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La hipertrofia ventricular izquierda es una respuesta adaptativa del corazón a una

sobrepresióncrónica que aunque en un principio permite mantener la función cardiaca,

a largoplazose asociaa un aumentode mortalidad(Levy y cols., 1987; Kannely Cobb,

1992).

Es un hechoprobadoque el corazónhipertróficomuestradiversasalteraciones

tales como fibrosis, dispersión de la refractoriedady cambios en las propiedades

electrofisiológicasque hacenal mismo,más susceptiblea las arritmias. Sin embargo,

los mecanismos celulares implicados en el proceso de la hipertrofia no son bien

conocidos. Desde un punto de vista electrofisiológico, uno de los cambios más

característicos asociados a la presencia de hipertrofia es una prolongación significativa

en la duración del potencial de acción (Kleiman y I-Iouser, 1988, Gomez y cols., 1997).

Dichaprolongación,podríadebersea un aumentoen las corrientesnetasde entradayio

auna disminuciónen las corrientesde salida.En el momentoactual,se acepta que una

reducción en la densidadde la corrientetransitoriade potasio(Ito) (Benitahy cols.,

1993; Cerbaiy cols., 1994) participaen el mecanismoasociadoa la prolongaciónde la

duración del potencial de acción en el ventrículo hipertrófico, sin embargo,otros

mecanismos también podrían intervenir (1-Iart, 1994).

Por otro lado, e independientemente de los cambios electrofísiológicos, también

se ha demostradoque el desarrollode la hipertrofia cardiacase caracterizapor una

vuelta a patrones embrionarios, mediante una reexpresión de genes fetales y

protooncogenes en el miocito adulto (Marban y Koretsune, 1990). En este sentido,

enlazamos con la hipótesis de trabajo que nos planteamos al inicio de la presente Tesis

Doctoral, ¿Podríael ventrículo hipertrófico expresaralgún canal iónico que solo

estuvierapresenteen tejidoembrionario?,y si estefuerael caso,¿Podríaestecanalestar

involucrado en la mayor incidencia de arritmias asociadas al corazón hipertrófico?. El

candidato que surgía inmediatamente era el canal de calcio tipo T, puestoque es un

canal que se asocia a los procesos de crecimiento y cuya densidad disminuye

progresivamentecon el desarrollopostnatal(Xu y Best, 1992).De hecho,la presencia

del canalde calcio tipo T en el ventrículo sano del animal adulto es insignificanteen

casi todaslas especiesde mamíferos.Por el contrario, los canalesde calcio tipo T si

estánpresentesen cl tejido especializadode conduccióncardíacaya que participanen

2



los mecanismosiánicosasociadosa la función marcapasos(Bean, 1985; Hagiwaray

cols., 1988; Doerry cols., 1989;Pelzery cols., 1992).

Por todo lo expuesto anteriormente y siguiendo la trayectoria investigadora del

grupo al que pertenezco, en el ámbito del estudio de los mecanismos iónicos asociados

al desarrolloy mantenimientode la hipertrofia cardiaca,el objetivo de esta Tesis

Doctoral fue analizar la existencia de la corriente de calcio tipo T en miocitos

ventriculares aislados de corazones de rata normales e hipertróficos, profundizando en

las características cinéticas y de voltaje-dependencia de dicha corriente en el ventrículo

hipertrófico así como a la respuesta del mismo ante distintos agentes farmacológicos.

3



a

L1N!JR

4



2.1. HIPERTROFIA CARDIACA

La hipertrofia cardiaca es un hallazgo clínico bastante común en varios tipos de

enfermedadescardiovascularescomo son la hipertensión (Dunn y Pringle; 1987;

Devereuxy Roman; 1999), el infarto de miocardioy la insuficienciacardiaca(Levy y

cols., 1990; Devereux y Romani, 1993). Varios estudios han demostradoque la

hipertrofia ventricular izquierda, incluso en ausenciade hipertensiónarterial, es un

factor de riesgoimportanteparapredecirla posiblepresenciade enfermedadescardiacas

más severas(Levy y cols., 1990; Koren y cols., 1991; Pfeffer y cols., 1992; Messerli,

1999).

La hipertrofia cardiacase presentacomo un aumentode la masaventricular

izquierda,que normalmentese desarrollatras un aumentoen la cargahemodinámica

(tantode presióncomo de volumen)que imponeal corazónunasmayoresexigenciasde

trabajo (Morgan y cols., 1987; Vogt y cols., 1993). Pero no sólo una sobrecarga

hemodinámicaes causa de desarrollo de una hipertrofia cardiaca,hay numerosos

factoresno hemodinámicoscomo son,catecolaminas(Zierhut y Zimmer, 1989; Clark y

cols., 1993; Colucci, 1998),hormonastiroideas(Brooks y cols., 1985) y angiotensinaII

(Schunkert y cols., 1990; Yamazaki y Yazaki, 1999) que también estimulan el

desarrollode la hipertrofiacardiaca.Las respuestasmediadasa travésde estasseñales

se realizanmediantela expresiónde genestempranosembrionarios(Komuro y cols.,

1988; Kornuroy cols., 1991;Torce y cols., 1999; McKinsey y Olson, 1999).

La hipertrofiarepresentaunaimportanterespuestacompensatoriaque permiteal

corazónmantenerla función cardiaca.Así tras un infarto de miocardio los miocitos

sanosasumenel trabajode los miocitosque se hanperdido,porun periodode isquemía

o pormuertecelular.Estosmiocitossanossehipertrofian,lo cualhacequeaumentenen

tamañopero no en número(hiperpíasia),añadiendonuevossarcómerosy mitocondriasa

suestructuraparamantenerla contraccióny la producciónde energíarespectivamente.

Inicialmenteestos mecanismoscompensatoriosmejoran la función cardiacapero sólo

durante un periodo de tiempo limitado. Con el tiempo comienzaa haber una

desintegraciónde las miofibrillas, unadepleciónde la reservaenergética(ATP), fibrosís

intersticial y alteraciónde la expresióngénica(Legery cols., 1990; Perennecy cols.,

5



1990). En esta situación, la red capilar no llega a todas las zonas del miocardio, se

desarrollauna isquemiasubendocárdicay el corazónempiezaa fallar (Katz, 1991);

arritmiasventricularesy fibrilación auricularsehacenmas frecuentes,la contractilidad

disminuye y sepuedellegara insuficienciacardíacay dilataciónventricular.Todo ello

inicia y mantieneun “círculo cerrado” de activación neuroendocrinaque desemboca

finalmente en infarto y muerte súbita (Maish, 1996). Luego lo que en un principio

comienzacomo un proceso de adaptaciónbeneficioso,a largo plazo puedeacarrear

consecuenciasmuy perjudiciales(Kannel,1999).

Figura 1. Manifestaciones cardiacas de la hipertensión arterial. La hipertrofia

ventricular izquierda se caracteriza por una activación del miocito y de los

compartimentosintersticialy vascular.Modificadode Vogt y Strauer,(1995).
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2.1.1. CARACTERÍSTICAS CELULARES DE LA

HIPERTROFIA CARDIACA

El miocardio estácompuestopor miocitos y no miocitos; los fibroblastosson

una de las células no miociticas más abundantes.Cuandose desarrollala hipertrofia

cardiacaambostiposcelularessufrenalteraciones.Los miocitosya diferenciadossufren

cambios en su arquitectura celular, en la reserva energética y en la utilización de la

misma. También se producen cambios en la síntesis de diferentes isoformas de las

proteínascontráctiles,así como la reexpresiónde isoformasde proteínascontráctiles

embrionarias. Los fibroblastos sufren división celular aumentando su número (ellos sí

pueden sufrir hiperpíasia). También se aumenta la producción de colágeno. El

crecimientohipertrófico de los miocitosjunto con la proliferaciónfibroblásticacausan

profundos cambios en la función sistólica y diastólica (Opie, 1991; Weber y Brilla,

1991).

El punto de vista predominante es que los miocitos cardiacos son células de

diferenciaciónterminal, es decir, no puedenaumentaren númeroni dividírse una vez

alcanzado el desarrollo, aunque esto es aún materia de polémica (ver revisiones: Aversa

y cols., 1998; Soonpaa y Field, 1998). Durante la hipertrofia, la superficie y el volumen

celular aumentanmientrasque el cocientesuperficie/volumense mantieneconstante

(Mayoux y cols., 1990; Opie, 1991; Perennec y Hatt, 1990). Los túbulos T y el retículo

sarcoplásmicomantienensuforma normalpero se alargan con la hipertrofia. También

se produce una disminución en la bomba Ca-ATPasa (Kuo y cols., 1987) y Na-K-

ATPasa (Charlemagney cols., 1987) del sarcolema,debido a que se produce un

aumento de la superficie celular sin un aumento concomitante del número de bombas.

Todo ello va acompañadode numerososcambiosque ocurrenen la mitocondriay en las

proteínascontráctiles.
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En el miocardiosanolos sistemasenzimáticosmitocondrialesgeneranla mayor

partedel ATP necesarioparala función cardiaca.Las mitocondriasocupanel 30% del

espaciointracelular,heterogéneamentedistribuidas.Tanto las mitocondriascomo los

sustratosutilizadosporellas,sufrencambioscorrelacionadosconel gradode hipertrofia

al queseve sometidoel corazón(Sacky Kelly, 1998).Porejemplo,en unaprimerafase

de hipertrofia inducida por sobrepresión, se produce un aumento del trabajo

mitocondrial y un aumento del consumode oxígeno. Inicialmente,el aumentoen la

demanda energética es cubierto por un mayor uso de la reserva de ácidos grasos; pero

despuésde un periodode adaptacióna estasituaciónde estrés,el miocardiocomienzaa

hipertrofiarsecon lo que senormalizade nuevo consumode oxígenoy el uso de los

sustratosenergéticos(Perennecy cols., 1990; Younesy cols., 1990).Anormalidadesen

la energía de metabolismo, tales como la distribución de ATP, fosfocreatinay el

cociente ATP/fosfocreatina, han sido encontradasen corazoneshipertróficos. Estas

alteracionestambiénparecenser proporcionalesal grado de hipertrofia desarrollado

(Zhu y cols., 1996).

La mitocondria del miocardio hipertrófico tiene una mayor superficie de

membranainterna,perounamenordensidadde crestas,lo que le hacemuy similar a las

caracteristicasde las mitocondriasdel miocardio en el reciénnacido.Hay tambiénuna

distribucióndiferentede las mitocondriasdentrode las capasdel corazón,de tal manera

que se reduceel númerode mitocondriaspresentesen el subendocardiolo que puede

contribuir a lamayor susceptibilidadde estaregióncardiacaasufrir eventosisquémicos

(Pianno,1994).

Por otro lado, las isoenzimasde lactatodeshidrogenasa(LDH) estánasociados

con el metaboiismoaeróbicoy anaeróbico.Sehanobservadocambiosen la distribución

de las isoenzimas en función de la viabilidad de oxígeno intracelular,(Eversey Kaplan,

1975>. En el metabolismoaeróbico,la LDHI actúacomo la formamayoritariade LDI-I,

y el corazón actúa como un consumidor de lactato, con el NADH que es rápidamente

reoxidadopor la fosforilación oxidativa vía mitocondrial. Durante la isquemia, el

metabolismoaeróbicocambiahaciaun metabolismoesencialmenteanaeróbicoy seve

aumentadala producciónde piruvatopor la glucolisis (Bargery Kelly, 1999).En este

casoel corazónsevuelveproductorde lactatoy la LDH5 aumentaparaactuarcomo una

piruvato-reductasa. Por tanto, LDHl disminuye de manera antiparalela con respecto al
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aumento de LDH5, indicando un aumento del metabolismoanaeróbicoen el miocardio

hipertrófico, (Zhu y cols, 1996).

Launidadbásicacontráctil del miocito esel sarcómero.Esteestácompuestopor

cuatro proteínascontráctiles:miosina, actina, tropomiosinay troponina. Durante el

desarrollode la hipertrofiacardiaca,se produceun aumentode la velocidadde síntesis

de las proteínascontráctiles,así como un cambioen la proporciónde las isoformasde

dichasproteínas,lo que llevaa un alargamientodel sarcómero(Opie, 1991).

En los corazonesde mamíferos, incluido el humano,sehan identificado dos

isoformas de la miosinaventricularquehansido designadascomo “la cadenapesadade

miosina a (ct-MHC)” y “la cadenapesadade miosina g (j3-MHC)”. Aunque la función

que realizan ambas isoformas es la misma, la estructura y la forma de realizar su

función difieren tina de otra. Tras una sobrecarga hemodinámica, se producen cambios

en la expresión de los genes que codifican para ambas cadenas de miosinas, de manera

que se produceuna desaparicióngradualde la isoformact-MHC tanto en el ventrículo

como en la aurícula,y un aumentode la isoforma 9-MHC (Mercadier y cols., 1983;

Buguaisky y cols., 1990; Leger y cols., 1990). Debido a que la isoforma j3-MHC está

asociadaaunamenoractividadde laATPasa,disminuyela utilizaciónde energíaporel

corazón(Schwartzy cols., 1981).

En el corazón adulto hipertrófico reaparecen isoformas de proteínas que

normalmente están presentes en el feto (Schwartz y cols., 1986). Hasta la fecha varias

de estas isoformas fetales han sido identificadas incluyendo la a-Actina esquelética

(Schwartz y cols., 1986), la 3-tropomiosina (Izumo y cols., 1988) y el factor natriurético

auricular (Eghbali y cols., 1989). De acuerdo con Katz, (1991), el significado funcional

de esta reexpresión no esta claro pero podría estar relacionado con la cardiopatía

asociada a la sobrexpresión y al deterioro del corazón.
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Se producen además cambios a nivel de otros genes, que codifican para

proteínas sarcoméricas, proteínas de membrana, varias proteínas encargadas del

metabolismo energético y mecanismos envueltos en procesos de transducción (Klug y

cols., 1 993). Los cambios en la expresión génica permiten al corazón obtener una menor

velocidad de contracción y mejorar su deteriorada economía (Alpert y Mulieri, 1982).

En esta nueva situación el genoma simplemente utiliza otro programa, como no hay

tantos programas disponibles, el programa que utiliza el corazón es el fetal.

La cascada de sucesos anteriormente citados, producen una serie de cambios

iniciales que se transformarán en cambios permanentes en la expresión génica.

Comienzancon una señalinicial que aumenta la expresión génica y que es monomorfa

en varios tipos de adaptaciones biológicas. Engloba un proceso en escalera compuesto

de los siguientes pasos: 1) Una señal actúa como disparo en respuesta al estimulo. El

estiramiento del miocito es el disparo sugerido por la experiencia clínica, siendo como

es la respuesta al incremento de tensión de la pared ventricular. 2) El transmisor es el

mecanismo biológico que traduce la información al genoma. 3) La diana es el ADN o,

de forma más precisa, la porción de gen que está situado al comienzo de la secuencia

codificadora, llamada región reguladora del gen. 4) Se producen aumentos breves de la

expresión genética. Varios transcripciones de oncogenes, tales como c-/bs, c-myc,c-jun

y otros ARNmque codifican para proteínas del shock de temperatura y factores de

crecimiento se expresan rápida y brevemente actuando como señales de crecimiento. 5)

El paso final es el cambio permanente en la expresión de los genes, lo cuál ocurre a

nivel del sarcómero o de las proteínas de membrana (Chevalier y cols., 1994).
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Figura 2. Resumen del acoplamiento entre el estímulo hipertrófico y la expresión

génica.

Por lo que respectaa las célulasno miocíticas, incluyen: célulasendoteliales,

células del músculo liso vascular, macrófagos, mastocitos y fibroblastos, todas ellas

localizadasen el intersticio. Los miocitos sólo representanrealmenteunaterceraparte

de la poblaciónpero debido a su tamañoocupanel 75% de la estructuramiocárdica

(Eghbali y cols., 1989; Webery Brilla, 1991).

Los fibroblastos son capaces de dividirse y por lo tanto de sufrir un crecimiento

hiperpiásico,ademáscontienenARNm quecodificaparael colágenotipo 1 y tipo III. El

colágeno producido por estas células conecta unos miocitos con otros y es el soporte

para los capilarescoronariosy los vasos.Nuevosdatos han demostradoque no sólo

aumentala síntesisde colágenointersticialdurantela hipertrofiaventricularizquierda,

sino que además, se produce una disminución en su degradación, porque se ve reducida

la actividadenzimáticatisular de las metaloproteinasasquelo degradan(Maisch, 1996).

SOBREPRESIÓNMECANICA EN CORAZÓN

ESTIRAMIENTO MECANICO

ACTIVACIÓN MECANISMOTRANSDUCTOR

4
MENSAJEROINTRACELULAR (¿Ca?)4

DIANA: EL ADN:

Cambiostransitoriosen laexpresiónde genes(oncogenes...)

Cambiospermanentesen laexpresióngénica(isomiosinas...)
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Duranteel desarrollode la hipertrofia los fibroblastosproliferan y el colágeno

se acumula en el intersticio. Esta acumulación de colágeno conlíeva un cambio en las

propiedades elásticas del miocardio, un aumento de la rigidez y una disminución del

distendimiento ventricular (Capasso y cols., 1990; Weber y Brilla, 1991). Todo ello

parece ser un factor determinante en la disfunción diastólica de la bomba cardiaca, al

disminuir el gradode relajación,la distensibilidadventriculary aumentar,por tanto, la

presión diastójica final. Este proceso fibrótico comparte varias características en común

con la cicatrizaciónde unaherida.La sobreexpresiónde eseprocesode “cicatrización”,

según su grado, deriva hacia una buena o mala readaptación, la mala adaptación lleva a

la restricción de la Júnción cardiaca.Simplificando la idea, se podría decir que la

excesiva fibrosis puede virtualmente estrangular al corazón, primero en la diástole y

más tardíamente en la sístole.

En cuantoa lo que se refiere a la circulacióncoronaria,sehanpropuestovarios

mecanismospara explicar las anormalidadesque se observanen ella durante una

sobrecarga de presión en la hipertensión, acompañada de una hipertrofia ventricular

izquierda. Durante el desarrollo normal, hay una adecuada relación entre la masa

ventricular izquierda y el área superficial funcional de la vasculatura coronaria. Tres

posibilidades podrían originar una elevación de la resistencia coronaria mínima: 1) Un

desarrollo inadecuado o retrasado de la circulación coronaria, disminuyendo la densidad

vascular. 2) Reducción de la luz vascular de la pared de los vasos. 3) Una reducción

funcional en la circulación por una compresión extrínseca o vasoconstricción (Gosse y

Clementy, 1995). Crecimiento normal

000

000

0 0 000
o o

Reducción Reducción luz arteriolar Reduccion funcional
densidad arteriolar por hipertrofia de luz arteriolar

Figura 3. Reducción de la reserva coronaria: posibles mecanismos. Modificado de

Gosse y Clementy, (1995).
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Las fuerzas externas compresoras son minimas en pacientes hipertensos y no hay

unacorrelaciónclaraentrela disminuciónde la reservacoronariay el estrésde la pared

miocárdica.(Vogt, y cols., 1992). La disfunción endotelial que induce de por si la

vasoconstricciónesamenudopuestade manifiestoen hipertensión,aunqueparecetener

un bajo impactoenel ámbito de la vasculaturacoronaria.

En ratas espontáneamentehipertensas, se ha observado un desarrollo

compensatorioretrasadode los pequeñosvasos,con respectode la masacardiacaextra.

Los animales jóvenes tienen una reservacoronariadisminuiday unamenordensidadde

capilares e incluso arteriolas, pero estas anormalidades tienden a desaparecer con la

edad. En pacientes hipertensos, no parece existir una relación clara entre el grado de

hipertrofiay la disminuciónendensidadde la circulacióncoronaria.

Por tanto, la principal causade anormalidadesen la circulacióncoronariaen la

hipertensiónpareceseruna alteración estructuralde la paredarterial (Kaski y cols.,

1993).La reducciónde la luz vascularradicaen dosprocesosprincipalmente:1) Una

hipertrofia concéntricade la reorganizaciónvascularen la ausenciade crecimientolo

cual produceunadisminucióndel diámetrointerno. 2) La reorganizacióno remodelaje

de los vasos,adaptándosea la nuevasituación,aunqueéstavariamuchoen las distintas

especies animales y dependiendo del tipo de hipertensión arterial (Heagerty y cols.,

1992;Garoty cols., 1999).
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En la siguiente tabla se resumen los cambios estructurales y celulares que se

producenenel corazónhipertróficoy suscorrespondientescambioshemodinámicos.

Tabla 1. Relaciónentrelos cambioscelularesy hemodinámicosduranteel desarrollode

lahipertrofiacardiaca.

PASE ~

Desarrollode hiperírofia
No cambioen el espesorde la

pared
Pequeño aumento de Libro-

blastosy colágenofibrilar

Pequeño aumento de
la tensión

Pequeño aumento de
la presión sistólica y
diastólica

Paciente
sin sintomatología

Hipertroflacompensada
Aumento del tamañodel cora-

zón
Aumento del tamañodel mio-

cito
Aumentodel númerode Libro-

blastosy síntesisde colágeno

Tensiónnormalizada
Disminución de la

velocidad de acorta-
miento

Disminución del gra-
do de relajación

Disminución de la
reserva arterial coro
naria

Episodios transí
torios de dolor en
el pecho y fatiga
con el ejercicio.
Arritmias

Hipertrofla descompeusada,
fallo cardiaco

Aumento de la masa ventri-
cularconexcesivadilatación
Crecimiento desproporcionado

de fibroblastosy colágenoen el
intersticio(Fibrosisavanzada)
Areas focales de isquemia y

necrosiscelular

Disminución de fra-
cciónde eyección
Relajaciónperjudicial
Disminución de la re-

servacoronaria
Aumento importante

de las presiones
sistólicasy diastólicas

Síntomas de
insuficiencia
cardiaca,
disminuciónde la
perfusióntisular y
cambios en la
función hepática
y renal
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2.1.2. SEÑALES ASOCIADAS A LA APARICIÓN DE

H¡PERTROFIA CARDIACA

Numerosasseñaleshan sido identificadasen la iniciación y/o el mantenimiento

de la hipertrofiacardiaca.Dependiendode la naturalezade la señalestasse pueden

clasificar en señaleshemodinámicasy señalesno hemodinámicas.Un aumentodel

volumen y de la presión, son señaleshemodinámicasque estimulan el crecimiento

hipertrófico. Las catecolaminas,(agonistasCx- y 3- adrenérgicos),hormonastiroideas,

angiotensinaII y algunos factores de crecimiento son señalesno hemodinámicas

(Morgany Baker,1992).

Es importantesubrayara este nivel que enfermedadescardiovascularestales

como la hipertensiónpresentanfrecuentementeseñalesmixtas. Por ejemplo,pacientes

con hipertensiónsistémicatienenun aumentode la postcargaasí como un aumentode

los nivelesde catecolaniinascirculantes(Pianno,1994).

2.1.2.1.Señaleshemodinámicas

Presión

Con cada latido, el corazón se distiende en relación directa con el volumen de

sangre que fluye en su interior al final de la diástole, e inmediatamente después se

bombea esa sangre contra la presión ejercida por las arterias; es lo que se denomina

postcarga. Bajo condiciones normales esa presión es importante para mantener la masa

del corazón, pero al mismo tiempo esa presión puede ser también una señal

hemodinámica envuelta en el desarrollo de la hipertrofia (Cooper, 1987; Morgan y cols.,

1987). Un aumento sostenido en la presión de postcarga puede provocar una hipertrofia

ventricular izquierda de tipo concéntrico. De todas formas cambios sostenidos en la

presión de postcarga también inducen cambios en señales no hemodinámicas, como un

aumento de la actividad simpática neural y la activación del sistema renina angiotensina

(Morgan y cok., 1987).
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En modelos experimentales en los que únicamente se estudian los efectos de la

presión arterial, tanto el aumento de la actividad neural simpática como la activación del

sistema renina-angiotensina, pueden ser controlados utilizando músculo cardiaco

denervado o usando bloqueantes farmacológicos específicos de cada sistema. Con esas

condiciones experimentales se ha visto que una sobrepresión sostenida produce un

aumento en los niveles totales de ARNmy síntesis de proteínas, por lo que por sí misma

puedeestimularel crecimientocardiaco(Petersony Lesch, 1972; Coopery Tomannek,

1982;Coopery cols., 1985).No esbienconocida,la relaciónexistenteentrecambiosen

la presióny la hipertro±iacardiacapero pareceserque la deformación de las células

antela sobrepresiónesuno de los factoresdeterminantes.

Volumen

Las adaptacionesfuncionalescardiacasserántanto mejorescuantomás integro

se encuentreel metabolismocardiacoy la circulación coronaria. Cuandoel estimulo

permanenteesunasobrecargade volumeno diastólica,(Insuficienciavalvular, fistulas,

etc...)seproduceun mayorestiramientoy contracciónde las fibras. Estoocasionaráuna

hipertrofxa excéntricao “dilatación”, por cambiosde la longitud en seriey elongación

del miocardio, sin o con poco aumento de grosor, con un claro aumento del volumen

externo y de la propia cavidad ventricular (López-Merino y cols., 1992).

Uno de los factores importantes en el desarrollo de la hipertrofia cardiaca

generada por un aumento de volumen es la anemia. En algunos pacientes, la anemia

produceun aumentode la masaventricular izquierdamientras que en otros también

produceuna dilatación del volumen diastólico final del ventrículo izquierdo. Estos

cambios aumentan el riesgo de arritmias, infarto de miocardio y fibrosis miocárdica

(Mann JF, 1999). No sólo eso, en presencia de una isquemia cardiaca, la anemia

empeora aún más la reserva cardiaca de oxígeno. Cuanto menor es al nivel de

hemoglobina,másprobableesel desarrollode hipertrofiae infarto, una hemoglobinade

11 g/dl está asociada a un aumento de la morbilidad y la mortalidad. Una corrección

parcial de la anemiacon Epopoyetinarecombinanteha mostradouna mejora de la

reserva cardiaca de oxígeno y una reversión parcial de los cambios patológicos en la

geometríaventricular.De todos modos, aunqueuna correcciónparcial de la anemia
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normalmentedisminuyeel volumenventricularizquierdo,los efectossobreel grosorde

la paredno sonsignificativos(Eckerdt,1999).

2.1.2.2.Señalesno hemodinámicas

Hipertrofia mediada a través de la estimulación a- y I~- adrenérgica

Varios estudios han ido encaminados a establecer la relación entre las

catecolaminas,noradrenalina(NA) y adrenalina(A), y el crecimientocardiaco.La NA

se libera desdelas terminacionespresinápticassimpáticas,mientrasque la A se libera

desde Ja médula adrenal (Opie, 1991). La NAtambién se libera desde la médula adrenal

pero en mucho menor grado en comparación con la A. La primera evidencia que

relacionabalas catecolaminascon el desarrollode la hipertrofia cardiacaderivó de

estudios clínicos, en los cuales se observó una regresión de la hipertrofia cardiaca en

pacientestratadoscon fármacosantihipertensivosque reducíanla actividadsimpática

(Coreay cols. 1981;Strauery cols., 1985).

Zierhut y Zimmer, (1989), y King y cols., (1987), demostraronen estudios

experimentales que la infusión de NA producíaaumentossignificativos de la masa

cardiaca que eran independientes de los cambios en la presión sanguínea, presiones

intracardiacas y trabajo cardiaco. Para ver mas claramente el efecto de la NA en el

crecimiento del corazón Zierhut y Zimmer vieron que si concomitantemente con las

infusionesde NA seañadíaun bloqueantea-adrenérgico(prazosin)o un bloqueanteno

selectivo9 (metropolol),sebloqueabael desarrollode la hipertrofia inducidaporNA.

Utilizando cultivos de miocitos cardiacosneonatales,Simpson, (1985), demostróque

fármacos agonistas a1 inducían una hipertrofia en los miocitos en cultivo,

Posteriormente, y apoyando estos datos Clark y cols., (1993), caracterizaron el efecto de

fenilefrina, agonistacfi, e isoproterenol, agonista 3, en el crecimientohipertrófico,

demostrandoun efectodirectoestimulantedel crecimientomiocíticoporpartede ambos

fármacos (Schluter y Piper, 1999).
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Se han visto algunasdiferenciasen cuantoa los efectosproducidospor ambos

agonistasal desarrollarla hipertrofia.Porejemplo,la estimulación3-adrenérgicainduce

el automatismoy unareorganizaciónde las miofibrillas, mientrasquela estimulacióna1

no induce el automatismo,las células permanecenquiescentes,y no sufrenninguna

reorganizaciónsignificativade las miofibrillas. Además,tanto la estimulacióna como 3

producen cambiossimilares pero cuantitativamentediferentes en cuanto al tamaño

celular, la velocidadde síntesisde proteínas,el contenidoproteico y la produccióndel

factor natriurético auricular en el ventrículo, factor indicador de la expresión génica en

células en cultivo (Clark y cols., 1993).

Hipertrofia mediada por la hormona tiroidea

Tanto el hipertiroidismo como una elevación de los niveles de hormona tiroidea

en el plasma, producen varios efectos en el miocardio y en la vasculatura sanguínea

(Timssit y cols., 1990). Algunos de los cambios producidos en el ámbito circulatorio

incluyen un aumento en el ritmo cardiaco, una disminución de la resistencia arterial y

un aumento del consumo de oxígeno periférico y miocárdico. Independientemente de

los efectos circulatorios, la hormona tiroidea produce hipertrofia cardiaca, pero sin

producir grandes cambios histológicos. La hipertrofia inducida por la hormona tiroidea

es reversible. Los efectos de la hormona tiroidea en el miocardio incluyen un aumento

en el número y afinidad de los receptores 3-adrenérgicos, un aumento de la respuesta

inotrópica positiva y cronotrópica a las catecolaminas, y una expresión alterada de las

isoformas de miosina (Limas y Limas, 1987; Lortety cols., 1989).

Hipertrofia mediada a través de Angiotensina II

La angiotensina II es un potente vasoconstrictor arterial que ocasiona cambios

muy marcados en el flujo sanguíneo de varios lechos vasculares (Dzau y Pratt, 1991).

La angiotensinaII induce tanto hipertrofia cardiaca(Aceto y Baker,1990;Wollert y

Drexíer, 1999), como proliferación de los fibroblastos (fibrosis intersticial), por

aumento de la síntesis de proteínas (¿Jalil y cols., 1991; Weber y cols, 1991).
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La angiotensinaII puedeoriginartanto directa,medianteunióna los receptores

de angiotensina AL cardiacos, como indirectamente, mediante una elevación de la

presión arterial, una hipertrofia ventricular izquierda (Pianno, 1994; Frohlich, 2000).

Los inhibidoresdel enzimade conversiónde angiotensina(TECA), sonfármacos

que inhibenla enzimadipeptidil carboxipeptidasa,enzimaencargadade transformarla

angiotensina1 enangiotensinaII, la formaactiva(Dzauy Pratt,1991). Debido a quela

angiotensina11 puedemediarel desarrollode hipertrofia,cabeesperarque la inhibición

del enzima de conversión de angiotensina (ECA) pudiera mitigar los efectos del

crecimiento producidos por la activación in vivo del sistema renina-angiotensina. De

hecho, varios estudiosen diferentesmodelosde animales hipertensos,e incluso en

pacienteshipertensos,han demostradocomo el tratamientocon IECA produceuna

reversiónde la hipertrofia ventricular izquierda (Dunn y cols., 1984; Julien y cols.,

1990; Nagano y cols., 1991a; Nagano y cols., 1991b; Martínez y cols., 1999). En

modelosde cultivos celulares,se havisto el efectodirecto de la angiotensinaII sobreel

crecimientomiocitico, observandocomoestainduciarealmenteunahipertrofiacelulary

estimulaba la síntesis de proteínas. Este efecto de la angiotensina II es bloqueado al

pretratarlas célulascon un bloqueantede los receptoresAL de angiotensina(Acetoy

Baker, 1990).

Hipertrofie mediada por factores de crecimiento

Con el tiempo se han identificado una serie de factores de crecimiento en el

tejido miocárdico.Entreestosfactoresdestacan:factoresde crecimientode insulina 1 y

II, factor de crecimientofibroblástico y el factorde crecimiento 3 (Englemanny cols.,

1989; Long y cols., 1990). De entreellos sondestacableslos factoresde crecimiento

fibroblástico y el de insulina 1, los cuales han sido encontradosen los miocitos

cardiacostras un estímulode sobrepresión(Chiba y cols., 1989). Hasta la fecha, el

conocimientode los efectosdirectosde estosfactoressobrelos miocitos es limitado y

por tanto, el papel que desempeñanen el desarrollode la hipertrofia no estábien

definido.
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Tanto las señaleshemodinámicascomo no hemodinámicaspuedenproducir

proliferaciónfibroblásticay expresiónde los genesdel colágeno.Varios autoreshan

demostradoque la estimulación del sistema renina-angiotensina-aldosteronaestá

implicado en el desarrollo de la fibrosis intersticial (Brilla y Weber,1991; Jalil y cols.,

1991; Yamahaday cols., 1991; Benitah y cols., 1999). Así Brilla y Weber, (1991),

comprobaroncomo se preveníala proliferaciónde los fibroblastoscardiacos,utilizando

un bloqueante de aldosterona (espirolactona). Otros estudios han confirmado que, la

angiotensina II produce tanto crecimiento fibroblástico como expresión de colágeno.

Jalil y cols., (1991), observaron que tratando a ratas con Captopril, un IECA, atenuaban

la fibrosis intersticial y perivascularmejorandoel funcionamientodel ventrículo.

2.1.3. MECANISMOS INTRACELULARES ASOCIADOS

AL ESTÍMULO HIPERTRÓFICO

El estiramientoquesufreel corazónen repuestaa lapresiónestáasociadocon la

activación de diversosmecanismosde trausducción,tales como el recambio del

fosfoinositol (von Harsdorf y cols., 1989; Dassouli y cols., 1993), la activación de la

adenilato ciclasa (Watson y colss., 1989; Xenophontos y cols., 1989) y señales

inducidas por el paso de calcio través de los canales de membrana (Haneda y cols.,

1989).

El estiramiento miocárdico induce un aumento de los niveles celulares del

inositol 1 ,4,5-trifosfato (IP3). La acumulación de inositol fosfato es mediada a través de

la fosfolipasa C que hidroliza los fosfolípidos de la membrana (Dassouli y cols., 1993).

En particular, la fosfolipasaC media la hidrólisis de fosfatidil inositol 4,5-difosfato

dando lugara IP3 y diacliglicerol (DAG). El DAGactiva la proteína kinasa C (PKC)

que a su vez está envuelta en el crecimiento celular y la hipertrolia cardiaca (Berrige,

1987; Rana y Hokin, 1990; Simpson y cols., 1991; Schluter y piper, 1999; Naruse y

King, 2000).

El estiramientocardiacoparecetambiénactivar la enzimaadenilato-ciclasala

cual produce un rápido incremento de los niveles de AMPc. A su vez este AMPc activa

a una enzimaproteínakinasadependientede AMPc, la PICA (Shabby Corbin, 1991).
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Las proteína-kinasas son enzimas que fosforilan proteínas celulares especificas,

activándolas o desactivándolas, por lo que son enzimas muy importantes en la

regulación de la función fisiológica, incluyendo la síntesis de proteínas. Por ejemplo la

PKAfosforila a la proteína de unión al elemento respuesta del AMPcó CREBel cuál se

unea la regiónpromotorade genesaumentandosu expresión(Tratnery cols., 1992).

Aunque es menos conocida, parece ser que la presión que induce el estiramiento

del ventrículo que se hipertrofla puede activar canales iónicos de membrana permeables

a iones Na~ y Ca2F (Haneda y cols., 1989; Kent y cols., 1989) y activar el

intercambiador Na~-H~, el cuál aumenta el pH intracelular (produce una alcalinización

intracelular)(Schwartzy cols., 1990; Karmazyny cols., 1999). La alcalinización celular

ha relacionadotambién con un aumentoen la síntesisde proteínay el crecimiento

celular (Berridge, 1987).

El estiramientotambiénsehavistoasociadoa laexpresiónde genestempranosu

oncogenestalescomo c-fos y c-myc.Estos son unos de los primeros genes expresados

en respuestaa ciertosestímulos(Komuro y cols.,1990;Kolbecky cols., 1993). Parece

serque codificana otros factoresreguladoresdel crecimientoy la diferenciacióncelular

(Simpson,1988). Algunosde estosgenescodificanparafactoresde transcripciónque a

su vez se unen a regiones reguladoras especificas de otros genes y regulan su expresíon.

Esta segunda hornada de genes codifican para un nuevo grupo de proteínas que en el

corazón incluyen la 13-MHC o a-Actina.

Recientementehansurgido nuevasteoríasacaparandola atencióncientífica,que

tratan de explicar los mecanismos moleculares que acoplan las señales hipertróficas

antes mencionadas, tanto hemodinámicas como no hemodinámicas, a la reprogramación

de la expresión génica del miocito cardiaco. Numerosos estudios han sugeridocomo

señal un aumento en los niveles de calcio intracelular (Marban y cols., 1 987; Sadoshima

ycols., 1990; Bustamante ycols., 1991; Leite ycols., 1994; Hongo ycols., 1995).

