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RESUMEN.
EL Ba++ puede subsrirtuic al Catt eomo activador de la
contyaceiln  muacnlar, Baje cievtae condictones expoarimentales
produce contracturss estables y sostenidas en et misculo cardfoco,

Estas contracturas e han usado amplismente an investligaclopes sobre

las propledades weednicas del mOsculo cavdface. Sin embarge, el

mecanismo responsable del desarcollo de tensidn y Los procesos

invalutrados er ln fose de rolajocion de entas contracturas, no  han

aido dilucidados.

En ol presente trabajo, sr probd l1a hipdtesis de que 1a

contractura e5 causada por wun incremeato de la concentracidn

intracelular de Bat+ causado por un infiujo de Bat+ o través de los

canglas del Cat#+ ablertos por la depolarizacidn y, se analizd 1a

posible parcicipacidn del rerfeule wsarcoplienico en la fane da
relujneidn. Para tal fin se reallzd, en mbsculos papilares de la
rata, una serie de experimentos, <uyo propdeito fud: a}.~ Encontrar

lan condiclonea  Gptimas baje las  cuales ae producen las

contracturas. b).- Determinar si 1la contractura es causada por el
Influjo tramsarcolemal de Ba+k & por la liberascidn de Cott da

depGaites ineracelulares vy ¢).~ Analirzar los efectos de Ia

tamperatura y de la cofefna sobre 1o fzse de telajacifn,

Estos experisentos mostraron? 1}.~ ue el blogueo de los

cansles de Co++ con Cot+ y ls  dlaminucidn del pli previenen el
desarrollo de ls conrractura, si dichas maniobras se vegliizan antes

de la aplicacién del HBa++ y producen wuna relajacifn cusndo we



efectfan durante el degarrollo de la contractura. 2).—- Que 1la
contractura se sipue observando en preparaciones previamente’
expuestas 4 la cafelna (30 mM) y a perfodeos prolongados de perfusidn
con solucidn de Tyrode libre de Cat+, 3).- Que la velocidad de
relajacidén sumenta cuando se incrementa la temperatura (Q10.3) ¥y
disminuve en presencia de cafecina. 4).~ Que 1la aplicacidn de
cafeinn durante la fase de relajacidn de la contractura inducida por
Ba++ produce una contractura ge amplitud varias veces mayor que la
inducida por este firmaco antes de la exposicifn de lea preparacién

al Bak+,

Los resultadosa de aste estudio sugleren que el desarrcllo de
tensidn durante la contractura es atribuible a la activacidn directa
de los elementos contréictiles por el Bat+ que entra a través de Jlos
conales del Cat ¥ que el retfculo psarcopldsmico es capaz da
acumular el Bat+ aunque al parecer, no es 1a infca ostructura dque
participa en la famse de relajaciln de la contractura. Finalmente,
se propone la existancia de un proceso capaz de extruir activamente

al Ba+, hacia el 1lIquido extracelular.



Ii).~ INTRODUCCION.

1).~ REACCION BASICA DE LA CONTRACCION:

La renaccién bdsica de ln contraccidn en la fibra muscular
intacta es la interaceidn entre dos poblaciones de molEculaa
proteicas que forman dos tipes de filomentos qua se interdigitan
antre sIf. Por un lado se encuentra la wmiocaina que forma el
f{lamento grueso y, por el otro Sc encuentra la actina que forma el
filamento delgado. Como fu€ primero propuesto por H.E. Huxley y
Handson (1954) y A.F. Huxley y MNiedergerke (1954) y ahora es
aceptado generalmence, la contraccidn se basa en el desliramiento
relativo de eastns dos series de filamentos, uno cen respecto a otro,
utilizando la energfa derivada de la bidrﬁlisia del trifesfato de
adenosina (ATP). Los fllamentor delgndos de actina estiin unidos a
les discos Z, wmientras que los filamentos grueses Je micsina ocupan

¢] centro de la sarcSmera (H.E. Huxley,1972, 15371).

Individualnente Jlas moléculas de actina mon relativamente
esfdricas con un radio de aproximadamenta 2.8 nm ., pero eén la
célula muscylar forman pol{meros a manera de cordones de doble hebra
de cerca de 1 um de longleud. Las moléculag de wiosina son
altamante animftricas (Lowey, et al., 1969), consisten de una
porcién alargada en forma de bastdn a la cual se le unen dos
porciones globulares llamadas cabezas. Loa filamentos gruesos de
niceina de aproximadamente 1.5 um de Innsitud. esthin formados por la
interaccidn de las porciones an forxme de bastdSn. Las cabezas de la

mionina ss provectan sobre la suparficie da estos filamentos, y son

-7 -



vieibles an las micrograffas electrénicas como proyecéiones
lutnrnlés del filamento gruesoc. Estas cabezas Interactiion con-jn
actina de los filamentoa delgados durante la contraccidn formando
los puentes transvarsos. El movimiento, hacis el centro de la
sarcimera, de estos puentes transversos unides a lan actina origina
un movimiento relativo de 1los filamentos y el acortamiento del

miisculo o, #n condiciones isométricas, el desarrollo de tensién.

La cnergfa para el trabajo realizado al contraarse la célula es
derivada de moléculas de ATP, que se hidrolizan durante cada
interaccisn efclica con la actina (A.F.Huxley,1957; H.E. Huxley
1969, Taylor, et al,, 1970) en un aitio con actividad de ATPasa

locatizado en las cabezas de micsina.

La ;finidad de la miosina por la actina es tan alta que en
ausencia de ATP y otras proteinas, las dos mol&culas permanecerian
fijas una a la otra para producir 1o que se ha 1llamado "estado de
rigor™ (Daves, 1965, White,et al., 1970). El1 ATP causa 1a
digociaciSn da las dos moléculas, 1o que permite el retorno de la

cabeza & su posiciSn original.

El suatrato real para la interaccién cfelica y la celajocidn es
el trifoafato de adenosina - Magnesio (Mg - ATP), mis que el ATP,
pero los iconhes de magnesio no mon un factor limitante en condicliones

normales.



La rclajacidn y/6 lo Ilnhibicidn de la interaccidn entre la
actina ¥ la miocseina se debe a dos protefnas adicionales: la
troponinag ¥ la tropomicsina, que e encuentrun en loa filamentos
dclgadoa.' Estas evitan la interaccldn da la actina conlln micsina

eti 1la pregencia de ATP y en la ausencia de CaH .

La tropomiosina es una molécula en forma filamentosa que yace
en la canaladura formada por las dos cadenas entretejidan de
wondmeros de actina y abarcando una longirud de slete monfimeros de

" actina. La tropunina es un complejo globular de tres subunidades
proteicas, Bs encuentra fija a la tropomiosina en Intims proximidad
4 la actina.

2) .~REGULACION DE LA CONTRACCION.

Un pistema contrdctil relajado, conaistente de nctina y de
micsina y de las proteinas reguladoras, tropomicsina y troponina,
pusds ser activado por la adicifn de pequeiias cantidades de fones de
Ca++ (Dhnishi, 1981 Waber et al.,1963), Esto fuf dsmostrado primero
por las inyecciones intracelulares de Cat++ en sl milaculo esquelético
intacto (Inesi,et al., 1970, Kamada et al., 1943 )y después en
preparacionss de fibras denudadas de miisculo cardfaco y de miaculo
eaquelético (Natori, 1954a,b, Podolsky et al., 1964, Winegrad, 1971)
donde la membrane habfa sido eliminada wecdnica o quimicamente, para
peraitir el control del "micromsdio" del aimtema contricril desde el
espacio extracelular, Con una concentracisn de tones de Ca++ menor
ds 1X10-7 M, no se gsnera activaciin de las proteinas contrictiles,
¥ la activacifn es siximsn a concentraciones de 1X10-5M (Ebashi,et

al.,1968, 1969).Existe una ralacibn sigmoidal entre la concetracidn
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de Cat++ y el grado de activacifn.

