captopril que ha probadoser capazde prevenir el

desarrollode hipertrofia cardíaca(Pfeffer y cols., 1982>, con el fin de detenninarsi su

corrientetransitoriade salidade potasiocorrespondea la de un corazónnormal o no,

4.7.1,-ESTUDIOSPRELIMINARES

Paradeterminarla dosisno hipotensoracapazde inhibir significativamenteel ECA,

tratamosratasmachoSprague-Dawley(300-500g) durante4-6 díascon distintasdosisde

captopril disueltasen el aguade bebida,y medimosla presiónarterial en carótida(ver

secciónmétodos),y la respuestapresoraa AT 1 (1 hg/Kg, intravenosa),comomedida

indirectade la actividaddel enzima.Estosresultadosfueroncomparadosconlos obtenidos

en ratasdel mismopesoy edadque no habíanrecibido fármaco,

La presiónarterial fue medidaen59 ratasquehabíanrecibido o no diferentesdosis

de captopril disueltas en el agua de bebida. Las dosis que probamos fueron (en

mg/Kg/día): 5 (n= 10), 10 (n=4), 15 (n=8), 20 (n=8), 30 (n=8), 400 (n=6>, Como

controles utilizamos 15 ratas que no habían recibido captopril. Los resultadosestán

representadoses la figura 44, comoporcentajede la presiónarterialmediaen situación

control, Las ratasque no habíanrecibido captopril tuvieronuna presiónarterialmediade

126.19±3.9 mm de Hg, datosmuy similaresa los encontradospor otros investigadores

en ratas de esta misma raza (Linz y cols,, 1991), la dosis más alta que no disminuyó

significativamentela presión arterial fue la de 15 mg/Kg/día, las ratas tratadasconesta

dosispresentaronunapresiónde 121.0 ±5.4 mm de Ng, dosismayoresindujeronuna

caídaen la presiónarterial que fue dosis-dependiente.Seguidamentemedimosel
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Fig. 44.: A, Efectodel tratamientocondistintasdosisde captopril,durante4-6 días,sobre
la presiónarterial media. El 100% correspondea los valores de presión en las ratas
controles,que no recibieronfármacoen su aguade bebida.B, incrementoen la presión
arterial media, comorespuestaa la administracióniv de angiotensifla1, en relaciónal
aumentoen las ratas que no recibieron fármaco; Capt., captopril; ~, p.cO.OOS; ~<‘<,

p<0.001;~ p<OOOOl.Las lineasverticalesen cadahistogramaexpresanel ESM,
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incrementode la presiónarterialmedia, inducidopor la administraciónintravenosade Al

1(1 ¡xg/Kg). Esto lo utilizamoscomouna forma indirectade medir la actividaddel ECA,

puesto que el aumento conseguidoen la presión arterial, está determinadopor la

conversiónde Al 1 aAl II, ya quees estaúltima la queejerceunaacciónpresora(Baker

y cols,, 1990).Los resultadosobtenidosnos indicaronqueparala dosisde 15 mg/Kg/día,

ya habíaunadiferenciasignificativa en la acciónpresorade la Al 1 (ver fig 44 B>, así

pues, elegimos esta dosis por ser la que no alterabala presión arterial basal, pero sí

producíauna inhibición importantedel ECA,

4,7.2.- TRATAMIENTO CRÓNICO

Paraestudiarel efectode las dosisde captopril elegidas(15 mg/Kg y 400 mg/Kg),

utilizamosratasmachoSprague-Dawley(180-200g), a las que dividimos endos Úupos,

a uno de ellos sele operó paracolocarleun clip en la aorta abdominal,y al segundose

le operó,perono sele colocó ningúnclip (versecciónmétodos),El grupode animalesque

sufrieronconstricciónaórtica, se subdividióen tres grupos: al primero de ellos no se le

dió tratamientoalguno,al segundosele administró 15 mg/Kg/díade captoprily al tercero

400 mg/Kg/díade dichofármaco,el cual sedisolvió en el aguade bebidade los animales.

Diariamentese midió el aguaconsumida,se pesaronsemanalmente,y semanalmente

también, se ajustó la dosis,

Los animalesfueron sacrificadosa las 6-7 semanas,tiempo al cual los corazones

fueronextraídos,pesadosparadeterminarel ratiopesocorazón/pesocorporal,y utilizados

parala obtenciónde losmiocitosaislados,enlos cualesestudiamosla I~. Paraasegurarnos

de que despuésde 6-7 semanasde tratamiento,tanto las dos dosisde captopril, como la

constricciónaórtica estabanfuncionando, algunos de los animalesdel estudio fueron

empleadospara medir sus presionesarteriales.Excepcionalmente,algunos de los los

animalesutilizadospara la mediciónde la presión arterial, se utilizaron despuéspara su

estudio electrofisiológico.Los resultadosobtenidosnos indicaronque tanto el grupo con

constricciónaórticacontrol (sin recibir captopril) como el grupo conconstricciónaórtica

y la dosisbaja de captopril, teníanla presiónsignificativamentemás alta encarótida
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Fig. 45: Histogramasrepresentandoel efecto del tratamiento con distintas dosis de
captopril en la presiónarterialmedia(A), y en el incrementoen la presiónarterial media
inducido por la administraciónintravenosade 1 hg/Kg de angiotensina1 (B), en ratas
controlesy en ratascon constricciónaórtica, *, p<O02; ‘4<”’, p.~CO,OO2; “<“““, p’ZO.OOl.
Los númerosdebajode cadabarra, indica la dosisde captopril en mg/kg/día.Las lineas
verticalesexpresanlos SEM.
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que la de los otros dosgrupos(156,0±5.8 mm Hg y 152.8 ±6.6 mm Hg en animales

conconstricciónaórticasin tratamiento(n=11) y recibiendo15 mg/Kg de captopril (n=6>

respectivamente,frente a 126.2 + 3,9 mm Hg en 15 animalescontrolesy 121<0 ±5.4

en8 animalessin constricciónaórticatratadoscon 15 mg/kg de captopril; ver fig. 45 A),

esto nos indicó que la dosisbaja del fármaco,no sólo no modificó una presiónnormal,

sino que tampoco disminuyó una presión elevada. Sin embargo, el ECA estaba

marcadamenteinhibida, como lo indicael hechode quela respuestapresoraa la AT 1 fue

significativamentemenorque en los gruposcontroles(el incrementoen la presiónarterial

media tras la administraciónde 1 Mg/Kg de AT 1, en mm de Ng, fue: 52.07 ±4,3 y

53.17 ±4.5 en 9 ratascontrolesy 6 hipertróficasrespectivamente,sin recibir tratamiento

alguno; y 29.2 ±1.9 y 32.1 ±2.6 en animalesque habían recibido 15 mg/Kg de

captopril, sin (n=5) o con (n=6) constricciónaórtica, respectivamente;fig. 45 B). Por

el contrario, la dosismásalta de captopril, sí mostró un efectohipotensor(126.2±3.9

mm de Hg en ratascontroles (n= 15), frente a 68.3 ±4.4 mm de Hg en 6 animales

tratados con 400 mg/Kg de captopril). Las ratascon estenosisaórticaque recibieron la

dosis hipotensorade captopril no mostraronuna presiónarterial media diferente de las

ratascontroles (126.2 ±3,9 mm de I—Ig en ratascontroles (n= 15), y 94.5 ±14.1 en

animalescon estenosisaórticay 400 mg/Kg del fármaco,p >0,05).

4.7.3.-RESULTADOS MACROSCÓPICOS

Cornoen resultadosanteriores,los animalesconconstricciónaórticadesarrollaron

una hipertrofia cardíaca,hecho que se puso de manifiestopor su elevado ratio peso

corazón/pesocorporalcomparadoconel obtenidoen animalescontroles(4.8 * 0.1 mglg

en 19 animaleshipertróficos,frente a 3.5 ±0.07 mg/g en 17 controles,pco,O001)(ver

tabla 24). La dosisno hipotensorade captopril no previno el desarrollode hipertrofia en

la mayoría de los animales (4.8 ±0.2 mg/g (n=11>, pc0.OOO1con respecto a los

animalescontrolesy no significantecon respectoa los hipertróficos>, sin embargo,en 5

ratasdel grupo de 16, los ratios pesocorazón/pesoanimal no alcanzaronel nivel del 30

% de aumento(criterio que habíamosutilizadoanteriormenteparadeterminarla presencia
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de hipertrofia),por lo que les consideramosun grupo aparte,sin embargo,a pesarde no

alcanzarun 30 56 de incrementoconrespectoa los controles(en mediamostraban

Tabla24: Característicasde los animalesen los distintosgruposestudiados.

Pesocorporal
(g)

Pesocorazón
(g) 1

CONTROL
n=17 485.7 ±11.5 1.7 1 0.04 3.5 ±0.07

HIPERTROFIA
n=19 442.8 + 20,6 2.1 ±0.10 4.8 1 0.10

15 mg/kg/día
(R>30%)

n=11
438.6 ±21.7 2.1 1 0.10 4.8 ±0.20

15 mg/kg/día
(Rcc3O%)

n=5
437.8 ±24.4 1.8 t 0,10 4.1 1 0.06

400 mg/Kg/día

n=5 340 + 28.3 1.32 1 0,12 ¡ 3.8 1 0,05

Ratio (mglKg>
corazón/cuerpo

Todos los animales tratadostenían constricción aórtica. R > 6 C
corazón/pesocorporal, > ó< del 30 % del ratio de las ratascontroles,
expresadoscomomedia + ESM.

30%, ratio peso
Los valores están

aproximadamenteun 17 % de aumento).El ratio de estesubgrupode animalesfue de 4.1

* 0.06 mg/g, lo cual es superioral encontradoen los animalescontroles(p’CO.OOOJO,e

inferior (pcO,O0Ol) al obtenidoen animaleshipertróficos. Debemosrecordar que sus

presionesno fueron diferentes de los animales que desarrollaronhipertrofia. Por el

contrario, en el 100 % de los animalesquerecibieronla dosisalta de captopril, seprevino

la apariciónde la hipertrofiacardíaca(ratio 3.8 + 0.05, pcOOOOlcomparadoconel de

animaleshipertróficos). Sin embargo,este grupo de animalescreció significativamente

menos (p<0.02) y sus corazonestambién fueron significativamente más pequeños

(pctO.O5).



184

4.7.4.-CARACTERISTICAS DE LA CORPIENTETRANSITORIA DE SALIDA

4.7,4,1.-Dosis no hipotensora

Lascélulasprocedentesde los animalestratadosconunadosisno hipotensora,cuyo

ratio peso corazón/pesocorporal fue considerado hipertrófico, presentaronunas

capacitanciasde membranamayoresde las célulasaisladasde animalescontroles(297.7

±27.7 pF (n=21), versus 180.0 ±8,2 pE respectivamente(n=35), p<O.Ol>, y no

significativamentediferentesde las capacitanciasde los miocitos aisladosde corazones

hipertróficos sin tratar (251.4 + 13.2 pE, n=31), indicando que estos animales

presentabanhipertrofiaa nivel celular (tabla 25).