Varios mecanismosintracelulares se han implicado en la transducción del

estímulohipertrófico. Por ejemplo,la angiotensinaII, la fenilefrmnay la endotelina-1,

provocanla activaciónde la fosfolipasaC, dandolugar a la producciónde DAG e IP
3,

lo que a suvezmovilizael Ca
2~ intracelulary activala proteínakinasaC (Sadoshimae
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Izumo, 1993; Yamazaki y cols., 1996; Zou y cols., 1996)Tambiénexisteun amplio

grupode investigadoresque proponencomo transductoresdel estímulohipertróficoal

sistema de las kinasas Ras y MAP(proteínas activadas por mitogénesis) (Thorburn y

cols., 1993; Force y cols., 1996; Sudgen y Clerk, 1998). La manera en que todos estos

mecanismos están relacionados aún permanece sin descifrarse,pero un hechoesc]aro,

todos estánasociadoscon un aumentodel calcio intracelular,lo que hace que este ion

actúecoordinandola actividadde diferentesmecanismosde transduccióndel estímulo

hipertrófico.

En las células B Y T del sistema inmunológico, la calcineurina, una fosfatasa

dependientede calmodulina, se muestracomo enlace entre la expresióngénicay el

aumento en los niveles de calcio como resultado de la activación de la respuesta

inmune. La calcineurina regula los genes de la respuesta inmunológica mediante la

desfosforilación de una familia de factores de transcripción conocidos, como NF-ATs

(factores nucleares de células T activadas), (Rao y cois., 1997; Izumo y Aoki, 1998).

Una vez desfosforilados, los factores de transcripción NF-AT se translocan al núcleo

donde directamente activan los genes de la respuesta inmunológica (Flanagan y cols.,

1991; Loh y cols., 1996). Los fármacosinmunosupresorescomo el FK 506 y la

ciclosporinaA (CsA), suprimenla respuestainmune por inhibición la actividadde la

calcineurina sobre los NF-AT. El NFAT3 es una de las cuatro proteínas conocidas

NFAT expresadas en células T y músculoesquelético,pero la NFAT3 ademásestá

expresada en un amplio numero de tejidos incluido el corazónadulto (McCaffrey y

cols., 1993;Northropycols., 1994; Ho ycols., 1995;Parkycols., 1996).

En un estudiorecientepresentadopor Molkentin y cols., (1998), se demuestra

que el miocardio utiliza la calcineurinapara activar al factor NFAT3 durantela

hipertrofia. Dicho factor setranslocaal núcleodondeinteraccionacon una secuenaa

GATA4 y que posteriormenteinducirá los genesfetalesreexpresadosen la hipertrofia.

Además se muestra como la administración sistémica de CsA y FK-506, previene el

desarrollode hipertrofia en ratonestransgénicosa dosis que anteriormentemostraron

efectosinmunosupresores.Es interesanteseñalarque el crecimientopostnatalnormal

del corazón no se ve afectado por estos fármacos, sugiriendo que los mecanismos de

crecimiento cardiaco normales son calcineurina independientes.

22



Sin embargo,no todosereduceal mecanismode lacalcineurina,como se indicó

anteriormente,numerososestudioshan implicado a la PKC, PKA, calmodulina,MAP

kinasas en la transducción del estimulo hipertrófico. Los estudios actuales se basan en

un modelo integradode señaleshipertróficasintracelulares.Estemodelo prediceuna

interconexión entre todos los mecanismosmencionados(Olson y Molkentin, 1999;

Walsh,1999; Sudgen,1999).

2.1.4 IMPLICACIONES CLíNICAS DE LA HIPERTROFIA

CARDIACA

Comose ha señalado previamente, la hipertrofia ventricular izquierda representa

unaimportanterespuestacompensatoriaque permite al miocardiomantenerla función

cardiacafrenteaunasobrepresión.Perocon el tiempo, el alargamientode los miocitos,

el remodelaje del intersticio cardiaco y las alteraciones sufridas en la microcirculación

tienen efectosdesfavorables que van en detrimento de la función cardiaca. Así, se

produce un aumentode la tensiónde la pared en la sístole, una disminucion de la

fracciónde eyeccióne isquemiasubendocárdica.

Un aumentode la postcargarequiereque el corazóngeneremásfuerzay tensión

durante la sístole. En respuesta a ese aumento de presión, el corazóncomienzaa

hipertrofiarse.Los cambiosmorfológicosy estructuralesvan apareciendogradualmente

a través de diferentesfasesque se correspondencon los cambiosproducidosen la

función miocárdica(Opie, 1991; Morgan y Baker, 1992; Natsume,1993). Durante la

primera fase de la hipertrofia, hay un modesto aumento del grosor de la pared del

ventrículo izquierdo para tratar de normalizar la tensión a la se somete a la pared. Esta

tensión refleja el grado de postcarga y es un factor determinante en el consumo de

oxígeno. Así en la primera fase de hipertrofia la tensión de la pared permanece

inaJterada.Por tanto, el consumode oxígeno,la función de Ja bombaen la sístoley

otros índices de contractilidad son normales (Katz, 1991; Opie 1991; Vogt y cols.,

1993). La relación entre la tensión de la pared, la presión, el grosor del ventrículo y el

radiodel ventrículoseexplicamediantela” Ley de LaPlace”(Katz, 1991).
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Tensión(T)= Presión(P) x Radio(R

)

2 x Espesor de la pared(G)

CORAZÓN
NORMAL

HIPERTROFIA HIPERTROFIAPROGRESIVA
DILATACIÓN VENTRICULAR

T”’fPx+R/4C0 B’ tPxf*R/t2G

Figura 4. Cambios en el la tensión de la pared según progresa la hipertrof’a.

Modificadode Pianno,(1994).

Según se observa en la figura 4, durante la primera fase de la hipertrofia, aunque

seproduceun aumentode la presión, la tensiónde la paredpermaneceprácticamente

inalteradaporquese produceal mismo tiempo una disminución recíprocadel radio

ventriculary un aumentodel grosor. Perocon el tiempo,en fasesya másavanzadas,se

produce un aumento concomitante del volumen de diástole final del ventrículo

izquierdo debido a una reducciónde la contractilidadcardiacay a un aumento del

retornovenosoasociadoala retenciónde aguay Na~. Entoncessegeneraunadilatación

del ventrículo izquierdo al igual que un aumento en el radio ventricular y todo ello

contribuye a un aumentoimportantede la tensiónde la paredventricular (Pianno,

1994).

T=PxR/2G
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2.1.4.1.Disfunclún diastúlica

Los cambios en la función diastólica suelen ocurrir en las fases tempranas del

desarrollo de la hipertrofia y normalmenteprecedena los cambiosen la función

sistólica. La disfunción diastólica se caracteriza por un retraso en la velocidad de

relajación y de llenado del ventrículo izquierdo (Grossman, 1991). La relajación, o fase

diastólica del ciclo cardiaco, comienza con una disminución en los niveles intracelulares

de calcio por recaptación del retículo sarcoplásmico y en menor medida por una salida

al exterior celular. En la hipertrofia, se produce una reducción en la velocidad de

transporte de calcio por el retículo sarcoplásmico, tanto por dismínucion en la actividad

de la bomba Ca-ATPasa, como de su densidad (de la Bastie y cols., 1990; Mercadier y

cols., 1 990). Todo ello podría explicar parcialmenteel retrasoen la velocidad de

relajación y la disfunción diastólica que tienen lugar en el miocardio hipertrófico

(Douglasy cols., 1989).

Comodemostraron Sax y cols, (1988), el ventrículo se vuelve cada vez más duro

y requiere una mayor presión de llenado para mantener un volumen de eyección similar.

Esto normalmentepermanecebiencompensadoduranteel reposo,pero puedeprovocar

síntomas de insuficiencia cardiaca durante el ejercicio. Caberesaltarque duranteel

ejercicio aeróbico hay un aumento de la masa ventricular izquierda, pero la elasticidad

ventricular permanece inalterada e incluso mejora. Por ello, los pacientes hipertensos y

los atletas pueden tener la misma masa ventricular izquierda, pero su función diastólica

es muydiferente (Staiger y cols., 1985).

2.1.4.2.Isquemia miocárdica

Unagranvariedadde mecanismospatogénicospuedenserlos responsablesde la

isquemia miocárdica que sufren muchos pacientes con hipertrofia ventricular izquierda.

Entreellos: 1”, la hipertensióntiene una implicación directacon la patogénesisde la

arterioesclerosis coronaria, la cual impide un correcto suministro de oxigeno. 20, un

aumentode la masaventriculara suveztambiénrequiereun mayoraportedeoxígeno.

30, el crecimientode la red capilar en el miocardio hipertrófico no se corresponde con el

aumentode la masaventricular(Muelery cols., 1978; O’Keefey cols., 1978).
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El suministro sanguíneo resulta insuficiente en relación a la demanda del

corazón lo que provoca situaciones de isquemia. La inadecuada llegada de oxígeno por

debajo de los requerimientos mínimos, induce a una fibrosis y necrosis celular. El

pacientecon hipertrofia ventricular izquierdaes más propensoa sufrir episodiosde

isquemía asintomática y arritmias ventriculares, lo que ocasiona a su vez enfermedades

cardiovasculares más graves tales como insuficiencia cardiaca, infarto y muerte súbita

(Strauer,1979; Strauer,1987; Chiarielio y Perrone-Filardi,1999).

2.1.4.3.Arritmias ventriculares

Ha sido ampliamentedocumentado,en pacientescon hipertrofia ventricular

izquierda,la mayorprevalenciade contraccionesventricularesprematurasy arritmias

másserias(Almendranaly cols., 1995).Los mecanismoselectrofisiológicosespecíficos

que producen este aumento de arritmias en la hipeitrofia permanecen aún sin descifrar.

Factorestalescomo la fibrosis intersticial, el cambioen la arquitecturamiocárdica,la

propagacióndefectuosadel impulso y el aumentode los mecanismosde reentrada,

puedenser decisivos en la arritmogénesis(Levy y cols., 1987; McLeachany cols.,

1987; Siegely cols., 1990).

Aunque no existe una conexión entre las arritmias ventriculares y la muerte

súbita, no parece descabelladoasumir que focos ectópicos ventriculares en una

poblacióncon alto riesgode sufrirmuertesúbita,como son los pacientescon hipertrofia

ventricularizquierda,puedandar lugar a arritmias másseriasque puedenllegar a ser

fatales (Cameron y cols., 1983; Bikkina y cols., 1993).
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2.1.4.4.Insuficiencia cardiaca congestiva

La insuficiencia cardiacaes una complicacióncomún en enfermosque han

sufrido largos periodos de tiempo con una hipertensión sin tratamiento. Datos aportados

por el estudioFramingham,han mostradocomo más del 80% de los pacientesque

manifiestan una insuficiencia cardiaca han padecido en el pasado hipertensión (Kannel

y cols., 1972). Según progresa la enfermedad cardiovascular hipertensiva, al corazón

hipertrófico le resulta más y más dificil corresponder a las demandas impuestas sobre él.

El corazón se dilata, aumenta la actividad simpática y la actividad del sistema renina-

angiotensina, para tratar de equilibrar la presión arterial. La vasoconstricción

consiguiente genera una isquemia miocárdica que perjudica la función cardiaca y

acelera la caída de la contractilidad (Delbridge y cols., 1996), haciendo su aparición la

insuficienciacardiaca.

2.1.5. PREVALENCIA DE LA HIPERTROFIA. FACTORES

DE RIESGO

El desordenmás importantequeva unido a lahipertrofiaventricularizquierdaes

una hipertensión sostenida. Datos aportados por el estudio Framingham del corazón

demuestran una prevalencia de la enfermedad de un 16% en hombres y un 19% en

mujeres. Este porcentaje aumenta con la edad, de manera que, en mayores de 65 años la

prevalencia es del 33% en hombres y 49% en mujeres (Levy y cols., 1988). Además es

destacable que la prevalencia de la hipertrofia aumenta con la edad, más de un 50%de

las personasmayoresde 65 añoscon hipertensiónesencialpresentaronnevidenciasde

hipertrofia (Savagey cols., 1 987).

Los factoreshemodinámicossonlos causantesmáspoderososde la enfermedad,

por lo que la determinación de la presión arterial podría ser un buen factor predictor de

la masa ventricular izquierda. Pero sin embargo se ha visto que, pacientes con una

hipertensiónseveradurantelargosperiodosde tiempono presentanhipertrofiacardiaca,

y por el contrario, pacientes sin hipertensión, o con unos valores moderadamente altos

de presión arterial, desarrollan una hipertrofia severa (Drayer y cols., 1987). Todos estos
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datos sugieren la presencia de otros factores de riesgo determinantes del desarrollo de la

hipertrofia ventricular izquierda. Entre ellos se puede destacar:

-Obesidad:Un aumento de la masa corporal lleva consigo un aumento de tejido

adiposo y, por tanto, un mayor esfuerzo por parte del corazón para responder a las

mayores demandasmetabólicas.Esta adaptacióncardiaca a la obesidad, lleva al

desarrollo de hipertrofia (Messerli, 1982; ; Messerli y cols., 1983; Messerli, 1986).

Datos obtenidos del estudio Framingham (Levy y cols., 1988; Benjamín y Levy; 1999)

han demostrado un aumento de la prevalencia de la hipertrofia de 9 a 10 veces,

dependiendodel gradode obesidad.

-Sexo:Las mujerestienenunamenormasaventricular izquierdaparaun mismo

valor de presiónarterial en comparacióncon los hombres(Gardin y cols., 1987).Este

hechoindica que las hormonassexualespuedenrepresentarun papel importanteen la

adaptacióndel corazónfrentea unadeterminadacargahemodinámica.Los andrógenos

endógenos parecen ejercer un efecto tráfico en el músculo cardiaco, como se ha

demostrado en ciertos modelos animales (Koening y cols., 1982); y en cambio los

estrógenos pueden prevenir e incluso proteger frente al desarrollo de hipertrofia. Cabría

esperar por tanto que, los estrógenos pudieran tener un efecto vasodilatador de la

vasculatura periférica, imponiendo una menor sobrecarga hemodinámica al ventrículo

izquierdo(Messerli y cols., 1987).

-Raza: Es sabido que los individuos de raza negra presentanuna mayor

prevalenciade hipertensiónque los individuosde razablanca(Frolich y TaraS,1979),

al igual que son más propensos a sufrir más frecuentemente complicaciones asociadas,

como la muerte súbita, insuficiencia cardiaca congestiva, infarto y fallo renal

(McDonough y cols., 1964; Hypertension Program, 1977; Asher y cols., 1999; Potts y

Thomas,1999;).

-Consumode sal: Estudiosexperimentaleshanmostradoqueun alto consumode

sal en la dieta produce un aumentode la masacardiaca, independientementede la

presiónarterial.Así mismo,la restricciónde sodio produceunadisminuciónde la masa

cardiaca aunque los niveles de presión arterial no seanrevertidos.Tomandola excreción

de sodio urinario como índice del consumo de sal en la dieta, se ha visto una fuerte

28



correlaciónentreel gradode relajacióndelventrículoizquierdoy el nivel de sodio, y lo

que es más, de la masaventricularizquierda(Seny Young, 1986; Shimiedery cols.,

1988).

2.1.6. TRATAMIENTO DE LA HIPERTROFIA

La hipertrofia ventricular izquierda es un importante factor de riesgo

independiente para la morbilidad cardiovascular y la mortalidad, tanto en hombres como

en mujeres. Aunque en la población en general el antecedente común de hipertrofia

ventricular izquierda es la hipertensión (Alíen y cols., 1988; Koren y cols., 1991), otras

señales no hemodinámicas influyen en su desarrollo. Todas estas señales, vía diversos

mecanismosintracelulares,inducenunahipertrof¡apatológicaqueesmuy diferentea la

hipertrofia inducidapor el ejercicio, la cuál comúnmenteseconocecomo “hipertrofia

fisiológica”.

El conocimientode los mecanismosmolecularesde la hipertrofiacardiacay de

las señalesintracelularespuedenayudara establecer un tratamientoadecuado.Dicho

tratamientodebeir encaminadoa disminuir, o inducir una regresiónde la hipertroña

ventricularizquierda,ya que su regresiónestárelacionadacon una disminuciónde la

morbilidadcardiovascular.Dehecho,pacientestratadosconunaterapiaantihipertensiva

en la cuál la hipertrofia persiste, tienen aumentada hasta más de cinco veces la

probabilidad de sufrir complicaciones cardiovasculares,con respecto a aquellos

pacientessin hipertrof¡a (Koreny cols, 1991).Todos estosdatosmuestranla necesidad

de desarrollar terapiasque inhiban directamentelos efectosdel crecimiento,debido

tantoa los estímuloshemodinámicoscomolos no hemodinámicos.

Actualmenteno existeun tratamientodirecto parala hipertrofia,suterapiapasa

por tratar fundamentalmentela hipertensióncausantede su desarrolloy monitorizar

cuidadosamentela función del corazón.Hay numerososagentesantihipertensivosque

inducenunareduccióno reversiónde la hipertrofiaventricularcardiaca.Es interesante

destacarque, agentestalescomo la hidralazinao el minoxidil que producenreducción

de la presiónarterialno son capacesde revertir la hipertrofia. Esto sugiereque no es

sólo suficiente la reducciónde la presiónarterial pararevertir la hipertrofia, sino que
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hay que actuarsobreotrasseñalesno hemodinámicascomo sonla angiotensinaII y los

agentes a- y 3-adrenérgicos. Cuando se administra cz-metil-dopa ( un agentesimpático)

junto con un diurético, algunos de los pacientes muestran una disminución significativa

de la masa cardiaca no relacionada con los niveles de presión arterial, es decir, sin una

reducciónconsecuentede los nivelesde presión arterial.El tratamientocon inhibidores

del enzimade conversiónde angiotensina,antagonistasdel calcio, prazosiny clonidina

la reducción en la presión arterial va acompañada de una regresión de la hipertrofia

cardiaca.Por otro lado, despuésdel tratamientocon 3-bloqueanteslos resultadosson

más heterogéneos en cuanto a la reversión de la hipertrofia se refiere (Vogt y Strauer,

1995). A nivel teórico, los fármacos3-bloqueantes,son fármacosde elecciónen el

tratamientode enfermedadescardiovasculares,no sólo controlan la presiónarterial y

revierten la hipertrofia sino que ademásdisminuyen la mortalidady la morbilidad

después de un infarto de miocardio, lo que probablemente es el principal factor en el

desarrollo de insuficiencia cardiaca en pacienteshipertensos. Pero no sólo los

bloqueantes 3 no selectivos han demostradoestas propiedades,el carvedilol un

bloqueanteno selectivo3 tambiéncon efectosbloqueantesa1, estambiénun fármaco

de elecciónen el tratamientode la insuficienciacardiacaderivadade unahipertensión

sostenida, además muestra efectos antioxidantesy mejora el cuadro metabólico

(Cleland,1999).

En la tabla 2, se muestra una relación de los fármacosmás ampliamente

utilizadosen la terapiaantihipertensivay queademás,inducenunareversiónefectivade

la hipertrofiaventricularizquierda.

30



Tabla 2. Agentes antihipertensivoseficacesrevirtiendo la hipertrofia

ventricularizquierda

C1M*~A ¡ ~W9~

Bloqueantesc~ -adrenérgicos Prazosin

InhibidoresECA

Antagonistasde Calcio

Bloqueantes¡3-adrenérgicos

Agentes simpáticos

Captopril
Enalapril
Lisinopril
Ramipril

Verapamil
Diltiazem
Nicardipino....

Metoprolol
Timolol
Atenolol...

Clonidina
Reserpina
ct-metildopa

Todosestostratamientosvan encaminadosa mejorar la microcirculacióny la

reserva coronaria, también afectada durante la hipertrofia, aunque no todos ellos son

igual de efectivosa estenivel. La administraciónde los antagonistasde calcio mejorala

resistenciavascularcoronaria,produciendouna regresiónde la hipertrofiamiocárdica

(Leenen,1998; Kuschnir,1999). Inhibidoresde ECA comoel lisinopril, quemejoranla

reserva coronaria, mediante la regresión de la hipertrofia miocárdica y de la fibrosís.

Mas aún, una disminución de la densidad del volumen miocárdico y un aumento de la
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densidadde capilarescon nifedipino o monoxidina,han sido tambiéndemostradosen

hipertensiónexperimental(Vogt y Strauer,1995).

Respecto a la modulación farmacológica de la síntesis y degradación de la

matriz extracelular,los IECA son los fármacosque con máséxito actúansobreella. La

inhibición de la síntesisde colágenotipo 1 por antagonistasdel receptorde angiotensina

II, o del receptorde mineralocorticoidesen los fibroblastoscardiacos,junto con una

disminuciónen los nivelesde angiotensinaII, es la llave paraaumentarla degradación

de colágeno. Estos son los procesos bioquimicos más importantes a tener en cuenta en

la terapia farmacológica. La cardioprevenciónes una intervención farmacológica

profiláctica mediantetECA o antagonistasde aldosterona,parapreveniruna excesiva

fibrosis y así controlar el remodelaje miocardico estructural que lleva de una hipertrofia

a unainsuficienciacardiacasevera.(Maisch,1996; Devereux,2000).

Fármacosque actúana nivel del receptorAT1 de angiotensinatambién están

demostrandosu gran utilidad en el tratamientode la hipertensiónarterial y de la

reversiónde la hipertrofia, ya que al bloquearese subtipo de receptory no el AT2,

permiteque la angiotensinapuedaseguirejerciendosuefectofavorableen la inhibición

del crecimientocelularmediadoa travésde ese subtipo AT2 (Devereux,2000). Así,

estos fármacos bloqueantesdel receptor AT1 evitan los efectospatológicosde la

angiotensinaII y sonefectivosdisminuyendola presiónarterial, inhibiendo la actividad

simpática y previniendo la hipertroftacardiovasculary la insuficienciacardiaca(Holtz,

1998; Timmermans,1999).

Varios de los fármacosanteriormentecitados, tambiénhan demostradotener

efectoscomo inhibidores de los factoresde crecimientoimplicadosen la estimulación

de la arterioesclerosis, como los IECAs, los antagonistas de calcio y los bloqueantes 3.

Además,no todoslos fármacossonigualesde efectivosen todoslos pacientesy aveces

es necesario hacer una terapia combinada para que la regresión de la hipertrofia cardiaca

tenga lugar.
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Actualmenteseinvestigannuevasterapiasparael tratamientode lahipertensión

y la hipertrofia y riesgoscardiovascularesasociadosa estaúltima. Se ha visto que la

endotelina-1, producidatanto por los miocitos como por las células endoteliales,

intervieneen el desarrollode la hipertrofiamiocárdica.Ademássuaumentocontribuye

al daño tisular ocasionadoduranteel infarto. Esto hace plantearsecomo una buena

terapia a desarrollar,fármacosque actúenbloqueandolos receptoresde endotelina

miocárdicos(Moreau,1998; Miyauchi y Goto, 1999).Porotro lado, los estimulantesde

los receptores de imidazolina son efectivos agentes antihipertensivos actuando a nivel

central,causandovasodilatacióny reducciónde las resistenciasvascularesperiféricas.

También producen una disminución de la hipertrofia generadaa largo plazo. La

monoxidinay la rilmenidina, sonlos fármacosmásestudiadosaestenivel y pareceser

que mejoran los efectos secundarios vistos anteriormente con la clonidina,

particularmentelos referidosa lasedación(vanZwieteny Peters,1999).

2.1.7. MODELOS EXPERIMENTALES UTILIZADOS

PARA INDUCIR HIPERTROFIA CARDIACA

Para estudiar experimentalmentelos distintos tipos de hipertrofia se han

utilizado varios modelosexperimentalesen animalesde laboratorio(Hamrell y cols.,

1986). La hipertrofia inducida por la hipertensiónarterial en el hombre, puede

estudiarsecon distintosmodelosque imponganal corazóndel animalunasobrecargade

presión.Esto sepuedeconseguirpor obstrucciónparcial de uno de los grandesvasos,

hipertensiónsistémicao pulmonar.La sobrepresiónpuedeprovocarsede formaagudao

gradual: por ejemplo, un clip no constrictor colocadoen la aortaabdominal de un

animal joven, se convertiráen constrictorlentamentea medida que el animal vaya

creciendo. También, la infusión intravenosa de gel de sílice, monocrotalina o sefadex,

inducehipertrofiade formagradual.

Las alteracionesque en el hombredesencadenanunahipertrofiaporaumentodel

volumen que el corazón debe bombearpueden ser: fallo en la válvula mitral,

comunicaciónentrela arteriaaortay lavenacava,bloqueoaurículo-ventricular,etc.En

los animalespuedenprovocarseporunafistula arteriovenosao un defectoen el septum

aurículo-ventricular.El infarto de miocardiopuedeimitarsemediantela ligadurade un
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arteria coronaria. Así, se produce una pérdida de la función en la parte de la pared

ventricularafectaday el restodeltejido miocárdicono afectadodesarrollaráhipertrofia.

Otrasformasde provocarel desarrollode unahipertrofiacardiacaen un animal

de experimentación, para su posterior estudio, puede ser la administración crónica de

ciertas sustancias como la hormona tiroidea, la hormona del crecimiento, 3-agonistas o

adrenocorticoides.O bien, sometera los animales a estrés, aclimatarles al frío,

provocarlesun infección vírica o endocarditisbacteriana.También sometera los

animales a un ejercicio físico continuado como correr o nadar, induce el crecimiento del

corazón. En corazonesviejos, el músculo cardiaco está hipertrofiado, presentando

alteracionesen la funcionalidadmecánicasimilaresa los encontradosen la hipertrofia

porsobrepresión(Hamrell y cols,, 1986).

Los modelosde hipertrofia iii vivo tienen el inconveniente del crecimiento del

animal duranteel progresode la hipertrofla, que puedeestar afectadopor cirugía,

tirotoxicosis, anemia, etc. Para evitar estos problemas, y poder evaluar el grado de

hipertrofia, el pesodel corazónsedebe relacionarcon el pesocorporal.Aquí aparece

otro problema, los animales permanecen estabulados, pesan más y podría dar un falso

índice de hipertrofia. Esto se resuelvefácilmente al comparar los cocientespesos

cardiacos/pesoscorporalesde los animalesen los que se ha inducido hipertrofiacon

otros controles que se mantengan en las mismas condiciones. Otro modo posible de

evitar problemaspropios de los métodos in vivo es mediante la estimulación de la

hipertrofia en cultivo tisular, además, así se podrían estudiar los efectos de determinados

agentesdirectamentea nivel celular (Bugaiskyy Zak, 1986). Sin embargo,las células

mantenidasen cultivo no estánen un medio fisiológico y por tanto los resultadoshay

que tomarloscon precaución.
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Tabla3. Diferentesmodelosexperimentalesrealizadosen animalesy utilizadosen la

inducciónde la hipertrofiacardiaca.Modificadode Bugaiskyy Zak, (1986).

Estenosisaórtica

Aorta ascendente
(rata:Cutilletay cols., 1975)

Aorta abdominal
(rata: Scarnps y cols., 1990;
Gómez y cols., 1997; Martínez y
cols., 1999)

Estenosis de la arteria
pulmonar
(gato:TenEik y cols., 1977)

Hz~ertensión

Isquemiarenal
(rata:Aronson,1980)

Nefrectomía+ DOCA±sal
(rata: Bartsovay cols., 1969)

Aidosterona±sal
(rata:Garwitz y iones,1982)

Rataespontáneamente
pertensa
(Haysasiy Shibata,1974)

Fístula arterio-venosa
(rata:Dart y 1-folloszy, 1969)

Insuficienciaaórtica
(conejo: l-latt y cols., 1970)

Anemia
(rata:Bartsovay cols., 1969)

Hipertiroidismo
(rata:l3artsova y cols., 1969)

Hipoxia
(rata: Bartsovay cols.,

Catecolaminas
(rata:l3arstsovay cols.,

Infarto
(rata: Tho¿iony cok,

1969)

¡969)

/989)

Sobrecargadepresión Sobrecargadevolumen Sobrecargapor factores

variados

hi -

Rata Dahí Espontánea-
mente sensible a sal
(Pfeffer y cok., 1984)

Ejercicio

Carrera
(rata: Hicksonycols., 1979)

Natación
(rata:Gúlch, 1983)

Desarrollo embrionario a
baja temperatura
(pollo:Leightony cols., 1964)

Cardiomiopatía
k-mamsíer:RossnerySachs,1978)
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2.2. ELECTROFISIOLOGÍA CARDIACA

2.2.1. CONCEPTOS BÁSICOS DE ELECTRICIDAD

APLICADOS A LA BIOLOGIA CELULAR

Los conceptos básicos de electricidad son tres: carga, movimiento de esa carga y

las fuerzasque causanesemovimiento. La propiedadfundamentalde la electricidades

la existencia de una carga. En los tejidos, los portadoresde cargasonprincipalmentelos

iones, bien positivos o negativos. La corriente es el movimiento neto de iones en una

direccióndeterminada.La corrientepuedeser generadatanto por ionespositivos como

negativos, por lo que la corriente positiva se define como cargas positivas moviéndose

en una determinadadireccióno cargasnegativasmoviéndoseen la direccióncontraría.

La unidadde corrienteesel Amperio.

Paradefinir la corrienteque fluye atravésde unamembranacelularsenecesita

un conceptoadicional.La corriente,(cargaspositivas),que se muevehaciael interior

celular,se consideracorrientede membrananegativa,(corrientesde entrada),encambio

la corriente, (cargaspositivas), que se mueve hacia el exterior celular se considera

corrientepositivade membrana(corrientesde salida).

El voltaje es la medida de la fuerza eléctrica que causa el movimiento de las

cargaso bien la fuerzadesarrolladapor la cargaen movimiento.Tambiénse le llama

potencial,porqueunacargaen un determinadopuntotieneunacantidaddeterminadade

energíapotencial.Normalmentelo quese mide esel voltajede un puntorespectoaotro,

es decir, la diferencia de voltaje o diferencia de potencial.

Una de las relaciones más importantes en electricidad que relaciona voltaje (V) y

corriente(1), esla “Ley de Ohm” quevienedefinidacomo:

V=RI
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donde R es una resistenciaconstante al flujo de corriente. La resistenciaes un

impedimentoque surgeparadificultar el movimientode las cargasy estádefinidatanto

porel transportadorde cargacomo porel material a travésdel cualfluye la corriente.La

conductancia(g) es el inverso de la resistenciay representala facilidad al paso de

corriente. Las membranasbiológicaspresentanuna alta resistenciacon relación al

medio extracelulary al citoplasma.La conductanciade la membranadependeal menos

de dos componentes: a) la permeabilidad de la membrana al ion en cuestión y b) la

cantidad de ion presente.La permeabilidades una propiedadde la membranaen si

misma y está presente aunque no existan iones. La corriente solo actúa si hay iones y,

además, su magnitud será proporcional a la concentracion.

Otrapropiedadeléctricaimportanteen tejidoses la capacitancia.Suunidadesel

Faradio (F) y se define como la cantidad de carga almacenada para cada diferencia de

potencial.Paraentenderesteconceptode almacénde cargaen unamembranabiológica,

podemospensaren la membranacomo una barrerade alta resistenciaal paso de

corrientey susdoscarasestánbañadaspor solucioneselectrolíticasde bajaresistencia.

Las dos soluciones electrolíticas y la membrana forman un condensador en paralelo. La

habilidad de la membranapara almacenarcargasseparadasestadeterminadapor su

espesor, su constante dieléctrica y su superficie.

2.2.2. MEMBRANA CELULAR

El componentede la membranaque mayor resistenciaofrece al paso de la

corrienteesla capamolecularde fosfolipidos.La mayoríade estasmoléculastienenun

extremo neutro y otro cargado.Con las condicionesadecuadas,estasmoléculasse

disponenen líneade maneraque los extremoshidrófobosquedanjuntos y haciadentro

y los extremoscargadoshacia fueraen contactocon ambassolucioneselectrolíticas.La

zona hidrófoba de la bicapa tiene un espesor de sON Suconstantedieléctricavaríaentre

los valores de 4 a 5, lo que la hace ser un buen aislante. Esto unido al espesor le confiere

la propiedad de actuar como un buen capacitor y los iones no pasan fácilmente a través

de ella.
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Las proteínas de la bicapa crean un ambiente capaz de dejar pasar agua e iones a

su través y moverse de un lado a otro de la membrana. Por ello, la membrana tiene una

resistencia finita al movimiento de iones y agua.

La conductancia de la membrana se define como la habilidad de la membrana

para permitir el movimiento de iones en respuesta a un campo eléctrico. Como ya se

citó previamente, esta conductancia depende de dos factores fundamentalmente: la

permeabilidad de la membrana para el ion de interés y Ja concentración de iones capaces

de moverse a ambos lados de la membrana (Fozzard y Arnsdorf, 1986).

2.23. CANALES

Los canales son el componente de la membrana que permite o facilita el paso de

los ionesa través de la barrerahidrófoba.Pareceque los canalescontienenaguaen su

interior, así los ionespodríanestarparcialmentehidratados.Los ionesse muevenpor el

canal en respuesta a un gradiente externo electroquímico, pero no necesariamente de

formalineal (Fenwicky cols., 1982).La mayoríade los ionesinteraccionanconel canal

en uno o variospuntosdurantesupaso,pero no seformanenlacescovalentes.Puedeser

quemásde un ion estédentrodel canalsimultáneamente,peroel tiempoque un ion está

paradoencl canalesmáscortoqueel tiempode la llegadade nuevosionesparapasara

sutraves.

Membrana Celular Ion

EXTERIOR

INTERIOR

Canalproteico Subunidadessensoras

FiguraS.Esquemade un canal iónico de membrana.Modificadode Jalife y cols., 1999.
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La activación de una canal es un hechoestadístico,cuyaprobabilidaddepende

de la presencia de un activador químico o un potencial transmembranal. Los canales

discriminan entre iones, de tal manera que podemos hablar de canales de sodio (Nat) o

de potasio (Kl). Pero la selectividad no es perfecta y alguna corriente podría ser

generadapor otros ionesqueno seanel principal paraesecanal.

Los canales de membrana están formados por proteínas o lipoproteinas. Se abren

o cierranen respuestaa un cambioen el campoeléctricode la membrana.Es plausible

pensar que la apertura o cierre de un canal está causada por el movimiento de las

moléculas del propio canal. Este proceso tiene analogía imaginando al canal como un

poro en la membranacon una puerta que regula el paso de iones. Las primeras

sugerencias sobre el comportamiento de los canales las ofrecieron los modelos de

Hodgkin y Huxiey, (1952), para explicar la dependenciade voltaje de la aperturay

cierre del canal.

Portanto, unosde las principalesfuncionesdelcanal radicaen sumecanismode

apertura y cierre, también conocida como “gating”. De hecho los canales iónicos se

clasifican según sus mecanismos de apertura y cierre. Existen canales dependientes de

voltaje, cuando la apertura o el cierre del poro está influida por el voltaje de membrana.

Los canalesde Na~, Ca2~,y variostipos de corrientesde K~ envueltasen el potencialde

acción son voltaje dependiente. Otro grupo de canales es el formado por los canales

dependientes de ligando, es decir, se abren o cierran en presencia de un ligando químico

apropiadoque puedeestarpresentebien en el medio extracelularcomo intracelular.

Algunos de estos ligandos son la acetil-colina y el ATP, que actúan sobre la corriente

rectificadora de entrada de Kl En la figura 6 se muestra el mecanismo esquematizado

de ambos tipos de canales.
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Dependientede voltaje

a
CANAL

t

Dependientedeligando

CANAL

Figura 6. Esquemade un canaldependientede ligando y de un canaldependientede

voltaje. Modificado de Jalifey cols., 1999.

El fenómenode “gating” puedeimaginarsecomoun cambioen la conformación

de la proteína,es decir, un cambioen la estructurainternade la moléculaque formael

canalen diferentesformaso estadosquepermiteno previenenla transiocacióndel ion.

Se podríasimplificar el mecanismode gating si imaginamosque los canalesiónicos

puedenencontrarseen unode los tresestadossiguientes:cerrado,abiertoo inactivo. Por

ejemplo,un canalpuedeestarcerradoen reposoy no dejarpasarionesa su través,en

presenciade un estímuloadecuadoel canalse abre y permiteel pasode iones.En el

estadoinactivo, el poroestátambién cerradoy no permiteel pasode iones.Los canales

iónicos se diferenciansegúnel número de estadosque presentanasí como en las

diferentestransicionesque puedendarseentredichosestados.Un canalpuedeteneruno

o variosestadosinactivoso cerradosy producirsediversasformasde transicionesentre

ellos antesde llegar de nuevo a abrirse.Estoscambiosson los que vienendefinidosen

la teoríacinéticadel canal. Los primerosen estudiareste fenómenofueron Hodkin y

Huxley, (1952),viendo las basesdel potencialde accióndel axón gigantedel calamar.

La transición entre estados se podría esquematizarcomo se proponeen la figura 7:

A

f
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REPOSO

‘ti
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Reactivación

Activación

44

Inactivación

19:
INACTIVO

Figura 7. Transicionesentre los posiblesestadosde un canal. Modificado de Jalife y

cols., 1999.