Loe 1ones de Ca inician la contracciSn al unirse a una de las
subunidades TNC de la troponina lo que suprime al efecto inhlbidor
de 1n tropomiosina sobre la interacclén entre la actina ¥ la miomina
(Ebashi,ec al., 1968). La troponina esth constitufda por tres
subunidades, una que fija fones de Ca (troponina ¢ 6 TNEL), wuna
ronponsable de la inhibicifn de ‘1a contraccisn (troponina I & THKI),
una tercera que se fija a la tropomiosina (Froponlnu T &§ THT)
(Potter er al.,1975). La unidad TNC controlo a todo el complejo.
En el mwisculo esguel@tico la THC tiena cuatro sitios de fijacidn
para el Cat+t, dos de alta afinidad y dos de baja afinidad. La
ocupaciSn de los sitfios de baja afinidad es 1la responsable de
guprimir la influencia inhibidora de la tvoponina {Potter et al.,

1975, Wsber, et al., 1973).

La TNC del msculp cardfaco tiena oOnicemente tres sitios de
fijacidn para el Cat++ (VanErd et al.,i976) de los cuales dos son de
alts afinidad y uno de baja afinidad . Para la activacién es
necesaria 1a ocupaciln del sitio de baja afintdad (Solaro et al.,

1974b).

La troponina estS unidsa a los fllamentog delgados en dos
sitios: 1a troponina T a la tropomiosina, ¥ la troponina I a la
actina. La interaccifn de 1la troponina € con las otras dos
subunidades depends de la presancias de Ca+t; la unifn de Ca++ a lo
troponina C promueve 1la iInteraccisén de la troponina C -con 1la

tropenina 1 y disocia al cosplsjo da 1a actins sin causar una
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separacifn de la troponina T de 1la ctropomiceina. E! movimiento
repultante de 1l1a tropomfosina relativo a las cadenas de la accina
{Haeclgrove.1975; Hitchoch, et al., 1973; #H.E. Huxley, 1972 )
suprime la inhibicién de la interaccidn actina-miceina, ein ewmbargo,
no ea claro si el movimlento de la tropomiosina suprime wuna
interferencia de tipo fIsico o estd correlacionade con un cambio
conformacional de la actina.
3) .- PAFEL DEL CALCI1O EN LA CONTRACCION MUSCULAR,
a).,= Breve Revipién HigcsSrica:

 Ringer en 1883, observd que el corazdn de la rana dejaba de
latir en un medio en el cual faltaba el calcio, Posterformante se
demostrl que aunque ceasara la contracclidn en la ausencin de Ca++ an
la solucifn, no ge perdfa la excitabilidad de la preparacidn (Mines,
1913 }. AasY fuf c6mo dosde el inicio del estudio de 1la fisiclogin
dal corazdn se demostrf que la presencin de los iones de Ca en el
medioc extracelular era indispensable para el mantenimiento de la

copntractilidad.

Aunque investigaciones posteriores cn el mfiaculo esqualético
condujeron a conclusiones simllares sobre el papel del Catt en ¢l
procesc de la activaci{in, en este tipo de mlsculo el CaHt

extracelular ne teniz un papel fundamental,

Kamada y Kinoshita (1943) y Hetlbrunnh y Wiercinaki (i947).
obaervaron due 1a inyecciSn de Cat+ dentro del mioplasma-de fibras
musculares ssquelfiticas podis producir una contracceiln local, ¥y que

de los iones normalments axistentas en los liquidos corporales el
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Ca++ era al inico capaz de inducir el proceso contrfictil. Fl papel
del Ca+t+ en la contraceifn muecular no fué aclarado hasta que un
niimero de investigadores probaron que una cantidad diminuea de Catt
ejorcia un papel crftico sobre la contractilidad de £ibras
mupculares glicerinadas (Watapabe, 1955; Watanabe et at.,1957),
sobre 1la actividad de ATPasa de miofibrillns aisladas (Wchar et al,,
1963), scbre la actomiosina natural (Watasnabe, et al., 1953; Weber,
1959, Weber ec al., 1961) wsobre la contraceisn de miofibrillas
(Weber et al., 19613 Weber et al., 1863), y sobre la
suparprecipitacifn de 1a actomiosina (Ebashi et al., 1962,Weber et

al., 1961).

Hill (1949) calculd que upna substancin que difundfia desde 1a
suparficie de una [ibra muscular esquelétics (didmetre de 50 ~ 150
un} ne podfn alcanzar la auficiente concentracidn en toda lp seccién
transversal de la fibra para acrivar 1a contraccifo dursnte el curso

-tenporal del estado active {el eatado active, medido a 0 of, en a)
misculo sartorio de rana, durn 40 mseg.). Eata conclusidn junte con
la obnervaéiﬁn de gue ¢} nmiiaculo esquelético se contrae por wuches
horaa en upa s8oluci&n 1libre de Cat++ (Frank, 1960,Luttgau, 1963;
Pdwan, et al., 1964) parmitis descartar al Ca++ extracelular como
origen principal del Ca++ dque activa la contraccidn. S1 el Ca++
activaba la contraccidn y no venia del espacio exetracelular,
antonces debfa existir algln depSsito intracslular delén++. del cual

este 15n sra libarado durantc la excitacién.

-12 -



Marsh (1951, 1952} encontr6 gqua un un extracto acuoso de
miiecylo esquel&tico hablfa un factor capaz de inducir la relajacidn
de haces micfibrilarea; tales observaciones fueron conf{rmodas
subsecuentemente por Bendall (1958) y Hasselbach (1977), Hasselbach
et al.(1953). Kumagal ec.al., (1955) y Ebashi (1958) mostraron que
la aceividad relsjante estaba asoclada con la Ffraccidn particulada
de miaculo descrita por Kielley y Meyerhof (1948,1950), la «cual

poaecfa una actividad de ATFasa depandience de Mg+t.

La fraccifn microsomal que posefa esta actividad relajante
astaba constitufda por vesIculas de membrana (Ebashi et al.,1962;
Mupcatello, er al., 1962; Nagai, et al,,1960), que presumiblemente
eran derivadas del retfculo parcoplismico (Porter, 1961l; Muscatello

ot. al.1961, 1962).

Hamselbach y Makinose (1962}, Ebashi (1961} y Ebashi y Lipmann
(1962) demustroron que la fraccidn microsomal era capaz de temover

una cantidad significativa de Cat+ del medio en la.prasencia de ATP

y Mg++.

Estudios realizados por Bennatt et al. (1953},
Franzini-Armetrong, et al, {1975) Peachey (1965), PFaachey et
al., (1968}, Porter at al.(1957), y Porter{l1961) demontraron que el
retfculo sarcoplésmico consistfa de una estructura reticular
limitada por una membrana formada de vesfculas contfnuas, tibulos y
cisternas que rodeaban a lag miofibrillas. Tanbifn enccnt.raron otra
astructura tubular que corrfs parpendicularmante al eje longitudinsl

del wmdsculo (Ios tGbulos vransvarsos § sistema tubular T}, el cual

13~



formaba una unidn con la cisterna terminal (una parte ensanchada del
retfculo sorcopliismico} para formar um sace contInuo. Se enconted
que lauy membranaos del sistewma tubuslar T eran contfnuas con la
membrana de la suparficie (sarcolema) y ques su luz oera una
continuacisn del espacio extracelular (Endo, 1964;

Pranzinl-Armatrong, 1975; H.E. lluxley, 1964).