En la figura 46, se representanlas densidadesde I<~ en funcióndel potencialtest.

La corriente fue registradacomo en anterioresocasiones(ver secciónde ~ en células

controlese hipertróficas), y se analizó de la misma manera, es decir, analizando la

corrientesensiblea 4-AP. Corno puedeobservarseen dicha figura y en los datos de la

densidadde I~ registradosa +60 mV expuestosen la tabla 25, en las células de las tres

regionesestudiadas,la densidadde ~ fue similar en las célulasdel grupo tratadasconla

dosisno hipotensorade captopril que en las hipertróficassin tratar, y menoresque las

células controles, Otros parámetrosde la I~, como la dependenciadel voltaje de su

activaciónen estadoestacionario,tampocofue diferentede las célulashipertróficas(fig.

47, tabla 25).

En los animalesque no alcanzaronel nivel quehabíamospredeterminado(del 30

% de incremento con respecto a los controles) como indicador de la presenciade

hipertrofiacardíaca(Scampsy cols.,1990),estudiamosla I~ en las células de ápex, y

encontramosque la densidad de corriente no fue significativamentediferente de la

encontradaen célulashipertróficas(a un potencialde +60 mV, en pA/pF: 10,49 ±2.64

(n=8>, versus 12.03 ±0.72 (n=7> en células de corazonestratadose hipertróficossin

tratar, respectivamente).Esto resultadosindicanque a pesardel menor ratio,
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estascélulasno sonnormalesdesdeun puntode vistaelectrofisiológico,y tomandocomo

criterio la densidadde ~ podemosafirmar que las células aisladasde los corazonesque

hanestadosometidosa unasobrecargade presión,tanto si no hanestadotratadas,como

silo han estadoconunadosisno hipotensorade captopril, y que, por tanto, no ha evitado

esta sobrecargade presión,tienendisminuidala densidadde la corriente transitoriade

salidade potasiosensiblea 4-AP, es por éstoque concluimosqueunadosisno hipotensora

de captopril no es capazde prevenir el desarrollode la hipertrofiacardíaca,

Tabla25: Capacitancias,densidadesde ~ y parámetrosde activaciónde dichacorriente,
en célulasaisladasde corazoneshipertróficosrecibiendoo no unadosisno hipotensorade
captopril.

APEX

HT 15
n=7 n=8

PARED LIBRE
7

HT 15
n=11 1 n=7_______________________________________ 1 ___________________________________

SEPTUM
—

HT 15
n=13 n=6

r

1

C~ (pF) 215,38
±36,8

297,32
+48,7

262.99
±29.7

310.98
±48,2

258.00 • 267.79
±19,0 : ±17.4

‘lo (pA/pF)

[+60 mV]

12.03
±0.71

1136
+ 2,05

8.89
±1.09

11.52
±2,9

5,26
±0.91

5.61
* 1.16

~n1ax(gS) 18,52
±3.9

20.50
±8.5

15.45
±7.5

26,3
±11.6

9.55
±4.9

10.60
±4.1

Gm,x/C,n
(pS/pF)

0.09
±0.03

0,08
+ 0.04

0,06
±0,02

0.10
±0.03

0,04
±0.02

0.04
±0.02

V50(inV> 3.2
±1,2

6.0
±1,7

4,1
±1.7

52
±3,2

~4
±2.2

0.1
±2.6

K 11.1
+0,5

9.8
±0,5

10.7
±0.6

12.7
±L2

9.9
±1,0

8.3
±1.7

HT, célulasaisladasde corazoneshipertróficosque
15, célulasaisladasde corazoneshipertróficosque

no han recibidoningún tratamiento;
han recibidoun tratamientocrónico

desdelos 2 díasposterioresa la operaciónen la que les fue colocadoun clip en la aorta
abdominal,con un dosisde 15 mg/Kg/díade captopril. Ca,, capacitanciade membrana;
G,,,0~, conductanciamáxima,Y50, voltaje al cual la activaciónen estadoestacionarioes el
50 % de la máxima, K, pendientede la curvade activación,Los datosexpresanmedias
±SEM.

E
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4.7.4.2.-Dosis hipotensora

Los animalesconconstricciónaórtica quehabíansido tratadosconcaptopril a una

dosishipotensora,presentaronunapresiónarterialque no fué estadísticamentedistintade

los animalescontrolessin tratamiento(94.5 ±14.1 mm Hg). Además,el tratamientocon

esta dosis previno el desarrollode hipertrofia cardíacaen el 100% de los animales.

Estudiamosla ~ en los miocitos aislados de estos corazonesy encontramosque las

densidadesde ~ a + 60 mV, fueronsimilaresa las encontradasen animalescontrolesy

mayores,por tanto, de las halladasen las célulasde los corazoneshipertróficos(ver tabla

26 y figura 48). Sinembargo,seobservóquela curvade activaciónen estadoestacionario

Tabla26: Capacitancias,densidadesde I~, y parámetrosde activaciónde dicha corriente
en células aisladasde corazonesnormalesrecibiendoo no unadosis no hipotensorade
captopril.

APEX J
n

C 400
n=11 n~6

PARED LIBRE

C ¡ 400
n=15 n=9

SEPTUM
-r

C ¡ 400
n=9 n=6

9.9~
±3,15

19.33
±2,12

23.38
±2.50

17.80
±2~O0—
18.19
±3,3

10,43
±1.37 1—

12.2 1 10.5
±1.6 : ±3.3

~ (pA/pF>
[+60 mV]

19.74
±0,66

G0,~ (gS) 20.15 ¡ 14.57
±2.4 ¡ ±2.2

24.9
±29

G,i,ax/Cm
(gS/pF>

0.12
±0.02

0.13
±0.02

0,17
±0.09

0.12
±0.02

0,07
±0.01

0,09
±0.02

V50 (mV) 4.00
±1.8

15.09
±2,4

3.20
±2.5

13,13
±2.3

-5.20
±3,2

-2.8
±5.6

K 13,0
±0.9

10.6
±0.2

16.3
±2,2

13.1
±0.5

13.0
±2,2

10,2
±2.1

célulasaisladasde corazonescontrolesque no han recibido ningún tratamiento;400,
células aisladasde corazonesque han recibido un tratamientocrónico desdelos 2 días
posterioresa la operaciónen la que les fue colocadoun clip en la aortaabdominal, con
un dosisde 400 mg/Kg/díade captopril. G,,,~,,<, conductanciamáxima,Y50, voltaje al cual
la activaciónenestadoestacionarioesel 50 % de la máxima,K, pendientede la curvade
activación,Los datosexpresanmedias±ESM.
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se encontrabadesplazadahaciapotencialesmáspositivos, como se puedeobservaren la

figura 49 y al compararlos valores del potencial de semiactivaciónen la tabla 26. Del

mismo modo, cuandoanalizamosel tiempo al pico de corriente, respectoal voltaje,

observamosqueestabadesplazadohaciapotencialesmásdespolarizados(figura 50 A y B).

Sin embargo,la constantede tiempo de la inactivaciónno estabamodificada(fig 50 C y

D).

4,7.5.-SÍNTESIS

El tratamientocrónico con unadosisno hipotensorade captopril no es capazde

inhibir el desarrollode una hipertrofiacardiacaen la mayoríade los animales,Aunqueen

un 30% de los animalesse podría decirque la hipertrofiaes de menorgrado, las células

compartenlas característicasde las hipertróficaspor lo queno se puedehablarde una

prevenciónde la misma.

El tratamientocrónico con una dosis hipotensoraprevieneel desarrollode la

hipertrofiacardíaca,siendola densidadde ~ a + 60 mV en las célulasaisladasde estos

corazonessimilar a la registradaen células aisladasde corazonescontroles.A pesarde

ello, existeuna alteraciónen la cinéticade activaciónde estacorriente,estandodesplazada

la curvade activaciónhaciapotencialesmásdespolarizados
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La presenteTesisDoctoral podríadividirse en dos grandespartes:una fisiológica

y otra farmacológica.En la primerade ellas, hemosquerido estudiar la heterogeneidad

presenteen las característicaselectrofisiológicasdel ventrículo izquierdo, puestoquees

muy importanteel conocimientode la especializaciónque existeen un corazónnormal

parael diagnósticodiferencialde las arritmiascardíacasy suposteriortratamiento,el cual

hastael momentocontinúasiendoun experimentode ensayo-error<Antzelevitchy cois,,

1991). Además,hemosestudiadosi esta heterogeneidadpuedeestarmodificadaen un

corazón hipertrófico, con respecto a uno normal, así como las alteraciones

electrofisiológicaspresentadaspor los corazoneshipertróficos. Como características

electrofisiológicashemosestudiadolos potencialesde accióny las principalescorrientes

implicadasen la repolarizacióndel potencialde accióncardíaco,y por tanto responsables

de su duración: ‘Cal ‘Lo e

Los inhibidoresdelenzimade conversiónde angiotensinasonungrupo defármacos

ampliamenteempleadosen clínicacomo antihipertensivos,que hanprobadoeficaciaen la

prevencióny reversiónde la hipertrofiacardíaca(Pfeffer y cois., 1982; Clozel y Hefti,

1989; Eichstaedty cols., 1989; Linz y cois,, 1989a; Thollon y cols., 1989; Rhab]eby

cols., 1994), ademásde ser eficacesen la insuficienciacardíacacongestiva,dondeson

capacesde disminuir significativamentela mortalidad (The consensustrial study group,

1987), Sin embargo,no se ha realizadoningúnestudioelectrofisiológicoen las célulasde

los corazonesen los cualesseha inhibido el desarrollode la hipertrofiapor el tratamiento

crónicocon un inhibidor del enzimade conversión,por lo queen estaTesis tambiénnos

propusimosestudiar, tras el tratamientocrónicocon captopril, la corrienteiónica que en

la primerapartede nuestroestudiose demostréestabaalteradadurantela hipertrofia, la

1«,. Puestoque seha queridodisociarel efectoinhibidor de la producciónde angiotensina
II, del efecto hemodinámicoen la prevenciónde la hipertrofia cardíaca(Linz y cols.,

1989a),hemosqueridoprobar si una dosis de captopril suficientepara inhibir de forma

significativael enzimade conversión,pero sin efectohipotensoreracapazde prevenirel

desarrollode hipertrofia cardíaca,y analizar las característicasde la T~c, en los miocitos

cardíacosaisladosde animalescon estenosisaórtica tratadoscrónicamentecon estadosis

baja de captopril. Tambiénhemosestudiadoel posibleefectodirectodel captopril sobre
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las corrientes iónicasde membranaimplicadasen la fase de repolarizacióndel potencial

de accióncardíacoen la rata

A continuaciónpasaremosa discutir con detalle los resultadosobtenidosen cada

unade estassecciones.