2.2.4. POTENCIAL DE REPOSO DE LA CELULA

CARDIACA

El potencial de reposo de la célula cardiaca está determinado por la

concentración de iones (Na~, Ca2t K~) a uno y otro lado de la membrana, así como por

su permeabilidad para cada ion. En condiciones normales las células musculares

cardiacas presentan un nivel de potencialde membranaentre—60 y —90 mV, segúnla

zona en que nos encontremos.Existen importantesdiferenciasen la concentraciónde

los distintosionesa ambosladosde la membrana.Estegradientede concentracionesse

mantiene gracias a la actividad de distintas ATPasas, principalmente la ATPasa Na~/K~

y el intercambiador Na~-Ca2~, presentes en la membrana cardiaca. Los iones de Na~

tenderána penetraral interior celular mientrasque los iones de K~ tenderána salir

siguiendo su gradiente de concentraciones. A niveles negativos de potencial de

ABIERTO
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membrana(potencialde reposonormal de la célulacardiaca),los canalesde Na~ están

cerradosy no permitenel pasode Na~ al interior celular.La ATPasaNa~/K~ estáactiva

de maneraquesacaNa fuerade la célula a favor de la entradade K~ contragradiente

en razónde 3:2 respectivamente.Además,existeun canal de K~ cuyaactivacióngenera

una corrientede salida de K~, 1K1 que a potencialesnegativospermaneceen estado

abiertoy es capazde sacariones K~ al exterior celular. Como consecuencia,el interior

celularesun medio rico en y bajoen Na~, todo lo contrarioqueel exterior(Gadsby,

1990).

Paracadaion existe un nivel de potencialde membranapara el cuál el flujo

iónico generadoen respuestaal gradienteeléctrico o de concentraciónes nulo. Se

denominapotencial de reversión. Valores de potencial por encimadel potencial de

reversiónhacenquela corrientecomienceafluir en sentidocontrario.

2.2.5. POTENCIAL DE ACCION CARDIACO

Cuandounacélula cardiacaauricular, ventricularo del sistemade His-Purkinje

se despolarizapor encimade un determinadovalor de potencialllamado “potencial

umbral”, los canalesde Na~, quepermanecíancerradosa potencialde reposonegativo,

cambiansu configuraciónhaciael estadoabierto.Esto permite la entradade ionesNa~

al interior celular y, por lo tanto, la despolarizacióndel potencialde membrana hacia

valorespositivos (de +20 mV a ±35mV). El procesode activaciónde los canalesde

Nat generaunacorrientede entradade Na~ que da lugara la/ásecero del potencialde

acción. La magnitudde la corrientede sodio determinala amplitud y la velocidadde

despolarizacióny, por tanto, la velocidadde conducciónintracardiaca.La aperturade

los canalesde Na~esmuy rápidatras lo cualel canalpasaal estadoinactivoque al igual

que el estadode reposono permite el pasode iones a su través. Sin embargo,una

pequeñaproporción de canales de Na~ continua abriéndosedurante cientos de

milisegundos(ms) despuésde habersido activados,generandouna corrientenetade

entradade Nak, que contribuiráal mantenimientoposteriorde la fase de mesetadel

potencialde accion.
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A continuación,tiene lugar la repolarizacióncelularen la que sedistinguentres

fases: La ¡¿tse 1, o fase de rápida repolarización, que se debe a dos procesos

independientes:a) la inactivaciónde los canalesde Na~, y b) la activación de una

corriente transitoria de salida de K~ (ito); la frise 2 o fase de mesetaes la más

característicade los potencialesde accióncardiacosque a diferenciade los potenciales

nerviososduraunos250 ms. Estafaseesresultadode un equilibrio muy fino entre: a)

doscorrientesde entrada,una de Na~ (‘Ña) y otra de Ca2~ (‘Ca) y b) dos corrientesde

salidade K (IKÚ e ‘Kv). Al final de la fase de mesetalos canalesde Ca2~secierrany la

magnitud de las corrientesde salidade K~ aumenta,lo que da lugar a la frise 3 del

potencialde acción. Duranteestafaseseproduceuna rápiday completarepolarización

del potencialde membranagraciasa la activaciónde numerosascorrientesde salidade

K~ (iKr, K
5, ‘Kur e IKI).

La frise 4 seinicia unavez que el potencialde reposoalcanzade nuevosuvalor

normal y finaliza al comienzo del siguiente potencial de acción. En células no

automáticasestafaseesisoeléctricay, por tanto, el potencialde membranasemantiene

constante.Sin embargo,en célulasautomáticascomo las célulasde His-Purkinje,nodo

senoauriculary nodo aurículo-ventricular,presentandurante la fase 4 una lenta

despolarizaciónque desplazaprogresivamenteel potencialde membranahaciael valor

de potencialumbral, hastadispararun nuevopotencial de acción. Esta fase de lenta

despolarizacióndiastólicaes consecuenciade una corrientenetade entradade cargas

positivas al interior celular, aunquelas corrientesiónicas implicadasno son del todo

conocidasy varíansegúnel tejido.

El potencial de acción generadopor el nodo senoauricular,se propagapor el

restode las célulasexcitablesauricularesvecinasgenerandoen ellasnuevospotenciales

de acción,que a suvez despolarizaránelectrónicamenteun nuevo potencialde acción

en las célulasvecinas,y así sucesivamenteatravésde todo el tejido cardiaco.El disparo

del potencialde accióngenerala contraccióncelularponiendoen marchauna seriede

mecanismosintracelularesque comienzancon la entradade calcio y desembocanen la

interacción de los miofilamentos de actina y miosina produciendo finalmente la

contraccióncardiaca.
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Figura 8. Esquemade un potencial de accióncardiaco.
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2.2.6. CORRIENTES IÓNICAS

Corriente de sodio

La corrientede Na~ esla quelleva a cabola fase O del potencialde acción.Los

canalesde Na~ se abren,tras unadespolarización,permitiendoun flujo de Na~ a favor

de gradienteelectroquímicohacia el interior celular. Esta despolarizacióncausauna

mayor despolarizaciónde la membranaa una velocidadmuy rápida hastaalcanzar

valorespositivosde potencialde membrana.

Corriente de potasio

Los canalesde potasioproporcionancorrientesde salida que dan lugar a la

repolarizacióncelular.Actúan en la fase 1 del potencialde acción,en la repolarización

temprana,en la fase 3, en repolarizacionesmás tardías,y en la fase 4 manteniendoel

potencial de reposo. Se han descrito numerososcanales potasio selectivos en

preparacionesde miocitos maduros e inmaduros (Carmeliet, 1989). Entre estos

diferentestipos destacamoslos siguientesgrupos:

Corrientede rectificación de entrada.Su papelprincipal pareceestarrelacionado

con el mantenimientodel potencia]de reposo(Pennefathery Cohen, 1990).

-Ito: Corriente transitoriade salidade potasio. Su amplitud dependedel potencial de

membranay es la responsablede la fase 1 del potencialde acción. La amplitud de esta

corrientetambiéndependede la frecuenciade estimulacion.

-IK: Corriente de rectificación retardadade potasio. Es importanteen la fase 3 de

repolarización del potencial de acción. Parece también estar implicada en la

despolarizaciónde lamembranaen las célulasautomáticas

Actualmente se han descrito dos subtipos de canales de esta corriente con

diferente conductanciael ‘K, e tKs Se diferencianpor sus propiedadesbiofisicas,

farmacológicasy reguladoras.
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1K(ATP): Corrienterectificadorade entradasensiblea los nivelescitoplasmáticosde ATP.

Permanececerradoantenivelesnormalesde ATP pero enpresenciade concentraciones

menoresde O.5mM de ATP (Lederery Nichols, 1989),como esel casode la isquemia,

estoscanalesseactivan.

~1K(ACh) : Corriente similar a la ‘KL pero que se activa por la unión de la acetil-colina

(ACh) a sureceptormuscarínico.Es unmecanismoimportanteen la modulaciónde las

propiedadeseléctricasdelcorazónmedianteestimulaciónvagal.

1K(Ca) Canal de potasioactivado por calcio, ya que se abre en presenciade altas
2$concentracionesde Ca citosolico que inician la contracción.Estacorrienteayudaa

terminarel potencialde acción(Coraboeufy Carmeliet,1990).

Corrientes de Calcio

Las célulascardiacaspresentanotra corrientede entradaque se activa por

despolarizaciónde la membranay que no es sensiblea tetrodotoxina.Es la corriente

generadaporel movimiento de los ionesCa2~ (Fatty Katz, 1953; Winwgrady Shane,

1962).

Estacorrienteen las célulascardiacasfluye atravésde dostipos de canales,el T

y el L, que compartensu alta selectividadpor los iones Ca2~ pero tienen diferentes

propiedadeseléctricas, biofisicas, cinéticasy farmacológicas(Bean, 1985; Mitra y

Morad, 1986; Hagiwaraycols.,1988).

De ambascorrientessehablarámásen profundidaden el capítulosiguientede la

introducciónpor ser objetivo de estaTesis, y entre ellas, en particulardel canal de

calcio tipo T.
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Corriente de Cloro

Los canales selectivos de Cf dan lugar a una corriente adicional de

repolarizacióndurante la fase de meseta.Estos canales pueden ser activados por

proteína-kinasas,ATP, y aumento de Ca2~ intracelular (Walsh, 1991, Zygmunt y

Gibbons, 1991,Matsuray Ehara1992, Ackermany Claphan, 1993).Estacorrienteha

sido avecesnombradacomo una segundacorrientetransitoriade salida(Ito2).

Corriente hiperpolarizante I~

Pareceser una de las corrientesimplicadasen generarla actividadmarcapaso

(Difrancesco,1990). El subíndicef proviene del ingles “funny”, divertido, por las

inusualespropiedadesde estacorriente.No esuna corrienteespecíficaya que depende

de Na~ y K~.

2.2.7. ALTERACIONES ELECTROFISIOLÓGICAS EN LA

HIPERTROFIA CARDIACA

2.2.7.1. Duración del potencial de accióny corrientes de
membrana

El cambio más llamativo que se ha descrito en asociacióncon la hipertrofia

cardiacaesunaprolongacióndel potencialde acción(Wickendeny cols., 1998),(figura

9). Estecambioestárelacionadocon el desarrollode hipertrofia en sí mismo ya que se

observóen distintasespeciesanimalesy se analizóen diferentesmodelosde hipertrofia

experimental,como en gato (Gelband y Bassett, 1973; Houser y cols., 1981) rata

(Kohyay cols., 1988; Thollon y cols., 1989; Brooksby y cols., 1993; Cerbaiy cols.,

1994; Gómezy cols., 1997),cobayo(Nordin y cols., 1989; Rydery cols., 1993; Davey
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y cols., 1992), conejo(Bril y cols, 1991) e incluso en el humano(Coltart y Meldrum,

1970).

Figura 9. Comparaciónde dospotencialesde acciónventricularesregistradosen una

célulacontrol y unacélulahipertróficade rata.

El aumentoen la duracióndel potencialde acciónsepodríaexplicarbienporun

aumentoen las corrientesde entradao bienporunareducciónen las corrientesde salida

o ambascosasa la vez. Por tanto, desdefinalesde los años80 hastamediadosde los 90

sepublicaronnumerososestudiosquecomparabanlas diferentescorrientesiónicasentre

corazonescontrolesehipertróficos.

Aunqueexistenresultadoscontradictorios,la mayoríade los autorescoinciden

en no encontrar cambios significativos en la corriente de sodio en corazones

hipertróficos (Kaufmanny cols., 1971; Bassetty Geldband, 1973; Rossnery Sachs,

1978;;Gulch y cols., 1980;Hemwall y cols., 1984;Belichardy cols., 1989).

CONTROL HIPERTROFIA
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Por lo que respectaa la corriente 1GaL, ha sido ampliamenteestudiadaen

diferentesmodelosen miocitos aisladosde corazoneshipertróficos (Richardy cols.,

1998). Pareceque laamplitudde la corrienteen miocitoshipertróficosesmayorque en

miocitos controles,pero esteaumentoestárelacionadocon el aumentode la superficie

celular, de tal manera,que al normalizarel pico de corrientepor la capacitanciade

membranala densidadde corriente permaneceinalterada. Existen discrepanciasen

cuantoa las variacionesen la corrientede calcio L en la hipertrotia,sin embargo,estas

diferenciasno se explicanúnicamentepor los diferentesmodelosusadosni las especies,

sino tambiénpor la manipulaciónestadísticade los datos,el grado de hipertrofia, las

condicionesexperimentalesy la selecciónde las célulasa estudiar(Hart, 1994).

Respecto a la 1K, en uno de los primeros estudios relacionados con este

campo,Kleiman y Houser, (1989), observaron una disminución de la corriente.

Posteriormente,Rydery cols.,(1993), no apreciaroncambiossignificativosen la 1K en

la hipertrofia y Brooskbyy cols., (1993), tambiénconcluyeronque no esprobableque

las pequeñasalteracionesque ellos observaron,en su modelo, pudieraninfluir en la

prolongacióndel potencialde acción.

Porotro lado la mayoríade los estudiosapuntanaunareducciónsignificativade la

corriente‘lo. Xu y Best, (1991),observaronuna disminuciónde lacorrienteen miocitos

aisladosde ratascon tumoressecretoresde la hormonadel crecimiento.Cerbai y cols,

(1994),tambiéndescribieronunareducciónde la 1to en miocítos procedentesde ratas

espontáneamentehipertensas.Así mismo,Gómezy cols., (1997), tambiénobservaron

estadisminuciónen corazoneshipertróficosprocedentesde ratascon estenosisaórtica

abdominal. Beuckelmanny cols., (1993), encontraron esta corriente en células

ventriculareshumanasy tambiénobservaronunadisminuciónde la I«, en pacientescon

fallo cardiaco.Actualmenteseaceptaque la corrienteprincipalmenteimplicada en el

aumentode la duracióndel potencialde acción,asociadoa la hipertrofia,esla 1to
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2.2.7.2.Incidencia de arritmias

2.2.7.2.1. Arritmias cardiacas. Concepto y

clasificación

Lasarritmiaspuedensurgir: a) por anormalidadesen la formacióndel impulso

cardiaco(esdecir, por fallo en el automatismo),b) poranormalidadesen la conducción

del impulso o c) por una combinaciónde ambos.A partir de datosexperimentales,se

pueden deducir una serie de criterios que ayuden a identificar el origen

electrofisiológicode la arritmia. Desafortunadamente,diferentesmecanismoscelulares

pueden compartir algunas característicasque los hagan dificiles de distinguir.

Características como la terminación de la arritmia, así como su respuestaa diferentes

agentesfarmacológicoso estimulación eléctrica, se han usado comúnmentepara

distinguir los mecanismoscelularesarritmogénicos.

A) Anormalidades en la formación del impulso

Las célulasdel nodo senoauriculary aurículo-ventricular,así como el sistema

His-Purkinje,poseenla propiedadde la automaticidad.Descargaseléctricasen formade

potencialespuedenoriginase espontáneamenteen estas células, en ausenciade un

estimulo externo. La fase 4, o de lenta despolarizacióndiastólica, va llevando al

potencialde membranahaciael umbralnecesarioparadispararun nuevopotencialde

acción,y así sucesivamente.

La frecuenciade descargade estas células está controladapor el sistema

nervioso autónomo y es sensible a varias sustancias endógenas y agentes

farmacológicos,asícomoala estimulacióneléctrica.

Muchasde las arritmiasque más incidenciatienenen la población,seasociana

un aumento de la actividad normal automática. Un ejemplo típico son las

taquicardiasasociadasal ejercicio, la fiebre y la tirotoxicosis. Los ritmos acelerados

auricularesy ventriculares se muestrande acuerdoa este aumento de actividad
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automática, mientras que ritmos alterados en los ventrículos son probablemente

resultadode un aumentode la actividadnormaldel sistemaHis-Purkinje. La ausencia

de una supresiónpuede indicar que la arritmia es el resultadode otro mecanismo

diferentea un aumentode la automaticidad,como la generaciónde actividadectópica

iniciadapordespolarizaciónde las células.

Las célulasventricularesy auricularesno muestranactividad espontáneaen

condicionesnormales.De todos modos una actividad automáticaanormal puede

surgir comoresultadode una despolarizaciónde membranaa valoresentornolos —60 y

—10 mV. En la mayoría de los casos,estasdespolarizacionessurgenen las células

ventricularesencondicionesen las cualesla corrientede sodio estátotalmenteinactiva

y el potencialde accióndependeexclusivamentede las corrientesde entradallevadasa

cabopor los canalesde calcio.

La actividaddesencadenadao “triggered activity”, surgede las oscilaciones

del potencial de membrana,que ocurrenduranteo inmediatamentedespuésde un

potencialde acción.Potencialessurgidosporestaactividadpuedenserfuentede nuevas

respuestasde disparoy generaruna actividadsostenidaporsi misma.

Hay dos formas distintas de estas frecuencias desencadenadas:Las

postdespolarizacionestempranas,que ocurrenen la fase2 ó 3 del potencialde acción

(EADs, early afier despolarizations)y las postdespolarizacionestardíasque ocurren

durantela fasediastólica(DADs, delayedafterdespolarizations).Un ejemplode ellasse

muestraen la figura 10.

- DADs: Surgenporunasobrecargade Ca en el citosol, lo queiniciaunacorrientede

entradaa travésde canalesno específicosdependientesde calcio. La inducción de

estasDADs estáasociadacon causasque aumentanel calcio intracelulartalescomo

catecolaminas,hipertrofia, isquemia, disminución del potasio extracelular o

aumentodel calcio extracelular.

Debido a quelas DADs son sensiblesa la estimulaciónsimpática,su inducción

varíamuchode unospacientesa otros. Unavezque la actividaddesencadenadase
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inicia, hay normalmenteuna desaceleraciónprogresivaque eventualmentepuede

generarla terminaciónespontáneade la arritmia.

-EADs: Sonpotencialesoscilatoriosque surgendurantela fasede mesetao la fase

inicial de repolarización. Ambos tipos de EADs pueden aparecer durante

condiciones experimentales similares, pero difieren morfológicamente y

farmacológicamente.Sonel resultadode unadisminuciónen la corrientede salidao

un aumentode la corrientede entradao ambascosasala vez.

Las corrientesenvueltasen el mecanismode generaciónde las EADs sepueden

agrupar en dos tipos:

a) Corrientesenvueltasen la prolongacióndel potencialde acción. Puedeser

debido a una reducciónen las corrientesde salida o un aumentode las

corrientesde entradallevadasa cabo porNa y Ca. Es importanterecordar

que durantela mesetadel potencialde acción la conductanciade membrana

es muy baja y por tanto un pequeñocambio en la corrienteneta puede

derivar en un cambio significativo en el potencial de membranay en

consecuenciaen EADs.

b) Corrientesenvueltasen la corrientenetade entrada.La corrientede entrada

que más probablementeestá implicada en la generaciónde EADs es la

corrienteventanade Ca. Las corrientesventanason corrientesestablesque

surgen en un rango estrecho de potencialesdonde la activación y la

inactivación se solapa y los canales pueden cambiar de estado

conformacionalfácilmentedesde inactivo a cerradoy abierto. Luego los

canalesde calcio que se inactivaron duranteel disparo del potencial de

acción, puedenreabrirseen la repolarizacióndel potencialde acciónen el

rangode potencialesde la corrienteventana.
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EAD

Figura 10. Ejemplo de una postdespolarización temprana (EAD) y una

postdespolarizacióntardía(DAD).

B) Anormalidades en la conducción del impulso.
Reentradas

En condicionesnormalesun impulso sinusalmueretras la activaciónsecuencial

de las aurículasy de los ventrículos,ya que se quedarodeadopor un tejido refractario

queseacabade excitar.La reentradaimplica que el impulsono mueretrasla activación

completadel corazón,sino que persistey escapazde reexcitarlodoso másveces.

Las condicionesnecesariasparaque ello sucedason: a) bloqueounidireccional

del impulso en algún lugar, b) propagaciónlenta del mismo por una vía alterna,c)

excitación retardadadel tejido distal al área de bloqueo, d) reexcitación por vía

retrógradadel tejido proximal al lugarde bloqueo.

DAD
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Así pues,para que existareentradaesnecesarioque el tiempo que el impulso

tardaen recorrerla vía alternaexcedala duracióndel periodorefractariomás largodel

circuito. Por tanto cualquier factor que acorte la duración del periodo refractario o

retardela velocidadde conducciónfacilitará la reentrada.

2.2.7.2.2.Mecanismoscelularesde las arritmias descritasen la

h¡pertrofla

Entre los mecanismosmás comúnmenteimplicadosen la generaciónde las

arritmiasen la hipertrofia,destacanuna conducciónmás lentadel impulsoporpérdida

de células, fibrosis, y una aumentoen la dispersión del periodo refractario (Pye y

Cobbe,1992; Aronsony Ming, 1993).Cambiosen las corrientesde membranatambién

influyen y de hecho,son fundamentalesen el inicio de las arritmias.El aumentode la

duracióndel potencialde acciónen sí aumentael riesgode despolarizacionestempranas

(Januaryy Riddle, 1989).Así, cambiosen la corriente‘CaL (Keung, 1989;Rydery cols.,

1991) y la apariciónde la corriente‘CaT podríanaumentarla magnitudde la corrientede

entrada al final de la fase de meseta e incrementar la probabilidad de estas

despolarizacionestempranas(Sin y cols., 1989;Xu y Best, 1990).

Postdespolarizaciones,tanto tempranascomo tardías,tambiénseven favorecidas

en modelosen los quela ‘Kl estádisminuida.Las postdespolarizacionestardíassonmás

probablesen la hipertrofiaya que la prolongacióndel potencialde accióndisminuyela

expulsiónde calcio por el intercambiadorNa~-Ca2~en la sístole,y esto junto con la

menorcapacidadde recaptaciónde Ca2~ por el retículosarcoplásmicoen la hipertrofia,

haceque la concentraciónde calcio en el interior celularpermanezcaalta durantemas

tiempo (Gwathneyy Morgan, 1985; Gwathneyy cols., 1987;de la Bastie y cols., 1990;

Bingycols.,1991).
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2.2.2.3.Contracción de los miocitos hipertróficos

Alguno de los cambioscitadosen las corrientesde membranase traduceen

cambiosen el acoplamientoexcitación-contracción(Balke y Shorofsky, 1998; Tombe,

1998). Durante la hipertrofia pareceexistir una disminución en la amplitud de la

contracción,unamayorduraciónde la contraccióny una reducciónde la velocidadde

contraccióny relajación (Bailey y Houser, 1992). La prolongaciónde la fase de

relajación en la hipertrofiapareceestarrelacionadacon el aumentodel transientede

Ca2~(Gwathneyy Morgan, 1985;Gwathneyy cols, 1987;Bentigvegnay cols., 1991),el

cuál es debido a la menor recaptaciónde Ca2~ por el retículo sarcoplásmicoy la

disminuciónde laactividaddel intercambiadorNa~-Ca2~(Hanfy cols., 1990).
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2.3. CANALES DE CALCIO EN EL CORAZÓN

Los canalesde calcio dependientesde voltaje puedenagruparseen, al menos,

cinco tipos principales:T, L, N, P/Q y R (Hofmann y cols., 1994; Pérez-Reyesy

Schneider,1995; DeWaardy cols., 1996).Dichoscanalessedistinguenentresí porsu

localización,sufunción, suspropiedadeselectrofisiológicasy biofisicas,su estructuray

su farmacología.Mientras que en el sistema nervioso se encuentrandistribuidos la

mayoríade estossubtipos,en el corazónúnicamenteencontramoslos canalesde calcio

tipo T y L.

Unaprimeraclasificaciónde los canalesde calciodependientesde voltajepodría

ser 1) Canalesde bajo umbral (tipo T), que se activan e inactivan a potencialesde

membranacercanosal potencialde reposo,y 2) Canalesde alto umbral(tipo L,N,P/Q y

R) que requierenuna despolarizaciónsignificativa del potencialde membranaparasu

activacion.

Los canalesiónicosde membranapuedenexplicarsecomo si fueranunaclasede

receptores,de tal manera, que deben poseer: 1) Sitios de unión específicospara

fármacosagonistasy antagonistas,2) Acoplamientode la partícula efectoraa estos

sitios de unión,provocandolapermeabilidaddel canal y poniendoen funcionamientoel

mecanismode aperturay cierre del mismo,3) Regulaciónhomólogay heterólogay 4)

Alteración de suexpresióny funciónen situacionesde enfermedad.Estascaracterísticas

secumplenampliamenteparael canaltipo L y tambiénel canal tipo T se ajustaaellas.

2.3.1 CANAL DE CALCIO TIPO L

El canal L se caracterizapor su cinética lenta, de ahí la L del ingles Long-

lasting current. y de su gran conductancia.Bajo similares condiciones iónicas, la

conductanciade estecanalesalrededorde dosvecesmayor quela conductanciaparael

canalT (16.0 PS vs 8.5 pS). En comparacióncon 1Na, ‘CaL se activaa potencialesmás

despolarizadosy suactivación,inactivacióny reactivaciónsonmás lentas.La corriente

de calcio que entrapor los canalesde calcio tipo L juegaun papel fundamentalen el

mantenimientode la fase de mesetadel potencial de acción y por otro lado es la
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responsabledel acoplamientoexcitación-contracción.Es decir, acopla cl fenómeno

eléctrico de la despolarizacióncelulara otra función de la célulacardiacacomo esla

contracción,puestoque los iones Ca2~ que entranpor estos canalesson capacesde

inducir la liberaciónde calcio desdeel retículo sarcoplásmico(Fabiato, 1983; Hess,

1990; Katz, 1996; Gómez y cols, 1997). También, en las células marcapasos,esta

corriente está relacionadacon la lenta despolarizacióndiastólica y la génesis del

potencia] de acción.

1CaL dependedel tiempo y el voltaje. La gráfica que define la dependenciade la

corrienterespectoal voltaje tiene forma de V (Trautwein, 1973; Isenbergy Klochner,

1982), empezándosea activar a potencialesde -30/-20 mV alcanzandoun pico de

corrientealrededorde —10/O mV. Supotencialde reversiónestacercanoa + 6OmV, la

constantede tiempo de activación rondalos 5-20 ms, y las constantesde tiempo de

inactivacióny reactivaciónestánentre30-300ms. La activaciónen estadoestacionario

de estacorrientepresentaunaforma sigmoidalcon un umbralde activaciónde —40 mV

a —20 mV y unapendientede orden6-7 (Isenbergy Klockner, 1982). Ladependenciade

la disponibilidad de la corriente en función del potencial o inactivación en estado

estacionario,tambiénpresentauna forma sigmoidalcon potencialde semiinactivación

entre —20 y —30 mV y una pendientede orden —10 (Josephsony cols., 1984). Sin

embargo,estainactivaciónno escompletaparapotencialesmayoresde —20 mV, debido

en partea la superposiciónde las curvasde activacióne inactivación,tambiénllamada

corrienteventana(Trautwein y cols., 1 975). De hecho, existen dos mecanismosde

inactivaciónde la IcaL: uno dependientedel potencialy otro dependientedel propio ion

Ca2~(Kohlhardy cols., 1975;Josephsony cols., 1984;Mcdonaldy cols., 1986).

Estos canalesdejanpasarotros iones divalentescomo el Ba2~ y el Sr2~ y son

bloqueadospor Mn2~, Co2~, Cd2~, Ni2~ y La2~. Es característicade este canal, el

aumentoen la conductanciaa más del doble así como, su enlentencimientoen la

cinética de la corrientea] sustituir el Ca2~ por el Ba2~ como ion transportadorde

corriente. La 1CUL, se bloquea por fármacos antagonistasdel calcio como las

dihidropiridinasy además,sonsensiblesa los agonistasj3, que producenun aumentode

la corriente.
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2.3.2. CANAL DE CALCIO TIPO T

2.3.2.1. Estructura

La estructura general de los canales de calcio correspondea asociaciones

heteroméricasde,por lo menostres subunidades:a1, a28, 3 y paramúsculoesquelético

tambiény. a1 es la subunidadpredominante,ella expresalos sitios de unión a fármacos

y generapor sí misma el canal de calcio funcional. La topologíade membranade esta

subunidadparececonstarde cuatrodominiosanálogos,cadauno de ellos formadopor6

segmentostransmembranales(51-56),y unaregiónentre55 y 56 la cuál,junto con los

segmentosSS y 56 podríaestarformandoel porodel canal (figura 11). Ademásparece

serque el segmento55 contieneun alto contenidode residuoscargadospositivamente,

y podríaestarimplicadoen el componentesensorde cargadel canal(Triggle, 1997).

La subunidad ~3 parece que actúa fundamentalmentemodificando las

propiedadesfuncionalesde la subunidada1, aumentandosuexpresión,modificandosu

cinéticade activación e inactivación,cambiandosudependenciadel voltajey alterando

susensibilidadafármacos(DeWaardy cols., 1994;Gurnetty Campbell,1996).

Los canalesde calciode bajoumbralestánpeor caracterizados(comoesel canal

T) debido a que no existíanbloqueantesespecíficosdel canal. Aún así la estructura

generaldebecorrespondera la anteriormentedescritacon ligerasvariaciones.

Por otra parte,la caracterizaciónmoleculardel canalT ha sido establecidamuy

recientementepor Pérez-Reyesy cols., (1998a). La secuenciaestá bastantebien

conservadaentreespecies,en especiallos residuoscargadosestánparticularmentebien

conservados.En la figura 11 se observala estructuraesquematizadapara el canal de

calcio. La secuenciael canal se puedeencontraren él ultimo articulo publicado por

Pérez-Reyesy cols., (1998b).
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2.3.2.2.Propiedadescinéticasy característicasgenerales

La corriente de calcio tipo T se caracterizapor su bajo umbral de activación

(-70 mV), su rápida inactivacióny su requerimientode un potencial de fijación de

membrananegativopara suregistro. Al contrario que la corrientede calcio tipo L, su

cinéticano se modificacuandose sustituyeel calcioporel bariocomo ion transportador

de carga y es mucho menos sensible a las dihidropiridinas como el nitrendipino.

Medianteestudioselectrofisiológicosde canalúnicoen célulasauricularesy de Purkinje

de perro sehapodido observarque la conductanciaunitariade estecanalestaalrededor

de 7.5 PS usando110 mM de Ba2~comparadacon los 20.6 pS del canalde calcio tipo L

(Bean,1985; Hagiwaray cols., 1988;Vassorty Alvarez, 1994).

La corrientede calcio tipo T muestrauna cinéticade activación e inactivación

muy rápidaque ademásesfuertementedependientesde voltaje (Xu y Best, 1992). El

pico máximode corrientese muestraen torno a los —30 o —20 mV segúnlos tejidos,en

contrastecon la corriente L que lo muestraalrededorde O mV, y su umbral de

activaciónestaalrededorde —50 mV. Su potencialde reversión,debido a su especial

relación corriente voltaje puede ser estimado entre 10 mV y 60 mV, sin mostrar

corrientede salidaa despolarizacionesmáspositivas(I-Iagiwaray cols., 1988;Hirano y

cols., 1989; Kawanoy DeHaan,1989; ; Tsengy Boyden, 1989; ; Alvarez y Vassort,

1992; Balke y cols., 1992 Furukaway cols., 1992). Por otro lado, otra propiedad

característicade estecanalestárelacionadacon las propiedadesde aperturay cierre del

canal,de maneraque la corrientese activa e inactivamasrápidamentea mediadaque

aumentamosel valor de despolarización(Fow y cols., 1987; Droogmansy Nilius, 1989;

Cheny Hess,1990; Balkey cols., 1992).

En la mayoríade las célulascardiacas,el pico de 1CaT es aproximadamenteuna

quintapartedel pico de corrientepara‘CaL y por ello contribuyeen muy bajamedidaal

total dc corrientede calcioy al flujo de entradade calcioduranteel potencialde accion.

La densidadde la corrienteT varíade unasespeciesa otrase incluso de unaszonasa

otrasel corazón.En célulasauricularescaninasen presenciade SmM de Ca2~,el pico de

corrientede 1CaT esde 24 ±7 pA (Bean, 1985),es deciraproximadamente0.34 pA/pF

de densidad(Hagiwaray cols., 1988;Alvarezy Vassort,1992).Estevalor puedeseraun
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menor en célulasventriculares,mientras que en células automáticaspuedeestarpor

enzimade 2 pA/pE (Hagiwaray cols., 1988; Bois y Lenfant,1991; Kawanoy DeHaan,

1991). Más aún, en corazonesde embrión de poíío, se han descrito densidadde

corrientede 4.2 pA/pF encomparacióncon 2.1 pA/pE para 1GaL (Kawano y DeHaan,

1989).Unamayorde densidadde iCaF quede ‘CaL ha sido tambiénobservadaenalgunas

célulasauricularesde rana(Alvarezy Vassort,1992).

Mediante el estudio combinadode corrientesmacroscópicasy unitarias,bajo

condicionessimilaresa las condicionesfisiológicas, se ha estimadoque la densidadde

canalesT en célulasventricularesde cobayoesde 0.1-0.3mm2, esdecir alrededorde

1700canalesT porcélula(Droogmansy Nilius, 1989;Balkey cols., 1992).

El cursotemporalde la inactivaciónde la corrienteT se desarrollade unaforma

monoexponencialcon una estrictadependenciade voltaje. Lacinéticade inactivaciónse

caracterizapor ser independientedel pasode iones de Ca2~ a través del canal; las

diferentesamplitudesde corrienteT traslos cambiosen los potencialesde fijación en la

cinética de inactivación, tienen idénticos cursos de tiempo de corriente y son

independientesdel ion transportadorde carga.El Ba2~puedesustituiral Ca2~ sin alterar

la cinéticade inactivación.Estojunto el hechode quevariasconcentracionesde calcio

cambianel pico de amplitudpero no el tiempo de corriente,indicaque la ‘CaT presenta

una inactivación no sensible al calcio (Bean, 1985; Hirano y cols., 1989; Tseng y

Boyden, 1989;Alvarezy Vassort,1992; l3alke y cols., 1992).

Los estudios cinéticos que comparan la dependenciade voltaje de ambas

corrientes de calcio T y L, ajustan los datos a una función de distribución de

Boltzmann. Siguiendoesteajuste, la corriente T muestrauna pendientesimilar a la

corrienteL y sucurvade inactivaciónestádesplazadahaciala izquierdaalrededorde 40

mV respectoa la corrienteL con un V
50 de -—60 mV (Tsengy Boyden, 1 989; Tygat y

cols., 1990; Alvarez y Vassort, 1992; Balke y cols., 1992; Coheny cols., 1992). La

inactivación en estado estacionarioes función del potencial de membranay está

marcadamenteinfluenciadapor la concentraciónde calcio extracelular(Hirano y cols.,

1989) y por la temperatura,aunquela ‘CaT pareceser mucho menos sensiblea los

cambiosde temperaturaque la ‘(‘al, (Nobile y cols., 1990). La corrienteventanaque se

pone de manifiestopor el solapamientode las curvas de activación e inactivaciónes
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diferenteparael canal T que para el canal L (Hagiwaray cols., 1989; Wu y Lipsius,

1990;Xu y Best, 1990; Bois y Lenfant, 1991; Fermini y Nathan,1991).

Reuniendolos datosobtenidospordiferentesautoresen el estudiocinéticode la

corrienteT, respectodiferentespuntosde vista, se hapropuestoun modelo simple de 4

estadosparaexplicarlacinéticade aperturay cierredel canal:

R <~C <—-~ O

DondeR, representael estadode reposo,C el estadocerrado,O el estadoabierto

e 1 el estadoinactivo del canal.El pasodirectoentre1 y C o R podriaexplicarporqueel

fenomenode facilitación no hasido observadoen el estudiode la corrienteT (Vassorty

Alvarez, 1994).
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Tabla 4. Comparaciónentrelas propiedadesionicasde los canalesT y L.

2.3.2.3.Efecto de los ionesdivalentessobre la ‘CnT

Muchos iones divalentesson capacesde disminuir e incluso bloquearambas

corrientesde calcio. Algunos muestranun efecto mayor sobreun canal que sobreel

otro, siendo utilizada estapropiedadparadiferenciarla corrienteL de la corrienteT,

(siempreteniendoen cuentaque no sonperfectamenteselectivospor ningunode los

doscanales).Así el níquel, parecesermuchomás efectivo que el cadmio, inhibiendo la

‘OiT (Nilius y cols., 1985; Mitra y Morad, 1986; Bonvallet, 1987; Hagiwaray cols.,

1 988) y viceversa,el cadmio bloqueamás eficientementeel canal L que el Ni2~

(Alvarez y Vassort,1992). Demanerasimilar, el Magnesio,(Bonvallet, 1987; Lipsius,

1990), reducemás la corrienteT, pero el gadolinio, inhibe ‘OiT aproximadamentediez

vecesmenosque tCaI, (Tygatt y cols., 1 991). Estaspropiedadesparecensercomunes

para tGav en todaslas celulascardiacasinvestigadashastael momento.

La sustitucióndel Ca2~por el Ba2~aumentamuy significativamentela corriente

L y ademasretrasamarcadamentesuinactivación.En cambio, como sehacomentado

anteriormente,estasustituciónde ionesno afectaa la corrienteT.

Propiedades 1 L

Conductancia(pS) 7-10 11-25

Activación Baja(>-70) Alta (>-30)

Inactivación Rápida Lenta

InactivaciónporCa No Si

Inactivacióndependiente Si Si
de Voltaje
Permeabilidad CaBa Ba>Ca
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Otrosestudiosdedicadosa ver el efectode los cambiosen la concentraciónde

protones,han descritoque un aumentoen la concentraciónexternade protonesproduce

una disminución de ambascorrientes ICaT e 1CaL, mientras que la alcalinízaciónlos

aumenta.De todas formas, alteracionesen el pH interno no tienenefecto sobre ‘Cal

(Tygat y cols., 1 990b). Los cambios en 1CaT son atribuidos a: a) cambios en la

conductanciaunitaria y la probabilidaddel canaldeencontrarseen su estadoabierto;y

b) la tritiación de las cargasnegativasde la superficie,que afectatanto a la activación

como a la inactivacióndel canal.