Estas observaciones,de que las células muscularea posefan tanto
un sistema contrficti]l sensible al Ca+t como un sistema de membranas
capaces de acumular Cat+, llevaron al concepto fisilolBgico de gue el
Cat++ liberade por el reticulo sarcoplésmico podfas inducir la
contraccidn muscular, y fque la captacifn de Cat+ por el retfculo
sarcopilumicu podia dar origen a la relajacisn {Huxley ot al., 1958;
Fujino et al., 1961; Howell, 1969; Jbbeis, at al., 1966; Hasaelbach

et al., 1953; Ridgway et al., 1967).

_Ebashi et, al. (1968, 1969), demostraron la existencia de la
troponina, una proteina aensible al Ca+4, en los filamentos delgados

de lns miofibrillas.

Parecia probable que en cada ciclo de Ia contraccidn ¥
relajacién, se 1levabn a cabo 1la 1iberacisn y la asubgecuente
reacupulacisn de Cat+ por el retfculo sarcopldsmico, Endo et, al.
{1970) ¥ Endo ot al., (1973), demcstraron que la depolarizacidn del
retfculo sarcopl&smico an la praparacisn de Natori (1954a,b) causaba

una liberacifin de Ca++ qus iniciaba la contraccidn.
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Los hallnzgos en el  miasculo caquelftico  fueron tan
demostrativos que fuf diffcil recordar la obeervacidn inicial de
Ringer, con respecto al papel indispensable del Ca++ extracelular
para la contraccifn del mlocardio., Fuf a5lo en la d&cada de 1960
que los resultades de una aerie de dInvestigaciones aobre la
ultraegtructura y la contractilidad de misculo cardface sugirieron
¢l posible origen extracalular de los ilones de Ca que intervienen en
la activacifn de la contraccifn del miisculo cardfaco. Por una
parte, los estudios morfoldgicos al demogtrar el tamaiio reducido de
la céiula cardfaca (4-20 unm de difmatro) hicieron evidente que, a
diferencia de la evidencia preaentada por Hill para el misculo
agquelético, en 1la célula cardfaca la difusi&n del Cat+ desde el
medin extracelular puede olevar la concentracidn intracelular de
Cat+ ean un tiempo compatible c¢on el curse temporal del
sstablecimiento del estado activo hasta el nivel necesaric para
activar 1la contraccifn (Staley ec al.,1968). Por otvra parte los
eatudios pobre la contractilidad cardfaca mestraron que la tenaléa

dependa estrechamente de la concentracifn extracelular de Cat++.

La mayorfa de los modelos actuales del acople excitacion -
contraccién, eon al miisculo cardfaco atribuyen un papei critico a la
concantracisn extracelular de Ca+ y al influjo transmembranal de
Cat+, Sin ephargo, los dos wmodelos mEs  acapeados proponen
diferentes papeles al influjo da Ca++; El wodelo que p{opo;e la
libaracifn de Ca++ finducida por Cadt, sstudiado ampliamente por
Fabiato y Fatdiato (1975a, 1978, 1979 1981, 1982, 1983), quienes

proponen que &l influjo de CaH s insuficlents para aceivar

- 18-



directamente a los miofilamentos y que el influjo relativamente
pequefio. de Ca++ (vfa canales del Catt) induce la 1iberacibn
subsecuente de cancidades mucho mayores de Catd degde el raetIculo
aarcoplf szico, el cual entoces activa a iua micfilamentos. El otro
modelo propone que la magnitud dal influjo de Cat+ duranre un latido
cardfaco ea suficiaenta para activar directawente a ios miofilamentos
sin que sea necesaria la liberacidn adicional de Catt+ del vetfculo
sarcaplismico. Langer ¥y &us colaboradores (1973) han sido los
sustentantes mis fuertes de los modelos eﬁ los cuales el influjo
trangmerbransl de Cat++ es ol principal origen del Ca+ activador en
el miocardio de mamifaro (Bera, &t al., 1979; Langer, 1973; Langer

et al., 1976; Langer, 1980; Philipson. 1979).

En parte la diferencin entre estos dos modelos es cuantitativa.
Hasta hac'u poco se suponia qus ¢l Ca++ que entra 4 la cédlula durante
un latido cardfaco, es insuficiente para activar directamente s los
miofilamentoa, Estudios recientes de fijacifn de voltaje en cilulas
aisladas (Hume et al,,1983; Isenberg, 1982}, de wpediciones de
influjo da Catt marcado(Lawartowski, et =»l,, 1982), ¥y de
determinacisn de Ca++ extracalular con microelectrodos selectivos al
Cat+ (Bers, 1983) desusatran que el influjo de Ca++ (10 - 183
umol/Kg de tejids hiimedo), a8 de la magnitud requerida, para la
activacién mixinn de loa miofilamentos (5 - 42 gmol/Kg de tajido
himedo) (Pabiato, 1983; Solaro et sl.,, 19724b)., La gran variabilidad
an los .vlloru reportados, tanto, para el influjo de Ca++ como, para
los requerimiantos de Cat+ pars la activecidn de la sacudida,

demusstra ¢l problems real que hay en su cuantificacifn. Hasta el
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somanto, ninguno do estos valores es conocldeo com  asuficiente

precisién para apeyar inequivocamente cualquiers de los das modelos

descriton.

Bere {1965) al anmlizar la participacifn relativa del influjo
da Ca+t y del reticulo ssrcopliasmico en la activacifn del misculo
cardfaco durante la rocupsracifn postreposo, sncuentra que ol primer
latido de recuperacifn postreposp depoande principalmente de la
liberaciSn de Cad++ por &l ratfcule saroplfsmico, fque el influje de
Ca++ durants ese lstido o8 pequefic ¥ que el influjc pe va
incresentande én los latldos subsacuentow hasta alcanzar un estado
estacionaric. Tambifn sncuentro que durants el estado estacionario
sxiste una diferencis enctra las diastintas especies animales en
telacitn  al origen del Ca++ para la activacifn de la concraccibn.
Seglin este autor la partiipacitn relativa de la 1liberailn dea CaH
del rtetfculo sarcoplsmico decrece, con las mepecies estudiadas, en
el siguiente orden: Ventriculo de rata sdulta » aur¥ula de conejo >

ventrPculo de consjo M ventriculo da rana.
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b}.~Regulacih de la Concentracifn del Cat+ en al Citoplasmail

La concentracién citopléismica de Ca++ 1ibre en las células
vivientea en reposo es de IXI0=8 M o mencs; es decir, 1XI0H3 veces
menor qua la concentracidin de Cat+t libre en el medlo extorno, Este
gran gradiente es astablecido y wantenido por poderosas bombas
localirzadas en la membrana auperficlal de las c8lulas (Borle, 1981
Carafoll et al,, 1982; Hnrtonna{. 1983; Schatzmann, 19823 Vicenzi et
al,, 1980), en el retfcule endoplfemico {llagselbach, 1981; lkemoto,
1982; Martonnai, 1982; Martonosi et ul.; 1983) ¥ en lo mitocondria
(Carafoli, 1982; carafoli, et al., 1982; Fiskum, et al., 1980). Las
caracterinticas noleculares de los sistemaa de Cransporte de Cai+
asociados con estos tres tipos de  membranas celulares son
diferantau!
I}.~ Bomban da las Membranas Superficiales .,

Las membranass superficiales tienen dos tipos de Lombas de Cat+i

(Martonomi, &t al., 1983).

l. Una ATPasa activads por iones de Mg y Ca con un peso
moleacular de 30,000 Daltonas, estf presenta en la membrana
plasafitica de la mayorfa de las clulss eucariSticas, incluyendo
a las células vegetales; eata ATPasa as8tdi modulada por la
calmodulina. El ejemplo mejor conccido de este tipo de bomba de
Cat+ e8 1a ATPana de transporte da CaH de la meobrana del

aritrocito (Schatzmann, 1982),
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2. El aistema de intercambioc Na+ = Ca+ que permite la extrusifno de
Catt a través de la membrana celular utilizando el gradiente
elactroquimico del Na* como fuenta de energfa, EI mecanismo de
1nt¢rc_amh1n Na+ - Cat++ no est® acoplado direcramente a la
hidrSliats de ATP, pero el ATP puede servir coms un activador

fimtolSgico (Requena st al., 1979).