5.1.- HETEROGENEIDADEN LA DURACIÓNDELPOTENCIAL DEACCIÓNEN

EL VENTRÍCULO IZQUIERDO, Y SU MODULACIÓN PORLA HIPERTROFIA

Los resultados en este estudio se refieren a dos aspectos distintos: 1) la

heterogeneidadde las duracionesde los potencialesde acción, que en situaciónnormal

presentael corazónde rata,y 2) la modulaciónde las característicasde los potencialesde

acciónen cadaregiónanatómicaen corazoneshipertróficos.Respectoal primer punto, los

resultadosdemuestranque los potencialesde acciónsonsignificativamentemáscortosen

las célulasapicales,seguidospor los de paredlibre y septum.Respectoal segundopunto

observamosque las célulasaisladasdel ápex y la paredlibre de corazoneshipertróficos,

tienenincrementadasignificativamentela duracióndel potencial de acción, con respecto

a las célulasde la mismalocalizaciónencorazonescontroles.Por el contrario,el potencial

de acciónde las célulasdel septumno resultaalteradoen el procesode hipertrofia.

Es un hecho conocido que las propiedadeselectrofisiológicasde los miocitos

cardiacosno estándistribuidashomogeneamenteen el ventrículode los mamíferos. La

duracióndel potencialde acción registradoen algunasespeciescomoel gato (Kimura y

cols,, 1990)y el perro (Antzelevitchy cols., 1991>es mayorenlas célulasdel endocardio

que del epicardio.En las células de rata,Watanabey cols. (1983) tambiénencontraron

diferentestiposde potencialde acciónsegúnsu duración,Estosinvestigadoresencontraron

las duracionesmáscortas,dentro del ventrículo izquierdo, en las célulasdel ápex, y las

más largas en las de la basedel ventrículo.

Nuestros resultados demuestranque la duración del potencial de acción es

claramentedistinta en las tres regionesanatómicasdel ventrículo izquierdo que hemos

estudiado,el ápex,la paredlibre izquierday cl septum.Las células apicalesmostraronlas
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duracionesmáscortas y la menorvariabilidad, sugiriendoque esun grupo homogéneo.

Watanabey cols. (1983) con el fin de estudiar las característicasde los potencialesde

acciónen célulascardíacasaisladas,paracompararlascon los obtenidosen preparaciones

multicelulares,encontraronqueexisteunaheterogeneidaden la duracióndel potencialde

acciónen el ventrículode la rata.Estosautoresno utilizaronlas mismaslocalizacionesen

su estudioque nosotros,pero sí coincidimosal seleccionarla zonaapical, donde también

estosinvestigadoresregistraronlos potencialesde acciónconrepolarizacionesmásrápidas

(excluyendoel ventrículo derecho)a los que llamaron tipo II. Sin embargo,Watanabey

cols,, (1983)no encontraronpotencialesde accióntanlargoscomolos que se handescrito

en el septumen la presenteTesis Doctoral, Por otro lado, Isenbergy Kldckner (1980)

también registraron potenciales de acción del ventrículo de rata, observandouna

heterogeneidaden la repolarización,describiendodos tipos distintos de potencialesde

acciónsegún,su forma y duracióna los cualesllamarontipo b y c. El potencialde acción

llamado por ellos tipo b tuvo característicassimilares al tipo III de Watanabey cols.

(1983) y podríaencontrarseentre los potencialesde acciónobtenidosen nuestroestudio

en la paredlibre izquierda.Los potencialesde acciónllamadospor Isenbergy Kl~ckner

tipo c, coincidencon algunosde los potencialesde acciónregistradosen esta Tesisen el

septum interventricular,Las diferencias observadaspor distintos investigadoresen las

duracionesde los potencialesde acciónpodríanser debidasa diferenciasregionalesen las

células utilizadasen los diferentesestudios.

Por otro lado,esun hechosistemáticamenteobservadoquelas célulasde corazones

hipertróficos tienenprolongadala duracióndel potencialde acción(Hayashiy Shibata,

1974; Gtilch y cols., 1979; Gtllch, 1980;Aronson, 1980), lo cual tambiénse ha observado

en nuestrosresultados.Sin embargo,en la hipertrofia cardíaca no compensadao en

presencia de insuficiencia cardíaca, ciertos autores no han encontrado diferencia

(Kaufmanny cols., 1971; Bassety Gelband,1973) o incluso unadisminución(Hemwall

y cols., 1984). Aronsony Nordin (1984) observaronque la prolongaciónen la duración

del potencial de acción en ratas con hipertensiónrenal no era igual en las células del

endocardioquedel epicardio.Nuestrosresultadosindicanquela duracióndel potencialde

acciónno resultamoduladaen igual medidapor la hipertrofiaen las célulasdel ápex,pared
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libre y septum. Es posible que este sea el motivo por el cual distintos autores han

encontradodiferenciasen el porcentajede aumentode las duracionesde los potencialesde

acciónen células hipertróficas. En este sentido, Gtilch y cols, (1979) estudiaronlas

característicasde los potencialesde acción en la pared libre ventricular de corazones

controlese hipertróficosde rata por estenosisde la arteria renal, y encontraronun gran

aumentoenla duraciónal 50 % de repolarización(un235 %, a unafrecuenciade 0.2 Hz).

Mientras que Hayashi (1974) en ratasespontáneamentehipertensassólo encuentraun

incrementode un 10 %. Nuestrosresultados,utilizando una frecuenciadeestimulaciónde

1 1-Iz, hanmostradoun aumentode la duraciónal 50 % de repolarizaciónde 260 % en el

ápex, y 69 % en la pared libre, mientrasqueno encontramosaumentoen el potencial de

acciónde septum.Sin embargo,si no hubiéramostenidoencuentala procedenciaregional

y hubiéramosconsideradotodas las células controlescomo un único grupo y todas las

hipertróficascomootro, sólohabríamosencontradoun aumentodel 9 %, bastantesimilar

al obtenido por Hayashi, Esto prueba que es muy importante considerar la distinta

localizaciónde las célulasa estudiar,puestoqueconsiderarlascomoun grupo homogéneo

seríaun error.

El hecho de que la duración del potencial de acción sea diferente en distintas

localizaciones, implica que los períodosrefractariostambién lo son. De este modo,

podríamosafirmar que los períodosrefractariosde lascélulasde septumsonlos mayores,

mientrasque los de ápex son los más cortos, Sin embargo,no sepuedencompararlos

períodosrefractariosde las célulasaisladas,puestoque en el corazónentero,el estímulo

eléctricollega antesa unascélulasque a otras, por lo que quizá aunqueuna célula tenga

unaduracióndel potencialde acciónmás cortaque otra, puedeser que no se repolarice

antesque otras células conuna duraciónmáslarga, si éstaúltima se excitó antesque la

segunda.Cuandoel estimuloatraviesael nodoauriculoventriculary llega a los ventrículos,

la parteregionalque se activa anteses el septum,seguidodel ápexy las paredeslibres

(Fozzard y Arnsdorf, 1986). El mantenimientode las diferencias normales en las

duracionesde los potencialesde acciónde distintasregionesanatómicases muy
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importante,puestoque unaalteraciónen la distribuciónde la refractoriedadde las células

de corazonesen situacióncontrol, puedeser el inductor de arritmias cardíacas(Aronson

y Nordin, 1984), En la prácticael tratamientode las arritmias estábasadoen unaprueba

de ensayo-errorhastaencontrarel fármacoadecuadoque mejoray no agravala arritmia.

El diagnósticodiferencial de las arritmias cardíacasrequiereel conocimientode las

característicaselectrofisiológicasde las células del corazón, incluyendo qué clase de

heterogeneidado especializaciónexisteenel corazónnormal(Antzelivitch y cols,, 1991).

Es decir, las diferencias encontradasen situación de normalidad son las óptimas, y

cualquier variación que se produzcaen estasdiferencias, podría ser la causantede la

apariciónde una arritmia cardíaca,De hechose sabeque los corazoneshipertróficosson

máspropensosa sufrir arritmias (McLenachan,1987; Pyey Cobbe, 1992;Bikkina y cols.,

1993), lo cual se ha relacionado,entreotros factores,con la mayorduracióndel potencial

de acciónen estascélulas.En este sentido,Aronsony Nordin (1984)encontraronque las

células hipertróficas presentabancon mayor frecuencia actividad espontánea(hecho

también encontradopor nosotros, datos no mostrados).Puedeser que esta actividad

espontáneaseacapazde generararritmias másfácilmenteen los corazoneshipertróficos

en los cualesseha alteradola normaldistribución regionalde los períodosrefractarios,

debido a una ‘homogeneización”o acortamientode las diferenciasde las propiedades

electrofisiológicasde los miocitos de distintaslocalizaciones.

La heterogeneidaden la duracióndel potencialde acción, encontradaen células

cardíacasde distinto origen regional, debe estar relacionadacon variaciones en la

distribución topográficade las característicasde las corrientes implicadasen la fase de

repolarizacióndel potencial de accióncardíacoen este animal. Del mismo modo, una

alteración en estas corrientes determinará el enlentecimientoen la repolarización,

encontradoen las células de ápexy pared libre izquierda.
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5.2.- CORRIENTE LENTA DE ENTRADA DE CALCIO EN MIOCITOS

CARDÍACOS CONTROLESE HIPERTRÓFICOS

Los resultados de este estudio, muestranque en las células normales,no se

observandiferenciassignificativasen las característicasde la corrientede calcio registrada

en células de distinta topografía,es decir, de ápex,paredlibre izquierdao septum.En

cuanto a la amplitud de la corriente, y su densidad, observamosque existía gran

variabilidadde célula a célula (fig. 14), en todaslas partesestudiadas,Estopodríaexplicar

las variacionesen las duracionesde los potencialesde acciónobservadasdentrode cada

grupo, pero no las variacionesentregrupos. Es poco probableque estasvariacionesse

debana diferenciasentre epicardioo endocardio,puestoque estudiosrealizadossobrela

I~ en el ventrículode gato,handemostradoque las característicasde estacorrienteno son

distintasentre el epicardioy el endocardio(Kimura y cols., 1991).

Lascaracterísticasde la I~, registradapor nosotrosfueronsimilaresa lasobtenidas

por otros investigadores(Bassingthwaightey Reuter,1972;Reuter,1973; Gettesy Reuter,

1974; Scampsy cols., 1990), de esta forma, observamosque la corriente se activa a

potencialespositivos a -30 mV, alcanzandoel máximo alrededor de 10 mV, y con un

potencial de reversión cercanoa 60 mV. Tambiénobservamosque la inactivación en

estadoestacionariono es completatras las despolarizacionesprolongadas,esto puedeser

debidoen partea la superposiciónentre los potencialesde activacióne inactivación(ver

fig 15), que produceuna corriente de “ventana” estable (Trautwein y cols., 1975;

McDonald, 1982: Reutery Seholz,1977), resultandoen unacorrientede entradaa todos

los potencialespositivosal umbralde activación.