2.3.3. IMPORTANCIA FISIOLOGICA DE LA CORRIENTE

DE CALCIO TIPO T

Con el paso del tiempo el canal T cardiaco ha ido adquiriendo mayor

importanciay un mayor númerode artículosse han ido publicandoestudiandosus

propiedadesy función, pero a pesar de todo debido a su pequeñaamplitud y su

solapamientocon otrascorrientes,susimplicacionesfisiológicasaúnno estánmuy bien

definidas.

2.3.3.1.Acoplamiento excitación-contracción

En el tejido cardiaco,tambiénseha sugeridola participacióndel canalT en la

liberación de calcio desde los depósitosintracelulares,como parte del acoplamiento

excitación-contraccion(Morady Cleeman,1987).De todosmodos,la cantidadde calcio

entrantevia los canalesdecalcio T pareceser insuficienteparainducir la liberaciónde

Ca2~ desdeel retículo sarcoplásmico,y estafunción es mayormenteatribuida a la

activaciónde la corrienteL (Sipido y cols,, 1998).

El papelde la corrienteT en el acoplamientoestímulo-secreción,pareceestar

muchomásclara. La secreciónde aldosteronapor la médulaadrenales poco sensiblea

pequeñoscambiosen la concentraciónde K plasmatico,probablementedebido al flujo

de entrada de calcio mantenido a traves de los canales de calcio tipo T, cuya

inactivación no es completa a las pequeñasdespolarizacionesdel potencial de

membrana,por la presenciade esacorrienteventanaya mencionada(Coheny cols.,

64



1988; Fox y cols., 1987). Los canales T también parecenestar implicados en la

secrecionde lactotrofinaspor la glandulapituitaria (DeRiemery Sackmann,1986).De

manerasimilar. Ertel y cols, (1997), han sugerido que los canalesT podrian estar

implicadosen la secrecciónde catecolaminasdesdelas célulasde médulaadrenal,y que

esteprocesoestáaumentadoen ratas espontaneamentehipertensas,en donde se ha

descritounamayordensidadde canalesT.

2.3.3.2.Actividad rítmica

Los canalesde calcio tipo T se han caracterizadopor su rápidaactivación e

inactivacióny su bajoumbral. La relacióncon el voltaje en estadoestacionarioparala

activacióne inactivaciónestádesplazadohaciapotencialesmásnegativoscon respecto

a la corrienteL. Estaúltima propiedadhaceque estacorrientepuedaparticipar en la

actividadmarcapasosdel corazón.Tantounadisminuciónde lacorrienterepolarizadora

de salidacomo un aumentode las corrientesdespolarizadorasde entrada,controlan la

fasede lentadespolarizacióndiastólica,la cuálocurre entrelos —80 y —40 mV. En este

rangode potencial.‘<>T esunabuenacandidatapara proporcionarpartede las cargasde

entrada.

En el tejido cardiaco,el papel de JCaT ha sido ya demostradoen celulasnodaJes

de conejoy en celulasde purkinje (Bean, 1985;Hagiwaray cols., 1988; Doerr y cols.,

1989), aunquehay autorescomo Hirano y cols.,(1989),que consideranque el rangode

activaciónde 1CUT podríaserdemasiadopositivo paratenerun papeldeterminanteen la

actividadmarcapasos.De todas manerascabedestacarque, las celulas marcapasoso

célulasquemuestranautomatismo,suelenpresentarunamayordensidadde 1CaF (Pelzer

y cols., 1992).Tratamientoscon Ni2~, que reducemás ‘OiT que 1CaL handemostradoque

producenuna inhibición de la fase de lenta despolarizacióndiastólicay por tanto un

enlentecimientode la actividadmarcapasosen células automáticas(Escandey cols.,

1987;Hagiwaray cols., 1988; Wu y Lipsius, 1990), lo quecorroborael papelde 1CaT en

estesentido(figura 12).
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OmV—

Ni2~

2±Figura 12. Efectodel Ni sobrela fasede lentadespolarizacióndiastólicadel potencial

de acciónen una céluladel nodo senoauricularde conejo.Modificado de Hagiwaray

cols.,(1988).

En condicionesnormales,en celulas ventricularesy auriculares,‘cal’ tiene una

función menosclara en la actividadeléctricacardiaca.La corrientede Na, de mayor

amplitud, que se activa a potencialessimilares junto con la corriente1CaL con una

inactivación más lenta, son las que aparentementeactuan en el mantenimientodel

potencialde acción.Aún asi, estudiosrealizadoscon Ni2~ y nifedipino han reveladoque

existe corrienteT durante la fase tempranadel potencial de acción (Arreola y cols.,

1991).

En condicionescomo la la isquemia, en que las celulas estánparcialmente

despolarizadas,la corrientede 1Ñ. estámarcadamenteinactivada, más que 1CaT cuya

curva de inactivación está 10 mV menos hiperpolarizada.En estecaso, 1CaT podría

facilitar la actividada potencialesrelativamentemenosnegativos.

Control
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Por otro lado, debido a la dependenciade voltaje de estacorriente T, podria

hacerlaparticipe en varios tipos de arritmias como las postdespolarizacionestardías

(DADs) y las postdespolarizacionestempranas(EADs). Esto estárelacionadocon la

corrienteventanaque se obtiene en el solapamientode la activación e inactivacionen

estadoestacionariode la corriente T, que fluye a potencialesde unos 35 mV más

negativosque parala corrienteL, y por tanto proporcionauna corrientesostenidaque

facilitaríala apariciónde estetipo de arritmias (Vassorty Alvarez, 1994; Ertel y cols,

1997; Triggle 1997).

2.3.3.3.Crecimiento y desarrollo

Los canalesde calcio tipo T parecenestar intimamente relacionadoscon los

procesosde crecimientocelulartanto en condicionesfisiológicascomo patofisilógicas.

La corrienteT esabundanteen el corazónfetal (Baily y Houser,1992) y en un estudio

sobrelos cambiospostnatalesen las corrientesde calcio se ha visto que la densidadde

corriente L no varia de las tres a las catorce semanas,mientrasque la corriente T

muestraun pico de densidada las 5 semanastras el nacimiento,momentoen el que se

estáproduciendola máximavelocidadde crecimientodel cuerpoenteroy del corazón

(Beam y Knudson, 1988; Shimaray Eournmaud,1991), y luego tiende a disminuir

llegando inclusoa desparecer(Xu y Best, 1992). Esto indica que la expresiónde los

canalesT estácontroladopormecanismosendógenosmásquepor inervaciónmotora.

Esta expresióntransitoriade los canalesT en las células en desarrollo, o al

menossureducciónen célulasadultas,apoyala relacióndel canalT con el desarrolloy

el crecimiento. Como se ha comentadoanteriormente,1CaT se expresade manera

transitoria entre los 5 y 15 días, período de tiempo en el cuál las células están

proliferando y tienenpérdidastransitoriasde contractilidad.La corrientede calcio L

permanececonstanteduranteesteperíodode tiempo. La disminuciónen la corrienteT

seatribuyemayoritariamenteacambiosen ladensidadde canalessin alteracionesen la

conductanciade] canalo su mecanismodeaperturay cierre(Xu y Best, 1992).
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Apoyandoestoshallazgostambiénse encuentrael hechode que ‘car aumenta

bajo la influenciade factoresque estimulanel crecimientode los miocitos. En ratas

adultascon tumoressecretoresde hormonade crecimiento,se havisto un aumentode

hastatres vecesen la densidadde corrienteT respectoa los animalescontroles,sin

cambiosen sus propiedadescinéticas(Xu y Best, 1990). La densidadde corrienteT

también se ha visto aumentada significativamente en miocitos ventriculares

procedentesde hámstercon cardiomiopatía,mientrasque no se encontródiferenciaen

la función de los canalesL (Seny Smith, 1994).La endotelina-1aumentala entradade

calcio a travésde los canalesT en miocitos ventricularesde rataneonatal(Furukaway

cols., 1992).

Paraterminar, se ha publicado que la corriente de calcio tipo T estátambién

asociadaaprocesosde hipertrofiapor sobrepresiónya que célulasventricularesde gato

adultoqueen condicionesnormalesno expresancanalT, cuandoprocedende corazones

hipertróficos si presentanestáncorriente (Nuss y Houser, 1993). Esto implica una

mayorentradade calcio que podríainducir una sobrecargaque dieralugara arritmiasy

necrosiscelular,procesosasociadosalapatologíahipertrófica.

2.3.4. MODULACIÓN FARMACOLOGICA

Aunquela farmacologíadel canalde calcio tipo L estámuy bieninvestigada,en

sumayorpartedebido ala importanciaterapéuticade los antagonistasde estecanal,no

existeunaliteraturaclarade la farmacologíadel canalde calcio tipo T.

2.3.4.1 Antagonistasdel calcio

Los fármacosclásicosantagonistasdel calcio pertenecena tres clasesquímicas

fundamentalmente(Vanhoutte,1987): 1) Dihidropiridinas(nifedipina, amlodipina,etc),

2) Fenilalquilaminas(Verapamil)y 3) Benzotiazepinas(Diltiazem). La eficaciade los

fármacosvaríade un grupoaotro, al igual quelos efectossecundariosobservadospara

cadauno. Las dihidropiridinas,potentesvasodilatadores,tiendena producirtaquicardia

refleja, dolor de cabezay edemaen las extremidadesinferiores.Los compuestosno

dihidropiridínicos, tienden a producir inotropía negativa y no pueden usarse en
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pacientesque tengancomprometidala funciónmiocárdica(Chewy cols., 1981; Packer

y cols., 1987).Todosestosproblemashanmotivadola búsquedade nuevosantagonistas

de calciocon un modode accióndiferentey sin estosefectossecundarios.

Un antagonistade calcio óptimo deberíacumplir las siguientespropiedades:a)

producir vasodilataciónsin producir una taquicardiarefleja, b) disminuir levementeel

ritmo cardiaco,c) no desarrollarinotropíanegativa,d) provocarel mínimo de efectos

secundariosy e) presentaruna farmacocinéticaadecuada.Todo esto dio lugar a una

serie de test llevados a cabo por F. Hoffmann-La Roche, que finalizaron con el

descubrimientoen 1986del Mibefradilo (Clozel y cols., 1997).

23.4.1.1.Dihidropiridinas

A pesar de que inicialmente distintos artículos describieronuna ausenciade

sensibilidada los efectosagonistasy antagonistasde las, dihidropiridinas, tanto en

tejido cardiacocomoen otros tejidos,varios artículosmásrecienteshandemostradoque

sí queexisteunainhibición de ‘car usandoconcentracionessimilareso un pocomayores

que las utilizadasparainhibir 1CaL(Yaari y cols., 1987; Akaike y cols., 1989; Loirand y

cols., 1989; Tsengy Boyden, 1989; Kuga y cols., 1990; ; Alvarez y Vassort, 1992;

Coheny cols., 1992; Rubio y cols., 1993).Hastala fecha,solo un estudiohadescritoun

aumentode ‘CaF con Bay K, una dihidropiridina agonistade calcio, pero en menor

medidaque el aumentoejercido sobrela corriente‘CaL (Alvarezy Vassort,1992).Se ha

establecidoque la interacciónfármaco-receptores aproximadamentede 1:1, la misma

observadapara el amiloride, compuestoque se ha visto que reducela corriente1CaT

(Tygat y cols., 1990). El valor de la 1C
50 está en el rango de micromolarpara las

dihidropiridinasperovaríamarcadamentede unoscompuestosa otros.

2.3.4.1.2. Mibefradilo

El mibefradilo esun fármacoque se presentócomo un antagonistaselectivode

los canalesde calcio tipo T, con una mayor selectividadvascularque cardiaca.El

bloqueoefectivode los canalesde calcio tipo T haceque nosseamás fácil reconocerel

papel de estetipo de canalesen el sistemacardiovascular.Así el mibefradilo produce
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vasodilatación con acciones inhibitorias adicionales sobre la pared de los vasos

sanguíneos,y el grosor del ventrículo izquierdo. Las característicasde un bloqueo

selectivode los canalesde calcio tipo T incluyenunaselectividadvascular,la ausencia

de un efecto inotrópico negativo y la reducciónde la proliferaciónsubendotelial.El

mibefradiloproduceademás,un aumentodel flujo coronariosin aumentarel consumo

de oxígenomiocárdicoy mejorandola perfusiónsubendocárdica.

Respectoa suestructuraquímica,el mibefradilo esun nuevobloqueantede los

canalesde calcio que no perteneceaninguno de los gruposanteriormentemencionados

(Osterrier y Holck, 1989). Se diferencia tanto en su estructuraquímica y sus

propiedadesfarmacológicas,comoporsumecanismode acción.

Es un derivadodel tetrazol. Su estructuraes 1 S,25-2j2-[(3-benzimidazol-2i1-

propil)-metilamino]-etilk6-fluoroisopropil-1,2,3,4,-trehidronafialen-2-il-ester-hidro

clorato (1:2), el cuálfuncionacomo un enantiómerosolo (Clozel y cols., 1996).Supeso

molecularesde 568.56,esestablequímicamentee insensiblea la luz. Su pKaparael

grupo benzoimidazoles de 4.8 y parala aminaterciariade 5.5. Se trata de un polvo

blancocon saboramargo,inodoroy solubleen agua(iNolí y Lúscher,1998).

.2HCI
H

Figura 13. Estructura química del mibefradilo.

70



Principales propiedades farmacológicas

En contraste con el verapamil, el mibefradilo es bastanteselectivo para la

vasculaturay mucho mas potenterelajandoel músculo liso vascularque el músculo

cardiaco o esquelético(Taira, 1987; Osterrier y Holck, 1989). La afinidad del

mibefradilo para el músculo liso vascular también varia según la naturalezadel

músculo,así susefectosson máspronunciadosen las arteriascoronariasque en el íleon

(Bian y Hermsmeyer,1993).Estaselectividadpor las arteriascoronariaspodríaexplicar

la baja incidenciade efectossecundarios,relacionadoscon la relajacióndel músculo

liso periférico, observadostras un tratamientocon mibefradilo (Lacourciere y cols.,

1997).

El mibefradilo aumentael flujo coronarioen una ampliavariedadde modelos

como cobayo (Osterriery Holck, 1989), perros (Clozel y cols., 1989; Grito y cols.,

1993) y ratas(Hefti y cols., 1990). Utilizando la técnicade Langerdorff,seha descrito

que el mibefradilocausaun aumentodel flujo coronariode más del 84%, de manera

concentracióndependiente(Clozel y cols., 1990). Un efectodilatadorpotentetambién

se ha observadoen perrosconscientes,aumentandoel flujo coronariohastaun 103%

(Karila-Coheny cols., 1996). Ademásel mibefradilo, tiene un efecto protectorde las

arterías coronarias epicárdicas por una vasoconstricción inducida mediante la

ergonovina,testutilizado parapredecirla enfermedadcoronariaespásticaen el humano

(Waters y cols., 1961). Este efecto dilatador sobre las coronariasdel mibefradilo es

parcialmenteindependientedelendotelio(30%),hechoimportantesi tenemosen cuenta

que la mayoríade los pacientestratadoscon antagonistasde calcio tambiénpresentan

unadisfunciónendotelial.

Aún así, al igual que los clásicosantagonistasde calcio, el mibefradilo también

interfiere con las respuestasdependientesde endotelioy disminuyelas contracciones

provocadaspor varios estímulos (Boulanger y cols., 1994a). Mibefradilo, también

produceuna rclajacióndependientede endoteliomedianteun aumentode la liberación

de factoresrelajantesderivadosde endotelio(Boulangery cols., 1 994b).
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Aunque el mibefradilo actúa de manerasemejantea las dihidropiridinas en

cuantoa su efecto vasodilitador, no produceel reflejo baroceptorde estasúltimas, y

corno consecuenciano induce taquicardia. En la rata consciente,el mibefradilo

moderadamentedisminuye el ritmo cardiacode maneracomparableal verapamilo al

diltiazem(Venianty cols., 1991).

En humanos,el mibefradilo también disminuye el ritmo cardiacode manera

dosisdependiente,produciéndoseunacaídade unas6-10pulsaciones/mm,con la dosis

de 100 mg en pacienteshipertensos.Existe una correlaciónbastantebuenaentreeste

efectoy la dosisadministrada(Schmitty cols., 1992;Berminky cols., 1996).

A pesarde supotenteefectovasodilatador,el mibefradilono produceun efecto

inotrópico negativo,excepto a concentracionesmuy altas,(10 vecesmayoresque las

utilizadas para su efecto máximo dilatador coronario). Esta observaciónha sido

realizadaen variosmodelosanimalescomo ratas,cobayosperrosy conejos(Osterriery

Holck, 1989; Clozel y cols., 1990; Ezzahery cols., 1991).En ningún casohay señalde

disminución en la contracción,excepto esa pequeñadisminucióndel ritmo cardiaco

antesdescrita.

Estos resultadoshan sido confirmadosen humanos.El mibefradilo actúacomo

un potente vasodilatadory disminuye el ritmo cardiaco pero sin disminuir la

contractilidad.Esto ha sido observadotanto en voluntariosnormales(Schmitty cols.,

1989),como en pacienteshipertensos(Schmitty cols., 1992)o en pacientescon angina

de pecho(Portegiesy cols., 1991; Rosseauy cols., 1996). Dosis de 200 mg (dos veces

mayor que la dosisterapéuticarecomendada)no estáasociadacon efectosinotrópicos

negativosni conunadisminuciónen el volumende eyecciónventricularizquierdo.

El tratamientode la hipertensióncon antagonistasdel calcio, en particularcon

dihidropiridinas,estimula los sistemassimpáticoy renina-angiotensina(Bellet y cols.,

1987; Lindqvist y cols., 1994). El aumentode los nivelesplasmáticosde catecolaminas,

renina y aldosteronase oponea su acciónantihipertensiva.Con el mibefradilo, dicha

estimulaciónneurohormonalno existeo esmínima(Btihler, 1997). Incluso en modelos

in vitro, el mibefradilo parece inhibir la secreciónde hormonascomo la aldosterona

(Barretty cols., 1997; Rossiery cols., 1997).
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Esta ausenciade estimulaciónneurohormonaltambién ha sido observadaen

humanos,en donde no sean han visto cambios significativos en los niveles de

catecolaminasy aldosteronacirculantes(Muntingay cols., 1996).Esto contrastacon los

tratamientosde largaduracióncon dihidropiridinas,dondeexisteuna elevaciónde los

nivelesplasmáticosde dichashormonas(Lindqvist y cols., 1994).

Mecanismo de acción

De forma opuestaa como se comportanlos clásicosantagonistasde calcio, el

bloqueodel mibefradilo espreferentementesobrelos canalesde calcio tipo T, aunque

en los últimos añostambiénse hadescritoun bloqueosobrelos canalesde calcio tipo L

(Lacinovay cok., 1995; Abernethy,1997; Sarseroy cols., 1998; Karam y cols, 1999;

Mocanuy cols., 1999; Parentde Curzony cols.,2000). Aun así, pareceserunas10-30

vecesmásselectivoporel canalT que por el L (Mishray Hermsmemeyer.,1994),tanto

en vasos como en el corazón(Bernadeuy Ertel., 1997; Mangoni y cols., 1997). En

neuronasde hipocampode ratatambiénse ha visto que es selectivosobreel canalT,

pero como esun fármacoqueno atraviesala barrerahematoencefálicano se consideran

sus accionesneurológicas.

A nivel cardiacoel canalT seencuentra,en condicionesnormales,en las células

nodalescon función marcapasosy no estápresenteen células ventriculares.Debido a

que las célulasnodalessonlas encargadasde mantenerel ritmo cardiacoy los miocitos

ventricularesseencarganmásde mantenerla contractilidaddel corazón,el bloqueode

los canalesde calcio tipo T lleva a una dilatación de las arterias coronarias y

disminucióndel ritmo cardiacosin cardiodepresiónasociada(Clozel y cols., 1997).

Por otro lado el bloqueodel canal T del sistemaendocrinopor mibefradilo,

explica la reducidaestimulaciónneurohormonalobservadacon este fármaco (Ertel y

cols., 1997).El bloqueode la inducciónde Ja entradade calcio medianteestimulación

hormonal vía canalesdependientesde receptor, también sea ha propuestacomo

mecanismode acciónalternativo(Cheglakovy cols., 1997).
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Otro efectodel mibefradilo,en célulasde músculovascular,parecesermediado

a través de la PKC, lo que parece estar relacionadocon una liberación de Ca2~

sostenida,especialmenteasociadaa la inhibición el crecimientoy de la remodelación

vascular(Mishray Hermsmeyer,1 994b; Hermsmeyery Miyagawa, 1996; Hermsmeyer

1998).

Como no ha sido hastamuy recientemente,que el canalT ha sido donado,poco

o nadase sabe sobre el sitio de unión del mibefradilo al canal de calcio tipo T. En

cambio, actualmentese conoceque el mibefradiloseune al canalde calcio tipo L por

un sitio de unión diferentea aquellosdescritosparafenialquilaminas,dihidropiridinaso

benzotiazepinas(Mishra y Hermsmeyer,1994a; Rutledge y Triggle, 1995; Clozel y

cols., 1997;Nolí y Ltischer, 1998).

La dependenciade voltaje y de frecuenciadel bloqueopor mibefradilo, tanto

parael canal T como parael L, ha sido estudiadaen células auricularesde cobayo

(Liang-min y Osterrier, 1991; Bernardeu y Ertel., 1997) y miocitos cultivados

neonatales(Misra y Hermsmeyer,1 994).Estosestudiossugierenque el mibefradilose

une preferentementea un estadoabiertodel canal.En miocitos de cobayo,seha visto

que el bloqueodel canal L es fuertementedependientede voltaje, siendomás potente

cuandolas célulasse mantienena un potencialde —50 mV que de — 80 mV (Liang-mín

y Ostierrier,1991).

Al ser un fármaco que parece ser más potente a potenciales menos

electronegativos,tiene un efecto limitado en célulasmiocárdicas(potencialde reposo

alrededorde —80 mV) comparadocon las células vasculares(potencial de reposo

alrededorde —50 mV), y asíexplicarel cuadrofarmacológicofavorableque presentael

mibefradilo,como un potentevasodilatadorsin presentarun efecto inotrópico negativo

(Clozel y cols., 1997).
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Posibles usos clínicos

A) Hipertensión

Las propiedadesantihipertensivasdel mibefradilo, derivadasde su potente

efecto vasodilatador,han sido demostradasen modelos de ratas hipertensas,ratas

espontáneamentehipertensas,ratascon hipertensiónrenaly ratasDoca, con una dieta

rica en sal (Hefii y cols., 1990; Ménard y cols., 1997). En todos ellos, el mibefradilo

resulta más potente que cualquierotro antagonistade calcio. Ensayosen humanos

tambiénhansido realizadosdemostrandoigualmentesu mayor efectofrenteafármacos

comoel diltiazem,nifedipino o amlodipino(Massie,1997).Además,presentaun menor

cuadrode efectossecundarios(Waeber,1998).

B) Angina depechoy procesos¡squémicos

En varios modelos experimentales,ya se ha descrito el potente efecto

antiisquémicodel mibefradilo,caracterizadoporunamejorade la circulacióncoronaria

y de la función contráctil en la región isquémica sin alterar el tuncionamiento

ventricular(Clozel y cols., 1989;Guth, 1992; Bilman, 1992; Roux y cols., 1996). El

mibefradilo inhibe la entrada de calcio en los miocitos isquémicos sin alterar la

conduccióny la contraccióncardiaca.Esto se podría explicar,por el bloqueoejercido

porel mibefradiloen laentradade calcio en célulasdespolarizadas.Como consecuencia

de que el tejido isquémicoestádespolarizado,el mibefradilopuedeejerceruna acción

selectivaparaestaregióncon mínimosefectoscardiodepresivos(Jansey Kleber, 1981).

En estudiosclínicos en pacientescon anginade pecho,el mibefradilo tiene un

efecto probadoantianginal y antiisquémico(Portegiesy cols., 1991; Bakx y cols.,

1995). La mejora en la función contráctil en estospacientes,es el resultadode una

disminución de Ja presiónarterial y el ritmo cardiaco,quea su vez son los principales

determinantesde la demandamiocárdica de oxígeno y la mejora de la circulación

coronaria.La accióndel mibefradiloen estoscasosdependede la dosisutilizada, y no

produce tolerancia (Massie, 1997), por lo que pareceser mejor tratamientoque el

realizadocon amlodipinoo diltiazem(Kobrin y cols., 1998).
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C) Infarto demiocardioe insuflc¡enc¡acardiaca

El uso de los antagonistasdel calcio en infarto de miocardioestámuy limitado

debido al efecto inotrópico negativo que producen, lo cuál es un importante

inconveniente,particularmente,si la función miocárdicaestápreviamentedeprimida.El

mibefradilono muestraesteefecto sobreel inotropismo,incluso en modelosanimales

con la función cardiacacomprometida,pareceque la supervivenciala prolongade una

forma semejantea los JECA. Cabedestacartambién, que el mibefradilo produceuna

disminuciónmarcadade la masaventricular y de la densidadde colágeno(fibrosis),

aunqueun poco menosmarcadaque tras el tratamientocon JECAs (Mulder y cols.,

1998; Mulder y cols., 1997).Se hapropuesto,que esprecisamenteesebloqueoselectivo

sobrelos canalesde calcio tipo T, lo quecontribuyea su diferentecuadrofarmacológico

con respectoa otros antagonistasde cacio (Elkayam, 1998; Mulder y cols., 1998;). Es

posibleque el efectobeneficiosodel mibefradilo,seaparcialmenteindependientede la

vía hemodinámicay actúedirectamenteal nivel de corazón,a travésde la prevenciónde

la hipertrofiacardiacapor bloqueode los canales(Xu y Best, 1990; Nuss y Houser,

1993) y mediar la respuestafrente a señaleshipertróficas (Furukaway cols., 1992;

Wangy cols., 1993)),y/o la prevenciónde arritmias(Muldery cols., 1998).

D) Efectoantiproliferativo

La hipertensión está asociada al remodelaje cardiaco caracterizadopor

hipertrofia, disminuciónde la reservacoronariay fibrosis. El mibefradilo alivia estos

sintomasen variosmodelosde hipertensión,bajandola presiónarterial (Karam y cols.,

1996; Vacher y cols., 1996; Veniant y cols., 1995) y previniendo el crecimiento

anómalode los tejidosdañadosasociadoal desarrollode arterioesclerosis.

En ratashipertensastratadascon mibefradilo,la reversiónde la hipertrofia y la

fibrosis pareceestarrelacionadocon unaaccióndirectasobreel crecimientodel miocito

y del fibroblasto(Karam y cols., 1996).Además,el mibefradilo previenela infiltración

de monocitosen el subendoteliode la aorta(Grayy cols., 1993) y reducela formación

de neoíntima despuésde una lesión vascular (Schmitt y cols., 1995). Los JECAs

tambiéndisminuyenla formaciónde neoíntima,peromedianteun mecanismode acción

diferente(Schmitty cols.. 1996). La inhibición del ECA pareceinhibir la migraciónde
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celular de músculoliso vascularde la mediaa la neoíntima,mientrasque el mibefradilo

inhibe la proliferación celular (Fingerle y cols., 1995). Los antagonistasde calcio

clásicostampocoprevienenla formaciónde la neoíntimaa dosisque generauna caída

similar en los nivelesde presiónarterial (Nyborg y Mulvany, 1985; Schmitt y cols.,

1995). Por todo ello, los efectosantiproliferativosdel mibefradiloparecenser debidos

fundamentalmentea su bloqueo especificosobrelos canalesde calcio tipo T (Ertel y

cols., 1997).

E) Efectosadversos

Despuésde su lanzamientocomo agenteantihipertensivoy antianginosoen

1997,sedierona conocerseriasinteraccionesfarmacocinéticasy farmacodinámicascon

otros fármacos, que normalmente se administran a pacientes con enfermedades

cardiovasculares.A pesar de que se hicieron las modificacionesapropiadasen la

prescripcióny el prospectodel mibefradilo,las interaccionescontinuaronocurriendo,de

maneraqueel fármacofue retiradodel mercadodefinitivamenteen 1998, despuésde un

estudiorealizadoen pacientescon insuficienciacardiacacongestivadondese describía

un aumentode lamortalidaden los pacientestratadoscon mibefradilo(Mullins y cols.,

1998). Esteaumentoen la mortalidad,eradebidoa la interaccióncon otros fármacos.

Si echamosla vistaatrás,sepodríaconcluir,que variasde estasinteraccionessepodrían

haberpredichobasándoseen datosprevios a supuestaen el mercado,pero debidoa los

numerososaspectosbeneficiososque presentabano se le dio más importanciaa los

riesgos.Todo esteasuntohizo pensarque antesde poneren el mercadoun fármaco,es

necesarioun exhaustivoconocimientode las interaccionesfarmacológicasdurante la

fase 111 del ensayoclínico y queun fármacocon alto potencialde interacciónrepresenta

un riesgo aunqueseincluya una advertenciaadecuadaen la información del producto

(Krayenbuhly cols., 1999).

Actualmentesehan visto interaccionesdel mibefradilocon fármacoscomoel

verapamil(Cleophasy cols., 1999),P-bloqueantes(Rogersy Propic, 1998),digoxinay

amiodarona(Levine y cols.,2000),diltiazemy estatinas(SchmassmannD y cols., 1998;

Wombolt y cols., 1999), especialmenteen pacientesde edadavanzada.Los síntomas

mayoritariamentedescritos son somnolencia, dolor de cabeza, sedación,edema,

bradicardia y bloqueo aurículo-ventricular.In vitro, los estudios indican que el
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mibefradilo inhibe a los citocromosP450, 1A2, 2D6 y 3A4 aumentandolos niveles

plasmáticosde los fármacosmetabolizadospor alguno de estos isoenzimas(Ernst y

Kelly, 1998).

Aun así, múltiplesestudioscontinúanhaciéndoseentornoal mibefradiloy sus

propiedadesa diferentesnivelesya que sigue siendo un fármaco muy válido como

bloqueantede los canalesde calcio tipo T.

2.3.4.2.Antiarrítmicos y otros compuestos

La mayoría de los agentesantiarrítmicos producenuna inhibición de ‘car•

Muchos otroscompuestostambiéninhiben el canalT, entreellosestánalcoholescomo

el octanol y mentol (Swandullay cols., 1987; Llinás y Yarom, 1986), neurolépticos

como la clorpromacina(Yaari y cols., 1987), el diurético amiloride (Coheny cois.,

1992), e] ácido retinoico (Bosma y Sidel], 1988), un derivadode la vitamina A, Ja

tetrimetrina(Tsunooy cols., 1988), un insecticida,el U92032 (Xu y cols.,1993),y la

concavalinaA, unalecitina (Ivensy Deitmer,1986).

Los glucósidoscarditónicoscomo la ouabainaaumentan‘CaT, al igual que ‘CaL,

en el ventrículode cobayo(LeGrandy cols., 1990) y en la aurícula de rana(Alvarez y

Vassort, 1992). Alteracionesen el residuo glicólico a nivel de los residuoscargados

producenefectos opuestosen ‘CnT respectoa ‘CaL• Por ejemplo, el residuo cargado

positivamentedel dodeciltrimetilamoniumaumentaICaT y disminuye ‘Cal> Lo contrario,

seobservacuandose sustituyepor el residuo cargadonegativamenteel dodecilsulfato

(Posty cols., 1991).

En Ja mayoríade los casos,los efectosde los fármacossobre ‘CnT ocurrensin

modificar la dependenciade voltaje. Pero otras veces, como en el caso de las

dihidropiridinas,seproduceun cambiohaciala izquierdade la dependenciade voltaje,

aunquesiempre,esteefectoes muchomenorsobre‘CnT que sobreIcal. (Coheny cols.,

1988; Hagiwaray cols., 1988;McCarthy y Cohen,1989;Kugay cols., 1990).
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Por otro lado, estosfármacostienenaccionesmáspotentessobreotro tipo de

receptoresy canales, y son esencialmenteno selectivospara el canal T, De todos

modos, todos ellos son tambiénactivossobre los canalesL, lo que sugiere algunas

similitudesfundamentalesen cuantoa los sitios de unión del fármacoentrelos canales

T y L.

2.3.4.3.Neurotransmisores

Varios neurotransmisoresperecenregular‘CaT~ La falta de efectodel agonista9-
adrenérgico isoproterenol ha sido utilizado como criterio para distinguir ambas

corrientesde calcio, aunqueestaobservaciónno es consistente(Bean, 1985; Mitra y

Morad, 1986; Hagiwaray cols., 1988; Tygaty cols., 1988;Alvarez y Vassort,1992)ya

que hayautoresquehandescritoun aumentode ‘Cal porefectodel isoproterenol(Mitra

y Morad, 1986). Aun así, el aumento mediado por isoproterenol sobre ‘CaE es

independientede la elevaciónen el contenidode AMPc, que esel mecanismodeacción

descritoparael canalL (Alvarez y Vassort,1992).

Más asociadopareceestarel aumentodel recambiodel fosfotidilinositol y la

consecuenteactivaciónde la PKC, paraexplicar el mecanismode acciónporel cuál los

neurotransmisoresmodulan ‘OiT (Furukaway cols., 1992). Entre ellos, están los

agonistas cú1 (Marchetti y cols., 1986), el ATP (Alvarez y Vassort, 1992), la

angiotensinaII y la endotelina-l (Twombly y cols., 1988; Furukaway cols., 1992;

McCarthy y cols.. 1993). Un acoplamientofuncional del canal T a las proteínasG

tambiénpareceocurriren lamodulacióndelcanal (Scotty cols., 1990).

El neuropéptidoY, induce una inhibición del canal T mediado a través de

proteínasG, yaque el tratamientopreviocon toxina pertussisbloqueael efectodel NPY

sobre la corriente (Ewald y cols., 1988; Walker y cols.,1988).De igual modo, el

tratamiento con pertussis también previene la inhibición de ‘CaT inducida por

acetilcolinay noradrenalina(Kasai, 1992). La endotelinatambién ejercesu efecto a

travésde proteínasG mientrasque el mecanismopor el cual se produceel efecto del

ATP, aumentando‘Cat permanecesin conocerse.

79



En la mayoríade los casos,la modulaciónde ‘Car por neurotransmisoresen el

tejido cardiaco parece ocurrir sin alteracionesen las propiedadescinéticas de la

corriente(Kawanoy cols., 1989).
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3.1. MODELO EXPERIMENTAL DE HIPERTROFIA
CARDIACA

La hipertrofia ventricular izquierda fue inducida por estenosisde la aorta

abdominalsegúnla técnicainicialmentedescritaporCutilleta y cols, (1975),y utilizada

conéxito ennuestrolaboratorio(Gómezy cols., 1997).Ratasmachojóvenesde la raza

Sprague-Dawley,con pesos comprendidosentre los 1 SO-175g, se anestesiaronvía

intraperitoneal,con pentobarbitalsódico(SOmg/Kg).Unavez dormidas,el abdomense

desinfectócon alcohol etílico de 960 y se abrió primero la piel y despuésel músculo

siguiendo la línea alba. El intestino se retiró, para permitir el accesoa la aorta

abdominaly se colocóentrealgodonesempapadosen suerofisiológico paraevitar su

desecación.La aorta abdominalse limpió de tejido conectivo y una vez aislada, se

colocóen ella un clip de platade 0.3 mm de apertura,justoantesde la bifurcaciónde las

arteriasrenales.Medianteesteclip, se produceuna sobrepresiónque va aumentando

progresivamentea medidaque el animal va creciendo.Posteriormenteel intestino se

colocó en su sitio y, se cerró el abdomeny la piel con sutura continua. Durante los

cuatrodíasposterioresa la operaciónseadministróanioxicilina (3Omg/Kg)en el agua

de bebida,evitandoasí posiblesinfecciones.

Cadaanimal separeócon otro de la mismaedady peso,el cuálsufrió la misma

operación,a excepciónde que no se le colocó ningún clip. Estegrupo es el que se

utilizó comocontrol, ya que trabajosanterioreshan demostradoque no existeninguna

diferenciaentreanimalesque han sufridounaoperaciónsimulada,y los no hansufrido

dichaoperación(Aronsony Nordin, 1984).

Los animalesfueron alimentadoscid libitum hasta 9 semanasdespuésde la

operación,momentoen el cuálse les sacrificóparala realizaciónde los experimentos.

En esemomento,los animalesno presentabanningún síntomade insuficienciacardiaca

(congestiónpulmonar,edemas,ascitis, etc). Paraevaluar la hipertrofia utilizamos el

cocienteresultantede dividir el pesoen mgdel corazónentreel pesototal del animalen

g. Sólo fueron seleccionadosparalos experimentoslos corazoneshipertróficosen los
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que estecocientefue igual o superioral 25%,comparadocon el cocientede animales

controles(Scampsy cols., 1990).

3.2. MÉTODO DE OBTENCIÓN DE MIOCITOS

CARDIACOS AISLADOS: TECNICA DE

DISOCIACIÓN

La disociación de las células cardiacasse hizo siguiendo el método descrito

anteriormenteporCerbaiy cols, (1994),con pequeñasmodificaciones.Unavez que los

animales cumplieron 9 semanastras la intervención, se les administró 4 IU/g de

heparmnaporvía intraperitoneal.Diez minutosdespuésseles anestesiócon pentobarbital

sódico(50 mg/Kg), de acuerdocon las regulacioneseuropeas.Unavez quelos animales

fueron anestesiadosse procedióa la extraccióndel corazónel cuál sepesóy secolocó

en un aparatode Langerdoff, para su perfusión retrógradaa travésde la aorta (la

perfusiónse realizóutilizando una bombaperistáltica,Gilson miniplus 3, que mantenía

el flujo constantea 8m1/min.).Todas las solucionesquepasaronestabanoxigenadasy a

unatemperaturade 35-360C.