En la regulaciSn del contenido total de Cat+ celular, las
bombas de 1s membrana celular son de importancia primaria. Su
actividad estd ajustada para compensar el influjoe de Cat++
axtracelular. En células sangufneas esanas la bomba de Cat+
depandiente de ATP es suficiente para balancear el influjoe
relativenente lento de Ca++ {Schatzmann, 1982). En células
axcicables tales como 1as cardfacas & las fibraa nerviosas, ocurre
un gran 1influjo de Ca++ durante 1a actividad, en estas ciilulas
ademdis da la bosba dependiente de ATP, tamwbidn se Tequiure el
aistena de intercambio HNat+ = Ca++ pars restaurar el contenido

celular de Ca+t+ a sus niveles normales.
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I1).- Bombz de Ca++ del Retfculo Endopl&smico.

El. retfcule endopléiamico de la mayorfa de las cElulas
eucariSticas contiene una bomba de Cat+ dependiente de ATP do
aproximadamente 100,000 Daltons que as distinta de 1la ATPasa
activada por Ca+d - Mg+ da la menmbrana de la auperﬁ:cin. La bouba
de Ca+t #2 un componente intrinseco de la membrana del retfcule
endoplismico, y an cliartas c‘.l.ulls (e.g.en cflulas muscularas )
puede representar el 50 - 80¢de las proteinas totalea del retIculo
endoplésmico (Martonecsi, 1982, 1983). La bomba de Ca+t dependiente
de ATP cataliza el transporte de Ca++ contra su  gradiente
slectroquimico, A diferencim de lo ATPaga de Cat+ de la meanbrana
celular, 1la enzima del retfculo endoplismico es relativamente
insensible a la calmodulina. Un ejemplo bien caracterizado de esta
clase de alatema de cransporte de Catt+ es la ATPamn de transporte de
Ca++ del ratfculo sarcoplismico en el mfisculo esquelftico ¥ en ol

niimculo cavdfaco.

La concentracidn de Ca++ estd controlada propiamente por el
ratfculo endoplfsmico, asto es =uy evidente en el mlscule
esquelético, en el cuzl la mayor parte del Cat+ activado se origina
en el retfeulo sarcoplésmico. El retIculo sarcoplismico en el
mﬁscylo esqueldcico o8 una red extensamente desarrollada de tfibulos
y cisternas que eatd ordensdo en una relaciSn muy precisa con los
slementos contrfctiles (Franszini-Armstrong, 1980; Sommer, 1982). 1la
densidad do sitics de transports de Catt en la membrana del recfculo
sarcoplésuico es alta (= 20,000 mm—2)), y la ATPasa de transperte de

Cat++ conatituye ol 70 al 80 del contenido proteico de la membrana,
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La actividad de transporte de Ca++ de fibras muascularas répidas es
mucho wmayer que 1a da las fibras musculares lentaa, es decir, es
aproximadamente proporcional o sus velocidades de ralajacién. Eastas
observaciones indican que la concentracionea de 1a ATPasa de
cransporte de Ca+d cn 1a c&luln muscular estd contrelada por la
actividad contrdctil de una manera deaconocida (Sommer et al.,
1980)..

Yii).- Transporte Mitocondrial.

Lano mitocondrine son capaces de acumular grandes cantidades de
Ca+t+ mediante un sistema de transporte activo, de afinidad moderada
al Ca++, cuya encrgfa puede provenir ctante del transporta da
electrones, como por la hidrSlisle de ATP (Carafoli, 1982a y b;
Fiskum, et al., 1980). El papel biolfigico dal transporte
oitocondrial neo esti claramente est&hlccido {Cavafoli, 1982a y b;

Hela, 1977; Somlyo et al., 1981),

El papel fisiolSgico del transporte de Ca++ mitocondrial
permanace afin desconocido. Aunque la capacidad d; acumular Catt de
laa mitocondrias excede el total del Ca++ celular, la concontraeiln
1ibre de Cat+ dentro de la matriz mitocondrial es  de IXI0-5 M
{Denton et al., 1980; Hansford, et al., 1981) y el contenido real de
Cat++ de la mitocondria determinado por microanflisis electrdnico en
misculo 1iso y eaqueolético ea apenas datectable (Chiecal et al.,
1981; Somlyo et al., I981¢.b,c); Ests hallazgo concufrda.can 1a
afintdad relativamcnte baja del sistema de trunsporte mitocondrial
para al Cat+ (Becker, ot s1., [980; Carafoli, 1982a y b; Fiskum et

al., 1980, 1982, Kicasnrwa, 1976; Nichollas et al,, 1982). Eg por eso
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que en cé&lulag musculares diferenciadas no es de esperarse que las

mitocondrian tengan una participacifn importante en la regulaui'ﬁn -

del Catt.

El transporte mitocondrial de Ca++, puede ser un alepmento
importante ott lao homsostasis del Catt+ de lag células con un retfculo
endopllsmico pobremente desarrollade y durante fases tempranas del
desarrollo erbrionarico {antes que los sistemas de transporte de Cat+
de las membranas suputl'iciala; y del retIculo endoplismlce uwstén
completapmente establecidos). Las mitocondrins tamblén pueden servir
coro la {ltima linea de defensa en  diferentes condiclones
finiolégican y patoldgicas rslacionadas con un gron influjo de Cat+
a las c&lulas (e.g. fertiligacifn desl huevo, filabre, rencciones
inmunes, treuma quirlirgico insuficiencia cardjaca, ete.) al prevenir
§ recardar un inc;‘aunto faral en el Ca++ citoplismico deapus de
qus todos los dsmis msecanismos rsguladores han eido satursdos

(Chizzonits et al,, 1981; Farber,1%B1),
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4).~ ACOPLAMIERTO EXCITACION-CONTRACCION.

.E1 acoplamiento axcitacidn contracifn (}!—C) en las c&lulas
musculares puede scr definido como la serie de reacciones que se
inician con la depolarizacifn del sarcolema y culminan en la

produccisn de fuerza y movimiento.

La secucncin normal de eventos que conducen a la contraceifn do
una fibra muscular de vertebrados, coefsnza con la propagacién de un
potencial do accién a lo larpo del gsarcolema. El cambio en el
potencial de membrana de la fibra muscular produce un incremento de
1a concentracifn intracelular de Ca++ , y este incremento lleva a la
activacisn del mecanismo contrhctil.
a).~0rigen del Cnlcio Activador en el Misculo Cardfaco.

El aumento en 1a concentracifin intracelular de Ca++ puede

ocurrir en teorfa por dos mecanismos:?

1. Iaflujo de Cat+ del espacio extracelular a través del sarcclema,
ya sea por madio de una corriente entrante de Catd, via canales |
dependientes dal voltaje; o por medio del intercambio Na+ -

Cat+.

2. Por la 1liberacidn de Ca++ deade un depGsito intracelular,

probablaments &l retfculo sarcoplismico.
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b).=- Corriente de Cat+ .