La corrientede calcio tipo L es la corrienteiónica másestudiadaen los corazones

hipertróficos, puestoque juega un papel fundamentalen el acoplamientoexcitación-

contracciónen el músculo cardíaco,Un incrementoen sudensidado un enlentecimiento

en su inactivaciónpodría ser responsablede la prolongaciónen la duracióndel potencial

de acciónobservadoen las célulashipertróficas,Sinembargo,los resultadospresentados

en la presenteTesisDoctoral no demuestranningunamodificaciónsignificativa ni en la
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densidadni en la cinéticade estacorrienteen las célulashipertróficas,al compararlascon

las controles. Las primeras investigaciones destinadas a estudiar las alteraciones

electrofisiológicasde los miocitoscardiacoshipertróficos,encontraronun incrementoen

la duracióndel potencial de acción, sugiriendoque el motivo seríaun aumentode la

corriente de calcio o una inactivaciónmáslentade estacorriente (Aronson, 1980; GUlch

y cols., 1979).

Hastael momentoactual sehanpublicadoresultadoscontradictoriosrespectoa la

magnitudde la corrientelenta de entradade calcio durantela hipertrofia. Ten Eik y cols.

(1983), utilizando un modelo de hipertrofia derecha severa en gato (5-7 meses de

sobrepresión),observaronuna disminución de la I~, sin ninguna modificación en la

cinética. En este sentido, también en gato, pero con hipertrofia severa ventricular

izquierda,se ha observadoque aunqueel pico de ‘Ca no se alterabapor la hipertrofia, la

densidad resultabadisminuida (Nuss y cols,, 1993). Por lo tanto, es posible que la

disminuciónen la 1Ca ocurra en estadosavanzadosde la hipertrofiacardíaca(Housery

cols., 1989), marcandoel pasode unahipertrofiacompensadaa descompensada(Nussy

Houser, 1991; Ryder y cols., 1991; Bailey, 1992). Frentea estos resultados,Keung y

cols. (1989),encontraronque la densidadde I~, estabaaumentadaen las células aisladas

de corazoneshipertróficos.Estos investigadoresno estudiaronlas célulashipertróficasal

azar,sinoqueescogieronlas máspequeñas,de tamañosimilar a las célulascontroles,por

lo que sus resultadosno son representativosde lo que ocurre en todo el corazón

hipertrófico (Hart, 1994). En este sentido, Scampsy cols. (1990), sugirieron que la

neosíntesisde canalesde calcio espreviaal crecimientocelular,por lo quesi elegimoslas

células máspequeñasde los corazoneshipertróficos,es posible que la síntesisde canales

de calcio ya sehayainiciado, resultandoen un falso aumentoen la densidadde ‘Ca’ Esta

hipótesisno estaríaencontradicciónconlos resultadosobtenidosporRydery cols. (1993),

quienesencontraronun aumentoen la ‘a,, peroen un modelode hipertrofialigera. En este

sentido, Mayoux y cols. (1988) y Primot y cols. (1991) utilizando un modelo de

hipertrofiapor estenosisaórticaenrata y cobayorespectivamente,encontraronquesi bien
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el número de canalesde calcio se encontrabaaumentadotan sólo 5 díasdespuésde la

estenosisaórtica, el aumentoestabarelacionadoconel incrementoenel tamañocelularde

los miocitoshipertróficos, de modo que la densidadpermanecíaconstante.

Volviendo a los resultadosde Scampsy cols. (1990), hay que indicar que estos

investigadores,utilizando un modelo de hipertrofiamoderadapor estenosisde la aorta

abdominal,obtuvieronresultadossimilaresa los presentadosen estaTesis Doctoral, es

decir, no encontraronuna diferenciasignificativa en la densidadde 1Ca entrecorazones

normalese hipertróficos. Resultadossimilaresse hanpublicado recientementeen ratas

espontáneamentehipertensascon hipertrofiacardíacamoderada(l3rooksbyy cols., 1993a

y 1993b),

Respectoa la cinética de la corriente de calcio, nuestrosresultadosno indican

ningunavariación.Algunos investigadoresencontraronun enlentecimientode la constante

de tiempo lenta de la inactivación(Kleimany Houser, 1988; Keung, 1989; Nuss, 1993),

lo quepodríahacerque el calcio estuvierafluyendodurantemástiempo,y de estaforma,

enlentecerla repolarizacióndel potencialde acción, Sin embargo,nuestrosresultadosno

demostraronningunadiferenciasignificativaen las constantesde tiempo, al igual que los

resultadosde Scampsy cols, (1990).Últimamente,seha descritoquela corrientede calcio

no presentasu forma normal hastahabertranscurridocierto tiempo desdela rupturadel

sello, en el método del whole-cell recording (Tiaho y cols,, 1993), de esta forma, nada

más accederal espaciointracelularcon la micropipeta, no se ve ningunacorriente de

entrada,sino de salida, luego, segúnpasael tiempo, se empiezaa observarun pico de

entrada,que va aumentandohastaalcanzarsu valor estableaproximadamentea los dos

minutos. A la vez que el pico de la 10a se va haciendomayor, su inactivaciónse va

haciendomásrápida, alcanzandovalores establesalrededorde los cinco minutosdespués

de la ruptura del sello. Si esteefecto fuera debido al tiempo necesariopara dializar la

célula conla solución interna que lleva la micropipeta,es posibleque una célula mayor

(por ejemplo, hipertrófica) necesitaramás tiempo paraalcanzarel estadoestableen su

inactivaciónque los cinco minutos de una célula normal, pudiendo ser que diera una

constanteaparentementemás lenta de inactivaciónsi se haceel registro antesde que se
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alcanceel valorestablede inactivación.Peroestono dejade serunahipótesis,y esposible

que las diferenciasobservadaspor distintosautoresseandebidasal modelo de hipertrofia

utilizado o a la especie,ya quelos únicosinvestigadoresque hanutilizado el modelode

hipertrofiacardíacainducidapor coartaciónde la aortaabdominalen la rata, utilizado en

estaTesis,hanencontradoresultadossimilaresa los nuestros(Scampsy cols., 1990>.

La corriente de calcio alcanzaun valor estable, y despuésde cierto tiempo,

comienzaa disminuirde forma irreversiblehastadesaparecer,a estefenómenose le llama

rundown (Belles y cols., 1988>, por lo tanto, otra consideraciónque hay que tener en

cuentaa la hora de compararla k. de distintascélulases el tiempo al cual se registrala

corriente desdeel momento de alcanzarla configuración de whole-cell, no sólo para

alcanzarel valor estable de la ‘Ca’ sino también para evitar que algunascélulas estén

afectadaspor el rundown(I-Iart, 1994).Ennuestrosestudiosesperamosentodaslas células

5 minutostras alcanzarla configuraciónde who¿e-cetl,despuésregistrarnosla capacitancia

de membrana,y registramosla I~, medio minutodespués,por lo que en todaslas células

se realizó el registrode la corrientede calcio al mismo tiempo, suficienteparaque la ‘ci,

hubieraalcanzadovaloresestablesde magnitudy cinética, y demasiadopronto para el

comienzodel rundown.

En resumen,una posible explicación de lo que pasa en el desarrollo de la

hipertrofia cardíacaseriaun aumentorápido en el númerode canalesde calcio (Mayoux

y cols., 1988), seguidode un aumentoen la superficiede la membranacelular,de modo

que la densidad de 10a se mantiene constanteen ma hipertrofia moderada.En una

hipertrofia descompensadaque desembocaen una insuficienciacardíaca,la densidadde

‘Ca disminuye,bienporun mayoraumentode la superficiede la membrana,o bienporuna
disminuciónen los canalesde calcio funcionalmenteactivos, (Nussy cols,, 1991).
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5.3.- CORRIENTE TRANSITORIA DE SALIDA EN MIOCITOS CARDÍACOS

CONTROLES E HIPERTRÓFICOS

Nuestrosresultadosen la corriente transitoriade salidade potasio,k~ sensiblea

4-AP, demuestranque existeclaramenteuna diferenciaen la distribuciónde ~É0en las

célulasventricularesde rata en situacióncontrol, (ápex,paredlibre izquierda,y septum)

y estaheterogeneidadtopográficatiendea hacersemenoren el casode célulasaisladasde

corazoneshipertróficosporestenosisdela arteriaaortaabdominal,presentandolas células

hipertróficasunamenorJ~,

Los resultados obtenidosen esta Tesis Doctoral demuestrandiferencias en la

densidadde I,~, en el ápex,pared libre izquierday septum.En media, la densidadde dicha

corriente registradaen las célulasde la región apical es dos vecesla del septum,y en la

paredlibre tresvecesla densidaddel10 encontradaen el septum(fig. 20). Debemosindicar

que en este estudio hemos encontradouna mayor variabilidad en la ~ de células

procedentesde la pared libre, que en los otros dos grupos,debido, aparentemente,a una

composiciónheterogéneade estegrupo,En realidad,previamentese ha descritounagran

variabilidad en la corriente transitoriade salida en conejo (Oiles e Imaizumi, 1988) y,

recientemente,Liu y cols. (1993> handemostradoque la ~ es prominenteen el epicardio

y muy pequeñaen el endocardiodelcorazónde perro.Por lo tanto, no podemosdescartar

que la mayor variabilidad encontradaen las células de la pared libre sea debida a

diferencias en la ~ entre el epicardio y el endocardioen células cardíacasde rata.

TambiénFurukaway cols. (1990a)encontraronque en el epicardiode corazonesde gato

la I,~ eraprominente,en oposicióna la capaendocírdica.Paraexplicar las diferenciasen

la duracióndel potencialdeacciónobservadasen el ventrículo izquierdodeconejo,Fedida

y Oiles (1991) también sugirieron una diferencia en la distribución de la corriente

transitoriade salida. En la rata, con los resultadosque hasta ahora hemos obtenido,

podríamossugerir que la duración más corta del potencial de acción encontradapor

Watanabey cols. (1983)y por nosotrosenel ápex, se relacionaconla gran~ encontrada

en las célulasde esta localización,y la repolarizaciónmáslentade las célulasseptalesestá

relacionadacon la menor corrientetransitoriade estaregión del corazón(ver figuras 12

y 20).