El corazónseperfundióprimeramentedurante10 minutoscon una soluciónsin

calcio tamponadacon HEPES,paralimpiarlo y detenersu latido. Posteriormente,se

perfundió durante 15 minutos con la misma solución a la que se añadiócolagenasa

Worthingtontipo 11(60 IU/ml) y lmg/ml de albúminabovina (BSA. Sigma),ajustando

el flujo de la bombaaSmI/mm.

Tras estetiempo, en el cuál el corazóncomenzóa reblandecerse,se extrajo el

corazóndel Langerdorffy sesepararonel ventrículoizquierdojunto con el septum.Se

cortaron en pequeñostrocitos y se comenzarona agitar suavementeen la misma

solución tamponadacon HEPES a la que se añadiócalcio 0.1 mM, permitiendola

disgregaciónde las células.A los diezminutos,serecogióla primerafraccióncelular,el

tejido se resuspendiónuevamenteen la soluciónanterior duranteotros 10 mm. con el

fin de recogerunasegundafraccióncelular,y asísucesivamentehasta4-5 fracciones.
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Las célulasse dejaronsedimentaren un baño a 35-360C, se decantarony se

resuspendieronen una solución preparadapara su mantenimiento,ya listas para la

realizaciónde los experimentos.

Los experimentosse realizarona temperaturaambiente(24-260C) en células

tolerantesal calcio,las cualeseranviablesdurante9-10horasdespuésde la disociacion.

Con estemétodomásde un 70%de las célulasobtenidastanto de corazonescontroles

comohipertróficoseranaptasparasuestudioelectrofisiológico.

3.3. TÉCNICAS ELECTROFISIOLÓGICAS

Las técnicaselectrofisiologícastienencomo objeto el estudiode las fenómenos

eléctricosligadosal funcionamientode ciertostejidos,consideradosbienen suconjunto

o biencomo célulasaisladas.Si seintroduceo seponeen contactoun microelectrodode

cristal relleno de unasoluciónelectrolíticaconunacélula,se podrámedirel potencialy

las corrientesiónicas,si estáunido aun voltímetro o un amperímetrorespectivamente.

Deacuerdocon la ley de Ohm, sepuedemedirla corrientequefluye a travésde

la membrana si controlamos el voltaje (Voltage-clamp) o medir el voltaje si

controlamosla corriente(Current-clamp).El métodode fijación de corriente,permite

medir las variacionesen el voltaje a consecuenciade la aplicación de una corriente

externa,esdecir, se puedenobtenerpotencialesde acción.Con el métodode fijación de

voltajesepuedenestudiarlas corrientesiónicasquefluyen alpotencialquese determine

duranteel experimento.

Durantelas décadasde los años60-70,la corrientede calcioque pasabaatravés

de los canalesvoltajedependientesse determinabamediantetécnicasmacroscópicasen

preparacionesmulticelulares,graciasa la introducción de un microelectrodode cristal

relleno de solución conductora,en una pequeñaporción de tejido bañadopor una

soluciónfisiológicay oxigenada(Beelery McGuigan, 1978).Se utilizaba la técnicade

fijación de voltaje (clamp de voltaje), pero surgíaninconvenientesque no permitían

aislaruna corrientecomo ‘Ca de otrascorrientesiónicasinvolucradasen la génesisdel

potencial de acción cardiaco, ya que era muy difícil modificar el medio externo.
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Además,tantopor el reducidoespaciode difusión,comopor la heterogeneidadeléctrica

espacialdebidaa la complejidadmorfométrica,y la propagaciónde la corrientea las

célulasvecinas,sehacíamuy difícil el controladecuadode voltaje.

3.3.1.PATCH-CLAMP

Todos los inconvenientesantesexpuestosfueron minimizados graciasa dos

importantesavancestécnicossurgidosen la décadade los 80: la posibilidad de aislar

miocitos cardiacosy la utilización de la técnica de “parche de membrana”(patch-

clamp), y que permiteregistrarla corrientequefluye atravésde todos los canalesde la

célula (corrientemacroscópica)o la que fluye a travésde un único canal (corriente

microscópica).

En 1976, Neher y Sakmanpublicaron la primera corriente grabadade una

membranabiológica. En 1981, describieronel métodode “sello gigante” (giga seal)

mejorado (Hamilís y cols., 1981) y ya en 1982 cercade 25 laboratoriospublicaron

artículos utilizando esta técnica. En solo unos años, la mayoría de los mejores

laboratorios que trabajabanen biofisica de membranascambiaronde las técnicas

macroscópicasa las microscópicas.El métodode “parchede membrana”(patch-clamp),

se llamó así porquecon él seestudianlas corrientesque pasana travésde una porción

(parche)de membranay su descubridoresNehery Sackmanfueron merecedoresdel

premioNobel de Medicinaen 1991.

3.3.1.1.Configuracionesde patch-clamp

El registrode las distintascorrientesiónicasserealizamedianteuna pipetade

succión (con un diámetro interno de punta aproximadode 2.Skm), rellena de una

solución conductora similar al líquido intracelular en unos casos o al líquido

extracelularen otros, dependiendode la configuraciónde patch-clamputilizada. Tanto

enestasolucióninternacomo en las solucionesexternasque bañanla célula,se pueden

añadir bloqueanteso moduladoresfarmacológicosde determinadascorrientes, según

intereseparael registroque sedeseehacer.
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La ejecuciónde la técnicase realizaen varios escalonesque danlugar a cuatro

posiblesconfiguracionescondiferentestipos de registros(figura 14).

On-ceil patch

El primerpasoconsisteen acercarlapuntade la pipetaa la célula (siemprecon

presiónpositivaen el interior paraevitar quela puntade la pipetaseensuciealentraren

contactocon el liquido que baña a las células), hastaque rocemossuavementela

superficie membranal.A continuación,y tras aplicar un cierto grado de presión

negativa,medianteuna suaveaspiración,seconsiguela formaciónde un sello de alta

resistencia(10-100gigaohms>en el punto de contactoentrela membranay los bordes

de la pipeta.En estemomentonos encontramosen laconfiguraciónde ccli atiacheden

la cuál podemosestudiarlas corrientesque pasena travésde esepequeñoparchede

membranadelimitadopor la pipeta.Asíesposibleestudiarel parcheen susitio (onceil

patch). Se registracorrientesde calcio unitariasdel canal que estáen el parche.La

mayordesventajade estaconfiguraciónradicaen, que no permiteconocerel potencial

de membranacelularni modificar lacomposicióndel medio intracelular.

Whole-celI

Todos los experimentosque se muestranen lapresenteTesisDoctoralhansido

realizadosutilizando la configuraciónde célula entera(whole-cc/Z).Paraello, unavez

que llegamosa la configuraciónde celí attached,seejerceun succióndesdeel interior

de las pipeta consiguiendola rotura del sello, quedandoel interior de la pipeta en

contactocon el interior celular.Asi, seestudiala corrientequepasaa travésde toda la

membranacelular, por lo que el número de canalesque intervienenes el total, la

corrienteesmayory tenemosmenospeligro de interferenciascon el ruido eléctrico.La

corrienteregistradaesproporcionala: la corrienteunitaria,el númerode canalesy la

probabilidadde aperturade estoscanales.

El medio extracelulary el intracelularpuedenser controlados,de forma que

podamosestudiarunacorrienteaisladaañadiendoadecuadosbloqueantespara el resto

de lascorrientes,o simplementesustituyendolos ionesque no interesenpor otros que

no atraviesenla membranacelular.El medio intracelular,puedesercontroladoen parte,
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puesto que el volumen de la solución interna de la pipeta es mucho mayor que el

volumen intracelulary sepuedendializar los componentes(al menoslos inorgánicos).

El inconvenienteesque poresteequilibrio entreel medio intracelulary el quenosotros

controlamos, se pueden perder componentes intracelulares, (como segundos

mensajeros).Por otro lado, estatécnica permite conocerel potencial de membrana

celulary al dializar el citoplasmacon diversassustancias,sepuedeconocercomoéstas

modificanlas característicasde las distintascorrientesestudiadas.

Inside out

A partir de la configuración de cell-attached,se puede escindir un parchede

membranaen cl que la superficie citosólica quedaen contactocon el líquido de

perfusión,y Jasuperficieexternade la membranaquedaen contactocon la soluciónde

la pipeta (parcheinterior-fuerao ins¡de-out). En estecaso, la solución de la pipeta

tambiénserásimilar al medio extracelulary la solución de perfusiónserásimilar a la

composicióndel medio intracelular.

Outside-out

Partiendode la configuraciónde célulaentera,se puedeobtenerun parcheen el

que la superficiecitosólica de la membranaquede en contactocon la soluciónde la

pipetay la superficieexternade la mismacon el liquido de perfusión(parcheexterior

fuerao outside-out).Seconsiguetirandodespaciode la pipeta.

Estas dos últimas configuracionespermitenregistrarla corriente que fluye a

travésde un solo canal, que estáseparadode la célula, y controlar el medio a ambos

ladosde la membrana.Es la formaidóneade estudiarfármacoso mediadoresendógenos

que modifican una corrientedada,bien por actuarsobrela superficie citosólicao la

externa. La desventajaradicaen que se analizala corrienteen ausenciade todos los

mecanismosreguladoresque sonprecisosparamodulardichacorriente.
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3.3.2. EQUIPO UTILIZADO

Las corrientesde membranafueron registradasutilizando la configuraciónde

célula entera. El equipo de fijación del voltaje (Voltage-clamp), constabade un

amplificador modelo Axopatch íD con un preamplificador“HeadstageCV-4 1/100”

(Axon Instruments,FosterCity, CA USA) controladopor un ordenador(IBM PC-AT)

equipadoconunatarjetade conversiónanalógicodigital LabmasterTL 1 (125kHz).Las

corrientesde membranase registraroncon la ayuda de un programade ordenador

comercial,pClampversión6.0.4(Axon Instruments).

Las pipetasde patch-clampfueronfabricadasapartir de capilaresde hematocrito

de 1 .5 de diámetroexternoy cristal blando,con un estirapipetasprogramablemodeloP-

97 (Sutter lnstrumentsCo.). Cuando las pipetas se rellenaron de solución interna

presentabanuna resistenciade punta entre 0.9 a 2 MQ. La resistenciaen serie final

antesde la compensaciónerade 2 a 8 MQ (el 60-80%de las resistenciasen serieeran

compensadas).

3.3.3. SOLUCIONES EMPLEADAS

3.3.3.1.Disociaciónde miocitos

La solución que seutilizó para la disociaciónde los corazonestanto controles

como hipertróficos, fue una soluciónque no conteníacalcio y estabatamponadacon

HEPESpara mantenerel pH. Sobreestamisma soluciónse fueron añadiendoen las

diferentesetapas,colagenasa,albúminao calcio.

Las iniciales HEPES vienen de ácido N-(2-hidroxietil) piperazina N-(2-

etansulfónico)

La composiciónvienedescritaen la siguientetabla:
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Tabla 5. Composiciónde la solución de disociación

Reactivo Peso
molecular

Concentración
(mM)

HEPES 238.3 10

Glucosa 180.2 10

Taurina 125.15 20

NaCí 58.44 120

KH2PO4 136.1 1.2

KCl 74.55 10

MgCl2 203.3 1.2

PH=7.2conNaOH

3.3.3.2.Mantenimiento de célulasya disociadas

La solución sobre la que se depositaronlas células una vez aisladasfue una

soluciónde Tyrodemodificaday adecuadaparael mantenimientode las célulasviables

durantelas horasqueduraronlos experimentos.A estasoluciónsele añadieron2 mg/ml

de albúminabovina(BSA, sigma)y CaCI20.5 mM.

Sucomposiciónsemuestraen la tabla6:
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Tabla6. Composiciónde la soluciónde mantenimientode las células

Reactivo Peso
Molecular

Concentración
(mM)

NaCí 58.44 130

KCl 74.55 5.4

NaH2PO4 138 0.4

MgCl2 203.3 0.5

HEPES 238.3 25

C031-114a 84.01 5

Glucosa 180.2 22

Insulina 10 U/L

PH7.2conNaOH

3.3.3.3.Solución externa de registro

Esta solución tiende a imitar la composicióndel medio extracelular,con las

modificacionespertinentesparapoderponer de manifiesto la corrientede calcio, en

especialde
1CaF, sin interferenciaspor parte de otras corrientesque se activen a los

mismospotenciales.

Paraeliminarla corrientede sodio, esteion sesustituyóde forma equimolarpor

colina. De este modo, se eliminaron las corrientesde potasio activadaspor sodio,

corrientes transitorias generadaspor la bomba Na~/K~ (Lefevre y cols., 1991) y

corrientesprovocadaspor el intercambiadorNa~/Ca~~.Se añadió4-aminopiridina (4-

AP), parabloquearla corrientetransitoriade salidade potasio,y lo más importante,en

todo momentodel experimento,la soluciónde registrollevabatetrodotoxina(TTX) a la

concentraciónde 30 kM , parabloquearefectivamentela corrientede entradade sodio,
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la cuál al activarsea potencialessimilares a ‘OiT podría dar lugar a confusionesy

resultadoserróneos.

Sucomposiciónsemuestraen la siguientetabla:

Tabla 7. Composiciónde lasoluciónde registro

Reactivo Peso
molecular

Concentración
(mM)

ColinaCl 139.6 140

CsCl 168.37 5

3.3.3.4.Solución interna

La solucióninternadebesercompatibleconel medioextracelular,respetandoen

la medida de lo posible su composición iónica. La concentraciónde calcio libre

intracelularesmuy baja(delordende ío8M), por lo quesólo sepuedemantenerenese

rangomedianteel uso de queladoresdel calcio. En nuestrosexperimentos,se utilizó el

EGTA (ácidoetilén glicol bis (j3-aminoetil éter)NNN’N’ tetraacético).Esto facilitaba

alcanzar la configuración de célula entera (Marty y Neher, 1983) y minimizar las

corrientesactivadasporcalcio, así como la corrientedel intercambiadorNat-Ca~~.El
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potasio,principal ion en la composicióndel medio intracelular,se sustituyóporcesio,

parael registrode la corrientede calcio, eliminandolas corrientesde salidade potasio.

Por el mismo motivo tambiénse añadióTEA (cloruro de tetraetilamonio).Además,se

utilizaron compuestosde alto valor energético, ATP, GTP y fosfocreatina, para

mantener,duranteun mayor intervalo de tiempo la célula en condicionesóptimas,

tratandode impedir el fenómenode “run-down”, o desapariciónde la corrientecon el

tiempo.

La composiciónde la solución interna utilizada en los experimentosfue la

siguiente:

Tabla 8. Composiciónde la solucióninterna

PH=7.2con CsOH
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3.3.4. PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA EL

REGISTRO DE LAS CORRIENTES DE CALCIO

Una alicuotade la suspensiónde célulasventricularesque permanecíanen la

solución de mantenimiento,se colocó sobre una cámarade registro montadaen la

platina de un microscopio invertido Olimpus IMT-2. Se dejaron pasar 5 mm. para

permitir que las célulassedepositarany se fijaran al fondo del cubreobjetosde cristal,

que formaba el fondo de la cámara. Una vez pasadoeste tiempo, las células se

perfundieron,con las soluciones de registro modificadas o no por la adición de

diferentesfármacos,segúnel interésdel experimentoarealizar,a un flujo constantede

2 mí/mm. El flujo secontrolómedianteuna bombaperistálticaEyela MP 3, de 4 vías

parapermitir el cambiorápido de unasolucióna otra.

Los experimentosse realizarona temperaturaambiente,para enlentecerlas

cinéticas de las corrientes objeto de estudio y poderlassepararde las corrientes

capacitivas,ademásde mejorarel controldel voltaje.

Los registroseléctricosserealizaronutilizando el métodode patch-clampen su

configuraciónde célula entera,descritoanteriormente.La pipetarellenade la solución

interna(ver secciónsoluciones)y con presiónpositiva, se introdujo en el líquido de

perfusión.En estaposición, seajustóacero la diferenciade potencialentreel exteriory

el interior de la pipeta,de forma manual.Seguidamente,sesituó la puntade la pipeta

sobrela superficiecelularmedianteun micromanipulador(Narishigue),se eliminó la

sobrepresióny se ejerció una presiónnegativamediantesucción para conseguirla

formaciónde un sello de alta resistencia,lo cuál se vio en un osciloscopioTechtronix

5110. Durante todo el tiempo se habíanestado dando pulsos de 5 mV, y en el

oscíloscopiose registrabala respuestaa estepotencialentreel interior de la pipetay el

líquido de perfusión.Una vez formadoel sello, ya no seobservóningunacorrienteen

respuestaal potencialaplicado,debidoa la granresistenciadel selloconseguido.

El siguientepasoconsistióen la rupturadel sello,mediantela aplicaciónde una

succiónbrusca,accediendoal interior celular (seproducela rupturade la porción de

membranadelimitada por los bordes de la pipeta). En este momento ya nos
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encontrábamosen la configuraciónde célula entera, y antesde comenzarel registro

electrofisiológico, se dejaronpasar unos 5 mm. para permitir la diálisis del líquido

intracelularcon el liquido de lapipetay laestabilizaciónde las corrientes.

3.3.4.1.Medida de la capacitanciay resistenciaen serie

La capacitanciade membrana(C,,) se midió en cada célula. Se puso de

manifiesto aplicandopulsos de voltaje de ±10mV de 6 ms de duración, desde su

potencialde reposo(potencialde lacélulacuandola corrienteera0).

6ms

+
-50 mV

-60 mV+ -70 mV

La capacitanciaes unamedidaindirectade la superficiecelular(1 uF/cm2)y se

calculóde acuerdoa la siguienteecuación:

Cm % 10/ AVm [1-(hD/ lo)]

dondete esla constantede tiempode caídade la capacitancia,I~ esel máximovalor de

la amplitud de corriente,AVm esel valor del pulso de voltaje y L. esla amplitud de

corrienteal final del pulso (Reutery Scholz,1977).
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La resistenciaen serie se calculó a partir del mismo registro, mediante la

ecuación:

R~= t0/C~

dondeR~ esla resistenciaen serie.

4000

3000

2000

1000
pA

0

-1000

-2000

-3000

-4000

-1 0

1000 pA

lms

A

‘o

Tiempo (ms)
1 1 1 1

1 2 3 4 5 6

Figura 15. Ejemplo de un trazo de capacitancia celular y los parámetros para su

correctoanálisis.

te
‘1/’
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3.3.4.2.Medición de las corrientes. Relacióncorriente-voltaje

Los registrosde corrienteseiniciaron5-10mm. despuésde la rupturadel sello y

los experimentosse completarona los 20 mm. Las células que mostrabanel fenómeno

de “run-down” sedescartaron.

Las corrientesde calcio 1care ‘CaL, se pusieronde manifiestoaplicandopulsosde

voltaje en incrementosde 10 mV, durante300 ms, siendoel intervalode tiempo entre

pulsosde 6 s. Los pulsosse aplicaronprimerodesdeun potencialde fijación (PF) de

—90 mV (14pulsosdesde—70 mV a +60mV), y posteriormentedesdeun PF de —50 mV

(11 pu]sosdesde—40 mV a ±60mV).

-90 mV

300 ms 300 ms

-50 mV

+60 mV

-40 mV

6s

Como 1CaT esunacorrienteque se activacuandoel PF esmuy negativo,a un PF

de —50 mV está completamenteinactiva, y por tanto a —50 mV sólo se puso de

manifiesto la corriente ‘CaL pura. A un PF de —90 mV se obtuvo una corrienteque es

mezclade las dos corrientes‘CaE más1CaL. Así la corriente‘OiT sepuedepresentarcomo

lacorrientediferenciaobtenidaa cadapulso,esdecir,la corrienteresultantede restarlas

corrientesobtenidasal PF de —90 mV menoslas obtenidasal PF de —50 mV.

+60 mV

-70 mV

6s
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Parapodercompararentrelas distintascélulas,las corrientesse expresancomo

densidadde corriente. Esta densidadse calcula a partir de la amplitud de corriente

normalizadapor la capacitanciade la membrana.La amplitudse obtuvo como la resta

entrelacorrientemedidaal pico máximode corrientemenosla corrientemedidaal final

del pulso(Figura16).

La representaciónde la densidadde corriente obtenidapara cadapulso de

voltaje, esla denominada“curvacorriente-voltaje”y muestrala dependenciade voltaje

de la corrienteestudiada.Paralas corrientesde calcioestacurvatieneformade U.

3.3.4.3.Tiempo al pico y curso temporal de la inactivación

El tiempo al pico se midió desdeel comienzodel pulso hastaelpico máximode

corriente(Figura 16). El cursotemporalde la inactivaciónse analizómedianteel ajuste

matemáticode la caídade lacorrientecon el tiempo.

La mejor correlación para la corriente ‘CaL, se obtuvo con una ecuación

biexponencial(Scampsy cols, 1990)con dosconstantesde tiempo, una rápiday otra

lenta:

It Ar exp(-t/tD + A, exp (-t / t) + A0

dondeI~ esla amplitudtotal de la corrientede entrada;A~ y A5, son las amplitudesde los

componentesrápido y lento respectivamente;A0, esel componenteindependientedel

tiempo; y tf y t5, sonlas constantesde tiemporápiday lenta.

En cambio, la corriente
1CaT seajustó mejor a una ecuaciónmonoexponencial

con sólo una constantede tiempo (-u) y su amplitud respectiva(A), (Hagiwaray cols.,

1988).

It A.exp (-t/t) + A.
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Figura 16. Ejemplo de un trazo de corriente a —10 mV y los parámetros para su análisis.
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3.3.4.4.Activación en estadoestacionario

La dependenciadel voltaje de la activación en estadoestacionario,se analizó

utilizando los valores de conductanciacalculados de acuerdo con las siguientes

ecuaciones(Isenbergy Klóckner, 1982):

U 1<> / (VngVrey)

dct (V111) = G /Gmax

dondeG esla conductanciacalculadaal potencialde membranaV,,, l~ esel pico de la

corriente de calcio y Vrev es el potencial de reversiónaparenteobtenido mediante

extrapolacióndel valor de potencialal cuál la corrienteescero desdela zonalineal del

brazoascendentede la curvacorriente-voltaje.t(Vm) es el parámetrode activaciónen

estadoestacionariode la ‘Ca y Gmax esel valor de conductanciamaxíma.

Los datosde d4V,,,) se ajustarona una funciónde distribuciónde Boltzmannde

la forma:

d0. (Vm) = 1/ [1 + exp (Vso-V~) / K]

dondeV50 esel potencialal cualla ‘Ca estáactivadaa la mitad de suvalor máximoy K

es la pendientede la curva de activación en el punto de inflexión. Puestoque en el

tiempohastala obtencióndelvalor de pico utilizado esposiblealgunainactivacióny los

valores de V50 y K son extrapolados,estos datos se deben considerarcomo una

aproximación.

3.3.4.5.Inactivación en estadoestacionario

Ladependenciade voltajede la inactivaciónenestadoestacionariose determinó

usandoun protocolo de doble pulso. Desdeun potencial de fijación de —~90 mV, se

aplicaronpulsoscondicionantesde 200 ms en incrementosde 5 mV. Despuésde cada

pulso condicionantese volvió al PF durante3 ms,parapermitir mayorseparaciónentre

la corrientey la variantecapacitiva,y seguidamentesedio un pulso testa un potencial
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fijo durante200 ms para obtenerbien 1CaT O 1CaL Para ‘OiT el pulso test fue a —40 mV

(potencialal queobtenemosprácticamentecorrienteT pura)y los pulsoscondicionantes

fueron desde—80 a —lOmV (15 pulsos). Para1CaL, el pulso test fue a O mV paralos

corazonescontrolesy —10 mV para los corazoneshipertróficos (por ser el valor de

potencialal que seobtuvo el máximo de densidadde corrienterespectivamente),y los

pulsoscondicionantesvariarondesde—80 mV a+10 mV (19 pulsos).

-10 mV

-80 mV

-90 mV

200 ms

-40 mV

‘CaT

+10 mV

-80 mV

-9OmV —

200 ms
200 ms

-10 mV

‘st
6s

‘CaL

6s
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Los datos obtenidosfueron normalizadosdividiendo la corriente test entre el

máximodecorrienteobtenidaal aplicarel protocoloanterior.Ladependenciade voltaje

de la inactivaciónpodríaseraproximadaaunafunción de distribuciónde Boltzmannde

la forma:

1/ Imax = {i + exp [(y50—Ve] / K)f
1

donde ½es el voltaje del pulso condicionante,V
50 es el potencial al cual la

conductanciaestáinactivadaal 50% y K es lapendienteen el puntode inflexión.

3.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los resultadosqueseexponenen estaTesisDoctoralhan sido expresadoscomo

Media t EEM (error estándarde la media). Las comparacionesentre grupos se

realizaronmedianteel testde la t de Studento el análisisde varianzaseguidode un test

de comparacionesmúltiples,segúnseael caso.Valoresde p< 0.05 fueronconsiderados

significativos.
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4~1. CARACTERÍSTICAS MACROSCÓPICAS

Los experimentosparala caracterizacióne identificaciónde la corriente‘Caí se

realizaronen corazonesprocedentesde 63 ratashipertróficasy 30 ratas controles.La

inducción de la hipertrofia y la disociaciónde los corazonesse hizo tal y como se

explicóanteriormenteen la sección“Material y Métodos”.

A las 9 semanasde la operaciónsesacrificaronlos animalesy seextrajeronlos

corazonesprocediendo a la obtención de las células aisladas.Para realizar los

experimentossólo se considerancomo corazoneshipertróficos, aquelloscorazonesen

los que el cocientepesocorazón/pesocorporalfue mayordel 25%, comparadocon los

controles.

Comosepuedeobservaren la tabla9, los pesosde los animalessometidosauna

estenosisaórtica(470±6.44 g), no fueronsignificativamentedistintosa los pesosde los

animalescontroles(461±10.91 g). En cambio,si comparamoselpesode los corazones

de los animalesa los que seles indujo la hipeitrofia(2.49±0.09 g), con el pesode los

corazonesprocedentesde animalescontroles(1 .74 ±0.05 g), se observacomo los

corazonesprocedentesde animalesa los que se les habiainducido unaestenosisde la

aorta abdominal fueron significativamente superiores con una p<0.0Ol. Como

consecuencia,se obtiene que la relaciónentreel pesodel corazóny el pesocorporal

(cociente)para cadagrupo, expresadocomo mg de corazónpor g de animal, es

significativamentemayorparael grupode las ratascon estenosisaórtica(control, 3.7 ±

0.05 rs hipertrof¡a, 4.92 ±0.06 mg/g; p<0.O0l). Esto nos indica que los animales

sometidosa la estenosisaórticahabíandesarrolladohipertrofiacardiaca.El incremento

en el pesode! corazónesde un 43%y el delcocientede un 30%respectoa los animales

controles.
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Tabla9. Característicasde los animalescontrolese hipertróficos.

I PesoAnimal(g)IICONTROL 461.1±10.90
Peso

Corazón
(mg)

Cociente
(mglg)

3

3
301.74±0.05 3.7±0.05

HIPERTROFIA 470.7±6.44 2.49±0.09*** 4.92±0.06*** 63

Cociente,cocienteentreel pesodel corazónenmgy elpesodel animal en g. Los datos

estánexpresadoscomolas medias±el EEM. ““~“< p<O.OOl controlvs hipertrofia.

Como era de esperar,la medida de la capacitancia(e,,) confirmó la hipertrofia

de los miocitosaislados,al estarrelacionadascon la superficiecelular. La capacitancia

de las células procedentesde corazoneshipertróficos (318.91 ±8.60, n=87) fue

significativamentemayor que la C,1 de células procedentesde corazonescontroles

(225.35±13.00, n=41) con unap<O.OOl. Esto suponeun incrementode un 41% en el

tamafio celularde los miocitos de corazoneshipertróficosfrentea los controles,lo cual

nos confirma que los animalescon estenosisde la aorta abdominaldesarrollaron,

ademásde unahipertrofiacardiacaglobal, una hipertrofiaa nivel celular.
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4.2. ANÁLISIS DE LAS CORRIENTES DE

CALCIO EN MIOCITOS VENTRICULARES

PROCEDENTES DE CORAZONES

NORMALES E HIPERTRÓFICOS

4.2.1. CORRIENTES DE CALCIO EN MIOCITOS

VENTRICULARES AISLADOS DE CORAZONES DE

RATAS CONTROLES.

Las corrientes de calcio se pusieronde manifiesto siguiendo los protocolos

detalladosen la secciónanterior (ver material y métodos,protocoloexperimental).Una

vezconseguidala configuraciónde célulaenteray tras dejarestabilizarel sello durante

cinco minutos,secomenzóel registrode la corriente.Paraello, se sometióa la célulaa

pulsosdespolarizantes,desdedospotencialesde fijación (PE)diferentes,-90 mV y —50

mV. Dadolas característicasde activaciónde las corrientesde calcio T y L descritasya

porotros autores(Alvarez y Vassort,1992; Balkey cols., 1992),cuandoel potencialde

fijación fue de —90 mV, la corrienteresultantede la despolarizaciónde la membrana

desde—70 mV a +60 mV, reflejó el calcio que entraa la célula tanto a travésde los

canalesde calcio tipo T, si los hubiera,como de los canalesde calcio tipo L. Por el

contrario,cuandoel potencialde fijación fue de — 50 mV la corrienteque se obtuvo al

despolarizarla célula desde—40 mV hasta±60mV refleja únicamenteel calcio que

entra a la célula a través de los canales de calcio tipo L. Por consiguiente,la

substracciónde las corrientesobtenidasa un mismo pulso de voltaje pero a los dos

diferentespotencialesde fijación, permiteaislar lacorriente‘car (Bean, 1985; 1-lagiwara

y cols., 1988; Balkey cols., 1992).
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En la Figura 17, semuestranlos trazosde corrienteobtenidosa los pulsosde -40

mV, -30 mV y +30 mV, desdelos potencialesde fijación de —90 mV y —50 mV así

como la corrientediferenciaaesospotenciales,en una célulacontrol representativadel

total. Se observacomo la amplitudde la corrientees dependientedel pulso testpero no

del potencial de fijación utilizado. Las corrientesobtenidasa esospulsos son muy

similaresa ambospotencialesde fijación, y por tanto la corrientediferenciaesnula.

Al analizar la relación “densidad de corriente —voltaje” de las corrientesde

calcio registradas(Figura 18) a los PEsde —90 (círculosblancos)y 50 mV (cuadrados

blancos),se observacomo ambascurvas son muy semejantes.Los experimentosse

realizaronen un total de 41 células ventriculares,y en la figura semuestrala mediade

densidadobtenidaparacadapunto de potencial±EEM. La corrientede calcio que se

pusode manifiestotuvo un umbralde activaciónalrededorde —35 mV, y mostróel pico

máximode corrienteaO mV. La densidadde corrienteen esepuntocorrespondea—14.9

±0.89 pAlpE paraun PF = -90 mV y —15.30 ±0.93 pA/pF a un PF -50 mV. El

potencialde reversiónaparentede la corrientefue +60 mV. Como ‘CaT sedefinea partir

de la substracciónentrelas corrientesobtenidasa—90 mv, menoslas obtenidasa —50

mV, sepuedeconcluir que las célulasventricularesde corazonescontrolescarecende

corrientediferenciao ‘CaT.
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Figura 17. Trazosrepresentativosde las corrientesde calcio en una célulaventricular

control (Cm 165 pE). Los trazosseobtuvierona los pulsostestdespolarizantesde

-40. -30 y +30 mV, desdelos PF de —90 y —50 mV. La substracciónde las corrientes

obtenidasambosPFs dalugara la corrientediferencia.La amplitudde las corrientesde

calcio se muestradependientedel voltaje del pulso test pero independientesdel PF

utilizado.
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Voltaje (mV)
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Figura 18. Relacióndensidadde corriente frente al voltaje de la corriente de calcio

obtenidaal PE de —90 mV (O) y al PF de —50 mV (O) en 41 células ventriculares

controles.Las curvas de densidadde corrienteson similares tanto al PF de —90 mV

comoal PE de —50 mV, por lo tanto ‘CaT definidacomo la substracciónde las corrientes

obtenidasa —90 mV menoslas corrientesobtenidasa —50 mV (‘caL pura), esinexistente

en las célulasventricularesde corazonescontroles.Los datossepresentancomomedia

±EEM.
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4.2.2. CORRIENTES DE CALCIO EN MIOCITOS

VENTRICULARES AISLADOS DE CORAZONES

HIPERTRÓFICOS

Una vez comprobadoque no hay corriente de calcio ‘CaT en los miocitos

ventricularesde corazonescontroles,el siguientepasofue estudiarla posibleexistencia

de ‘Gal en las célulasventriculareshipertróficas.

La figura 1 9, muestratrazosde corrientesde membranaobtenidosde una célula

hipertróficarepresentativadel total. El registrode las corrientesde calcio en las células

hipertróficasserealizó del mismomodo que el descritoparalos miocitosventriculares

aisladosde corazonescontroles.La figura muestralos trazosde corrienteobtenidosal

despolarizarlamembranaa —40, -30 y +30 mV desdelos PFsde —90 mV y —50 mV. Se

observaque los trazosde corrientemostradosal PF de —90 mV son mayoresque los

registradosdesdeel PF de —50 mV. Así, se puedeobteneruna corrientediferenciaal

substraerlos trazosde corrienteobtenidosa —50 mV de los obtenidosa —90 mV. Es

decir,existeefectivamenteunacorrientediferenciaquepresumiblementees ‘CaT~

La figura 20 muestrala relación“densidadde corriente-voltaje”de las corrientes

de calcioregistradasen 87 célulasventriculareshipertróficas.Las corrientesse pusieron

de manifiestomediantepulsosdespolarizantesde 300 ms de duración desde—70 mV a

+60 mV, en incrementosde 10 mV, cuandoel PF erade —90 mV o desde—40 mV a+60

mV cuando el PF era —50 mV. Cuando se utilizó el PF de —90 mV, pulsos

despolarizantespor encima de —50 mV indujeron una corriente de entradaque fue

aumentandoprogresivamentesegúnincrementabael pulso despolarizante.Sin embargo,

al PE de —50 mV, el pulso a—40 mV no indujo ningunacorrientede entraday los pulsos

despolarizantesde -40 mV a +3OmV mostraronuna corrientede entradasiemprede

menordensidadque la obtenidaparalos mismospulsosal PF de —90 mV. Por tanto, la

diferenciaentrela corrienteregistradaa —90 mV y la registradaa—50 mV, representado

como triángulosblancosen la figura 20, demuestrala existenciade una corrientede

entradade las característicasde ‘CaT en estascélulas ventricularesaisladasde los

corazoneshipertróficos.
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Dicha corrientediferencia, (figura 20, recuadro),comienzaa activarsea —50

mV y presentaun pico de corrientea—20 mV (—3.79±0.23 pA/pF), siendosupotencial

aparentede reversión+SOmV.

Por lo que respectaa la corriente‘CaL, es decir a la corrienteobtenidacuando

despolarizamosla membrana(de —40 a +60 mv) desdeun PF de —50 mv (figura 20,

cuadrosnegros),tiene un umbralde activacióna —30 mV, el pico máximo de corriente

seprodujoa —1 Cmv con unadensidadde -14.31±0.58pAlpE y mostróun potencialde

reversiónalrededorde +60 mV.

Dc todo este conjunto de resultados se puede concluir que

realizando la sustracciónentre la corriente de calcio que se registra al

PF de —90 mV, menosla corriente de calcio que seregistra al PF de —50

mV, sc obtiene una corriente diferencia que únicamenteseencuentra en

células ventriculares de corazones hipertróficos y no en las células

ventriculares de corazones controles. Esta corriente diferencia es

presumiblementela corriente de calcio tipo T.
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-80 mV -50 mV Corriente Diferencia
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Figura 19. Trazosrepresentativosde las corrientesde calcio registradasen pulsostest

despolarizantesde 300 ms de duracióna -40, -30 y +30 mV desdeun PE de —90 y

—50 mV, en una célula hipertróficaventricular (capacitanciacelular de 327 pF). La

corrientetotal de calcio se manifestóa —90 mv e ‘CaL pura se obtuvo a —5OmV. La

substracciónde las corrientesobtenidasparacadapulso test(-40, -30 y ±30mV), entre

ambosPFs,generaunacorrientediferencia,esdecir, confirmala existenciade ‘CaT• Las

corrientesobtenidasal despolarizarla membranaa -40, -30 y +30 mV desdeel PE de —

90 sonmayoresentodoslos casosa las obtenidasaesospulsosdesde—50 mV.

100 ms
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--y-- Diferencia

Figura 20. Relación densidad de corriente-voltaje de las corrientes de calcio

registradas a diferentespulsosde voltajedesdeun PF de —90 mV (@) y —5OmV (U) en

87 células ventriculares hipertróficas. La curva de densidad de corriente a —so mv fue

menor en la mayoría de los puntos a la curva obtenida a —90 mV. Por ello, la

substracciónde las corrientesa -50 mV de las corrientesobtenidasa —90 mv, muestran

la existenciade una corriente ‘CaF (y), en células aisladasde miocitos ventriculares

hipertróficos.El recuadromuestramásdetalladamentela relacióncorriente-voltajepara

1Cal’ Los datosserepresentancomo la media±EEM.

ct—.