Beeler y Reuter (1977) propusieron un modelo para explicar el
potencial de accifn en el miccardio ventricular, basado en el modelo
propuesto por Hodgkin - Huxley (1952) paran explicar el potencial de
aceidn nervioso. En eate modelo 1a corriente total que fluye a
través da la membrana en un momento dadc, durante el potencial de

accisn, puade aer descrito por:
i=c3E+ T qgite~€)

Donde I #8 la corriente, C la capacitancia, y E el potencial
transoexbrana, En el potencial al cual la corriente llevndn por la
especie i6nica (1) cambia de direccién (= potencial de inverwifn) y
gl 1la 'conducthncia de 1la mnambrana para esa especie i&nica. Las
corrientes iSnicas inclufdas en ¢l modelo de Baeler = Reuter s=son
acarreados por Nat, K+, Cat++, Cl-, X1, y X2.FEn su modelo, Beeler y
Reuter describisron todas las corrientes mediante fijacidn de
voltaje de una cinditica del tipo propuesto por Hodgkin y Huxley
(1952}. Las corrientes de Nat y de K+ del modelo de Beeler y Reuter
son similaresa a las descritas por l;luble (1962) y Noble y Tsien(1%69)

para el tejido de Purkinje,

La corriente de Cat+, ICa durante el potenclal de aceidn es el
ptoducto de una conductancia «que varfa con el tlempo, ECA ¥ una
fusrza slectromotriz neta, F; que os igual a la diferencia antre ol

potencial de wesbrana E, y el potancial de iInversisn para la

corriente de Cai+ y ECat+ Icu = gco ‘E-ECO)
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La ebnductancia gCa escd dada por el products de una

conductanclas wmixima, gCo con dos wvariables de conductancia sin

dimensidn: & y f, los cusles varfoan de 1 & O con 21 voletaje ¥y can

el tiempa::

O (1= cq-at)-£1)

purante el potenctal de aceiSn ICa ag una corrlente entrante

con un potencial de inversion de terca de R0 @V, La ICa nBja

virtualwencte 0 cuando E es eds negativo quea =50 oV, pero cuande E ae
- 30mV, d, llega a ger > 0, oo
-~ ip

incrementa basra aproximadawaonta
instantencsmente slne con una constante de tiempe (td ) de 40

meeg. Frugato gue la conetante de tlewpu de la otra variable de i

¢oductancia ,f, (tf ), 25 relnrivamente mie lenta y 1a conductancia

alcanza wn pico a loa 30-50 meeg. para despule decaer durance la

fase de mweseta conforme disminuye 2l producto 4 . [ y E se aproxima

a ECa++. Sin embargo, existe un irtervaleo de potencinl de membrana

et el cual, en al estade estacionario, tanto, d come f son wayores

que cero. En  estos putenciales de mepbrana en ol estade

epracionarfo , gCatt e¢m mayor que cero y por lo tanto, en ene

intervale puede haber un influjo sostenido de Catd.

La isportancia de le corriente da Ca+d para la meseta del
potencisl da aceifn ha sido demostrada por Reutar at al., {1977),

Rougler et. al. (1969), Mascher y Peper (1969) y Besler y HReuter

(1870); wienrres gque eu participacide en 1la contraccifn fud

demostrada por otyos investigaderse( New et z1.,1972; Trautwein, et
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al., 1975; Beelar at al., 1970c).
c).— Intercambio Na+ - Ca++,

La idea de ub intercambio Nat+ - Catt & travis de _ln membrana
celular fué propuesta originalmente para explicar los efectos de los
niveles de Na+ y Cat+ extracelulares sobre la contractilidad
cardfaca (LuYtgau et al., 1958). En la actualidad se ha demcetrado
un sistems similar en una variedad de ctejidos (Paker, 1972,1976;
Blaustein 1974, 19763 Mullina,et ml., 1903; Vassort,et mrl., 19723

Chapman, et al., 1980).

Aunque el efecto de los cacbios en la [Nat),0 en la [ Cat+],
socbre las respuestas contrfictilea del corazfn puede ser interpretada
en términos de un intercambio Nad-Cat+ a través dal sarcolema, la
avidencias real de tal sistemp viens del cstud‘tn da los flujos
i5nicos. El influjo de Cat+ en reposo varfa entre 13 y 48 X 10-15
M/cm2/meg, en la aurfcula de cobayo y es da cerca de 1X10-14
M/cm2/aeg en el vantrfculo ds rana. El influjo de¢ Catt+ Be
incremanta mis o msnos linealmente sl aumentar 1a [ Cat+ ],
(Niedergerke, 1963; Winegrad, 1965), tamhién es {ncrementado por la
reduccidn ‘en f.h'u%]. {Langerx, 195&; Nisdergarke, 1963; Reuter et
al., 1968), asf como por maniobras exparimentales que causen un
sumento sn  1lg {Na4]lq (Glitsch, et al., 1975). Esta dupendmci&i de
los movinientos de Ca+t, de la [Nat]gy de I [ﬂl‘f]i fué examinada
con mis detalls por Reuter (1974); £l encontrf que los movimientos
de Ca+¥ y Ha+ et la muricula di cobayc estaban acoplados para
ptoducir una proporcifn de intercamblo de dos ionea de Na+ por cada

16n de Cat+. Estos flujos catiSnicos probablemente no depanden
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directamente #zl metabolismo porque no won afectados ni por el 2,5
dinitrofenpl (DNP) ni por £l clanuro, y dependenden poco d2 1a
temperatura  {Reugar et al., 1968} Jundt, et &1., 1975). Puode
dourrtr, ein exbargo, algin efecto indiracto del meotaboliszeo
perecida al enconrrado en #} gistema andlogo, on axones gigantes del

calamar {Iundr, et al., 1974).

51 dos lones de Na se intercambian por uno dea Catt por medic de
un acarreador de membrana elfctricamente neutro, la conzentracifn de

equilibrioc de los iones & cada lado de la menbrana estarfa duda por

1a siguiente scuscint [Cﬂ]i _ [C"l@.
N} [Nal;

cuanda as inperran on esra  ecudcidn  los  valores de las

concentraciones 1idnicas conocldss de Cat+  y do YHad, la ecuacibn

predice un nivel alto, no real, ds [Ca#d], tibre en el misculo en
taposo. Glitsch ot al. {1970} obtuvieron la avidencia que la
afinidad relativa del intercacbiador pora el Nat ¥ para el Ca+-;!- no
es la wismm en loa dos lados de la wembrana. Cusndo zme Incluys esza
diferencia en la ecuacidn (1), disminuye la[ Catd]y predicha, pero
el vilor obtenido es todavis sra un orden ¢m magnitud mayor qua el
esperade para un miscule relsjado. Una posible explicacidn para
esta discrepancia podria ser que el intercambiador descargara hacias
ut cospartimienco dintracelular, diferents al laﬂ:upl;smu. que

tuviera una concentracifn relativapente alta de Catt+ y/o NHat en su

intarior. Tal compartimanto podria mer el rsticulo ssrcoplisnico,
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de tal manera que el intercambioc Na+-Cat I;endrIa que estar
restringidoc a las regiones de  contacto entre el reticule
sarcopliismico y el sarcolema. Aundue osta hipGtesis tenfa algunas
caracterinsticas interssantes, es inconsiatente con el incremento en
8l eflujo de Cat+ activade por el Nat observade en la aurfeula de
cobayo causado durante la exposicién a la cafeina. Esta droga
liberarfa el Ca++ contenido dentvo del ratfculo sarcopliismico hacia
el sarcoplaama y deherfa en términos de esta hipftesis reducir el
eflujo de Ca++ (Jundt at al.,.1975). Si el intercombio Nat - Ca+t
opera entre la solucifin de baiio ¥ el sarcoplasma. le [Ca+t+]i pedria
ser controlada a un nivel real por sl intercambio Na+-Cat+, si sl
acarreador siemprs tuviera una carga alfctrica {Reuter, 1974), o 51
mis de dos 1onesa de Na+ ase intercambian por cada 16n de Cat+
(Blnuutciln. 19743 Mulline, at al., [963). En el caso de un
acarreador con carga eléctrica la [Ca++]{ estaba dada por la

ecuacifn (2):

[_Co}_l K‘jc_"]ix[N“] @ zEm F/py

(e

donde Ki y Ke represantan la afinidad relativa del acarreador, &

cada lado del sarcolema, para el 18n da Na con respecto a los ionen
de Cai 2 es al nimero de cargas sohre el acarresdor saturado; Em es
¢l potencial de membrana; y RT y F tienen su significado usual.
Reutar (1974) calculs, mediante la ecuacifin (2), que £1 Z es igual a
2, se puede predecir una {Cat+]jmenor a 10 - 7 M. 5i el Catt se

intercasbis por miis de dos ionea de Na entonces la [Caﬂ-]icnt‘ dada
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per la ecuacidn (3):

R s CR

donde 1t g 8l niimero de ifoneus de Natv que ge intercambian por un ifn

de  Ca. 51 &s fgual & I, la ecuvacidn predice una concentracifn

intracelular infericr de i10-7 M.
d},~ Libkeracifn de Catt dal Hetfrulo Sarcepllsmica.