204

Lasposiblesdiferenciasenel potencialde reposo,podríanalterarla disponibilidad

de la Ir,, e inducir unaaparentediferenciaregionalen sus características.En realidad, no

hemos encontradodiferencias regionales en el potencial de reposo al estudiar las

característicasde los potencialesde acción (ver tabla 7). La distribuciónheterogéneade

las densidadesde la corriente transitoriaencontradaen los ventrículosnormalesno puede

ser relacionadacondesplazamientosen las curvasde activacióno inactivaciónen estado

estacionario,puestoque no encontramosdiferenciasde estascurvas,ni en los voltajesde

semiactivacióno semiinactivación,ni en la pendiente de la curva entre los grupos

estudiados.Sólo hemosencontradouna ligera tendencia,no significante,para las células

del septum,a presentarmayoresconstantesde tiempo de inactivaciónentre+20 y + 60

mV (fig 24). Puestoque no podemosafirmar que la diferenciaen la distribuciónde l~ en

el ventrículoseadebidaa unacinéticadiferente,y no hemoshechoanálisisen canalúnico,

no podemosexcluir que hayadiferenciasen las característicasde las corrientesunitarias,

aunquepodemosconsiderar:1) que la probabilidadde aperturadel canalestárelacionada

probablementecon la dependenciadel voltaje que se observa en las corrientes

macroscópicas,como se ha sugeridopor McDonald y cols, (1986) para la corriente del

canal de ~ y tambiénprobablementepara la corriente transitoria, como ha sido

propuestopor Clark y cols. (1988>,basándoseen el efectosimilar entrela frecuenciadel

estímuloen la amplitud de la corrienteen whole ceil y la probabilidadmediade apertura

del canalaislado; 2) La relacióncorriente-voltajey la conductanciapuedenser similares

de una región a otra. Suponiendoque estas hipótesis seancorrectas, la conductancia

máximacalculadaparaápex, paredlibre y septum,puedeserconsideradacomo unaforma

indirectade estimarel númeromáximo de canalesen estadoabierto.Siguiendoconeste

razonamiento,podríamossugerir que la densidadde los canalesfuncionalesesmenoren

las células aisladasdel septum,en comparaciónconlas de la paredlibre y el ápex.Una

conclusiónsimilar a éstaha sido sugeridapor Fedida y Oiles (1991) quienesencontraron

que la amplitud y cinéticadel canalúnico de la corrientetransitoriaes igual en epicardio

y endocardiode conejo,mientrasque la densidadde corrientemacroscópicaeramayoren

epicardioqueen endocardioo músculopapilar.Más aún, nuestroshallazgosen las células

de corazoneshipertróficos parecenestar de acuerdocon la asunción de una diferente

distribuciónde las densidadesde canalesfuncionales.
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Nuestros resultados en el estudio de los potenciales de acción de células

hipertróficas indican un incremento en su duración en comparacióncon las células

normales,pero la hipertrofia no afecta de una forma homogéneaa todas las células

ventriculares. Los resultadosobtenidosen la presenteTesis sobre la I<~ muestranuna

disminuciónglobalde la densidadde I<~ en el ventrículohipertrófico de ratapor estenosis

de la aorta abdominal. Este descensoestuvorelacionadocon una disminuciónen las

conductanciasmáximasnormalizadaspor las correspondientescapacitancias.La hipertrofia

no indujo cambiosen las curvasde activacióne inactivaciónen estadoestacionario.Una

posibleexplicaciónpodríabasarseenque la hipertrofiano induceneosíntesisde los canales

de I~, por lo cual, al crecerla membranacelular, se induceun descensode la densidadde

canalespor superficie,pero no en el númeroabsoluto de canalespor célula, al menosen

el ápex y la pared libre. Este comportamiento podría ser el contrario del proceso

adaptativopara los canalesde calcio, en el cual, como hemossugeridoen la sección

dedicadaal estudiode la corriente de calcio en célulashipertróficas,el númerototal de

canalesporcélula estaríaincrementado,aunquela densidadpermanezcaconstante.Por el

contrario, los canalesde ~ en la hipertrofia, podríanser comparadoscon otrasproteínas

de membrana, como receptoresf3-adrenérgicosy muscarínicos,los cuales resultan

disminuidosen densidaden los corazoneshipertróficosde rata, pero no su númeropor

célula, lo que sugierequelos genesque codificanparaestosreceptoresno esténregulados

en la hipertrofia (Mansier y cols,, 1990). Más aún, debemosindicar que el descensoen

la densidadde ~ observadoen las células hipertróficas,fue del mismo orden que el

observadoen las primerasetapasdel desarrolleen células ventricularesde rata (Kilborn

y Pedida,1990).

Nuestros resultadosen la 110 en células hipertróficas estánde acuerdo con los

obtenidospor Kleiman y Houser (1988) y Bouron y cols. (1992),quieneshansugerido,

basándoseen las anomalíashalladasestudiandola corrientede calcio en un medio donde

la I~ no estababloqueada,quela ‘LO podríaestardisminuida,lo queXu y Best (1991) han

confirmado, mostrando que la corriente transitoria de salida estaba disminuida en

corazoneshipertróficosde rata acromegálica.Además,en las célulashumanasde septum

hipertrófico por sobrepresión,la corrientede calcio es predominantesobre la transitoria
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de salida (Bénitah y cols., 1992a), a la vista de nuestrosresultados,esto podría ser

explicado por dos motivos, siendo el primero que el septum, que en situación de

normalidadtiene una pequeña~ y segundo,que resulta aún más disminuida en la

hipertrofia. Sin embargo,otros autoreshanencontradoun aumentoen la densidadde ~

en corazoneshipertróficos(Keungy cols., 1987; Zhangy cols., 1991a).Estos resultados

distintos a los nuestrospodríanestarrelacionadosconla utilizacióndeun modelodiferente

de inducciónde la hipertrofiacardíacaexperimental,o conel hechode que no tuvieron

en cuentala heterogeneidadsegúnla procedenciaregionalde las células.

Los resultadosobtenidosen estasecciónde la presenteTesis,podríanexplicaren

partelos resultadosque hemosobtenidoen el análisisde los potencialesde acción,Por un

lado, la menordensidadde 1~c, en las célulasseptalesestá relacionadocon los potenciales

de acción más largos registradosen esta región, la gran ~ encontradaen el ápex, en

comparacióncon el septum,puedeestar relacionadacon los potencialesde acción más

cortos registradosen la región apical y en la zona de la pared libre izquierdase ha

encontradola mayor variabilidad tanto en los potencialesde acción como en la I~. La

disminución en la densidad de la I~ en las células hipertróficas y la tendenciaa la

homogeneizaciónen estas células con respecto a esta corriente podría explicar el

incrementoen la duracióndel potencial de acción y su menor heterogeneidaden los

miocitoshipertróficos,pero no explica la razónpor la cual, a pesarde que en las células

del septuminterventricularse produceun descensoen la densidadde I(~~ no se acompaña

de un enlentecimientode la repolarización.Esto hacepensarque la contribuciónde esta

corriente a la duracióndel potencial de acciónpuedaser máso menosimportante,según

la localizacióntopográficaconsiderada.

5.4.-CONTRIBUCIÓN DE LAS CORRIENTESDE CALCIO Y TRANSITORIA A

LA DURACIÓN DEL POTENCIAL DE ACCIÓN EN CADA CÉLULA

La fase de repolarizacióndel potencial de acción cardíaco es el resultadodel

balanceentrelas corrientesde entrada,quetiendena despolarizarla célulay las de salida,

que tiendena repolarizarla.En los análisis de potencialesde acciónque hemosexpuesto
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en la primera partede estaTesis, observamosque sondistintos en duraciónen las zonas

del ápex, paredlibre izquierday septum,en el corazónnormal; y que en los corazones

hipertróficosla repolarizaciónse enlenteceen las célulasde las dosprimerasregionesque

acabamosde mencionar. El incrementode la duracióndel potencial de acción esmás

marcadoen la fasetempranade la repolarización(ver fig 11), por lo que en esteestudio

hemoselegido el nivel del 20 % de repolarización,para analizar los tres parámetros:

duracióndel potencialde acción, ‘Ca e I(Q• Hastala fecha,ningúnestudiohabíamedido los

tresparámetrosen la mismacélula, aunqueotros investigadores,entre ellos Mitchell y

cols, (1984),habíandemostradoquetanto la ‘Ca’ comola I~ contribuyena la duracióndel

potencialde accióncardíacoen la rata.

Comoacabamosde recordar,el potencialde membranaresultasiempredel balance

entrelas corrientesde entraday de salidaquefluyen a travésde la membrana,En nuestros

resultados,el potencial correspondienteal 20 % de repolarizaciónestá alrededorde 10

mV, encontrándoselos valores individuales,comprendidossiempreentrelos límites de 0

y 20 mV. A estosniveles de potencial,la corrientede calcio es importantey la ~ ya ha

comenzadoa activarse.Por ello, hemosrelacionadola duracióndel potencialde acción,

al 20 % de repolarización,con la sumade estasdoscorrientes,registradasen cadacélula

al potencialcorrespondientea este nivel de repolarización.En estesentido,los resultados

presentadosen estaTesis, demuestranqueen las célulasdondese registranlos potenciales

de acciónmás cortos,esto es en la regiónapical, la corrientetotal registradaen ausencia

de sodio (ver fig 28), es fundamentalmentede salida, lo que secorrespondecon la suma

de la ‘c~ e k al potencialcorrespondienteal 20 % de repolarización,de signo positivoen

este grupo de células (ver fig. 27). Por el contrario, en las células del septum, los

potencialesde acciónpresentanuna repolarizaciónlenta, y es precisamenteen estaparte

donde la corriente total es fundamentalmentede entrada, lo que secorrespondecon una

corriente sumade ‘c~ e I~ de signo negativo(ver fig, 28 y 27). Puestoque las mayores

diferenciasencorrientesentreestosdos gruposde célulasse encuentranenla 1(0, podemos

afirmar que la gran corriente transitoria registradaen todas las células del ápex es de

mayor magnitudque la corrientede calcio, desviandoel equilibrio entre ambashaciauna

corrientenetade salida, Por el contrario, la pequeña‘~0 registradaen las célulasseptales,
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es siemprede menormagnitudque la corrientede entradade calcio, desviandocl balance

entreambashaciauna corrientenetade entrada.En las células de la paredlibre hemos

encontradomayorvariabilidad,tantoen la I~ como en la duracióndel potencialde acción.

Enunascélulasde estaregión, la ~ esprominente,provocandoquela corrienteresultante

seapositiva,y los potencialesde acciónde cortaduración,en otras la I,~ esmenory no

es suficiente para contrarrestar el efecto de la ‘Co’ presentandoestas células una

repolarizaciónmás lenta; pero en cualquiercaso, la corrientetransitoriade salida de la

pared libre izquierda, siemprees mayor que en septum, lo que está de acuerdocon la

mayor duraciónde los potencialesde acciónregistradosen estaúltima región.