-20
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4.3. CARACTERIZACIÓN DE 1CaT• COMPARACIÓN

CON ‘CaL

Una vez descritaen nuestrascélulasventriculareshipertróficas,la presenciade

una corriente diferencia y estudiadasu dependenciade voltaje, se prosiguió con el

estudiodc dichacorrienteviendosuspropiedadescinéticas,activacióne inactivaciónen

estadoestacionario,corrienteventana,curso temporalde la activacióne inactivación,

permeabilidaddel canal y propiedadesde bloqueocon la finalidadde comprobarque la

corriente que habíamosobservadoen nuestrascélulas hipertróficascorrespondíaa la

corriente‘CaT

4.3.1. CINÉTICA DE LA CORRIENTE ‘CaT DEPENDIENTE

DE VOLTAJE

4.3.1.1.Activación en estadoestacionario

La dependenciade voltaje de la activaciónen estadoestacionario,se analizó

utilizando los valoresde conductanciaobtenidosde la forma anteriormentedescritaen

la secciónde protocoloexperimentalde materialy métodos,y ajustadosposteriormente

a una funciónde distribución de Boltzmann.Así obtuvimoslos valoresde y
50, esdecir

el valor de potencialal cual la corrienteestáal 50% de su activación,y K, la pendiente

de la curvaen el punto de inflexión.

Los resultadosobtenidosde la activaciónen estadoestacionariocon respectoal

voltaje, vienenresumidosen la tabla 10, y representadosen la figura 21, tanto parala

corrienteT comoparala corrienteL en controle hipertrofia.

La dependenciade voltaje de la activaciónparala corriente
1CaL, se estudióen 8

células controlesy 6 célulashipertróficasy vienerepresentadacomo la conductancia

normalizada(cocienteentrela conductanciaobtenidaen cadapulso de corrientey el

máximo valor de conductancia)vs el potencial de membrana(figura 21). El análisis
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cinéticomostróque tanto en control (círculos) como en lahipertrofia (cuadrados),‘cal.

seactivó apotencialesporencimade —30 mv y estuvototalmenteactivadaalrededorde

+25 mV. Tanto la curvaobtenidaparala corrienteen célulascontrolescomola obtenida

para células hipertróficas eran muy semejantesy mostraron parámetroscinéticos

similares. El potencialal cuál se produjo el 50% de la activación(y50) fue —13.90±

1.10 mV para células controles,y —15.00 ±1.40 mV para células hipertróficas. La

pendiente(K) fue de 2.80 ±0.20 mV paralas célulascontrolesy 3.90 ±0.50 mV para

las células hipertróficas. Como consecuencia,se puedever que no existen cambios

significativosen la activaciónde ‘CaL entrecélulasde los animalescontrolesy célulasde

los animaleshipertróficos.

Con respectoa la activaciónen estadoestacionariode ‘CaT (figura 21, triángulos

negros),los resultadosobtenidosen 6 célulashipertróficas,mostraronunacorrienteque

se activó apotencialesporencimade —60 mV y que se encontrótotalmenteactivadaaO

mV, a diferenciade ‘Cal, que comenzabaa activarsepor encimade —30 mV y estaba

totalmenteactivadaa+25 mV.La Vso para‘CaT fue de—20.60±3.20mV. El valor dela

pendienteno varió entreambascorrientessiendola K para ‘CaT de 3.70 ±0.70 mV y

3.90±0.70mv para‘CaL

Tabla 10. Parámetrosde la activaciónen estadoestacionarioencontrole hipertrofia.

mV
K N
mV

‘CaT -20.60±3.20 3.70±0.70 6

‘CaL Hipertrofia -15.00±1.40 3.90±0.70 6

‘CaL Control -13.90±1.10 2.80±0.20 8
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Figura21. Activacionesen estadoestacionario.‘Lar (Y), ‘CaL en hipertrofia(E), ‘CaL en

control(O). Los valoresserepresentancomo media±EEM.
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4.3.1.2.Inactivación en estadoestacionario

La inactivación en estadoestacionariodependientede voltaje, se determinó

usandoel protocolo de doble pulso, ya detallado en la seccióncorrespondientede

material y métodos.Los datos senormalizarondividiendo la corrienteobtenidacon el

pulso condicionante entre la corriente obtenida de mayor valor y se ajustaron

posteriormentea una función de distribuciónde Boltzmann,obteniendolos valoresde

½gy K parala inactivación.Los resultadosobtenidosseresumenen la tabla 11 y en la

figura22.

La inactivaciónresultó ser función del potencialde membranaen las células

controles(círculos) e hipertróficas (cuadrados)para ambas corrientes. La corriente

disminuyósegúnaumentabael valordel pulsoprecondicionante.

La dependenciade voltaje de la inactivaciónserealizóen 9célulascontrol y 9

célulashipertróficas.En estecasolos parámetrosde la inactivaciónpara ‘CaL quedaron

desplazadoshacia la izquierdade manerasignificativa en la hipertrofia. La ½~fue de

—19.40 ±0.10 mV para las células controlesy —31.70 ±1.70 mV para las células

hipertróficas,(p<O.OOI). LaK fue de —4.50 ±0.10mV parael controly —3.90 ±0.40mV

parala hipertrofia.

La inactivaciónde la corriente‘Cal, resultósermuy diferentea la obtenidapara

la corriente‘Cal, de maneraque, la½opara‘c=rresultóserde —55.40 ±1.10mv. La K

fue de —5.40 ±0.60mV. Estos valores concuerdan con los valores descritos

anteriormente,parala inactivaciónen estadoestacionariopara ‘CaT (Alvarez y Vassort,

1992).
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Tabla 11: Parámetrosde la inactivaciónen estadoestacionarioen controle hipertrofia.

V50
(mV)

(
(mV)

N

‘CaL Hipertrofia

-55.40±1.10 -5.40±0.60 9

-31.70±1.70 -3.90±0.40 9

‘CaL Control
**

-19.40±0.10 -4.50±0.10 9

** p<O.Ol hipertrofiavscontrol.
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Figura 22. Dependenciadel voltaje de la inactivaciónen estadoestacionario.‘wr (Y),

‘CaL hipertrofia(U)y ‘CaL control(O). valoresexpresadosen media±EEM.
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4.3.1.3.Corriente Ventana

La superposicióno el productoentrela activación y la inactivaciónen el estado

estacionarionuncaesnula, ni para1CaT ni para ‘CaL, lo que indica la existenciade una

corrienteventana.A potencialesmás negativosde la corrienteventana,los canalesse

distribuyen entre los estados cerrado e inactivo. Para potencialespositivos, lo

suficientementealtosparapasarel intervalode potencialesde la ventana,los canalesse

distribuyenpreferentementeen el estadoactivo. Sólo dentrodel intervalode potenciales

de lacorrienteventana,un canalpuedeestarteóricamenteen cualquierestadodel ciclo;

abierto, cerrado o inactivo, lo que generauna corriente estable que fluye a esos

potenciales(Hirano y cois., 1989; Shorofskyy .January,1992).Se generaasí,un flujo de

entradade calcio que va aumentandolos niveles de calcio intracelular, pudiendo

contribuir en la regulación de las subsiguientescontraccionesy a la aparición de

arritmiasen el corazón.

La corrienteventanaobtenidapara 1CaT y ‘Cal, fue diferenteen cadacaso,como

podemosconstataren lapartesuperiorde la figura 23 que comparala superposiciónde

las curvas de activacióne inactivaciónpara‘caT e ‘CaL- Parael casode ‘CaT la corriente

ventanafluiría en un rangode potencialescomprendidoentre—60 y —20 mv, mientras

que para‘Caí, esterangoseencontrócomprendidoentre—30 y O mV.

La parte inferior de la figura 23, comparala superposiciónde las curvas de

activacióne inactivaciónpara ‘Caí, en control (círculos) e hipertrofia (cuadrados).El

intervalo de voltaje para ambas fue de —40 a +20 mV para la corriente en células

controles,y —30 aO mV paracélulashipertróficas.
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Figura 23. Parte superior, superposiciónde la activación e inactivación de ‘CaY (Y) y

de ‘CaL (O). Parte inferior, superposiciónde la activación e inactivaciónde ‘CaI.~, en
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4.3.2. TIEMPO AL PICO Y CURSO TEMPORAL DE
LA INACTIVACIÓN

Otra formade caracterizaciónde la corrientediferencia,apartede los parámetros

cinéticosde la activacióny la inactivaciónen estadoestacionario,es analizarel tiempo

quetardaen activarselacorrientey el cursotemporalde la inactivación.Así obtenemos

nuevasevidenciasparala identificación de la corrientediferenciacomo ‘CaT, ya que

ambosparámetrosya han sido descritosparadichacorriente.Porotraparte,tambiénse

estudiaronlos mismosparámetrospara‘Caí, con el fin de compararambascorrientesy

observarlas diferencias.

Para ‘CaT, ambos parámetrosse midieron en la corriente obtenida al pulso

despolarizantede -40 mV desde el potencial de fijación de —90 mV, porque es

precisamenteen csepunto dondeobtenemosunacorrientede amplitudóptimay además

nos aseguraque es corriente ‘Ca~F prácticamentepura ya que a ese mismo pulso

despolarizantepero desdeel potencialde fijación de —so mv no se registracorriente

alguna y la corrientediferenciasería igual que la obtenidaa —90 mV. Se midió el

tiempo desdeel comienzodel pulsohastael máximode corriente(Tiempo alpico, Tp) y

tambiénseestudiólacinéticade caídaporel ajustedel trazo(desdeel pico hastael final

del pulso) a una función matemáticamonoexponencialcon una constantede tiempo, -r,

y su amplitud correspondiente,A (ver secciónde material y métodospara mayor

explicación).

Sólo recordaren esteapartadola ecuacióna la cual seajustó el cursotemporal

de la inactivaciónde ICaT:

A. exp (-t/t) + A~

Para‘CaL, se midió el Tp y la cinéticade caídade la corriente,en los trazosde O

mV al potencialde fijación de -50 mV, dondela corrienteL espura y estátotalmente

activada.Paraestacorriente, la cinéticade caídase ajustó a una función matemática
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biexponencialcon dos constantesde tiempo, una rápida (rt) y otra lenta (r3) y sus

amplitudescorrespondientes,Af y A3.

It = Agexp (-tít1) + A3 exp (-t/r3) + A~

4.3.2.1Tiempo al pico

El Tp de ‘CaT resultómásrápidoquepara‘CaL, siendode 5.50 ±0.30ms para‘CaT

y en cambiopara ‘CaL fríe de 7.21 ±0.80ms paracélulascontrolesy 8.13 ±0.30ms para

célulashipertróficas,no siendosignificativaladiferenciaentrehipertrofiay control.

4.3.2.2.Curso temporal de inactivación

Despuésde la rápidaactivación,‘Cal mostrótambiénunainactivaciónrápidacon

una -t de 41.98 ±5.05.
1c~t.. mostró una inactivaciónque fue inicialmente rápida,

seguidade unacaídamáslentahaciala líneade corrientecero.Las constantesde tiempo

para ambascorrientes,junto con sus respectivasamplitudesy el Tp, vienen resumidas

en la taba12. No seven diferenciassignificativasen ‘CaL entrecontrolehipertrofia.

Tabla 12. Parámetrosdel curso temporal de la activacióny la inactivación.

Tp -r
(ms) - ms

A.
(pA) N

1~
.215.50±30.15 J 32‘CaT 5.5±0.3 41.98±5.050

Tp
(ms) (ms) (ms)II—,—

‘CaL control ¡¡7.2±0.8 13 9+1 2 90.7±12.9

hipertrofia ¡.1±0.3¿14.9±1.1147.7±32.6

Áf N
(pA) (pA)1~

-1920±169-739±647 17

-3230±292l~7l0±58.4 32

Tp, tiempo al pico; -u, constante temporal de inactivación; A, amplitud; N, n0

experimentos;u
1; constantetemporalrápidade inactivación;~, constantetemporallenta

de inactivación;AÑ A, amplitudde los componentesrápido y lento respectivamente.
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4.3.3. PERMEABILIDAD DEL CANAL DE CALCIO

Algunas de las propiedadesespecíficasde cadacanal se derivan de su diferente

comportamientofrentea los cationesinorgánicos.Tanto los canalesde calcio tipo T como

los de tipo L son permeablesal Bario pero se comportande diferente manera.Ha sido

ampliamentedocumentadoel efectoqueproducela sustitucióndel calcio porel bariocomo

ion transportadoren los canalesde calcio tipo L. Estasustituciónaumentade maneramuy

notable la densidadde corrientede ‘Caí, y retrasamarcadamentesu inactivación(Bean,

1985; Argibay y cols., 1988; Alvarezy vassort,1992; Shorofskyy January,1992; Seny

Smith, 1994).

En cuanto a ‘CaP, sabemosque su inactivación se desarrolla de una manera

monoexponencialcon una estrictadependenciade voltaje y la cinéticade inactivaciónes

independientedel pasode calcio a travésdel canal. ‘CaP sehamostradocomounacorriente
2+ 2+

independientedel ion transportador.Así, el Ba puedesustituir al Ca sin alterar su

cinética de inactivación ni aumentarsu conductancia,ya que éste es un canal que no

presentaunainactivacióndependientede calcio (Bean,1985; Hirano y cols., 1989; Tsengy

Boyden,1989; Vassorty Alvarez, 1994;Ertel y cols., 1997).

Por todo lo expuestoanteriormente,realizamosuna serie de experimentosen los

que sustituimosel calcio en el medio extracelularpor una concentraciónequimolar de

bario,y estudiamosla densidadmáximade corrienteal despolarizarla membranadesdeun

PF de —so mv hasta—10 mV (ICaL,) y desdeun PE de —90 mV hasta—20 mV (ICaT) en

presencia de una solución extracelularque contenía5 mM de calcio (barrasblancas)ó 5

mM de bario (barrasnegras)(figura24).

La densidadde corrienteobtenidapara ‘caí. en el pico de corriente a —lOmV,

utilizando Ca» como ion transportadorde cargafue de -10.80±1.5 pA/pF. Este valor se
2+aumentóporencimadel doble cuandosustituimosel Ca por el Ba2~, de maneraque en

estas condiciones la densidadde corriente fue de -24.80 ±5.1 pAIpF, en 5 células

hipertróficas.En cambio, la densidadde corrienteobtenidaen esasmismas5 célulaspara
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‘CaT fue de —3.40 ±0.32 pA/pF cuandoel ion presenteera Ca» y —3.20 ±0.90 pA/pF
2+

cuandopusimosHa como ion transportador,medido en el pico de estacorrientea —20
mV. Es decir, el canalde calcio tipo T no presentaselectividada bario frente al calcio y su

conductanciapermaneceinalterada,mientrasqueel canalde calcio tipo L sí presentadicha

selectividad,aumentandosu conductanciay permeabilidadal bario en un 129% frenteal

calcio.

‘CaL
30

a

a
10

o

‘CaT

m
5Ca

(mM)
Figura 24. Densidad de corriente obtenidapara ‘Caí y ‘Caí utilizando 5mM de calcio como

ion transportador(barrasblancas)o bario (barrasnegras).Las corrientesfueronmedidasen

el pico de corrientede la relacióncorriente-voltaje,-10 mV para ‘CaL y —20 mV para ‘Caí,

en 5 célulasventriculareshipertróficas.Datosrepresentadoscomo media±EEM.

SCa 5Ba 5Ba

La corriente de calcio tipo T, encontrada en las células ventriculares

hipertróficas, secaracteriza por su dependenciadel voltaje, su cinética y su

no selectividad al bario frente al calcio. Además,por la superposiciónde las

cunas de activación e inactivación, presenta una corriente ventana, que

fluye entre los potencialesde —60 mV a —20 mV, importante en la posible

relación de la corriente de calcio tipo T con la mayor incidencia de arritmias

en la hipertrofia.
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4.4. BLOQUEANTES DE LA CORRIENTE 1CaT

4.4.1. BLOQUEO POR NÍQUEL

Como ya se citó previamente en la introducción, numerososestudios han

demostradoque la corriente ‘Ca~V, presentauna mayor sensibilidadal NiCl
2 que la corriente

ICaL(NiliuS, 1985; Mitray Morad, 1986;Hagiwaraycols., 1988;Furukawaycols., 1992).

Porello, en otraseriede experimentos,se estudióel efectode unaconcentraciónde

50 ~iM de NiCI2, sobre las corrientesde calcio y así obtener un dato más para la

diferenciacióny caracterizaciónde ‘Ca~F•

ejemplo del efecto inhibitorio de Ni
2~

Un típico se muestraen la figura 25. En la

figura 25A semuestranlos trazosobtenidosde las corrientesde membranade unacélula

hipertrófica,antesy despuésde la adición de NiCl
2 50 uM. Los pulsosdespolarizantesa

—40 mV desdeun potencialde fijación de —90 mV pusieronde manifiestounacorrientede

entradaque estáausenteal potencialde fijación de —50 mV. De la substracciónde las

corrientesqueseobtuvieronaambospotencialesde fijación seobtuvo ‘Cais Cuandosetrató

a la célulaconNi», estacorrientefue prácticamenteeliminada.

En la figura 25B, se describela relación “densidadde corriente-voltaje” de las

corrientesde Ca»obtenidasa los potencialesde fijación de —90 y —50 mV y la corriente

diferenciaobtenida en 7 células. En el panel izquierdo se demuestrala existenciade

corriente lcaF en los miocitos ventriculareshipertróficos (triángulosblancos),de manera

similar acomo se mostróen la secciónanteriorde los resultados.En el panelderechode la

figura, se muestrael efecto del Ni». Tanto la corriente que se obtuvo al potencial de

fijación de —90 mV (círculosnegros)comola que se obtuvoa—50 mV (cuadradosnegros),

son muy semejantesy por tantono hay corrientediferenciaposible,esdecir ‘C¿r esinhibida

por el níquel.
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Estos datos no hacenmás que confirmar que la corriente de Ca» puesta de

manifiesto a —50 mV consiste fundamentalmenteen ‘CaL, mientras que la corriente

diferenciaesefectivamente‘CaT.

2-4-

El Ni desplaza10 mv la dependenciade voltaje hacia la derecha,es decir, a

potencialesmáspositivosy disminuyefundamentalmentela corrienteobtenidaa —90 mV,

mientrasquela corriente1ca1. a—SOmV se ve disminuidaen muchamenormedida.
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A

Control
-40 mV

-90 mV -50 mV

OpA

Corriente diferencia

1 kNíquel
-40 mV 500 pA

50 ms

B
mV

Figura 25. Efecto del Ni2~ sobre‘CnT y ‘CaL• A, trazos representativos de las corrientes de
2+

Ca registradasen una célula hipertróficaventricular (Cm = 370 pF), en ausenciay
presenciade NiCI

2 5OjiM. B, relaciones“corriente-voltaje” de las corrientesde Ca
24

registradasa diferentespotencialesobtenidasen 7 célulashipertróficas.A la izquierdase

representanlas corrientesen condicionescontroly a la derechaen presenciade Ni». Datos

presentadosen media±EEM.

-60 -40 -20

LI~ ---90 mV
a -u--SO mV

-~‘— Diferecia

mV
20 40 60

U..

o.
a

—-1
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4.4.2. BLOQUEO POR MIBEFRADILO

El mibetYadilo es un nuevo bloqueantede los canalesde calcio derivadodel

tetrazol, no pertenecientea ningunade las familias clásicas de los antagonistasdel

calcio. En el momentode la realizaciónde estaTesisDoctoral,estefármaco estabaen

pleno augeya que sepresentócomo un bloqueanteselectivode los canalesde calcio

tipo T. Porello, creímosconvenienteestudiarel efectodel mibefradilosobre‘CaT, para

que nosconfirmaraunavez más la naturalezade la corrientediferenciaobtenidaen las

célulashipertróficas,como ‘CaT Peroademás,y en vista de los resultadosque fuimos

obteniendo,quisimosver el efectodel mibefradilosobrela corrientede calcio tipo L y

podercaracterizarelectrofisiológicamenteel efectosobreésta.

4.4.2.1.Efecto sobre ‘CaT

La corriente de calcio ‘CaT, se midió en las células ventricularesaisladasde

corazoneshipertróficos y se puso de manifiesto siguiendo los protocolos antes

explicadosen el capítulode “Material y Métodos. Se aplicaronpulsosdespolarizantes

desdedospotencialesde fijación diferentes,-90 mV y —50 mV, de 300 ms de duración

a intervalosde tiempo de 6 s entrepulsos.14 pulsosdespolarizantesdesde—80 mV a +

60 mV desdeun PF de —90 mV, dondese obtieneun registrode corrientede calcio que

es mezclade corrientes‘CaT e ‘CaL, y 11 pulsosdespolarizantesdesde—40 mV a+60 mV

desdeun PF de —50 mV, obteniéndoseuna corrientede calcio que es ‘CaL pura. De la

substracciónde los pulsos obtenidosa ambos potencialesobtenemos‘CaT• Tras la

obtencióndel registrocontrol la célulaseperfundiócon lamismasoluciónpero con una

concentraciónafiadidade 1 jM de mibefradilo.Despuésde 5 mm. de perfusióncon el

fármaco(paraasegurarnossuefecto),sevolvió arepetirel protocoloexperimental.
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En estascondiciones,se observacomo el mibefradilo produjo una inhibición

prácticamentetotal de la corriente‘caY, como vemosen la figura 26 dondese muestran

los trazosde corrienteal pulso despolarizantede —40 mV, en una célulahipertrófica

representativadel total. Previamenteal pasodel fármaco,seobservóunacorrienteal PF

de —90 mV que no estabapresenteal PF de —50 mV y que por tanto, al hacer la

diferencia,originabaunacorrienteque era ‘CaY• Una vezque el mibefradilohaceefecto

esta corriente quedó casi abolida. Si posteriormentese lava el efecto del fármaco

pasandola soluciónde registrolibre de mibefradilodurante5-10 mm., la corriente‘CaT

serecuperaparcialmente.

-90 mV -50 mV Diferencia

Control -- ________ ___________

-40 mV

Mibefradilo pA r

-40 mV

Lavado
-40 mV

Figura26. Trazosrepresentativosde la corrientede calcio tipo T a—40 mV enausencia

y presenciade mibefradilo y tras io mm. de lavado,en una célulahipertrófica(Ca, =

273). El mibefradiloproduceuna inhibición de la corrientecasi total que comienzaa

recuperarsetras el lavado.

800 pA

100 ms
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La curva de densidadde corrienteen relacióncon el voltaje se pudo realizarsin

ningún problemaen el registrode las corrientescontrolprevio al pasode mibefradilo,

en un total de 10 célulashipertróficas.Al intentarrealizarla mismacurvaparael efecto

de mibefradilo nos encontramoscon que se puede realizar la curva densidadde

corriente-voltajetantoparael potencialde fijación de —90 mV comopara—50 mV, pero

no parala diferenciao corriente‘CaT, ya que se observaque el efectodel mibefradiloes

dependientede voltaje,actuandode forma diferentea —90 mV que a—50 mV, y así la

diferenciase obtienetal y comose muestraen la figura27.

Por todo ello, no podemosver el efectodel mibefradilosobrela corriente‘CaT a

todos los potencialesy sólo nos valemosdel efecto que producea —40 mV en el

potencialde fijacióndc —90 mV. A esepotencialel valor mediode ‘Car en un total de 10

células en condicionescontroleses de —0.84 ±0.30 pAlpE y tras la perfusióncon

mibefradiloseproduceuna inhibición significativa a—0.14 ±0.04 pA/pF, esdecir, la

inhibe en un 83%(figura26).
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A Control

-80 -60 -40 -20
mV

204060

Mibefradilo 1¡iM

mV
-80 -60 -40

Figura 27. Relacióndensidadde corriente-voltajeA, en control y B, tras la perfusión

con mibefradilo,en 10 célulashipertróficas.•, a —90 mV; U, a —50 mV; V, corriente

diferencia.Los datosserepresentancomomedia±EEM.
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-20 204060

u-
o.
o.

-15

131



4.4.2.2.Efecto sobre ‘CaL

Relación densidad de corriente-voltaje

Estudiando el efecto de mibefradilo sobre la corriente ‘caí en estas células

hipertróficas obtenemoslos resultadosexpuestosen la figura 28. El efecto de

mibefradilo depende del potencial de fijación, de manera que es más potente

bloqueandola corrienteL desdeel PE de —50 mV, dondeprácticamenteen todos los

puntosproduceuna inhibición significativa, mientrasque a —90 mV sólo produceuna

inhibición significativaen los pulsosen los queestamuy presenteel canalde calcio tipo

T y despuésapulsosmás despolarizantesaunquedisminuyela corrienteno lo hacede

formaestadísticamentesignificativa.

El porcentajede inhibición de la corriente ‘Caí, por efectodel mibefradilo lytM,

fue de un 50% al pulso de O mV parael PF de —50. En cambio al PE de —90 mV en la

hipertrofia la inhibición de ‘CaL fue únicamentede un 30%.
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voltaje (mv)
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Figura 28. Comparación del efectode mibefradilo a los PFs de —90 y —50 mV sobrela

corriente ‘Caí, en células hipertróficas (n 10). 0, control; S, mibefradilo. Datos

presentadosenmedia±EEM. ~‘, p<0.O5; “<“<, p<0.Ol; ~ p<O.OOl.
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Inactivacián en estado estacionario

La inactivaciónen estadoestacionariose determinócon el protocolode doble

pulso, expuesto anteriormenteen la sección de “Material y Métodos”. Desde un

potencialde membranade —90 mV, se dieronpulsosprecondicionantesde 200 ms de

duraciónen incrementosde 10 mV desde—80 mV a +60 mV. Despuésde cadauno de

estospulsossevolvió al PF durante3 ms y posteriormentesedio un pulso testde O mV

de 200 ms de duración.Los datos se normalizarondividiendo la corrienteobtenidaen

cadapulso entrela corrienteobtenidade mayorvalor. Los resultadosse ajustarona una

función de distribución de Boltzmannpara la obtención de la V50 (valor al que se

produceel 50 % de inactivación)y K (pendientede lacurvaen el puntode inflexión).

Esteestudiose realizó en 9 célulashipertróficaspara observarsi existealgún

cambioen la inactivaciónen estadoestacionarioporefectodelmibefradilo.

Las curvas de inactivaciónse presentanen la figura 29. La inactivación es

función del potencialde membranaen células hipertróficas. En todas las células la

corrientedisminuyó cuandoel pulso precondicionantefue desde—60 mV a +20 mV,

pero apotencialespor encimade esevalor aumentó.El potencialal cual la corrientese

Inactivó al 50% y la pendientede la curva de inactivaciónno fueron diferentesen

ausenciay presenciade mibefradilo.Los valoresmediosseresumenen la tabla13.
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Tabla 13. Parámetrosde la inactivaciónde ‘Caí, en 9 célulashipertróficasen ausenciay

presenciade mibefradilo.

Los valoresestánexpresadosen media±EEM.

1.2-

1.0-

0.8-
<U 0.6-
E

0.4-

0.2-

0.0-

Voltaje (mV)

Figura29. Dependenciade voltajede la inactivaciónen estadoestacionarioen9 células

hipertróficas.En círculosblancosserepresentanlos valoresen ausenciademibefradilo

y en círculosnegros, los valorestras la perfusión de 1 gM de mibefradilo. Valores

presentadosenmedia±EEM.

¡ i -w ¡ ¡ 1 ¡

-80 -60 -40 -20 0 20 40 60 80
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Cinética de reactivación

La reactivación es un parámetroque analiza el tiempo empleado para la

recuperaciónde los canalesde calcio desde la inactivación. Se analizó siguiendo un

protocolode doble pulso que a continuaciónse detalla.Desdeun potencialde fijación

de —90 mV, dospulsosde 200 ms de duraciónaO mV se separaronporunavueltaal PF

durante un tiempo que varió de 5 a 3000 ms (At). La corriente registradafue la

correspondienteal segundopulso de cadagrupo de dos. La curva de reactivaciónse

obtuvo graficandoen abcisasel tiempo en ms y en ordenadaslos valoresresultantesde

dividir la amplitudde la corrienteobtenidaen el segundopulso despolarizantea O mV a

cadaintevalo,entrela amplitudde ‘Caí, obtenidacuandoel intervalo fue de 3000ms.

200 ms 200 ms
OmV

-90 mV

Los datos obtenidos se representanen la figura 30. Todas las células

hipertróficaspresentaronel mismopatrónde reactivación,con un “overshoot”,esdecir,

un valor por enzimadel valor control, entre 100 y 1 OOOms. El mibefradilono produjo

cambiosen la cinéticade reactivacióndel canalL.

At
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Figura 30. Reactivaciónde ‘CaL en función del tiempo, en 7 células hipertróficas.O,

indicanlos valoresen ausenciade mibefradilo; •, indican los valoresen presenciade 1

~M de mibefradilo.Los datossepresentancomo media±EEM.
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Frecuencia dependencia y efecto tónico del mibefradilo sobre ‘CaL~

Los fármacosantagonistasdel calcio, presentanun efecto dependientede la

frecuenciade estimulación. Si se aumentala frecuenciade estimulación(bloqueo

frecuencia-dependiente),los canales de calcio permanecenmás tiempo en estado

activo/inactivoque en reposo,por lo que el bloqueo de fármacosque tenganafinidad

porel estadoinactivo del canalse verá aumentadoa frecuenciasaltas,mientrasque a

frecuenciaslentassucapacidadparainhibir la corrientede calcio tambiéndisminuye.

Este es caso del verapamil o del diltiazem. En cambio, este bloqueo frecuencia

dependientees menos marcado en las dihidropiridinas. Esto explica por qué la

depresiónel nodo aurículo-ventricular,producidapor verapamil o diltiazem, es tanto

mayor cuanto más rápida es la frecuencia de estimulación, mientras que las

dihidropiridinasapenassi modificanla frecuenciasinusal,y por tanto, no sonefectivas

en el tratamientode las arritmiassupraventriculares.

Por todo lo expuestoanteriormente,quisimosver si el mibefradilo,al igual que

otros antagonistasdel calcio, eratambiénun fármacosusceptiblede producir un efecto

frecuenciadependiente,y de quemodoejercíaesteefectosobrela corriente‘Cal,

Paraestudiarel efecto de frecuenciadependenciadel mibefradilo, seutilizó el

siguienteprotocolo.En condicionesde registrocontroles,se aplicóun tren de 10 pulsos

a O mV desde un potencial de fijación de —50 mV, a una frecuenciade 0.125 Hz.

Después,se paró la estimulacióndurante3 mm.,manteniendoa la célula al PP de —50

mV. Duranteesetiempola célula fue perfundidaprimerocon solucióncontrol o con la

solucióncon el fármaco.Transcurridoslos tresmm., se reinicié la estimulacióncon un

trende 30-35 pulsosaO mV, a unafrecuenciamásaltade 1 Hz.

El bloqueotónico seconsiderócomo el valor de la diferenciaentre la amplitud

de corriente en control y la amplitud de corriente del primer pulso despuésde la

perfusiónconmibefradilo.

138



El bloqueo, frecuencia dependencia,se consideró como el valor de la

diferenciaentrela amplitud de corrientedel primerpulso y la amplitud en el pulso 30

despuésde la perfusióncon mibefradilo.Normalmentelas corrientesde calcioproducen

un escalóndespuésdel comienzode la estimulación,con un aumentoabruptode la

frecuenciade estimulación(McDonaldy cols., 1986).

El bloqueototal del fármacoseconsideró como el valor de la diferenciaentre

la amplitud del pico de la corriente de calcio en el pulso número 20 ó 30 tras la

perfusióncon solucióncontrolmenosla amplitudde corrienteen el pulso20 ó 30 trasla

perfusióncon mibefradilo.

Un ejemplode los efectosde frecuenciade mibefradilo 1 gM, se muestraen la

figura 3 1, en unacélulahipertróficarepresentativadel canal.El efectode bloqueoy de

frecuenciaseobservóen un total de 11 célulashipertróficas.

El primerpulso de ‘CaL, que se registrótrasel periodode descanso,en presencia

de mibefradilo 1 iM. presentóun importantebloqueotónico importantede un 67 % en

hipertrofia. Despuésde la estimulacióna una frecuenciamás alta, ‘Cal, disminuyó

tambiénpero de una maneramásmoderada,de modo que el efectode la frecuenciafue

de un 32 % . Porúltimo, el bloqueototal del mibefradiloa esadosissobrela ‘CaL fue de

un 43 %. Estosdatosvienenresumidosen el diagramade barrasde la figura 32.
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Figura 31. Efecto tónico y de frecuencia dependenciadel mibefradilo 1 ~tMsobrela

‘Cal., en una célula hipertrófica.Los puntos representanla amplitud de corrienteen

función del númerode pulso. Las barrasen la partede arribade la figura indican la

frecuenciade estimulación.
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Curso temporal de la inactívación

Tambiénen estascélulasventriculareshipertróficas,quisimosver el efecto de

mibefradilosobreel cursotemporalde la inactivaciónde ‘CaL• Así, se ajustóel trazoa O

mV (desdeel pico de corrientehastael final del pulso), a una función biexponencial,

con dosconstantesde tiempo, unarápida(tt-) y otra lenta(-rs) (ver protocolodetalladoen

la sección“Material y Métodos”).

La corriente de calcio tipo L muestrauna inactivación que es inicialmente

rápida, seguidade una caídamás lenta hacia la línea de corriente cero. Las dos

constantesde tiempo(rápiday lenta) estánrepresentadasen la figura 33, para16 células

hipertróficas,en ausenciay en presenciade mibefradilo 1 gM.

En las célulasventriculareshipertróficasno hay cambiosen los valoresde la -r~

trasla perfusióncon mibefradilo(control: 189±40.4;mibefradilo: 141.6±21.5).Porel

contrario,si hay un cambioen la t~; de maneraquetraslaperfusióncon mibefradiloésta

se hacemayor,esdecirseenlentecela caídarápidade la inactivación(control: 10.50±

1.00;mibefradilo: 13.10±1.41,p<O.OI).

El hecho de que la corriente diferencia obtenida en las células

ventriculares hipertróficas seinhiba efectivamenteen presenciade níquel

y de mibefradilo confirma , una vez más, a dicha corriente diferencia

como ‘Cal.

Por otro lado el mibefradilo es capaz dc inhibir la corriente ‘cal,

sin modificación de la cinética de la corriente. Además El efecto del

mibefradilo sobre 1c»i. depende del potencial de reposo utilizado,

observandoseun bloqueo más potentea —50 mV que a —90 mV y muestra

un efecto tónico de un 67% y un efecto frecuencia dependiente de un

32%.
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controlvsmibefradilo.
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4.5. MODULACIÓN FARMACOLÓGICA DE
‘CaT

Lamodulaciónfarmacológicaesotraformade distinguir unoscanalesde calcio

de otros. Se conocemuy ampliamentey de manerabastanteconcisala sensibilidada

múltiplesagentesfarmacológicosy transmisoresen el casode los canalesde calcio tipo

L, pero la modulacióndel canal T no estáaún muy bien descrita y existen pocos

estudios en este campo.Además, los resultadosobtenidosen muchos casosson

polémicossin llegar a una idea clara de la acciónde determinadassustanciassobrela

comente‘CaT~ De hecho,la faltade unasustanciaquebloqueeselectivamente‘Ca~F, no ha

facilitado la laborde caracterizacióndel canal y su modulación.De cualquierforma, la

búsquedade estetipo de sustanciasen los últimos años ha mostradouna variedad

importantede fármacoscapacesde modificar‘C~T•

En estaTesis Doctoralhemos estudiadola modulaciónfarmacológicade ‘CaT,

poruna seriede fármacosy neurotransmisores,así como péptidosinternoscuya acción

sobreel canal L estáya bien documentada,pero que a nivel del canal T, resultapoco

clarao contradictoria.

4.5.1. NIFEDIPINO Y BAY K8644

Los antagonistasdel calcio de tipo dihídropirídmnason unosde los máspotentes

bloqueantesde los canalesde calcio. A pesarde que los primerosartículospublicados

indicabanunafalta de sensibilidadde las dihidropiridinasagonistasy antagonistaspor

el canalT, con el tiempo variosartículoshan descritouna inhibición de ‘CUT, utilizando

concentracionessemejantesa aquellasutilizadasparala inhibición del canalL (Bean,

1985;Akaike y cols., 1989; Bonvallety Rougier, 1989; 1-tirano y cols., 1989; Loirandy

cols., 1989; Tsengy Boyden, 1989; Kugay cols., 1990;Bois y Lenfant,1991; Takahshi

y Akaike, 1991; Alvarez y vassort,1992; Cohen y cols., 1992; Romain y cols., 1992;

Wu y cols., 1992; Rubio y cols., 1993;Ertel y cols., 1997).
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También es cierto que hay una amplia gamade dihidropiridinas y no todas

presentanel mismo porcentajede inhibición y no para todas ‘CaT se muestraigual de

sensible.Las dihidropiridinaselegidasen nuestroestudiohan sido el nifedipino, una

dihidropiridina antagonistay el BAY K 8644, una dihidropiridina agonista,a la

concentraciónde 1 kM.

4.5.1.1.Nifedipino

Los protocolosutilizadosparala obtenciónde la corrienteT sonlos mismosque

los utilizados en casosanteriores,al igual que la forma de obtenciónde la relación

densidadde corriente voltaje. En la figuras siguientes,únicamentemostramosya el

efecto de los fármacos sobre ‘CaT, por lo que se muestrala relación densidadde

corriente-voltajesólo parala corrienteT diferencia.El fármaco seañadióa la solución

de perfusióny sedejoactuardurante5-10mm.