La contraccidn del misculo esgualézice se deésencadena por el
lmpulsc nervioso gue depolarizis la meambrana superficial de la cflula
mugcular, La onda du depelariraciln es conducidda hacla el centro de
1a fihra muscular por  lps tGbulos T  {Adrian, 1933;
Gonzalez~Serratos, 1983; Paachey et al., 1983)., Tanto los tlhuloa T
como la membranz supsrficial establecen uniones especiolizadas
{uniones T - R.8. ¥y acoplamientos perifaricogs) con el regicula
saycoplésnico (Franzini-Armetrong, 1980); estas uniovnes estéin
involucradae sn la tramymigidn del estfimulo excitatoric. ' ba
depolarizacifn da los tGhulcs T desenczadena uh movimiento de carga
en la astructura de unién (GL1ily,1981; Schneider, 19381), =al cual,
inicta le serie de sventos que culminan en la 2i{beracibp del Ca+d,

acumulado en ¢l retfculo sarcopléiswico, hacia el zicoplasma (Gilly,

1951; Schnoider, 1981; Winegrod, 1982).

En cowparacifn con 1a smplia informacidn que sxisre agobre los
mecanismas de transports da Cadt, se sabe relativamente poco acarca

de la estructura ¥ de la funcldn da los siatewmas que pacticipan en
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el acoplamiento excitaciS=contraccidn.

El contenido de Ca+t del retIculo sarcopléemico rtesulta del
balance entre 1la velocidad de transporte desde el citoplasma a la
luz del reticule sarcoplismico y la velocidad de liberacifn desde el
reticule surcoplismico al cltoplasma. Cuando el mfsculo ea
estimulado la liberacifn de Ca+t+ del vetfculo sarcoplismice ea un
proceso rtipldo que comienza unos cuantos meeg despues de lp fase de
ascenso del potenclal de aceciln y tnmina- antes de que ¢l desarrollo
de tensifn alcanzs su valor miximo.

Macanismos de la trancmisién de la seiial elEctrica:

Unc de loa pioblemas no resueltos de la fisiclogfa del wiaculo,
¢s cliow ocurre la transmisiin de 1a wsefial electrica en Yo
acoplamientos antre ¢l sarcolems ¥ el retfcule sarcoplfismico. Los
principales macanismos propuestos son los sigulantes:
1).~ Transmisidn Elfctrica:

1).- HipGtesis del Hovimiento de Cargoa.~ De acuerdo al modelo de
Sl:hnei@er-chundlcr, el movimiento de cargas elfctricas en 1la
menbranade del t@bule transversc depolarizado, podria abrir un canal
en la meﬁbrann del reticulo sarcoplfismico, causando la liberacifn
del Ced+. acumulado (Schneider, 19Bl; Schneider, et al., 1973;

Horowice et al., 1981a,b).

11) .~ HipGtesis de la Depolarizacidén del Retfcule Sarcoplfismico.
Esta hipdtesis postula la depolarizacifin de la membrana del retfeule
sarcopldsmico por un flujo de corriente desde lao membrana de los

tvbulos transvesos hasta la del retfculo sarcoplBsmico a traves de
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canales iGnicos ablettos durante la activacifn {(Mathias, ec al,,
1980: 1981). De acuerdo a esta hipbtesis la depelarizacién abre
canales de Catt+, sensibles al voltaje. on lao membrana del reticuleo
satcopliamica,ln que causaria 1a liberacién del Catd activador.
burante 1a relajacifn los canales idnicos se cerrarfan , ¥y el
retfculo sarcoplBsmice seria repolarizado por la bomba electrogénica
de Ca++. La principal evidencia que apoya osta hipStesis es que se
han reglstrade en wmiscule in vive (Oetliker, 19A2), mediante
sensores Gpticos canbios de potencisl e&n el raticule sarcoplésmico
durante 1a liberacifn de Cat:, FPor otra parte la sustituclin de los
aniones a los cuales la wembrsns de)l retficulo sarcoplismico es poco
perzesble (por ejemplo el sulfato), por anjones Yue penetran con
mayor facilidad (por ejemplo el cloro) o la substitucifn de cationes
a loa cuales la mepbrana eg muy permedble por ejsmplo el potassic),
por cationes que atraviesnn la mewbrana conm mayor facilidad
depolariza al reticulo saycopliismico y causa la liberacidn de Cat+

{Endo, 1977; Stephenson, 1982; Winegrad, 1982).

Es posible suponer que 1a negatividad generada en el intorior
del retfculo sarcoplfismico en el mieculc in vive duranta la
liberacifn de Cot++ activador facilits la subsecuonte resbsorcién de
Ca++, 1a cual en combio acelera la desaparicifn de dicha negatividad

(Beeler, at al., 1981}.

Las oheervacicnes ya wmencionadas sugleren que ¢l rvetfculo
gsarcoplismico es depolarizedo durante la activacidén musculor., Sin

ambargo, no hay sevidencia de que la depolarizaclén sea la causa de
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1la 1ibaraciin de Cat+,
11} .~ Tranawisisn Quimica.

Da acuerdc a 1a hipSteeis del transmisor qulimico, el procese
de acoplomiento excitacidn contraccifn involucra un medindor quimico
difusible que Induce la liberacifn da Ca++ 2ol retfculo
sarcoplfsmico{ BElonchi, 1948; Fabfato, 1982; Onhishi et al,, 1981;
Stephenson, 1982). No es probable que este transmisor quirmico sca
de origen extracelular debido a que 1las fibras musculares
saqueliticas aisladas se contraen en pnu:lncia de BO wM de EGTA, el
cual reduce la concentraciSn de Cat+ libre en ¢l medio hasta valores
inferiores a 1X10-1]M (Gilkey, et al., 1978; Miledi et al., 1984;
8Squire, 1981; Stefani at al., 1%73, Arwstrong et al.,1971).
1}.~ Hipdtesis de 1la Libaoracifn dc Catt+ Inducida por Cath,

La hipStesie de la liberaciSn de Ca#+ inducida por Cat+ en 1a
cflula muscular cardfaca del namffero establece quea la magnitud del
influjo transarcolemal de Cat+d e insuficiente para activar
directamsnte a loe miofilamentos y que este influjo dispara la
liberacisn de Cat+ del retfculo sarcoplésmico. El Ca++ liberado

activarfa a los micfilamentos.