El estudiocompletoen una mismacélula del potencial de accióny las corrientes

‘ca e ~ (medidasal 20 % de repolarización),nos han permitido demostrarque en el
corazónnormal existeuna relacióndel mismo ordenentre la corriente neta(‘Ca + I~~) >‘

la duracióndel potencialde acción en las células del ápexy de la paredlibre, pero las

células del septuminterventricularse comportande forma distinta,no encontrándosela

mismacontribuciónde la corrientenetaresultantequeen las otras regiones(verfig. 27).

Basándonosen estos resultados,podemosafirmar que el incrementoen la duracióndel

potencialde acciónencontradoen las célulashipertróficasde ápexy paredlibre, sedebe

a una disminución en la densidad de I~. Sin embargo,en las células del septum

interventricular, no hemosencontradouna relación rntre la duracióndel potencial de

acción,y ambascorrientesporseparado,ni sumándolas(corrienteneta),Estehechopuede

indicar, queen estaregiónexiste algunaotra corrienteque participeen la repolarización,

aunqueno podemosolvidar queen los miocitosaisladosdel septuminterventricular,la ~

es muy pequeña,por lo que es lógico pensarque pueda ser menos importante en la

determinaciónde la duracióndel potencialde acción,Esta falta de correlaciónentrela ~

y la ‘Ca y la duracióndel potencialde acción, podríaexplicar, al menosen parte, por qué

aunqueen las célulashipertróficasde estaregióntambiénseobservauna disminuciónen

la I~, no se traduceen un incrementoen la duracióndel potencialde acción.

En las célulashipertróficasse altera la contribuciónnormalde las corrientes‘Ca e

a la fasede repolarización,a la vez que se pierde la heterogeneidadexistenteen los
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corazonescontroles(ver figura 27). Esta alteracióncon la hipertrofia cardíacaes muy

importante,puestoque si administramosun fármaco que actúe en algunade estasdos

corrientes,sabemoslo que ocurrirá en la forma del potencial de acción en un corazón

normal, pero puede tener menosefecto en un corazónhipertrófico. La pérdidade la

relaciónentrelas densidadesde ~ e~ y la duracióndel potencialde acciónen las células

hipertróficaspuedeser debidaa unadisminucióngeneralen la ~(o’ lo que la hacemenos

importante.De todas formas, la duracióny forma del potencial de acción siempreestá

determinadapor las corrientesiónicas que fluyen duranteél en el miocito cardíaco,por

lo que podemosintuir que en las célulashipertróficas,se hagamás importanteen la fase

de repolarizacióndel potencialde accióncardíacoalguna otra corriente distinta de la ‘Ca

y la I(Q•

5.5- CORRIENTE DE FONDO EN MIOCITOS CARDIACOS NORMALES E

HIPERTRÓFICOS

A la vista de los resultadosanteriores,en los cualesno acabade demostrarsela

razón por la cual la disminución en la I~ en las células del septum hipertrófico, en

comparaciónconel normal, no se traduceenunaprolongaciónde la duracióndel potencial

de acción, decidimos estudiar las corrientes de fondo de los miocitos cardíacosde

corazonesde rata normalese hipertróficos. Además, quisimos determinarsi tanto la

heterogeneidadregionalde las propiedadeselectrofisiológicasdel corazónnormal, como

las alteracionespresentadasen el corazónhipertrófico,puedenestardeterminadasenparte

por una diferenciaen las propiedadeseléctricasde las corrientesde fondo. Puestoque

hemosencontradodiferenciasen las propiedadeselectrofisiológicasde las células del

ventrículo izquierdo de rata en las regiones de ápex, pared libre y septum,decidimos

estudiarlas corrientesde fondo en las células cardíacasde estastres regiones,tanto en

corazonesnormalescomohipertróficos. Además,en el casode la ‘K¡’ se ha demostrado

quelas densidadesde corrienteen ventrículoizquierdode gato, sonmayoresen las células

de endocardioque en epicardio, tanto en el sentido de salida como en el de entrada

(Furukaway cols., 1992). Más aún, puestoque la duracióndel potencialde acciónen las

células hipertróficas resulta aumentado,es posible que las corrientes de fondo estén
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implicadas,puestoquela principal corrientede fondoen la rata, la ‘K(’ tambiéncontribuye

a la duracióndel potencialde acción(Pennefathery Cohen, 1990; Surawicz,1992; Martin

y Chin, 1992).

Los principales resultadosen este estudio fueron dos: 1) la distribución de la

corrientede rectificaciónde entradaen el ventrículo izquierdode la rataes homogéneay

no resultamodificadaen la hipertrofiadebidaa sobrecargade presión;2) el procesode

hipertrofiapareceactivar la apariciónde otra corrientede fondo distinta de la I~.

5.5.1.-CORRIENTEDE FONDO TOTAL Y SENSIBLE A BARIO (JKI)

La corriente de fondo total observadaen nuestrosexperimentoses similar a la

obtenidapor Kleiman y Houser (1989) en miocitos ventricularesde gato (Kleiman y

Houser, 1989>. Estos investigadores,asumiendo que la única corriente que puede

contaminarla ‘K( a potencialespositivos a -20 mV es la ‘K en los miocitos cardiacos

normalese hipertróficos, limitaron su estudio al análisis de la corriente total de fondo,

obtenidade un protocolode rampaentre-90 y -20 mV. En estascondiciones,el potencial

de reversiónde esta corriente fue similar en las célulascontrolese hipertróficas,y la

densidadde corrientede entradafue significativamentemayorenlos miocitoshipertróficos

queen los normales,(ver figura 11 en estareferencia),lo cualescomparableconnuestros

datos (ver figura 30 y tabla 19). Sin embargo,la densidadde la corrientede salida fue

mayor y la región de pendientenegativamásprominenteen las célulashipertróficas.En

estesentido,nosotrosno hallamosningunadiferenciasignificativa a estospotenciales,y

no observamosuna zonade pendientenegativaen las células hipertróficas.Aunque esta

diiscrepanciapuedeser debidaa la diferenciaentreespecies,nos preguntamossi alguna

corrientecontaminantepuedíaser inducidao alteradasignificativamenteen el procesode

hipertrofia, explicando las diferenciasen la curva corriente-voltajeencontradasentre los

miocitos normales e hipertróficos. Para analizar esta posibilidad utilizamos bario

extracelular,un conocidobloqueantedela I,~ (Sakmany Trube, 1984; Shahy cols., 1987;

Tourneury cols,, 1987), para caracterizarla ‘Kl como la corriente sensiblea este ión

(Pennefathery Cohen, 1990).
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El primer pasofue determinarsi existendiferenciasregionalesentreápex, pared

libre y septum,en la corrientesensiblea bario, I~«. La figura 32 muestraclaramenteque

las curvasdensidadde corriente-voltajesonmuy similaresen estastres regiones,tanto en

los miocitosaisladosde corazonescontrolescomo de hipertróficos.Aunqueno utilizaron

las mismaslocalizaciones,Liu y cols (1993) encontraronque la corriente ‘KI’ definida

como la corrientede estadoestacionariosensiblea 10 mM de Cs~, o la diferenciaentre

la corrientemedidaenpresenciay ausenciadepotasio extracelular,eracomparableen las

células aisladasde epicardio, endocardioy midmiocardio de perro. Por el contrario,

Furukaway cols. (1992) encontraronque la ‘Kl era prominenteen las células del

endocardioy no en el epicardiode la paredlibre de corazonesde gato,sugiriendoqueera

el diferente número de canales funcionales, el responsablede las diferencias que

encontraronen la ‘K¡’ Esto sugiereque la variabilidadentreespeciesseala responsablede

la diferentedistribución regionalde esta corriente (Liu y cols., 1993).

El presenteestudiodemuestraque la ‘KI’ definidacomo la corrientesensiblea bario

no resulta alterada en los miocitos aisladosde corazonesde rata a los que se les ha

inducidounahipertrofiapor sobrepresión.Además,en todoslos gruposlas variacionesde

la densidadde corriente y la conductanciade entrada, expresadasen las desviaciones

estándar,fueronsimilares(ver tabla20 y fig. 32), lo quesugiereque estamostrabajando

conuna poblaciónsimilar de células, Estoshallazgosestánen aparentecontradiccióncon

los encontradospor Kleiman y Houser(1989), quienesobservaronun incrementoen la

densidadde I,<, en los corazoneshipertróficos.En realidad,estosautoresregistraronla I~

como la corriente de fondo total obtenidaentre-90 y -20 mV, basándoseen la asunción

de que tantoen las célulascontrolescomo en las hipertróficas,la mayoríade la corriente

de fondo sedebea la I~. Estasobservaciones,junto con nuestroshallazgos,nos llevan a

la hipótesisde que algunaotra conductancia,alteradao inducidapor el desarrollode la

hipertrofia, puedacontaminarla corriente de fondo (fig, 33). Por otra parte, hay que

indicar que las capacitanciasde membrana(tabla 19), expresiónde la superficiecelular,

fueron mayoresen las célulashipertróficas,lo cual estuvoen relaciónconlas mayores

amplitudesde ‘K( registradasen las célulashipertróficas.Una posibleexplicaciónesque

en el procesoadaptativode la hipertrofia se induce la síntesisde canalesde ‘Kl a la vez
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que la membranacrece,de forma quela densidadde canalesde I~« no varíeen las células

hipertróficas,unaexplicaciónsimilar seha sugeridopara los canalesde calcio (Scamps

y cols., 1990).

5.5.2.-CORRIENTEINSENSIBLE A BARIO

Puestoque la corriente remanentetras la perfusióncon 2 mM de BaCI2 en las

células hipertróficas fue sistemáticamentemayor que en las controles (fig. 33), se

consideró improbable que estas diferencias fueran provocadaspor una corriente de

‘goteo’’ . Nuestroshallazgossugierenla presenciade una corrientede salidaadicionalen

los miocitos hipertróficos. El bloqueante de cloro, 9-AC, inhibió parcialmenteesta

corrientede fondo insensiblea bario, sin modificar el potencialde reversión.La ausencia

modificaciónenel potencialde reversiónsugiereque la variaciónen la conductanciafue

debido a una corriente sensiblea 9-AC. Por este motivo, proponemosque al menosen

parte, el ión transportadorde cargade esta corriente resistentea bario, es el cloro. El

bloqueoparcial del 9-AC ya ha sido observadoen otras corrientesde cloro, tanto en la

activadapor isoproterenol,como en la inducida por “estiramiento” de la membranay

puededebersea una acciónmuy lenta del bloqueantea nivel intracelular (Sorota, 1992;

Harvey y cols., 1990). Algunas corrientesde potasio, incluyendo la sensiblea TEA

encontradapor Apkon y Nerbonne(1991) fueronfarmacológicamentedescartadas.Sin

embargo,la posibilidad de que se trate de una corrientecatiónicano selectiva,junto con

unaconductanciade cloro, no puededesecharse,Además,un mecanismoposible que

podría contribuir al componentede salida, es el intercambio Na~/Ca~~,puestoque la

concentraciónexternade calcio erade 1.8 mM y la intracelularde sodio 10 mM, consólo

5 mM e EGTA en el interior de la pipeta.