El nifedipino se preparóhaciendopreviamenteuna soluciónmadreconcentrada

disueltaen DMSO, de la que sefueronhaciendodilucionesposterioreshastaalcanzarla

concentraciónfinal, (de estemodo, la cantidadde DM50 presenteen nuestrasolución

de perfusiónerala mínimaposible).Todoslos experimentosse realizaronen oscuridad

yaqueesun fármacosensiblea luz.

Los resultadosobtenidospara el nifedipino se muestraen la figura 34. El

nifedipino produjo unainhibición marcadade la corriente‘CaT’ La densidaden el pico

de corrientea -20 mV en condicionescontrolesbe de -5.20±0.83 pA/pF, valor que

disminuyóhasta- 1.75 ±0.28 pA/pE tras la perfusióndel fármaco durante5 mm. Por

tanto, produjo alrededorde un 77% de inhibición de 1car en 6 células ventriculares

hipertróficas.Paraevitar posibleerrorespor contaminacióncon corriente ‘caL, vemos

comola inhibición de ‘GaT a -40 mV esmuy semejantealrededor del 80% (control:

-2.12 ±0.62 pA/pE; nifedipino: -0.37 ±0.04 pA/pF). Como era de esperar,el

nifedipino, tambiénprodujo unainhibición del 75% en la corriente‘Caí., ya que a O mV

desdeel PF de -50 mV (potencialal que solo se ponede manifiesto‘caL) se produjouna

disminución de la corrientedesde-6.47 ±0.99 pAlpE, valor control, a -1.64 ±0.34

pA/pE, con nifedipino. Esteresultadoesconsistentecon las observacioneshechaspor
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otrosautorescon nifedipino 1 ~tMsobreel canalT en diferentestejidos (Akaike y cols.,

1989; Alvarezy Vassort,1992; Wu y cols., 1992).

NIFEDIPINO

mV

Figura 34. Efectode nifedipino 1 gM sobrela corriente‘CaT~ Datospresentadoscomo

media±EEM (n = 6). Y, en control; V, en presenciadel fármaco.
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4.5.1.2.BAY K 8644

Otra evidenciadel diferentecomportamientofarmacológicodel canalT frenteal

L proviene de los experimentos con HAY K8644, una dihidropiridina que ha

demostradotener efectos agonistassobre los canales de calcio ya que aumenta

significativamentela corrienteIcaL(Hessy cols., 1984).

El HAY K8644 se preparó disolviéndolo primeramenteen DM50 para la

obtenciónde unasoluciónmadreapartir de la cual sehicieronlas dilucionespertinentes

hastaalcanzarla concentraciónfinal de 1 ~tM.Tantosupreparacióncomo la realización

de los experimentosse llevaron a cabo en completaoscuridaddebido a la extrema

sensibilidaddel fármacoa luz. La corriente ‘CaT se puso de manifiesto siguiendoel

mismoprotocoloexperimentalqueen casosanteriores.

El efecto del BAY K8644 seobtuvo en 6 células ventriculareshipertróficasy

quedaexpuestoen la figura 35. El HAY K8644 no produjo ningún efecto sobre la

corriente ‘(DaT, de manera que en condiciones controles, la media de los valores

obtenidospara1CaT a—40 mV y en el pico de corrientea—20 mV fueronde —0.99±0.27

pA/pF y —3.11 it 0.53 pA/pE respectivamente.Una vez que se perfundió la célula

durante 5-10 mm. con HAY K8644, los valores obtenidosde ‘(DaT a esosmismos

potencialesfueronde —0.88 ±0.18pAlpE (-40 mv) y —3.42±0.80 pAlpE (-20mV), sin

producircambiosen la dependenciade voltaje.

La figura
35a muestra los trazos de corriente obtenidos, en una célula

hipertróficarepresentativadel total, cuandoel pulso test fue de —40 mV, en situación

control y despuésde perfundirla célulacon HAY K8644 1 1M. Seobservacomo desde

el PF de —90 mV existeunacorrientede entradaque no seve al PF de —50 mV y queal

hacerla substracciónsemanifiestacomo ‘CaT• Trasla perfusiónconHAY K8644 1 xM

la corrientepermanececasiinalteraday los trazosson semejantesa los encontradosen

condicionescontroles.
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La corriente ‘Caí,, comoya habia sido descrito,sevio aumentadapor la acción

del BAY K8644 1 gM. Así en el pico de corrienteal PF de —50 mV obtenemosun valor

de —13.50 ±0.95 pA/pP en condicionescontrolesque se ve aumentadohasta—19.00 ±

1.91 pAlpE con el fármaco.

El efectodel BAY K8644sobre‘CaT hasido estudiadotambiénpor otrosautores,

en diferentestipos de preparaciones,y apoyanlos resultadospresentadosen estaTesis

Doctoral (Bean, 1985; Mitra y Morad, 1986; Bonvallet y Rougier, 1989; Hirano y

cols.,1989). En cambio,en otroscasoshan visto que la corriente‘(DaT se ve aumentada

porefectodel BAY K8644 1 ~tM,pero en menormedidaque la corriente‘Caí, (Alvarez

y Vassort,1992).

Tambiénestudiamosla accióndel BAY K8644 sobrela inactivaciónen estado

estacionariodel canal T por acción del BAY K8644 y el curso temporal de la

inactivación.

El BAY K8644, no afecta la inactivaciónen estadoestacionariodel canal T

(Figura 36) ya que ambas curvas, en presencia y ausenciadel fármaco están

superpuestas.Los valores de Ja V50 y K fueron obtenidos ajustandolos valores

normalizadosa unafuncióndistribuciónde Boltzmann,siendoel valor de la V50 -60.63

±3.49mV y -61.20±4.50mV en control y con BAY K8644respectivamente;y el valor

de lapendienteK fue de -7.62±1.68 y -8.47±3.07 en controly con BAY K8644 (n =

6).

El BAY K8644 tampocoafectóal cursotemporalde la inactivaciónpor ajuste

del trazoa—40 mV a unacurvamonoexponencialcon unaconstantede tiempo (‘u) y su

amplitudcorrespondiente.Los valoressedescribenen la tabla 14.
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Figura 35. Efecto del BAY K8644 sobre la corriente ‘C-aT• A, trazos a —40 mV desdeun

IT de —90 mV y —50 mV y la corrientediferenciaen control y tras la perfusióncon el

fármacoen una célula hipertróficarepresentativadel total. B Relación densidadde

corriente-voltajede ‘(DaT en ausencia(Y) y en presenciade BAY K8644 (V). Datos

presentadoscomomedia±EEM

A
-50 mV Diferencia

Bay ¡<8644
1tM

B

200 pA

100 ‘no

mV
20 40 60-80 -60 -40 -20

u-

a

a

-4

148



1.0

>4<u

0.5

0.0
-80

VOLTAJE (mV)

Figura 36. Curva de inactivaciónen estadoestacionariode ‘Cay en control (Y) y con

BAY K8644 (V) 1 ~M en 6 células hipertróficas.Datos ajustadosa una ecuaciónde

Boltzmanny presentadoscomomedia±EEM.

Tabla 14. Parámetros del curso temporal de la inactivación de la corriente ‘(DaT a —40

mV en ausenciay presenciade HAY 1<8644 1 iM

2

-70 -60 -50 -40 -30 -20 -10
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4.5.2. EFECTO DE PÉPTIDOS INTERNOS

NEUROTRANSMISORES

Numerososneurotransmisoresy péptidosinternosparecenalterar la corriente

‘(DaT (Vassorty Alvarez, 1994; Ertel y cols., 1997). En estaTesis Doctoralnoshemos

centradoen el estudiode dos péptidos,la angiotensinaII y la endotelina1, sustancias

que parecenmodularlas corrientesde calcio (Onoy cols., 1994;Thomasy cols., 1997;

Zhu y cols., 1997) y estarrelacionadascon procesosde hipertrofia (Aceto y Baker,

1990; Shubetiaycols., 1990; Ito, 1997;Moreau,1998; Wollert y Drexíer,1999).

Paraambassustanciashemosestudiadosu efecto sobrela corriente ‘(DaT en sí,

sobrela inactivaciónenestadoestacionarioy sobreel cursotemporalde la inactivación.

4.5.2.1.Angiotensina II

La angiotensinail(Ang II) esun péptidoformadopor 8 aminoácidosprocedente

de la activaciónde la angiotensina1 porel enzimade conversiónde angiotensina.La

Ang II puedealterar la función cardiacamediantemodificación del tono vascular

coronario,por un efecto directo sobrelos receptoreso por promover la hipertrofia

cardiaca (iohnston, 1990). En el músculo cardiaco, la Ang II incrementa la

contractilidad, pudiendo estar dicho efecto mediado por mecanismosdirectos o

indirectos (Lindpaintner y cols., 1988). Además, se ha comprobadoque la Ang II

aumentala disfuncióndiastólicaen corazonesaisladosde conejo,ejerciendoun efecto

directoadversoen ladisfuncióndiastólicadurantelos procesosde isquemiareperfusión

(Mochizuki y cols., 1992). También,se ha implicado a la Ang II en el desarrollode

hipertrofiacardiaca.Seha demostradoquela Ang II es un potenteestímulodirecto para

la síntesis de proteínas y crecimiento celular (Aceto y Baker, 1990) y estudios

realizadossobre la reversión de la hipertrofia con IECAs indican que la Ang II

desempeñaun papelimportanteen la hipertrofiacardiaca(Pfeffery cols., 1982; Bakery

cols., 1990; Schellingy cols., 1991)(ver introducción).
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Debido a la relación entre el canal de calcio tipo T y los procesosde

crecimiento,entreellos la hipertrofiacardiaca,y debido tambiéna la relaciónentrela

Ang II, la hipertrofia y la modulaciónde las corrienteseléctricaspor estepéptido,

decidimos estudiar el efecto de este péptido sobre 1C-JT en nuestrascondiciones

experimentales.

Las corrientessepusieronde manifiestosiguiendolos protocolospreviamente

expuestosen el apartadode “Material y Métodos”, y posteriormenteresumidosen

distintassecciones.La Ang II seañadióa la soluciónde perfusiónenunaconcentración

de 100 nM y tras laobtenciónde un registrocontrol, se perfundióa la célulacon laAng

II durante5-10 mm. paraasegurarnossuefecto.

El efecto que la Ang II produjo sobre ‘(DaT en nuestrosmiocitos ventriculares

aisladosde corazoneshipertróficosseobservóen un total de 6 células.La Ang 11 a la

concentraciónde 100 nM no produjo acciónningunasobrela corriente ICaT, siendo la

densidadde corrientea—40 mV de —0.37±0.02 pA/pE en control y —0.34±0.07 pA/pF

con Ang II.

La relacióndensidadde corriente-voltajese muestraen la figura 37 y serealizó

en un total de 6 célulasventriculareshipertróficas. Se observacomo la Ang JI no

modifica la corrienteT en ninguno de los puntos,ni tampocola dependenciade voltaje

de la corriente,siendo la densidaden el pico de corrientea —20 mV de —3.15 ±0.43

pA/pE encontroly de—3.40±0.57pAlpE tras laperfusióncon Ang II.

La inactivación en estado estacionariose obtuvo realizandoel protocolo de

doblepulso ya descritoanteriormentey utilizado en la caracterizacióny modulaciónde

‘CaL Los datos, como ya se ha venido haciendo, se ajustarona una función de

distribución de Boltzmann obteniendoel valor del 50% de inactivación, Vs
0, y la

pendientede la curva en el punto de inflexión, K. La Ang II tampocomodificó la

inactivacióndel canal,siendolos valoresde V50 -54.63±2.18mV y -53.18±1.02 mV

en control y conAng 11 respectivamentey los valoresde K, -6.97±1.35 y -7.099±1.72

(n5).
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ANGIOTENSINA II

mV

Figura 37. Efecto de la Ang II sobrela corriente ‘(DaT, relacióndensidadde corriente-

voltajede ‘(DaT en 6 célulashipertróficas,en control (Y) y conAng 11100nM(V). Datos

presentadoscomo media±EEM.
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Figura38. Inactivaciónen estadoestacionariode ‘(Dal U, en control; O, enAng II 100

nM, realizadaen 5 célulashipertróficas.Datosenmedia±EEM.
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Cabríaesperarque si la Ang II no modifica ‘(DaT, su dependenciade voltaje, ni

su inactivación en estadoestacionario,tampocomodificaría el curso temporalde la

mactivación.Los resultadosobtenidosen 6 célulasmostraronque al ajustarlos trazos

obtenidosal pulso despolarizantede —40 mV desdeun PE de —90mV, a una función

monoexponencial,ni la constantede tiempo (-u), ni su amplitud, sevieron modificados

al añadirAng II a la soluciónde perfusión. Por tanto, efectivamentela Ang II, a la

concentración100 nM, no produjocambiosen la caídade la corrienteconenel tiempo.

Los datosparala -r y la amplitudseexponenen la tabla 15.

Tabla 15. Parámetrosdel cursotemporalde la inactivacióna—40 mV en ausenciay en

presenciade Ang II lOOnM.

ANG II

c (ms) 35.34±7.48 34.90 ±7.48

Amplitud (pA) -159±46.55 -174.2±46.93

N 6 6

Datosenmediazfr EEM.
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4.5.2.2. Endotelina-L

La endotelinaesun péptido de 21 aminoácidosque se aisló originalmenteen el

endoteliovascular,mostrandopotentesefectosvasoconstrictores(Yanagisaway cols.,

1988) así como efectosdirectosen el miocardio (Ishikawa, 1988; Karmazyn 1996).

Actualmente,se conoceque la endotelinano es producidaúnicamentepor células

vascularessino que células no vascularestalescomo los miocitos cardiacostambién

soncapacesde producirla(Suzuki y coN., 1993).De hecho,juegaun papel importante

en los procesosde transducciónque regulanprocesosfisiológicos y patofisiológicosen

el corazón(Bax y cols., 1993; Masaki, 1993;Karmazyn,1996;Moreau, 1998).Detodos

modos, los mecanismosprecisospor los que la endotelinaejerce sus accionesen el

miocardiono sontotalmenteconocidos.

La endotelina-l (ET-1) se ha visto que puede inducir un efecto inotrópico

positivo en variasespecies(Moravecy cols., 1989; Kelly y cols., 1990; Endohy cols.,

1991). Además, la endotelinainduce la mitogénesisde las células vascularesde

músculo liso (Komuro y cols., 1988: Ohísteiny cols., 1992) e hipertrofia de las células

miocárdicas(Shubetia y cols., 1990; Ito, 1997; Moreau, 1998), indicando que la

endotelinapodría ser importanteen el desarrollode la arteriosclerosis e hipertrofia

cardiaca.

Por último, se ha descrito una regulación de los canales iónicos por la

endotelina,aunqueen muchoscasoslos resultadossoncontradictorios(Washizukay

cols., 1997; Furukaway cols., 1992; Ono y cols., 1994;Tanakay cols., 1998).Algunos

estudiosse han realizadoa nivel de la corriente ‘(DaT, y mientrasFurukaway cols.,

(1992) describenun aumentode estacorrientepor la ET-1, Tanakay cols., (1998),

describenunainhibición.
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Por todo lo explicadoanteriormente,nosotrosnos decidimos a estudiaren un

grupode experimentos,el efectode ET-l a la concentraciónde 10 nM, sobre‘(DaT en las

célulasventricularesaisladasde corazoneshipertróficosde rata.

Los resultadosse obtuvieronen un total de 6 células.El canalT se obtuvo como

la diferenciaentre las corrientesregistradasal PF de —90 mV menos las corrientes

registradasal PP de —50 mV. El protocoloya se ha explicadoanteriormentey viene

ampliamentedescritoen la seccióncorrespondientede material y métodos.La ET-1 se

utilizó a la concentraciónde 10 nM y seperfundióduranteal menos10 mm. paraquesu

efecto seestabilizara.Los resultadosobtenidospara‘(DaT se muestranen la figura39.

En la figura 39A, seobservanlos trazosobtenidosparauna célulahipertrófica

representativadel total. Apareceel registrode corrientesal pulso despolarizantede —40

mV, al PP de —90 mV, de —50 mV y la corrientediferenciaobtenidaal restarambos

trazoso 1(2aF~ Comovemosen presenciade ET-1, la corrienteobtenidaen condiciones

controlesdisminuyó considerablemente.Tras pasar durante 10 mm. la solución de

registrolibrede fármaco,paralavarel efectode ET-1, se observacomo ‘(DaT comienzaa

recuperarse

En la zonaB de la figura 39, semuestrala relacióndensidadde corriente-voltaje

para ‘(DaL en presenciay ausenciade ET-1 10 nM. La ET- 1 disminuye de forma

significativa ‘(DaT de maneraque en el pico de corriente a —20 mV, la densidadde

corrientees de —2.74 ±0.34 pA/pF en controly disminuyehasta—1 .013±0.29 pA/pF

tras el efectode ET-1, con unap<O.Ol. Al potencialde —40 mV, que es él mostradoen

los trazos,la densidadde corrientetambiénse ve significativamentedisminuidadesde

un valor de —1.2 ±0.49 pA/pF en controlhasta-0.44±0.10pA/pPcon ET-1, con una

p<0.05.

En vista de estos datos podemosconcluir que la ET-1 10 nM, en nuestras

condicionesexperimentales,produceuna reducciónde ‘(DaT de forma significativa con

un porcentajede disminuciónalrededorde un 70%.
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Figura 39. Efecto de ET-l sobre la corriente WaT. A, trazos representativos de una

célula hipertrófica a —40 mV, registradosal PP de —90 y —50 mV y la corriente

diferenciao ‘(DaT, en control, en presenciade ET-l 10 nM y despuésde 10 mm. de

lavado.B, Curva densidadde corriente-voltajeobtenidade 6 células hipertróficas,en

control(Y) y traslaperfusióndurante10 mm. con ET-l (y). Datosen media±EEM. ‘~<,

p-<0.05; ~, p<O.Ol controlvs ET-l.
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El estudio de la inactivaciónen estadoestacionariode ‘(Daf, se realizó

siguiendoel protocolo de doble pulso anteriormenteexplicadoy ajustandolos valores

normalizadosa unafunciónde distribuciónde Boltzmannparala obtenciónde la V50 y

la K. El efecto seobservóen un total de 6 células.La ET-l no modificó en ningúncaso

la inactivaciónsiendolos valoresde la V50 de —57.36 ±3.02 mV y —58.91 ±1.37 mV

en control y tras el pasode ET-1 respectivamente.Tampocose modificó la 1< siendosu

valorde —7.84±1.22 en controly —7.64±0.82 con ET-1 (figura 40).

Respectoal cursotemporalde la inactivación,medidoen los trazosa —40 mV en

6 célulashipertróficas,vemos que la ET-1 a la concentraciónde 10 nM si modifica la

caídade la corrientecon el tiempo. Los valoresque seobtuvieronparala constantede

tiempo ‘u y su amplitud correspondientese muestranen la tabla 16. Se produce un

enlentencimentosignificativo del cursotemporalde la inactivaciónen presenciade ET-

1, con unap<O.O5. El valor de la ‘u sehacemayory laamplituddisminuye.

Tabla 16. Parámetrosdel cursotemporalde la inactivacióna—40 mV de ‘(DaT, encontrol

y en presenciade ET-l 10 nM.

¡ CONTROL ET-1

‘u (ms) 38.02±8.91 76.51 ±12.61*

Amplitud (pA) -195.9±53.36 -41.14±744*

N 6 6

Datosen media±EEM. “<, p<O.OScontrolvsET-1.
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Figura 40. Efecto de ET-l sobre la inactivación en estado estacionario de ‘(DaT en un

total de 6 células ventriculareshipertróficas.U, en control; A, con ET-1 10 nM. Datos

presentadoscomomedia±EEM.
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4.5.3. EFECTO DE LA ESTIMULACIÓN ADRENÉRGICA

SOBRE ICaT~

Los efectosde las catecolaminassobreel corazónsonmediadosa travésde una

secuenciade eventos que comienzacon la liberación de noradrenalina,desde las

terminacionesnerviosasadrenérgicas,y las posteriorestimulaciónde los receptores3 y

alocalizadosen lamembranacelulardelmiocito cardiaco(Heschelery cols., 1988).

La corriente de calcio es una de las corrientes moduladasa través de la

estimulaciónadrenérgicatanto a como 13. Existenmuchosestudiossobreel efectode Ja

estimulación 1~ sobrela corriente bzaL y el aumentoque produceen ella, el cual es

mediadoatravésde la adenilato-ciclasay la activaciónde la proteínakinasaA (Beany

cols., 1984; Scampsy cols, 1990; Alvarez y Vassort1992;). Tambiénes conocidoel

efecto de la estimulacióna sobre ‘Caí., y aunqueen un principio se describió una

disminución de ‘CaL por efectode éstaestimulación,actualmenteestáaceptadoque se

produce un aumento de ‘Caí, tras la estimulaciónde los receptoresa-adrenérgicos

(Benhamy Tsien,1988;Hartmanny cols., 1988;Liu y cols., 1994).

Los estudiosrealizadosal nivel de ‘(DaT son mucho menos conocidosy más

polémicostanto en la estimulaciónacomo [3y muchomásdependientesde las especies

animales,y condicionesutilizadasen cadaestudio.Por ello, nosotrosnos decidimosa

estudiar la modulación de ‘(DaL, encontrada en nuestras células ventriculares

hipertróficas,por ambostipos de estimulaciónadrenérgica.
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4.5.3.1.Efecto de la estimulación 13

Todavíahoy permaneceen la incertidumbrela sensibilidadde la corriente‘(DaT a

los agonistas3 talescomo el isoproterenol.En los estudioselectrofisiológicosencélula

enterarealizadosen aurículade perro (Bean, 1985), en ventrículode cobayo(Tygat y

cols., 1988)en aurículade rana,(Charinety cols., 1991)y aurículade conejo(Hagiwara

y cols., 1988), se ha visto que 1(DaT no presentasensibilidad a las intervenciones[3—

adrenérgicasy permaneceinalterada. En cambio, estudiosrealizadoscon la misma

técnicaelectrofisiológica,en aurículade rana(Alvarezy Vassort,1992;Alvarezy cols.,

1996), en célulasventricularesy de Purkinge de perro (Tseng y Boyden, 1991) y en

ventrículo de cobayo (Mitra y Morad, 1986), se ha observadoun aumento de la

corrienteICar de un 25-100%por accióndel isoproterenol1 ~tM.

Los experimentosrealizadoscon isoproterenol,a la concentraciónde 1 iM, en

nuestrascélulasventriculareshipertróficas,dejandoactuaral fármacodurante5-10mm.

desde el inicio de su perfusión, para que su efecto se estabilizara.Los protocolos

utilizados,tanto parala obtenciónde ‘(DaT, la relacióndensidadde corriente—voltaje,la

inactivación en estado estacionario,como la obtención del curso temporal de la

inactivación fueron los mismos que los que se han venido describiendopara otros

fármacosy como ya he citado anteriormente,estánampliamentedescritosen la sección

correspondientede “Material y Métodos”.

En Jafigura 41A, semuestranlos trazosrepresentativosde unacélulaventricular

hipertróficaen condicionescontrolesy tras serperfundidacon isoproterenol1 iiM. Los

trazosse obtuvieronpordespolarizaciónde la membranaa —40 mV desdeel PF de —90

mV, el cuál ponede manifiestofundamentalmente‘(DaT aesepotencialde —40 mV, o al

PE de —50 mV, que pone de manifiestofundamentalmente‘(DaL• De la substracciónde

los trazosobtenidosa ambos potenciales,obtenemos‘(Dal pura. Sc observacomo la

corriente a —40 mV que se registró en control se ve aumentadaen presenciade

isoproterenol.
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La relación densidad de corriente-voltaje de ‘(DaT registrada a diferentes

potencialestest se muestraen la figura 41B. Se ha obtenidode unamediade 6 células

hipertróficasventriculares.El isoproterenol1 jtM produjoun aumentosignificativo de

la corrientea prácticamentetodoslos potenciales.La densidaden el picodecorrientea

—2OmV, aumentódesde—3.21 ±0.60 pA/pF, en condicionescontrolesa —5.97 ±0.84

pA/pE en presenciade isoproterenol,con una p <0.05.Del mismo modo a —40 mV,

dondeprácticamenteno esposiblela contaminacióncon corriente‘CaL, el isoproterenol

produceun aumentode la corrientedesde—0.37 ±0.06 pA/pP (control) hasta-0.70~

0.03 pA/pP(isoproterenol),conunap <0.05.

El porcentajede aumentode la corriente‘cay en presenciade isoproterenol1 ~iM

estáalrededorde un 90 %.

La inactivación en estado estacionariose realizó en 4 células ventriculares

hipertróficas.Los datosse normalizaronporel valor máximode corrienteobtenidoy se

ajustarona una funciónde distribuciónde Boltzmannparala obtenciónde los valores

de la V50 y la K. El isoproterenol1 kM no modificó ninguno de los parámetrosde la

inactivación,siendo la V50 de —64.33 ±3.72 mV y —63.71 ±2.14 mV en ausenciay

presenciade isoproterenolrespectivamente.La K paraamboscasosfue de —8.87±2.51

en controly —6.60±1.47 con isoproterenol.

El cursotemporalde la inactivaciónde la corriente‘(Dal sí que sevio alteradoen

presenciade isoproterenol 1 gM. Se obtuvo de una media de 5 células al pulso

despolarizantede —40 mV, ajustandola caída de la corrientedesdeelpico máximohasta

el final del pulso, a unaecuaciónmonoexponencial,con unaconstantede tiempo,-u. El

isoproterenolno sólo aumentóla amplitud de la corrientesino que tambiénaceleróel

cursotemporalde la caídade la corriente,de maneraqueel valor de Ja u disminuyeen

presenciadel fármaco.Los datosseresumenen la tabla 17.
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Figura 41. Efecto del isoproterenol 1 gM sobrekaT. A, trazos a -40 mV en unacélula

hipertróficarepresentativadel total, desde un PE de -90 mV, -50 mV y la corriente

diferencia o ‘C?af, en control y con isoproterenol.B, relación densidadde corriente-

voltaje en un total de 6 células ventriculareshipertróficas, en ausencia(Y) y en

presenciade isoproterenol (y). Datos presentadoscomo media ±EEM. ~, p<O.O5

controlvs isoproterenol
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Figura 42. Efecto del isoproterenol 1 >.iM sobrela inactivaciónen estadoestacionario

de ‘(Daí• •, control; El, isoproterenol.Datospresentadosen media±EEM.

Tabla t7. Parámetros del curso temporal de la inactivación de la ‘(DaT en presenciay

ausenciade isoproterenol1 pM.

Datospresentadoscomo media±EEM. * p<O.OS controlvg isoproterenol.
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4.5.3.2.Estimulación ct1-adrenérgica

Los receptoresa1-adrenérgicosse han encontradoen el miocardiode todaslas

especiesde mamíferos.Aunquelos mecanismosasociadosa su activaciónno se han

terminadode dilucidar, pareceserque los efectosde laestimulacióna1-adrenérgicaen

el corazónpuedevariaren importancia,segúnel procesopatofisiológicoen el que esté

implicada. En condicionesfisiológicas, juegaun papel en el crecimientocardiaco,la

contracción,y tanto en la función antiarritmica como en la adaptacióncardiacaa

diferentessituaciones.Esta estimulacióntambién se relacionacon algunos procesos

patofisiológicoscomo isquemia-reperfusión,acondicionamientoisquémicoe hipertrofia

cardiaca.Su función en infarto de miocardio es polémica aún hoy. La evidencia

experimentalsugiere que los receptoresa1-adrenérgicospuedentener tanto efectos

beneficiososcomo perjudicialesen el corazón(para revisión: Terzie y cols., 1994;

Endoh, 1996; Li y cols., 1997). Por ello, un conocimientomayor de sufunción en las

diferentes situaciones fisiológicas y patofisiológicas contribuirá a un mejor

conocimientode surelevanciaclínica.

Comoya semencionóal inicio de estecapítulo,los estudiosrealizadossobrela

estimulacióna1-adrenérgicaen el canal de calcio tipo T es contradictoria,por ello,

nosotrosnosdecidimosaconcluirestaTesisDoctoralanalizandocual esel efectode los

agonistasa1 sobre‘(DaT.

Parael estudioutilizamosfenilefrina (fármacoagonistaa1) a unaconcentración

de 1 M, que seañadióa la soluciónde perfusióny trasobtenerun registrocontrol, se

dejóperfundirduranteal menos5 mm. Los protocolosde obtenciónde ‘(DaT fueron los

mismosque los ya utilizados a lo largo de toda estaTesis Doctoral (ver “Material y

Métodos”,protocoloexperimental).

Los resultadosobtenidossobre ‘(DaT por la estimulacióna1, mediantefenilefrina

seexponenen la figura43.
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En la figura 43A, semuestranlos trazosobtenidosal potencialtest de —40 mV

paraunacélulaventricularhipertróficarepresentativadel total. ‘(Dav seobtienecomo la

corrientediferenciaentrela corrienteobtenidaa—40 mV desdeel PF de —90 mV menos

el registroa—40 mV desdeel PE de —50 mV. Los trazosde corrientede lapartesuperior

muestranel primer registro control, y los siguientes,muestrancomo tras el pasode

fenilefrina 1 }xM seproduceuna disminución de ‘ar• Si posteriormentese vuelve a

perfundir la célulaconsoluciónde registro libre de fármacoduranteotros 5-10mm. se

produceel lavadodel efectode fenilefrina,recuperándoseparcialmentela corriente‘cay•

La figura 43B muestra la curva densidadde corriente-voltajeobtenida en

situacióncontrol (triángulosnegros)y despuésde perfundir las célulascon fenilefrina

(triángulosblancos).Se observael efectode disminuciónde la corriente&aT por efecto

de fenilefrina, en un total de 5 célulashipertróficas.La fenilefrina 1 ~¡Mproduceun

efectode disminuciónde ‘(DaT a los diferentespulsosdespolarizantes,de maneraque en

el pico de corrientea —20 mV la densidadde corrientefue de —2.74 ±0.42 pA/pF en

control, y disminuyó hasta —1.41 ±0.18 pA/pE tras la acción de la fenilefrmna,

disminución estadisticamentesignificativa con una p<O.Ol. Lo mismo ocurre si nos

fijamos en el pulso test de —40 mV, donde 1(DaL está prácticamenteinactiva y no

interfiere en la medidade ‘(DaT, dondese obtuvo un valor de —0.90 ±0.29 pA/pP en

control y —0.30±0.14pA/pPcon fenilefrina,con unap<O.OS.

El porcentajede disminución de ‘(DaT en presenciade fenilefrina 1 y¡M está

alrededorde un 60%.

Tambiénen estecasoseestudióel efectode la fenilefrina sobrela inactivación

en estadoestacionariode ‘caí, en un total de 5 célulasventriculareshipertróficas.Los

resultadosse muestranen la figura 44. Se observacomo la fenilefrina 1 ~M no produjo

ningúncambiosignificativo en la inactivación.Los parámetrosV
50 y K obtenidospor

ajustede los datos normalizadosa una función de distribución de Boltzmann son:

Control,V5(y= -55.20±3A3 mV; K -6.52±0.93 y en presenciade fenilefrina, Vs0

-57.9±10.29mV; K=-7.06±1.21.
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Figura 43. Efecto de fenilefrina 1 gM sobre‘(DaT. A, trazos representativos a —40 mV de

unacélulaventricularhipertróficade la corrienteobtenidadesdeel PF de —90 mV, -50

mV y la corrientediferenciao 1(DaT, en control, en presenciade fenilefrina y tras el

lavado del fármaco. B, relación densidadde corriente-voltajede ‘(DaT en 5 células

hipertróficasen control (Y) y con fenilefrina (y). Datospresentadoscomo media±

EEM. ~, p<O.O5; ‘~, p<O.OI controlvs fenilefrina.
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Figura 44. Efecto de la fenilefrina 1 gM sobrela inactivaciónen estadoestacionariode

‘(DaT U, en control y O, con fenilefrina lxM en 5 células ventriculareshipertróficas.

Datospresentadoscomomedia±EEM.
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Respectoal efecto que produjo la fenilefrina sobre el curso temporal de la

inactívación, los parámetrosvienen resumidos en la tabla 18. Los resultadosse

obtuvieron por ajuste de los registros obtenidos a —40 mV, a una ecuación

monoexponencialde unaconstantede tiempo, r. La fenilefrmnaprodujo un retardoen el

cursode la caídade la corrientecon el tiempo de modo queel valor de ‘u aumentaba,de

manerasignificativa, en presenciadel fármaco.La amplituddisminuye al ser ésteel

efectode la fenilefrinasobre‘(Day.

Tabla 18. Efecto de la fenilefrina 1 gM sobreel cursotemporalde la inactivaciónde

‘(DaT~

CONTROL FENILEFRINA

t (ms)

Amplitud (pA)

38.40±11.14 65.14±9.96*

-273.4±19.8 -74.92±16.68*

N 5 5

Datospresentadoscomomedia±EEM. ~, p<O.05controlvs fenilefrina.

La corriente de calcio tipo T, puesta de manifiesto en las células

ventriculares hipertróficas de rata, se muestra susceptible de

modulación farmacológica por diversos agentes.Así, el nifedipino, la

endotelina 1 y la fenilefrina producen una disminución de la corriente,

mientras que el isoproterenol la aumenta y el RAY 1(8644 y la

angiotensina II no la modifican. Toda esta modulación transcurre sin

cambiossignificativos en la cinética de la corriente.

169



s~~nrncusa

170



5.1. ESTUDIO DE LAS CORRIENTES DE

CALCIO TIPO T Y L EN CONTROL Y EN LA

HIPERTROFIA

En la presenteTesisDoctoralse demuestra,porprimeravez, la presenciade la

corrientede calcio tipo T encélulasventricularesaisladasdecorazoneshipertróficosde

rata, y al mismo tiempo confirma que en células ventricularesde corazonescontroles

estacorrienteestáausente(Xu y Best, 1990; Walker y cols. , 1993).A su vez, el hecho

de que estacorriente1(Day sólo se expreseen la hipertrofia, estáen concordanciacon la

idea generalde que 1CÁIF puedaestarinvolucradaen la regulaciónde los procesosde

crecimientoen el tejido cardiaco.

5.1.1. ‘GaT Y CRECIMIENTO

Muchosson los artículosy las evidenciasque relacionanla corriente‘(DaT con el

crecimientocelular.La corriente ‘(DaT siempreparecemás fácil de observaren tejidos

fetales que en adultosy dentro de los tejidos adultos, en tejidos en crecimiento.Por

ejemplo, las corrientesde calcio tipo T sc han descrito en cuerposganglionaresde

diámetropequeñoy medio pero no en cuerposneuronalesde gran tamaño(Scorggsy

Fox, 1992). En el músculo esquelético,la corriente ‘(DaT sólo se observóen fibras

muscularesde ratasrecién nacidasó en cultivo de tejidos fetales (Beany Knudson,

1988).Gonoi y Hasegawa,(1987),en su estudiosobrela desapariciónpaulatinade ‘(DaT

con el crecimientoen fibrasmuscularesde ratón,concluyeronque no parecenecesaria

unainervaciónnerviosaparaestadesapariciónpaulatinade los canalesfuncionales,sino

que más bien Ja expresión de los canalesT estámás controladapor mecanismos

endógenos,y factoresde crecimiento.
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Estaexpresióntransitoriadel canalde calcio tipo T en tejidos en crecimientoo,

bien su disminuciónen célulasadultas,sugiereuna vezmás, la relacióndel canal ‘(DaT

con el crecimientoy el desarrollo.En un estudio realizadoen células aisladasde aorta

de rataen cultivo se distinguieroncuatrofenotiposcelularesdiferentescorrespondientes

a: 1) células que solo exhiben ‘caí’, 2) células que solo exhiben ‘Caí, 3) células que

exhibenambascorrientes,y 4) células que no exhiben corrientes(Richard y cols.,

1992). ‘(DaT, únicamentese expresabade formatransitoriaentrelos días 5 y 15, periodo

de tiempoen el que las célulasestabanproliferando.

Se han descrito cambiosen la densidadde ‘(DaT en el desarrollopostnatalde

célulasauricularesde rata(Xu y Best, 1992). La densidadde corriente‘(Dar sedescribió

como de 1.44 pA/pF en machosy 1.25 pAlpE en hembrasa las 5 semanasdespuésdel

nacimiento,momentoen el que el crecimientocardiacoy corporalesmáximo; pero la

corrientecomienzaa disminuirhastamásde unatercerapartede estosvaloresdespués

de 13 semanasde vida. La disminución de estacorrientese atribuyemayormentea

cambiosen la densidadde canalessin aJteracionesen la conductanciao mecanismosde

aperturay cierredel canal.

En situacionesde tejidos adultosen los cualesdebidoa diferentesfactoresse

produceun desarrolloo crecimientodel tejido se ve como reaparecela corriente‘(DaT O

aumentaen densidad.Asi, en miocitos ventricularesde ratas adultascon tumores

secretoresde hormonade crecimiento,la densidadde corriente 1(DaT se ve aumentada

hastatres vecessu valor sin alteraciónde su cinéticani dependenciadel voltaje (Xu y

Best, 1990). En miocitos ventricularesde hámsterscon cardiomiopatiahipertrófica

tambiénse observóun aumentode ladensidadde ‘(DaT con respectoa sucontrol (Seny

Smith, 1994). y respectoa la hipertrofia cardiaca,ya Nuss y Houser, (1993),

describieron por primera vez, la expresión de esta corriente ‘(Daf en miocitos

ventricularesaisladosde corazoneshipertróficosde gato.