Segln la hipStesisg, defendida principalmente por Faobiate, el
eutf{milo para la liberacién de Ca++ {nducida por Co+t no serfa
dirsctamante el cambio en la concentracién de Ca++ 1libre en sl
exterior del retfculo sarcoplismico (A{Ca++ libr, sino mis bien
la valocidad de cambio de 1la concentracifn de Cat+ 1ibre Affat+
libr’Mt). Se ha wsugerido (Fahiato,1983) que el componsnts

-inicial, répido, da la corriants de Ca++ transarcolemal podris aer
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el cetImulo fisiolfgico para la liberacién de Cat+ inducida por
Ca++, en tanto que ol componente Lento de dicha corriente recargarfa
sl retfculo sarcoplfemico con una cantidad de Cat++ que quedaria
entonces disponible para ser 1libarado durante loa latidos

subsecueantes.

Bianchi y Bolton (1966), Ford y Podelski (1970), Endo et. al.
{1970}, independientesente proporcionaron la primera evidencia
axperimental de la liboracidn de Cat+ inducida por Ca++. Deade
sntonces la libaracifin de Cat++ inducida por Ca++ ha sido investigada
extensivazente en fibras eaqueldticae denudadas (Enda, 1981;
Stephenson, 19823 Winagrad, 1982), fibras musculares cardfacas
danudadas(Pabiato, et al., 197%a.b; Fablate, 198f, 1982), y en
vesfculas de retfculo sarcopifsmico .{Bars et al., 1979; Fabiato,
19823 Miyamoto ot al., 1982), pero la importancia fislol6gica de

este procesc ain ¢s poco clara .

La velocidad de la liberacisn de Catt+ 1nduc1d; por Cat+ estd
influenciada por la concentracifn extravaesicular de Ca++, por el
contenido de Ca++ en el retfcule sarcoplésmico, por losa nucleftidos
da adenina, por la concentracidn de Mg+, por la cafefna, ¥y por los

anest&aicos localas.

[. Efaecto de la concentrncidn axtravesicular de Catt, En fibras
musculares cardfacas la concentraciSn usmbral de CaHt para
producir la libaracién de Ca++ & un pH de 2.1, s de 3IXI0~7 M.
Esta concentracifin es =mfs baja que la concentracifn umbral de

Cat++ para activar la contraccifn(Fabisto, 1981); por 1lo tanto,
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L1 fantible' que egte proceEsd Nea un  paso-importanté en el

acoplantanto excitacifn - gontraceiSn en el wiscule cardfaco

{Barlogie at al., 197l; Chapman,]1979; Fabiato et al., 1%79;

Fablato, 198I)}.

En veafcvulas asisladaz de  retfcule sarcoplismico 1la

dependencia de la cantidad de Cat+ liberado de 18 coucencracifin

extraveniculaxr de Ca+t+ ea altamente cooperativa y tiene un

coaficianta da HI11 de 4 (Morii et al., 1983).

Un aapecto muy particelar de la liberacifn de Cat+ inducida

por Ca+év, tanto an &} misculo cardfaco como dan el esgueldtico,

es que no produce una conteaccddn mAxima & pasar de  que
iiberedo deberfa producir uon
La

potencislaents al Cadd
“retraalimantacidn positiva del wecanisny de liberacifn.

fuerza generada para una concentracifn  dada de Catt

axtraveaicular depende de 1a concentraciSn de  sucleStidos

cfciicos {Fabiato,1982; Winegrad, 1982).

Efeacto dal contenido de Ca+t an el retfculo sercopldsnice. La

iiberagifn de Cat+ inducida por Cat+ requiere de uns clercta
carga umbrai de Catd y a partir de eate nivel la liberacibn ze

increwanta ol sumenctar el contenide de Cadd en el reticule

sarcoplienico {Endo, 1977; Morii et a)l,, 1983). Da acuerdo a

Morii y Tonomura {1983), w1l Cat++ internc nu tiene efecto sobra
1a activecidn del canal del Catd, ¥ la velocidad de 1iberucidn
de Ca+t a cravés de ios canolas ablerton e una simple funeidn

dsl gradiunte del Catd. Por abajo del usbral de cargs de Cad+d,
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3.

la adiciSn extraveasicular da Ca++ , produce @inicamente captacibn
dé dicho Cad+, El umbral de carga osti definide por la
concentracidin de Mg+, por 1la pressncia de moduladores (e.g.
ATP, cafeina, halotano), y por 1a concentracién de Catt+ usadn
para disparar la liberacidn de Ca++, A haja concentracisn de
Mg++ y alta concentracifin de ATP, una alea concentracifn de Catt
disparador puede inducir la liberacisn de Cadd, alin a niveles

ralacivamente bajos de carga de Catt,

Activacién de la liberacidn de Cat++ por ATP, ADP, y AMP. Los
nucleStidon de adcnimll aumentan la velocidad de la liberacidn de
Ca++ induycids por Cat+ sin causar un camblo significative en la
afinidad de este procaso por el Ca++ {Endo, 1981; Endo et al,,
1961; Morii et al..1983; Magasaki, et al., 1983; Ogawa et al.,
1981, 1982). Bajo condiciones Sptiman, sl ATP incrementa mis de
1000 veces la velocidad de liberacifn de Cat+t. La concentraclbn
de ATP necossria para este efecto estf sn el orden milimolar
(Endo, et al., 1981; Morii et al., 1983; Nagasaki, et al,,
1883). La cafeina a-lnslb:llin el aistema al ATP y disminuye la
concentracifn efectiva minima da ATP hasta un valor de 10-5 y
10- 4 M, sin afectar la Kd aparente del ATP. El AMP y el ADP
20n levements menos sfactivos que el ATP en la activacidn del

proceso de liberacifn de Cat+ inducida por Catt.

De acuedc a Hagasakl et al.(1983), el ATP no afecta el
mecanismo de compuerta del canal, sino que &ste Lncremanta la

conductancia del canal al fijarse a un sitio modulador que es
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independients de Ios eaftiovs de Ffijacién dal Catt y ds 1a

cafeina,

Morii y Tonowura (1983) prapunsn gue el cenal del Cad+ puede
exisgtir en forma acciva § en forma activa. Cuando se £ija un mol de
nucladtido de sdeniva por un ool de canal, el equilibﬂu entre estas

doa formas cambia en favor de la forme activa, Ellese proponen el

siguiente modelos

Canal Inoctivo +ATP 5= Canal Activo-ATP
{cerrado) _ (cerrodo)

iF-[el,

Canal Activo_ ATP
{abierto) < Cda

En ol modelo ea ha supussto que 1la concentraciSn extarna de
Catt no tiene efecto schbrs el equilibric entre las formas activa o
inactiva dsl cansl, Morii y Tonomura {1983) asugiriagon gque la
compuarte del canal del Cad+ se nbre cuande la concentracifin externa
de Cat+ excads un umbral carscteristico. Ls depandencia de la
cantided ds Catt iiberade de la concentracidn externa de Catt no se
modifica cuande varfa la cantidad ds Cadt+ con ls cunl se ha cargado
el retfculo sarcoplfiemico. FEatas cbearvaciones aiginfican que ni el
squilibrio encre ls forma activa a inmctiva da ice coanales, ni las
propiedadas abfarto o cerrado da la compuerta son afectados por el
Cat+ interno. lLa velocidad de libevaciln de Cat+ a través da los

canales abiertos, de hecho, 2s proporcional al gradicnte de Catr,
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De acusrdo a Endo st. al. (1977), en el miscule esqualético,
ia lllbeuciﬁn da Ca+t inducida por Ca+ no se lleva a cabo en
condiciones Fisioclfgicas. Su principal oblecifn, as que en flhras
nsquelitlca.n denudadas, este fonfmenc se sbrlene dnicemente con una
coneentracién m:.fy alta da Cat+ 1ibre, une concentracifin muy baja de
Mg+t y cuando al retfeulo sarcoplismico ha saido precargado con Catt

hasta niveles ouy allog.