Sorprendentemente,no encontramosdiferenciasen el potencialde reposoentre las

células normalesy las hipertróficasa pesardel incrementoen la corriente resistentea

bario, la cual presentóun potencial de reversiónde -30 mV en las célulashipertróficas.

Estaobservaciónfue consistenteconotrasseriesde experimentosde la presenteTesis, En

el estudio de los potencialesde acción, el potencialde reposode las célulascontroles (#
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ponervalor n=50) no fue distinto del encontradoen las células hipertróficas(n=66) en

las mismascondiciones.El hechode que el potencial de reposono estémodificado, está

de acuerdoconel hallazgode que el potencialde reversiónde la corrientede fondo total

no estámodificadoen la hipertrofia(ver tabla 19). La discrepanciasebasaen el hechode

queparauna ‘K( muy similar en las célulascontrolese hipertróficas,la corrienteresistente

a bario, significativamente mayor en las células hipertróficas, no induce una

despolarizaciónde estascélulas. Hastael momento,no podemosdar explicacióna estas

discrepancias,sin embargo,aunqueesta corriente sea significativamentemayor en las

célulashipertróficas,representasólounafracciónmuy pequeñade las corrientesde fondo

(ver tablas 19, 20 y 21). En realidad, la conductanciade entradade esta corriente

resistentea bario, que podría reflejar la influenciadespolarizadorade estacorriente,es 5

ó 6 vecesmenorquela conductanciade la ‘KI’ Esta magnitudrelativamentepequeña,junto

con su gran variabilidad (ver tabla 21), podría contribuir a reducir o enmascararsu

influenciaenel potencialde reposoy de reversiónde la corrientede fondo total registrada

en los miocitoshipertróficos.

Es probablequeunacorrientede cloro sensiblea 9-AC seaun componentede esta

corriente resistentea bario, pero no el único, puestoque el potencialde reversiónfue

alrededorde 25 mV másnegativodel predichopor el potencialde equilibrio del cloro en

nuestrascondicionesexperimentales.Encualquiercasono sepuederelacionarconninguna

corriente catiónicaconociday su modulaciónno ha sido determinada,puestoque ni la

estimulacióna- ni la j3-adrenérgicaprodujeronefectoen estacorriente,en contrastecon:

a) la corrientedecloro dependientedel AMP cíclico, queresultaactivadapor isoproterenol

y forscolina(Bainski y cols., 1989;Harvey y Hume, 1989; Harvey y col., 1990a>; b) la

corriente inducida por ‘estiramiento’ de la membrana, que resulta moduladapor el

isoproterenol(Sorota,1992>; o c) la corrientede salidade potasioindependientede calcio

activadapor el voltaje, que resulta reducidapor la estimulacióna-adrenérgica(Apkony

Nerbonne,1988; Pediday cols., 1989).

Si seconsiderael efectodel 9-AC en la duracióndel potencialde acción(ver fig

35), sepuedesugerirque un efectodel componentede cloro en la corrientede fondo total
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seríaacortar la duracióndel potencial de acción en las células hipertróficas.Debemos

indicar queel porcentajede aumentode la duracióndel potencialde accióninducidopor

9-AC, es más prominenteen la mesetaque la fase3 (ver la correspondientesecciónde

resultadosy la fig. 35), lo queestáde acuerdocon el hallazgode que el 9-AC indujo una

disminución de la corriente de fondo resistentea bario a potencialespositivos a su

potencialde reversión(aproximadamente-30 mV). Además,posiblementeel efectodeI 9-

AC incrementael desequilibrioinducido,por una partepor el descensoen la densidadde

canalesfuncionalesde la corrientetransitoriade salidaen las célulashipertróficas,y por

otra parte, por el mantenimientoen la densidadde corrientede entradade calcio tipo L

(Scampsy cols., 1990; ver resultadosen la sección4.2 de estaTesis), lo que explicaría

queel efectodel 9-AC seamásmarcadoal principio de la repolarización.El acortamiento

de la duracióndel potencial de acción, y de esta forma del período refractariopodría

representarun mecanismocompensatorioen el corazónhipertrófico que contrarresteen

parte, la prolongaciónde la duracióndel potencial de acción que ocurre en corazones

hipertróficosaconsecuenciadel descensode la I~~ (ver resultadosen la sección4.3 de esta

Tesis), lo cual se ha sugeridoque puede predisponeral corazón a postpotencialesy

actividad desencadenada(Aronson, 1981). Además,en la seccióndondeestudiamoslos

potencialesde acciónde diferentespartesanatómicasde los corazonesde rata controles

ehipertróficos(verseccióncorrespondiente),observamosqueenel septuminterventricular

la duracióndel potencialde acciónno se modificabaen la hipertrofiacon respectoa las

célulasseptalescontroles,Sin embargo,la corriente110 sehallabadisminuidatambiénen

estaparteen las células hipertróficas(ver tabla 13>. Esto se podríaexplicarporqueen el

septum la corriente transitoriaes pequeña,y el efecto de prolongar la repolarización

esperadopor su disminuciónen la hipertrofia, estaríacompensadopor la presenciade la

corrientesensibleal 9-AC, que tenderíaa acortarla duracióndel potencialde acción, En

las otras partes estudiadas,pared libre del ventrículo izquierdo y ápex, la corriente

transitoriade salidaes muchomás importanteque en el septum,y la pequeñamagnitud,

en comparacióncon la 1(00 de la corriente resistentea bario, aunquequizá limite el

alargamientodel potencialde acción,no es suficienteparaevitarel efectoprolongadordel

potencial de accióninducido por la disminuciónen la densidadde I~,.
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5.6.- EFECTO DEL CAPTOPRIL

Hastala fecha, varios estudioshandemostradouna inhibición del desarrollode la

hipertrofia cardíacamedianteel tratamientocrónico concaptopril (Pfeffery cols,, 1982;

Rossiy Peres, 1992> o con otros IECA (Clozel y Hefti, 1988; Linz y cois., 1989a>,sin

embargo,no seha investigadosi las característicaselectrofisiológicasde esoscorazones

en los cualesse ha conseguidorevertir la hipertrofia, correspondena las de un corazón

normal, o por el contrario continúanalteradas.Por otra parte, en la inducción de la

hipertrofiacardíaca,seha queridodisociarel efectohemodinámicodel efectode la AT II

a nivel cardíaco,e incluso se ha demostradoque dosis no hipotensorasde un IECA, el

ramipril, es capaz de revertir la hipertrofia cardíaca (Linz y cols., 1989a). Nuestro

objetivo fue, por una parte,estudiarelectrofisiológicamentelos corazonesde animalesen

los cualesseha prevenidoel desarrollode la hipertrofiacardiacamedianteel tratamiento

conunadosishipotensorade captopril, determinandosi la densidadde la I~, parámetro

alteradoenlos corazoneshipertróficos,es normalo no, Por otro lado,quisimoscomprobar

si unadosisno hipotensorade captopril, pero capazde inhibir el ECA, erao no capazde

prevenirla hipertrofiacardíaca,y analizarla I~<, en estoscorazones,

Puestoquenos proponíamosestudiarla prevencióno no de las alteracionesen una

corriente iónica despuésde un tratamiento crónico, nos pareció convenienteconocer

primero si el captopril ejercíaalgún efecto directo sobre las corrientes iónicas, En este

sentido,nuestrosresultadosno mostraronningúnefecto de estefármacoen las corrientes

‘Ca’ ‘(a> e I~. Estos hallazgoscontrastancon los obtenidospor Bryant y cols, (1991),
quienes,utilizando miocitos de cobayo,encontraronuna pequeñadisminuciónen la I~,

con la mismadosisde captoprilque utilizamosnosotros;sin embargono pudieronrevertir

este efectotras el lavadodel fármacoen la mayoríade las células> lo cual puedaser un

indicio de la presenciade rundown en susexperimentos,aunqueuna diferenciadebidaa

la distinta especieutilizadano puededescartarse.Frentea los resultadosde Bryant y cols,

(1991), los estudiosde R~icke y cols. (1994),tambiénen miocitosventricularesde cobayo,

sugierenun incrementoen la le, confosinoprilato. Este efecto,unido a la disminuciónen

la ‘K’ sería el responsablede la prolongaciónen la duracióndel potencial de acción
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observadopor estos investigadores.Puestoqueseha sugeridoque los JECA con o sin

grupo sulffiidrilo podríantenerdistintosmecanismosdeacción(Przylenky Kloner, 1991),

Ribuot y cols. (1994)hanestudiadoel efectodirectode variosIECA sobrela duracióndel

potencialde acciónenventrículode rata, Los fármacosutilizadosfueron: el captopril (con

grupo sulfhidrilo), SQ 14,534(un estereoisómerodel mismo,pero sin actividad¡ECA) y

el perindoprilato(IECA sin grupo SH>. Susresultadosmostraronunaprolongaciónde la

duración del potencial de acción al 90% de repolarizacióncon captopril (lcY5M> y

perindoprilato,pero no con el SQ 14,534, lo que indica que el efecto observadocon el

captopril no depende del grupo sulfhidrilo, sino de su propiedad IECA. Estos

investigadoresobservaronel mismoefectoconAT 1 y BK, por lo que sugirieronquequizá

el efectoobservadoen el potencial de accióncon los JECA no se debiera a una acción

directa dc este grupo de fármacos,sino a una acumulaciónlocal de BK y AT 1. Además

de los resultadosexpuestosen esta Tesis sobre el efecto directo del captopril, otros

investigadorestambiénhan fallado en encontrarun efectodirectode estefármaco en las

característicaselectrofisiológicasde los miocitoscardiacos:Hemsworthy cols. (1989) no

encontraronningunamodificaciónen lospotencialesde acciónde ventricularesde cobayo,

en presenciade captopril (106, 10’t y 104M), por lo que sugirieron que los efectos

antiarrítmicosde estefármacono se debena un efectodirectoen las corrientesíónicasde

membrana.Más recientemente,estudiosrealizadoscon perindoprilatono encontraron

ningún efecto directo en la I~ (Enousy cols., 1992). Tampoco Linz y cols, (1989b)

encontraronningunamodificación significativa en la duracióndel potencial de acción

cardíacoen el músculopapilarde cobayoo el nodo sinusalde conejoconramiprilato, lo

queles llevó a afirmar queestefármacono teníaaccioneselectrofisiológicasdirectas,De

nuestrosresultadospodemosconcluir que el captopril no produceningún efecto en la

amplitud de las corrientes~ ~ o l+~ en muestrascondicionesexperimentales,y por lo

tanto,el efectoantiarritmicoqueotros investigadoreshanencontradono seríadebidoauna

accióndirecta, sino a un efectocardioprotectormediadopor otros mecanismos(Pahory

cols., 1994>.