Los resultadosobtenidosen la presenteTesis Doctoral también apoyan la

asociacióndel canalT con el crecimiento,dadoque hemosdemostradola expresiónde

la corriente ‘(DaT en miocitos ventricularesde corazoneshipertróficos de rata. Así,

llegadosa estepunto cabe destacarque, el desarrollode la hipertrofia cardiacase
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caracterizapor unavueltaa patronesembrionariosmedianteunareexpresiónde genes

fetalesy protooncogenesen el miocito adulto(Marbany Koretsune,1990)

Uno de los principalesenlaceso dispositivosde disparoentreel estimuloinicial

de la hipertrofia y las alteracionesen la expresióngénica,pareceserun aumentodel

calcio intracelular(ver mecanismosintracelularesde la hipertrofia en introducción). Si

se consideraque la elevación de presión podría generarla activación de canales

activadospor tensión,presentesen células auricularesy ventricularescardiacas(para

revisióncompletaver: Calaghany White, 1999), sepodríaespecularque la entradade

calcio sostenidaa su través podía inducir hipertrofia siendo ese aumentode calcio

intracelular el que a su vez pondríaen funcionamientotoda la cascadade eventos

necesariaparala activaciónde la expresióngénica,entreellosla expresióndel canalT.

Recientemente,se hanidentificado los genesque codificanpara ‘(DaT (Cribbs y

cols., 1998; Pérez-Reyesy cols., 1998), lo quepodríaayudaren futuras investigaciones

a dilucidar el papel de ‘(DaT en el crecimientocardiacoy/o vascular,la proliferación,el

desarrolloy los procesosde remodelación.

Por último, la presenciade ‘(DaT en células cardiacashumanasy su papel

potencialen la actividadmarcapasos,es aúnmeramenteespeculativaya que los tejidos

en los que es más probable encontrar ‘(DaT (nodo senoauricular,nodo auriculo-

ventricular, sistema de His-Purkinje), son precisamentelos tejidos que no están

disponiblesparalos estudioscientíficos(Richardy cols., 1998).

5.1.2. ‘CaT E 1CaL EN CELULAS CARDIACAS

En el estudio realizadode ‘(DaF y ‘(DaL en esta Tesis Doctoral, en control e

hipertrofia, obtuvimos que la densidad máxima de ‘(DaT observadaen células

ventriculareshipertróficasfue de —4.8 ±0.4 pA/pF, mientrasque ladensidadmáximade

1(DaL fue de —12.4 ±0.9pA/pF, similar a la obtenidaen miocitos controles(-13.9±1.3

pA/pE). Si ahorahacemosel cociente‘(DaV1(DaL, el valor que resultaesde 0.387, el cuál

esmás pequeñoque el valor descritoen célulasprocedentesdel nodo sinoauricularde

conejo, 1.1, (Fermini y Nathan, 1991), en ventrículo de cordero, 0.56, (Bogdanovy
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cols., 1995)o enaurículade rata,0.44, (Alvarezy Vassort,1992).En cambioesmayor

que el observadoen célulasventricularesde perro, 0.15, (Tseng y Boyden, 1991) o

ventrículode cobayo,0.13, (Balke y cols., 1992).Nuss y Houser,(1993),describieron

unadensidadde ‘(DaT de —1.8 ±0.9 pA/pE, encélulasventriculareshipertróficasde gato,

valor que estápordebajode la densidadque nosotrosdescribimostambiénen células

ventriculareshipertróficaspero de rata. Estadiscrepanciaque surgeen los diferentes

valoresde densidadde ‘(Dat, e incluso de otrascorrientes,entrelos diferentesestudios,

se podría atribuir a las diferentes especiesanimales utilizadas y al método de

disociación,ya que &af esunacorrientemuy sensiblea las enzimasutilizadasduranteel

procesode disociacióny a la duracióndel tratamientoenzimático(Alvarez y Vassort,

1992). Respectoa los diferentesvalores observadosde ‘(DaT en la presenteTesis

Doctoral y los descritos anteriormentepor Nuss y Houser, (1993), en células

ventriculareshipertróficasde gato, una posibleexplicación radicaríaen la duracióny

severidadde la hipertrofiacardiaca.Nuestromodelo experimentalrepresentaun estadio

de hipertrofiamoderadacompensada,mientrasque en el estudiopublicadopor Nussy

Houser,el modelo experimentalutilizado fue de una hipertrofiasevera.En estesentido

hay que indicar que el argumentosobreel cambioen la densidadde algunascorrientes

iónicascon respectoal gradode hipertrofiaha sido esgrimidoya porHart (1994),para

explicarlas diferenciasobservadaspordiversosinvestigadoresen el casode la densidad

de 1w. en diferentesmodelosexperimentalesde hipertrofia.Actualmentese aceptaque

la densidadde haL puedeestarincrementadaal comienzodel desarrollodel procesode

hipertrofia (Kleiman y Houser,1988; Keung, 1989; Beuckelmanny cols., 1992; Ryder

y cols., 1993), en la hipertrofia compensadaque se mantienecerca de un status

fisiológico o incluso en estadiosmedios de la enfermedad,la densidadde ‘(D41

permaneceinalterada,(Scampsy cols., 1990; Sen y cols., 1990; Brooksby y cols.,

1993b) y disminuyede formaimportanteen lahipertrofiaseveracercanaal infarto o la

insuficienciacardiaca(Nussy Houser,1991;Rydery cols 1991;Rossner,1991).

En los resultadosquenosotroshemosobtenidoen cuantoala densidadde &aL en

hipertrofiay control, seobservaque no existeningunamodificación en los valoresde

densidadde ‘(DaL con la hipertrofia.Los animalesque utilizamos en estaTesisDoctoral

fueronsacrificadosalas 9 semanasde someterseauna operaciónparaestenosarla aorta

abdominaly así inducir unahipertrofiaporsobrepresión.En esosmomentos,al hacerel

cocienteentreel pesodel corazóncon relaciónalpesocorporal,ésteseencontróun
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27 % mayor en la hipertrofia, por lo que asumimosque nuestromodelo representaen

esemomentoun estadiomedio de hipertrofia compensada.En todo momentose habla

de densidadde corriente,ya queel conjuntode los estudiosque se hanpresentadosobre

los cambiosde las corrientesdurante la hipertrofia tienen sus datos normalizadosy

referidosa la superficiemembranal,la cuálestáaumentaen la hipertrofia,de tal manera

que el númerode canalesde calcio si se ve aumentadoy la amplitud de la corriente

también, pero al referirla a la superficie de membrana, la densidadde corriente

permaneceinalterada(Scampsy cols., 1990; Gómezy cols., 1997).

El análisis cinéticode LaL, en nuestrosresultadosmuestrauna dependenciade

voltaje de la activación de la corrientemuy similar entre las células controlesy las

hipertróficas.En cambio,si nos fijamos en la inactivaciónen estadoestacionariovemos

que existe un desplazamientode la curvahacia la izquierda(figura 22), es decir, a

potencialesmás hiperpolarizados,en el caso de la hipertrofia, el potencial al que se

produceel 50% de inactivaciónen control es de -19.4±0.12mV en control y -3 1.7 ±

1.7 mV en la hipertrofia. Estehallazgopodría ayudara explicar porqué en la curva

densidadde corriente-voltajeel pico de corrienteen la hipertrofiase encuentraa-10 mV

y en cambioen control se encuentraa O mV, es decir,tambiénestádesplazadohaciala

izquierdacon respectoal control.

Aunque de los experimentosrealizadosen la presenteTesis Doctoral, no se

puedeextrapolarun mecanismoespecíficopara explicar el desplazamientoobservado

en la curva de inactivación en estado estacionarioen la hipertrofia, sí podríamos

especularque éstepodría ser el resultadode un cambio localizadoen el potencialde

membranaen la proximidadde los canalesde calcio (esdecir un cambioen la cargade

la superficie membranal).Por el contrario, el valor al cuál se produceel 50 % de la

activaciónno seve prácticamentemodificadoen lahipertrofia (y50 en control: -13.9±

1.1, en hipertrofia: -15.0 ±1.4); (figura 21), lo que sugeriríaque la dependenciade

voltaje de la activación está determinadopor un mecanismodiferente de aquel

implicadoen ladependenciade voltajede la inactivación.

Aún más,en nuestrosexperimentosse demuestraque la corrienteventanapara

‘(DaL es menor en la hipertrofia que en control (figura 23). Este hallazgo sugierela
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existenciade un mecanismocompensatorioo bienunarespuestaadaptativadel corazón

hipertrófico, para evitar una excesivaprolongaciónde la duración del potencial de

acción,debidoa los otroscambiosproducidosen las corrientesde membrana(parauna

revisióncompletaver: I-lart, 1994).

Volviendo de nuevo a ‘(DaT, las característicasdescritasen nuestrosresultados

concuerdancon las descritaspor otros autoresparaestamisma corriente(Bean, 1985;

Hagiwara y cols., 1988; Alvarez y Vassort, 1992; Balke y cols., 1992). ‘(DaT se

caracterizapor sudependenciade voltaje ya que se activa a potencialesmás negativos

que ‘(Dal, en nuestrocaso comienzaaactivarsea —50 mV presentandoun pico máximo

de corrientea —20 mV mientrasque ‘caL comienzaa activarseentre—30 y —20 mV y

presentaun pico máximo de corrientea —10 mV (en célulashipertróficas)o O mV (en

célulascontroles)y ademásrequierede un potencialde fijación másnegativopara su

registro (-90 mV frente a los —SO mV utilizados como potencial de fijación para el

registrode &aL pura). Porotro lado, sucinéticaestambiéncaracterísticade la corriente

al seruna corrientemucho más rápida y transitoriaque ‘(DaL, el tiempo al pico fue de

5.5 ±0.3 ms frentea los 8.1 ±0.3ms obtenidospara fraL. Otra característicade ‘(DaT C5

su no selectividad al bario frente al calcio como ion transportador,ya que su

conductanciano se ve modificadaen presenciade uno u otro ion, a diferenciade fraL

cuyaconductanciaaumentagrandementeen presenciade bario (figura 24). Porúltimo,

‘(DaT semuestrasensibleal bloqueoporníquel50 gM (figura25).

Seriainteresantehacerconstarquealgunosautoreshan descritola existenciade

una corrientecuyas característicasson muy semejantesa las de la ‘(DaT descritaen la

presenteTesisDoctoraly que podríanserconfundidasentresi. Estaotra corrientede

entradade bajo umbral, se ha observadoen ausenciade Na’ extracelularen células

auriculareshumanas(Lemaire y cols., 1995), de rata (Aggarwal y cols., 1997), de

cobayo(Cole y cols., 1997)y célulasventricularesde rata(Santanay cols., 1998); Seha

llamadocorrientede calcio sensibleaTTX (‘ca-Ti. La relaciónentrelos canalesporlos

que fluye ‘(DaTTX y 1Na, esaúnhoy materiade debate(Santanay cols., 1998;Nussy cols.,

1999; Nargeot,2000),ya que algunosautoresdefiendenque esunacorrientegenerada

por la permeabilidad al Ca2~ de los canales de Ná~ clásicos que se vuelven

“promiscuos” al ser modificados por fosforilación en presencia de esteroides

cardiotónicostales como la ouabainay digoxina (Santanay cols., 1998),mientrasque
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otros autoresdefiendenqueexisteunasubpoblaciónde canalesde Nat funcionalmente

distintosa los canalesde Na~ clásicosque en ausenciadel agonistao del ion Na~ en el

medio extracelularpodriandejarpasarasutravéscalcio(Aggarwaly cola, 1997).

La existenciade k;aT y 1wrx se ha demostradosiemprepor separado,pero

actualmentehay un estudioque muestrala coexistenciade ambascorrientesen células

ventricularesde cobayo(Heubachy cols., 2000). Ambas corrientesse muestrancon

característicasdiferentesaunquese activena potencialesmuy similares.Sonfácilmente

diferenciablesutilizando níquel y TTX, ya que ‘(Dat es una corriente insensible a la

presenciade TTX pero sebloqueaporníquel,mientrasque ‘C?aTTX es sensiblea TTX y

no muestrasensibilidadal níquel.

Para finalizar cabe reseñarque debido a que el rango de activación de la

corriente T puede solaparsecon la corriente de sodio. Nuestros estudios fueron

realizadosomitiendoel sodiode las solucionesy en presenciade TTX (ver secciónde

materialy métodos).Comparandolas corrientesobtenidasenpresenciay ausenciade

Na~, actualmenteestádemostradoque ambascorrientes,1Nu e ‘(DaT, son independientes

entresí (Tygat y cols., 1990c).Más aún, enpresenciade TTX, la presenciao ausencia

de Na~ enel medio no alteralaamplitudni la cinéticade 1caI (Alvarezy Vassort,1992).

5.1.3. 1CaT Y ARRITMIAS

Ademásde estar implicadaen los procesosde crecimiento y desarrollo, ‘(DaT

puedemodularalgunasde las característicaselectrofisiológicasdel corazón,lo que a su

vezpodríadar explicaciónalpapelque desempeñaen el ventrículohipertrófico.

Numerososestudiosclínicos han demostradoque la presenciade hipertrofia

ventricular izquierda aumentala incidencia de arritmias ventriculares(Levy y cois.,

1987). Por otro lado, las evidencias experimentalessugieren que el mecanismo

responsableparala apariciónde estasarritmiasincluye la reentraday las cambiosen la

actividaddesencadenada(Aronson,1981; Martins y cols., 1989).
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La existenciade la hipertrofiacardiacaestánormalmenteasociadaa la fibrosis

intersticial (Weber y Brilla, 1991) y a la presenciade áreas de baja conduccióno

bloqueounidireccional,lo que facilitaría la apariciónde arritmiaspor reentrada(Pye y

Cobbe, 1992). Por otro lado, el miocardio hipertrófico presentaun aumentode la

duracióndelpotencialde acción, lo quede por sí podriaaumentarel riesgode actividad

desencadenada(postdespolarizacionestempranasy postdespolarizacionestardías).

En estecontexto,en los resultadoshemosdescritola existenciade unacorriente

ventanaparaical, que fluye en el intervalode potencialesentre—60 mV y —20 mV, lo

quepodríasuponerunacorrientede entradaal final de la fasede mesetaque facilitaría,

junto con la disminuciónde I~, el aumentoen la duracióndel potencialde accióndel

corazónhipertrófico y aumentaríala probabilidad de la apariciónde arritmias por

postdespolarizacionestempranas(Ertel y cols.,1997). En estesentidoseríanecesariola

realizaciónde másestudiosfuncionalesque confirmaránel papelde ‘(DaT en algunade

las arritmiasasociadasala hipertrofia.

‘aT sepresentaen un intervalodepotencialesmásnegativosque 1caL• Basándose

en estosvalores, Zhou y Lipsius, 1994, explicabanque únicamentela corriente ‘(Dat,

podríaestarcontribuyendoa la pendientediastólicaenel potencialde acción (Fase4).

La ideaseapoyaen los experimentosrealizadoscon níquel el cual inhibe totalmentela

1(DaT en célulasmarcapasosaisladasde aurículade gato,y al mismo tiempoal inhibirse

~ también se inhibe la fase de lenta despolarizacióndiastólica. Esta inhibición

produceun aumentoen la duración del ciclo del potencial de acción hasta que se

produceel disparode un nuevopotencial,apoyandolahipótesisde que ‘(DaT contribuye

a la función marcapasoslatente. Además parece ser que efectivamente,1caT está

mayormenteimplicadaen la función marcapasoslatenteque en la funciónmarcapasos

primaria, ya que en células marcapasodel nodo senoauricularla inhibición de esta

corriente no produce un aumentotan marcadode la fase de lenta despolarización

diastólicaentreel final de un potencialde accióny el inicio del otro (Hagíwaray cols.,

1988). De hecho, el niquel produce un mayor efecto en estas células cuando se

hiperpolarizanmediantela inyecciónconstantede una corriente,lo que indica que ‘(Dar

contribuyemayormentea la actividadespontáneaa voltajesdiastólicosmásnegativos,

esdeciren células latentes.Esto surgetambiénen apoyode que la apariciónde ‘(Dar en
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el ventrículohipertrófico,podría generarla apariciónde focos ectópicosde actividad

espontáneay comoconsecuenciaarritmias.

5.2. MODULACION DE ‘CaT

Aunque la farmacologíade los canalesde calcio tipo L se ha investigado

ampliamente, debido fundamentalmentea la gran importancia terapéutica de los

antagonistasdel calcio utilizados en clinica, no hay tanto conocimientosobre la

farmacologíadel canalde calcio tipo T. Sin embargo,aunquesehancomenzadoahacer

muchosexperimentosal respecto,el conjuntode la literaturapublicadaesen muchos

casoscontradictoria.La mayoríade los agentesfarmacológicosprobadostienenademás

una actividadimportantesobrelos canalesde calcio tipo L, lo que indica que existe

muchasimilitud en los sitios de interaccióndel fármacocon los canalesL y T.

5.2.1. EFECTO DEL MIBEFRADILO SOBRE ‘car e ‘CaL

La búsquedade un bloqueantede los canalesde calcio tipo T ha ido adquiriendo

másy más importanciaa medidaque se van conociendomáspropiedadesde estecanal

y supapeltantoen situacionesfisiológicascomopatofisiológicasva siendopocoa poco

esclarecido.

En nuestrocaso,ya habiendosido descritoel efecto inhibitorio del mibefradilo

sobrela corriente‘(DaT (Osterriery Holck, 1989), utilizamos estefármaco como simple

herramientafarmacológicaparatenerun dato másen la caracterizaciónde la corriente

‘(Da encontradaen la substracciónde las corrientesobtenidasa los potencialesde

fijación de —90 mV y —50 mV, como ‘(DaT•

En los resultadosobtenidosal pulso test de —40 mV, pulso al que fraL estáaun

inactiva(como se demuestraal despolarizarla membranaa —40 mV desdeel potencial

de fijación de —50 mV), observamoscomoel mibefradiloescapazde bloquearde forma
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efectivala corriente‘caT, y que estebloqueofue reversible,ya que tras un tiempo de

lavadola corrientecomenzóa recuperarse.

No fue posiblerealizarla relacióndensidadde corrientevoltaje enpresenciade

mibefradilo, porque como después discutiremos, el mibefradilo produjo una

disminuciónmayor de la corriente‘(DaL a —50 mV que —90 mV, la corrientediferencia

queobteníamosen mayorque en condicionescontrol.

El hechode que el mibefradilosea un fármacoque bloqueedemaneraeficazel

canal de calcio tipo T, abre el campo de la investigaciónde estecanal y facilita su

caracterizaciónbioquímicay funcional, así como la posibilidadde aislar y donar las

proteínasque lo componen,basándoseen la afinidad de este fármaco por el canal

(Mishra y Hermsmeyer,1994a). De hecho, ya actualmentese tienen datos de la

donaciónde éste y de algunasde sus subunidadescomo demuestranlos trabajos

presentadosporPérez-Reyesy cols.,(1998).

La interaccióndel mibefradilocon los canalesde calcio voltaje dependientes,ha

sido estudiadapreviamenteen diferentesmodelos,utilizando ratashipertensas(Hcfti y

cols., 1990), corazonesaislados,anillos de diferentes lechosvascularese intestinales

(Osterriery Holck, 1989) o miocitos aislados(Liang-min y Osterrier, 1991; Bian y

Hermsmeyer,1993).El mibefradilodisminuía la presiónarterialde modo 3 a 5 veces

más en las ratashipertensasy teníaun efecto inotrópico negativomásdébil sobre la

contraccióncardiacaque el verapamilo(Hefti y colss., 1990). Además,la afinidad del

mibefradilo por los canalesL de diferenteslechosvascularesy corazónfue en orden

coronarias>venas>corazón(Liang-miny Osterrier,1991; Bian y Hermsmeyer,1993).

Los resultadosque obtuvimosen la presenteTesis Doctoral al tratar de ver el

bloqueode mibefradilosobreel canalT mostraroncomo estebloqueo,no eraselectivo

sino queademásejercíaun porcentajede inhibición sobrela corriente‘(DaL• Yaestudios

anterioresdemostraronqueel bloqueo,queun principio sepensóselectivoparael canal

en realidadno eraasí, y tambiénejercíaun efecto inhibitorio del canalL (Lacinovay

cols., 1995; Abernethy, 1997; Sarseroy cols.. 1998; Karam y cols, 1999; Mocanuy

cols., 1999; Parentde Curzony cols.,2000).
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Nuestrosresultadosmostraronque en los miocitos aisladosde los corazones

hipertróficosde ratael mibefradiloprodujo unainhibición del 50 % en ‘caL obtenidaa—
50 mV de PE, mientrasque estainhibición sólo fue del 30%en el PF de —90 mV. Este

efecto dependientedel voltaje del mibefradilo concuerdacon resultadosexpuestos

anteriormentepor otros autoresen miocitos auricularesde cobayo (Liang-min y

Osterrier,1991; Ertel, 1996; Bernardeuy Ertel, 1997) y en miocitos cultivados de rata

adulta o neonatal(Margoni y cols., 1997). El hecho de que el mibefradilo sea más

potenteapotencialesmásdespolarizados,haceque suefectoseamás limitado anivel de

las célulascardiacasno automáticas,cuyo potencialde reposoestáentornoa —80 mV,

comparadocon las célulasmuscularescuyo potencialde reposoestáentornoalos —50

mV (Clozel y cols., 1997). Estemismo hallazgopodríasugerirunaexplicacióna cerca

de la disminución de la frecuencia cardiacaen repuestaal mibefradilo descrita

anteriormente(Hermsmeyer,1998). El potencialde reposoen células automáticasse

encuentradespolarizadocon relaciónal restodel corazón(alrededorde —60 mV) por lo

que el mibefradilo actuaría de forma mayoritaria sobre el canal de calcio tipo T

observadoen estascélulas,el cuál estáimplicadoen la fase4 delpotencialde accióno

fasede lenta despolarizacióndiastólica,de maneraqueal quedarinhibido enpresencia

del fármaco aumentaríael intervalo de tiempo entre potencialesde acción y como

consecuenciadisminuiría la frecuenciacardiaca,pero sin llegar a activar los sistemas

presoresreflejos.

Por lo que respectaal efectode mibefradilosobrela cinéticade tcaL, observamos

como esteno produjo ningún cambio en las propiedadescinéticasde inactivaciónen

estadoestacionarioy reactivaciónde la corriente,siendolos parámetrosde V
50 similares

en presenciay ausenciadel fármaco(figuras29 y 30).

El mibefradiloademássepresentacomo un bloqueantetónico del canal ‘(DaL y

dependientede frecuencia,como previamentehabíasido descritopor Lacinovay cols.,

1995).El bloqueotónico queejerceel mibefradilosobrenuestrascélulasque fue de un

68%,valor bastanteimportante,mientrasque el efectodependientede la frecuenciafue

aproximadamentede un 32%. De acuerdocon la teoríade la modulaciónde receptores

porunión de un ligando (Hille, 1977; Hondeghemy Katzung,1984), estaspropiedades

indicanque el fármacopodríainteraccionarcondiversosestadosfuncionalesdel canal.

Porotro lado el mibefradiloactúaejerciendoel ya descritobloqueotónico. Estetipo de
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bloqueohatratado de serexplicadoporunióndel fármacoal estadocerradoo de reposo

del canal(Hondeghemy Katzung,1984).

Con estosdatos,podemosconcluirque el mibefradil no sólo bloqucael canalde

calcio tipo T sino tambiénel canalde calcio tipo L, aunqueaún así, el bloqueoesmás

potentesobreel canalT, ya queéstesebloqueaen un 83 % en presenciade mibefradilo

1 gM, mientrasque el canal L se bloqueaen un 50%. Por último, si seproduceun

efectodependientede frecuencia,podríamosespecularque si al aumentarla frecuencia

el bloqueoesmayor,estoseríaútil en el momentode producirsearritmiasy taquicardia

en el transcursode ciertas enfermedadescardíacas,ya que su efecto bloqueante

aumentaríaal producirseel aumentode la frecuencia.

5.2.2. NIFEDIPINO Y BAY K8644

A pesarde queinicialmentesedescribióunafalta de sensibilidaddel canalT por

las dihidropiridinas agonistas y antagonistas,posteriormentenumerososartículos

describieronun efecto de las dihidropiridinas sobre ‘(DaT a concentracionesmuy

semejantesa las utilizadasparala inhibición del canal‘(DaL (Bean, 1985;Akaike y cols.,

1989; Bonvallet y Rougier, 1989;Hirano y cols., 1989; Loirandy cols., 1989; Tsengy

Boyden. 1989; Kuga y cols., 1990; Bois y Lenfant, 1991; Takahshiy Akaike, 1991;

Alvarezy Vassort,1992; Cohen y cols., 1992; Romainy cols., 1992; Wu y cols., 1992;

Rubio y cols., 1993; Ertel y cols., 1997).

En nuestrocaso hemosutilizado dos dihidropiridinas una agonista,el BAY

K8644 y otra antagonista,el nifedipino, que ejercendiferenteacciónsobreel canalT.

Así el nifedipino a la concentraciónde 1 1iM, produce no sólo una inhibición ya

conocidadel canalL sino tambiénuna inhibición importantedel canal T. La densidad

de ‘(DaT a—20 mV en condicionescontrolesfue de —5.20±0.83 pA/pF, pero en presencia

del fármacose vio inhibidaprácticamenteen un 80% hasta—1.75 ±0.28 pA/pF. Estos

resultadosconcuerdancon los obtenidospordistintosinvestigadoresutilizando también

nifedipino (Akaike y cols., 1989; Alvarez y Vassort,1992; Wu y cols., 1992). No es

extrañoque estosfármacosbloqueenel canalT ya que a concentracionessimilares las
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díhidropiridinasantagonistastienentambiénefectosinhibidoressobrela corrientede Na

(Yatani y cols., 1985)y de potasio(Humey cols., 1985).

Pero no para todas las dihidropiridinas se ha descrito el mismo efecto hay

algunosautoresque han utilizado algunasde ellas parapoderdiferenciarla corriente

‘(Dat de Ica[~, debidoa la falta de efectode la dihidropiridina en cuestiónporel canalT.

Así, Bean, (1985) y Balke y cols., (1992), utilizando un rango micromolar de

nitrendipinono observaronefectosobreel canalT. En contraste,Galány cols., (1998),

sí observaronun efecto del elgodipinosobreel canal T, aunqueen menormedidaque

otras dihidropiridinas,como el oxodipino, posiblementedebido a la mayorpotenciade

laelgodipinosobreel músculoliso vascularquesobreel corazón.

Los resultadosrespectoal efectode las dihidropiridinassobre‘(DaT, siguensiendo

hoy en díabastantecontradictorios,ya no sólo entrelas distintas dihidropiridinassino

paraun mismofármacoen distintaspreparaciones.

En cambiono son tandiferenteslos resultadosencontradosparael Bay K8644,

una dihidropiridina agonista.Nuestros resultadosmostraronque dicho agonistano

produjoningunaalteraciónen la densidadde corrientede ‘caí (controla—20 mV: -3.11

±0.53 pAlpE, Bay K8644: -3.42±0.80 pA/pF),mientrasquea la mismaconcentración,

la densidadde ‘caL si se vio aumentada.Estosresultadosconcuerdancon los resultados

anteriormentedescritosen aurícula de perro (Bean, 1 985) y en células de Purkinje

(Mitra y Morad, 1986, e Hirano y cols., 1989) mientrasque en aurículade rana se

observóun aumentode ‘Caí por efectodel Bay K8644, aunqueenmenormedida que

sobre1ca¡ (Alvarezy Vassort,1992).

En estepuntohay que reconocer,que no sólo las diferentesespeciesy tipo de

células utilizados pueden explicar los diferentes resultados, sino que incluso los

disolventesutilizados en la preparaciónde los fármacosinfluyen. De hecho se ha

descritoque la nifedipinadisueltaen DMSO, en vezde acetonao etanol,esmáspotente

inhibiendo l(Dal, y que sólo en DMSO es capaz de inhibir ‘caí en células de

neuroblastoma(Wu y cols., 1992).Además,es dificil valorar los efectosinhibidoresde

las dihidropiridinassobre1(Dar y ‘caL, debido a la marcadadependenciade voltaje de
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muchosde los efectosobservadosparaestos fármacossobre1caL (Vassorty Alvarez,

1994).

5.2.3. ENDOTELINA-1 Y ANGIOTENSINA II

No más contradictoriosque los anterioresson los resultadosdescritosen la

modulaciónde ‘caí porpéptidosneurotransmisoresinternosdel tipo de la Angiotensina

11 y la Endotelina-1.

Respecto a los resultados obtenidos para la angiotensina II, nosotros

observamos,que estepéptido no ejerceacciónalgunasobrela corriente‘(DaT, de manera

que la densidadde corrientepermaneceinalteradaen presenciay en ausenciade la

angiotensinaII 100 nM (figura 36). Estosresultadoscontrastanporun ladocon trabajos

publicadosque describenun aumentode estacorrienteporacciónde la angiotensinaII,

medianteunión a receptoresAT
1 (Coheny cols., 1988; Bonvallet y Rougier, 1989) y

porotro ladoconotrostrabajosque describenuna disminución,por unióna receptores

AT2 (McCarthy y cols., 1993; Buissony cols., 1995). El mecanismode acciónpor el

cuál la AngiotensinaII ejercesu efecto es aún bastantedesconocidoy complejo. En

célulasbovinas de médulaglomerulosaadrenal,pareceque envuelvedoscaminosde

transducciónen paralelo:la activaciónde la kinasaII dependientede calmodulinay la

unión aunaproteínaU inhibitoria (Ertel y cols., 1997),aunqueno se descartatampoco

la intervenciónde la PKC (Vassorty Alvarez, 1994).

Por otro lado, la acciónde la ET-1 sobrelas corrientesde calciono dejade ser

menospolémica,tanto para ‘cal, como parakaT. En nuestrocaso observamoscomo la

ET-1, a la concentraciónde 1 0 nM, produceunadisminuciónsignificativade ‘(DaT desde

un valor control de —2.74±0.34pA/pE hastaun valor de —1.01 ±0.29pA/pF con ET-l,

esdecir un 70 % de inhibición aproximadamente.Estosresultadosseven apoyadospor

los ya descritos recientementepor Tanaka y cols., (1998), en células del nodo

sinoauricularde conejo,en cambio,contrastanpor los descritosporFurukaway cols.,

(1992)en miocitos neonatalesde rata.Esteúltimo autordescribeque el efectode la

ET-l sobre
1(Daí, esmediadoatravésde la PKC. Sin embargo,Tsengy Boyden,(1991),

utilizando TPA, un activadorde la PKC, describenunadisminuciónde ‘(Da~ en miocítos
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ventricularesde perro y ademásen célulasOH3,,, la activaciónde la PKC porésteresde

forbol produceunareducciónde ‘(DaT (Marchettiy Brown, 1993).

Lo que sí parecemás claroes que los cambiosinducidosen la amplitud de ‘(DaT

poracciónde estospéptidos,transcurresin cambiossignificativos en la cinética de la

corriente,tal y como nosotrostambiéndescribimos(Alvarezy Vassort,1992).

Todo indica que aún quedamucho por hacery descubrir con respectoa la

modulación de Ic,,í por péptidos internos neuromoduladoresno sólo sobre los

mecanismosintracelularesinvolucradosen la modulaciónde los canalesde calcio, sino

tambiénaescalafuncionaly susposiblesimplicacionesfisiológicasy patofisiológicas.

5.2.4. ESTIMULACIÓN ADRENÉRGICA

La exposiciónde nuestrascelulas hipertróficasal isoproterenol1 iM, no sólo

produjo un aumentode la corriente fraL, sino que además,y en nuestrocaso, lo que

realmentenosimportabaeraque tambiénprodujoun aumentosignificativo de la ‘Caí. El

valor de la corrienteendensidaden control y en el pico de corrientea—20 mV fue de

—3.21 ±0.60 pA/pE, el cuál aumentaen un 90 % en presenciade isoproterenol,-5.97±

0.84 pA/pE.

Tampocoexisteen la bibliografia datos concluyentesentornoa la estimulación

[3-adrenérgicay el canal T. Hay autores que apoyannuestros resultados,y que

describieronun aumentode lacorriente‘(DaT en presenciade isoproterenolen aurículade

rana (Alvarez y Vassort, 1994; Alvarez y cols.. 1996), en células ventricularesy de

Purkinje de perro (Tsengy Boyden, 1991) y en ventrículo de cobayo(Mitra y Morad,

1986). El trabajopresentadopor Tsengy Boyden,(1991),describióque el aumentode

‘(DaT erasecundarioal aumentode la concentraciónde calcio intracelulartrasel aumento

de ‘(DaL~ Además,el aumentode ‘cay eramayor en presenciade isoproterenolque si se

eleva la concentraciónde calcio intracelularde manerasostenida,debido a que el

aumentoen la concentraciónde calcio por isoproterenoles de manera intermitente

durantelas despolarizaciones.Por tanto,el aumentointermitentede lasconcentraciones

de calcio intracelularpodríasermásefectivoqueun aumentosostenidoen el tiempo. Lo
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que si parececierto esque el efectodel isoproterenolsobre1(Daf es independientede un

aumentoen los niveles de AMPc cíclico (Alvarez y Vassort., 1992). En cambio,otros

autores(Tygat y cols., 1988; Charinet y cols., 1991 y Hagiwaray cols., 1988), han

descrito una falta de sensibilidadal isoproterenolpor parte de la corriente ‘CaT• Las

posiblesdiscrepanciaspodríanexplicarsepor las diferentescondicionesexperimentales

utilizadasencadacaso.

Respectoal efecto de la estimulaciónai-adrenérgicasobrela corriente‘(DaT, los

articulospublicadossonaúnmáscontradictorios,pero ya no sólo en el efecto sobreésta

corrientesino tambiénen el efectosobre‘CaL- Mientrasque en aurícula de rana seha

descritoun aumentode lc-¿y por noradrenalinaen presenciade propanolol (Alvarez y

Vassort, 1 992), en neuronas sensorialesde poíío se ha descrito una disminución

(Marchetti y cols., 1986). En nuestrascondicionesexperimentalesseobservó,que la

fenilefrina 1 ytM , agonista a
1, produjo una disminución del 60-70% de I(Day (por

ejemplo, a —20 mV en control: -2.746±0.427 pA/pF, y en presenciade fenilefrina

disminuyehasta—l.410±0.140pA/pL).

En artículosanteriores,habíasido descritoun efectovariablede la estimulación

a1 sobre‘Caí, en célulasdePurkinjede perro (Tsengy Boyden, 1 989). La estimulación

adrenérgicainduce al menos dos cambiosintracelularesimportantescomo son una

elevacióndel calcio intracelularvía aumentode los nivelesdc inositol trifosfato (IP3), y

unaactivaciónde la PKC por la génesisde diacilglicerol (DAG). Porello, estosmismos

autoresen una publicaciónposterior (Tsengy Boyden, 1991), trataron de explicar sí

estadualidadde mecanismosintracelulareseranlos causantesde la variabilidaden los

resultadosobtenidos por la modulación a1-adrenérgicasobre ‘(Daí~ Llegaron a la

conclusiónde que el cambioen la amplitudde la ‘cay dependíadel balanceentre IP3-

calcio intracelularparaaumentar‘(DaT, y del balanceDAG-PKC, parasu disminucion.

En realidad, esta misma línea de argumentaciónpodría ser válida para los efectos

variablestambiénobservadosde la estimulaciónar adrenérgicasobre‘caí>
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1) En la presenteTesis Doctoral sedemuestra,porprimeravez, la existenciade una

corrientede calcio en células ventricularesprocedentesde corazoneshipertróficos

de rata, que no se observó en estasmismas células procedentesde corazones

controles.Estacorrienteseidentificó como una corrientede calcio tipo T, debidoa

sus caracteristicascinéticas,su dependenciade voltaje, su similar selectividadal

bario frenteal calcioy supotentebloqueoporníquely mibefradilo.

2) La superposiciónde las curvas de activación e inactivación para la corrientede

calcio tipo T, mostró la existenciade una corrienteventanacomprendidaen un

intervalo de potencialesentre —60 mV y --20 mV. Esto suponeuna corrientede

entradafluyendo al final de la fase de mesetadel potencial de acción, lo que

favoreceríala aparición de arritmias por postdespolarizacionestempranasen el

corazónhipertrófico. Por tanto, la existenciade estecanal de calcio tipo T en el

ventrículoizquierdode corazoneshipertróficos,podríaparticiparen los mecanismos

asociadosa la mayor incidenciade arritmias asociadasa la hipertrofiaventricular

izquierda.

3) La corriente de calcio tipo T, puestade manifiesto en las células ventriculares

hipertróficas de rata, se muestrasusceptiblede modulación farmacológicapor

diversosagentes.Así, la estimulaciónai-adrenérgica,algunasdihidropiridinasy la

endotelina-1, producen una disminución de la corriente, mientras que la

estimulación[3-adrenérgica,la aumenta,y la angiotensinaII y el HAY K8644, una

dihidropiridinaagonista,no la modifican.

4) Por último, el mibefradilo no sólo demostrósu eficacia en bloquearal canal de

calcio tipo T, sino que tambiénmostró un efectobloqueantesignificativo sobreel

canaldecalcio tipo L.
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