En los estudiosde prevenciónde la hipertrofia, nuestrosresultadosutilizando una

dosis no hipotensorade captopril, pero capazde inhibir significativamenteel ECA, han
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mostradoque no es capazde prevenirla.Esta falta de efectono sólo se manifiestaa nivel

macroscópico,es decir, la masadel corazón,sino que la corriente transitoriade salidade

potasio sensible a 4-AP, resulta igualmente disminuida en densidad en las células

procedentesde corazoneshipertróficos,hayanestadoo no tratadoscrónicamenteconuna

dosisno hipotensorade captopril.En algunosanimalesel gradode hipertrofiafue menor,

pero la corrienteI(g permanecíaigualmentedisminuida,por lo que no podemoshablarde

prevenciónde la hipertrofiaenningúncaso, Otros estudiosutilizando ramipril, mostraron

una prevenciónde la hipertrofia inducida por constricción de la aorta con dosis

hipotensorasde este fármaco (Linz y cols., 1989a) y una reversióntanto con la dosis

hipotensoracomocon otra dosis no hipotensora.Desgraciadamente,no probaronla dosis

bajaen los experimentosdeprevención.Posteriormente,Zierhut y cols, (1991)estudiaron

el efectodel tratamientocrónicoconramipril, en el desarrollode la hipertrofiaventricular

inducidapor unaconstricciónen el arco de la aorta. La presióndel ventrículo izquierdo

fue similar en el grupo de las ratascon estenosisaórtica tratadasy sin tratar, y no se

previnoel desarrollode hipertrofiaventricular izquierda, a pesarde que la masarelativa

del ventrículo izquierdo fue ligeramentemenoren el grupo de los animalessometidosa

una sobrepresióntratadoscon el JECA que sin tratar (diferencia no significativa). Más

recientemente,tambiénutilizando ramipril, y el mismo modelode inducciónde hipertrofia

cardíaca que nosotros, Rhaleby cols,, (1994) han encontradouna prevenciónde la

hipertrofiacardíacaconunadosisde ramipril capazde disminuir la presiónarterial, pero

no con una dosisno hipotensora.La discrepanciade estos resultadosy los nuestroscon

los obtenidospor Linz y cois. (1989a),puedesugerirque los mecanismospor los que los

IECA actúanen la hipertrofiacardíacaseandistintosen la prevenciónqueen la reversión,

no pudiéndosesepararen el primercaso la inhibición de la formaciónde angiotensina,de

un efecto hemodinámico.Apoyando estahipótesisse encuentranlos resultadosun tanto

sorprendentesde Kromery Riegger(1988), quienesutilizandoun modelo de hipertrofia

por constricciónde la aorta ascendenteen la rata, observaronqueel tratamientocon un

IECA desdeel comienzode la sobrecargade presiónno previnola apariciónde hiperirofia

cardíaca,pero cuandocomenzaronel tratamientomástarde,se redujo la hipertrofia. Los

resultadosobtenidosen estaTesisutilizando una dosis no hipotensorade captopril, pero

capazde inhibir significativamenteel ECA, sugierenquela disminuciónen la densidadde
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encontradaen las célulasprocedentesde corazoneshipertróficosno estáprovocadapor

la AT II, sino que dependenmás bien de la tensión a que han estadosometidosestos

miocitos.

Los resultadosutilizandounadosisaltade captopril, capazde normalizarla presión

arterial,demostraronunaprevenciónde la hipertrofiacardíaca,la cualestuvoacompañada

de una normalización de la densidad de la 1(0 a +60 mV. Del mismo modo, la

conductanciamáxima,medidaen M5 o en gS/pF,fue similar a la encontradaenlas células

aisladasde corazonescontroles,sin embargoobservamosun desplazamientoen la curva

de activaciónen estadoestacionariohacia potencialesmás positivos. Estehechoestuvo

acompañadode un valor másbajo de la pendientede la curvade activacióncomparadocon

la pendienteobtenidaen célulascontroles,acercándosemása las pendientesencontradas

en células hipertróficas. Es decir, la I(~ de células cardíacasaisladasde animalescon

estenosisaórtica tratadoscrónicamentecon una dosishipotensorade captopril, mostró un

umbral de activaciónmásdespolarizadoque las célulasnormalessin tratamiento,aunque

a potencialesaúnmáspositivosalcanzabanvalores similares.Esto indica que los miocitos

aisladosde estoscorazones,en parte han preservadolas característicasde la 1(0 de las

célulascontroles,pero no sondel todo normales,puestoquea ciertosnivelesde potencial,

la 1~ resultadisminuida. Es difícil explicar a qué puedadeberseeste hecho, lo que sí

podemosdescartaresun efectodirectodel captopril.El mecanismode acciónde los IECA

es complicadoy no se limita a la inhibiciónde la producciónde la AT II. Puestoqueestos

fármacostambiéninhibenel enzimaencargadode la degradaciónde la bradiquinina,estos

corazoneshabránestadoexpuestosa mayores nivelesde este péptido. La 13K ejerce la

mayorpartede susefectosfisiológicosy farmacológicosatravésde sureceptorB
2, y estas

accionesdependende la movilizaciónde la cascadadel ácidoaraquidónicoy la generación

de prostaglandinasy óxido nítrico (Gavras, 1994). También estos fármacosalteran el

metabolismo,manteniendolos cambiosadaptativosen la isoenzimacreatínquinasa,lo que

conducea una mejor utilizaciónde los fosfatosricos en energía,a la vez que mejora la

utilización de la glucosa(Gavras, 1994). Junto conestosfactores,hay que indicar que el

modelo de constricción aórtica que hemosutilizado induce un aumentode la renina

circulantesólodurantelosprimerosdías,pero luegovuelveanivelesnormales(Mercadier
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y cols., 1989) a pesarde la permanenciade la hipertensión.Sin embargoes posibleque

a nivel local, estéaumentada,y lo que sí estaráelevadoa consecuenciade la inhibición

del ECA, es la AT 1. Por todo ello, la composicióndel medio que rodeaa los miocitos

cardíacos está alterada en el tratamiento crónico con captopril, y la modificación

encontradaen la cinéticade la 1(0 puedeser debidaa ello, aunquepor estarnormalizada

la presión, la conductanciamáximapermanecenormal, lo que sugiereque el númerode

canalesde I~ no resulta alterado,

El efectode un desplazamientode la curva de activaciónen estadoestacionario,

asumiendoque la curvade inactivaciónno se modifica, suponeunadisminuciónen la

corrientede “ventana” de la I(~~ Esteefecto implica una disminuciónen la disponibilidad

de los canalesde estacorriente,por lo quesu efectoseasemejaal de unadisminuciónen

la ~ De esta manera,al disminuir la corriente de salida, la corriente neta de entrada

aumenta,y podemossuponerun incrementoen la duracióndel potencial de acción, que

podríaser el responsablede la acciónantiarrítmicaobservadapor algunosinvestigadores

en el tratamiento crónico con IECA (Webster y cols,, 1985). Esta hipótesis sería

compatiblecon los resultadosobtenidospor Bashir y cols. (1992),quieneshanobservado

que en pacientescon disfunción ventricular y taquicardia ventricular inducible, el

tratamientoconcaptoprilprolongael períodorefractariodel ventrículo,sinalterarel ritmo

del nodo sinusal.Más aún, el hechode que el tratamientocrónicoconcaptopril, induzca

unadisminuciónen la disponibilidadde la I(o~ y por lo tanto, un incrementode la duración

del potencialde acción, podría implicar, (como se ha propuestoparaexplicarel efecto

inotrópico positivo de la estimulacióna1-adrenérgica(Fediday Bouchard, 1992>) que la

corriente de calcio fluiría durantemás tiempo, al encontrarseprolongadala mesetadel

potencialde acción.Estehechoincrementaríala entradade calcio en la célula, por lo que

la liberaciónde calcio desdeel retículo sarcoplásmicoestaríaaumentada,favoreciendola

contracción,Quizá estemecanismoestéimplicado en la acciónbeneficiosade los IECA

en el tratamientode la insuficienciacardíaca(The Consensustrial study group, 1987).
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6 CONCLUSIONES
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1.- El ventrículo izquierdo del corazónde la rata es heterogéneoen cuanto a la

duración del potencial de acción, la cual varía según la región anatómica

considerada,correspondiendola menor duración a las célulasprocedentesde la

región apical y la mayor duración al septum interventricular. Las células

localizadasen la pared libre del ventrículo izquierdo muestranuna duración

intermedia,observándoseen estaparte mayor variabilidad que en las otras dos

localizaciones.

2.- Esta heterogeneidadfisiológica en la duración del potencial de acción, es

consecuenciade las diferenciasen la densidadde la corrientetransitoriade salida

de potasio,cuya densidades dos o tres vecessuperioren la regiónapical o en la

paredlibredel ventrículo izquierdoqueenseptumrespectivamente,y másvariable

en la regiónde la paredlibre,

3.- En los corazoneshipertróficos la duración del potencial de acción tiende a la

homogeneizaciónen todo el ventrículo izquierdo.En la regiónapical y en la pared

libre la duracióndel potencialde acciónseprolongaen los corazoneshipertróficos,

como consecuenciade la disminuciónen la densidadde la corrientetransitoria de

salida. En septumtambiénse observóuna disminuciónen la corriente transitoria

que no fue acompañadade un aumentoenla duracióndel potencialde acción,Este

hallazgo podría explicarsepor la aparición en las células hipertróficas de otra

conductancia(probablementedecloro) que contrarrestarlael enlentecimientode la

repolarizaciónen estalocalizaciónventriculardondela corrientetransitoriaes muy

pequena.

4.- El tratamientocrónicocon captopril a una dosisque no afectala presiónarterial

pero que inhibede forma significativael enzimade conversiónde angiotensina,no

es efectivo en la prevencióndel desarrollode la hipertrofia cardiaca,como lo

demuestrael hechode quetanto los parámetrosmacroscópicos(ratio pesocorazón!

pesocorporal) como los microscópicos(densidadde la corriente transitoria) son

similaresa los obtenidosen el grupo de animaleshipertróficossin tratar.
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5.- El tratamientocrónicoconuna dosishipotensorade captopril impidió el desarrollo

de hipertrofiaenel 100% delos animalessometidosaestenosisaórtica. Lascélulas

procedentesde los animalestratadosmostraronun desplazamientode las curvasde

activaciónhaciapotencialesmáspositivospudiendoestemecanismoestarimplicado

en las propiedadescardioprotectorasdel captopril.
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