Sin ewbargo, de acuerde a los estudios de Fabinto (1983), en la
célula cardi{aca, 1A Iiberacifn de Catt inducida por Cath, n2
refjuiere nl una pt-'lclt‘zi elevads del ratfculo sarcopliawico, ni urna
concentracifn da Catt libre mayor gua al umsbrai para la sctivacifn

de los miofilawentos, vl tampoco concentracionen de Mgtt mayores a
las ffeiolbgicas, '

Por asta razfn se propone gue el proceso de liberacifa de Cadt

inducida por Cat+ pueda jugar an papal importante en el acaplaniento

excitacidn contracciSn de 1a fibra wmuacular cardfsaca.

Fabiato (1983),partiendo da ls obpervacilin de que l1a liberacidn
de Cat+ inducida por Cat+ en células cardfacas dasudadas ers
dependisnte de A(cm 1tbr?&t (Fabiato, et al., 1979), reallzsd
exparimentos en hscea miofibrilarea de a Ifim de difmetro ¥
previatas de reticuile sarcopliswico, de un wiiscula esquelétics de
sacudida ripida Je pamfferc, ( Fabiato, 1982). El objetivo de usar
estas praparscionss pagusBas ara lograr uwa caable rdpido en la
concentracidn de Ca#d libre. Dicho sutor encontrd que era pesible

obtener Is libaracifn de Catd 4wl retfcule sarcoplfiemica de esra
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preparaciSn sl Incrementar en 0.2 seg. la concantrc#iﬁn da Cadé
itbhre dpade pCa 7.00 hasta 6.00 en la presencis de una concentracisn
de Mg+ libre de 3.16 aM y con una solucifin de pracarga de pCa de
7.00 (Fabilara,1382)., Esta concsnrracifn de Catt+ disparador libre es
dog 8 tres ordetas de magnitud whs baja que aquella necesaria para
inducir 1a liheracifn de Catt por un incresento muy lenteo de 12

concentracifn da Cat+ 1ibve an lea [fibras denudadas de miizculo

esqualécico de anfibio de cerca de 10D su de Jifwetro, en prasescia
48 una concentrgcifn alis bals de Mg+ libre ¥y con una pracargs mayor
de Cat+ sn el retfculo sarcoplismico {Endo,1977).

11) .~ HipStasin da 1u Liberaciin de Cat++ Inducida por el 1,4,5-
Trifoafato de Incaitol.

Sa ha observado reclentsmente gque ol 1.4,5~trifosfato de
inositol {Ins. 1,4,5,~P3), wmoviliza Catt de depleitos
intracelularss, como al retfcule endoplésmico, sn una variedsd de
tipos cwlulares, iocluyendo cilulas de wisculo lisp de la artacia
coronaria porcinm {Suematsu, et =l., 1984), chlules cardfscas
caninae (Hirata, st sl., 1934), y frdcciones purificadus de retfculo
sarcopifzmico oo witculo esquelSzico de macudida cipida ds conajo.
Ed esta Gltimse estructura s ahuwﬁ un afecto mis pronunciada en ia
fracciSn de la cisterna tersipal que contenlz las estructuras
1lanstay “piea® wmorfoldgicamsnte intactss, y adenis ss observé que
al Ina 1,4,5~P3 producfa dessrrolile de fuarra isomftrics en Jdichas

fibras muscularas ssqueldcicas quinicasente deaudadas (Volpe, et

.1.5 1983 )-
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El papsl propussto para «l Ins (1,4,5)P), come un segundo
mansajero para la liberaciSn de Cat+ desde deplaitos intracelulares
sa explica an el modalo propuesto por Volpe et. al.,{1985) como
sigue: Despuéisa de 1la depcolarizacitn de los t(bulos T (TT), se
produce el Ins (1,4,5)P3 en la capa mioplasmlitica de 1o membrana de
lo; TT e libharado hacia 1a uniSn de la trfads, esto abrirfa canales
de Ca++ scnsibles al Ins(l,4,5)P3, localizados en la regién del
rotfcule - aarcopfsmico, y consecuentemente Se  incrementarfa 1a
concentracifn de Cat+ libre en el sarcoplasma. Alternativamente el
Ins(l,4,5)P3 podria inducix un eflujo pequefic de Cat deade al
retlculo sarcopl&smico, Sere dispararfa una 1liberacidn masiva de
Ca++ al abrir los canales del Cat++ regulados por al mismo Cat+

(libaracién de Ca+t inducida por Catd),

El modelo propusstc afin es altamante especulative y  algunas
praguntas cruciales parmanecen sin raspussta,
5) .= EFECTO DEL, Bat+,

En trabajos publicades por Heilbrunn st al.,(1947) y Fatt et
al., (1958}, se encontr5 quae la inyeccifn intracelular de los iones
de Catd caussban un inmediato y pronunciado acortamiento de 1las
fibras musculares esquelfticas y que, a sxcepcifin del Ba+t, ningfin

otro i6n compartfia ssta propiedad.

Este sfecto del Car+ y del Bat+ también fuf encontrads " an el
sifsculo lisc de msmffero en el cual ,se observs -d-u;h. que 1a
prassncia de Ca++ era indispansable pars quae tuviera afecto la

accifn eatimulante de la acetilcelina, de la histamins, de la
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serotenins, ¥y de la oxitocina (Yukisada, et al., [96l1). En
contraste con dichas drogas, al Be++ no requerfa la presencia dal
Ca++ para ejarcer su efacto satimulante, por el contrario, el Cat+t
deprimfa ¢l afecto del BaH (Yukisada ot al., 1961). En otros
s@tudios se inyect§ CaCl2, BaCl2, o cafeina a fibras esquelftican de
crustéiceo, y se¢ observ5 que con bajas concentraciones y con doals
similares estos compuestos producian contracciones €On CUTEOS
temporales semejantaes (Coldwell et al., 1963} Chinrandini et al.,

1970).

Posteriormentes se demostrS que sn ¢l miisculo esquelético de 1a
rana, sl S+ podfa reemplazar sl Ca++ en clerto niimero de funciones
ralacionsdas con la activacisc mec&nica, tales copmo 1a restauracifin
de 1la respuasta ol K+ despufis da haber sido abolida en la presencia
da Mn++, y la rasparicifn de 1la rvaspussta o 1la cafeina en los
miisculos refractarios a 1a cafeina por expomicidn repetida a &sta en
aupencis de Ca+t (Lorkovic, st al,, 1966). Adenfs me reportd, que
el Sr+ es acumulado por el retfculo sarcoplismice y es capar de
act:l.vai- a la ATPasa miofibrilar, aunqus mencs efectivamente que el
Ca++ (Lorkovik, et al., 1966). Papano at. al., (1969) observaron
que el Bat+ ¥y el S+ pedfan funcionsr como acarreadores de carga a
través de la nembrana da células cardfacas de pollo cultivadas y
posteriormente confirmaron qus la corriente entrante lentz A ctravés
de la msmbrana podfa ser llevada por sl Cat+, sl Batt, ¥ el Srit.
Kolhardt et. al, (1973), también demostrarchR qus la corriente
entrants lenta del Catt, to era especifica para este 16n, sino que

al Ba+t, o1 SrH, y el Mg+, podian tambiln actusr como acarresdares
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de carga,

Reutar(1974) en una ravisitn sobre los efectos dc loa iones
divnlcntau. en el corazén da mamffero, rveports que ademis da au
efecto estabilizador, los lones divalentes podfan funcionar como
acarreadores de la corriente entrante lenta, ¥ que sl Batt y el Sr++

aumgntaban dicha corriente.

Hogiwara cot. al. (1974) al registrar cn miiaculo eaquelBtico
corrisntes de membrana a través de canales del Catt compararon las
corrientes llevadas por Cat+, Sr++ y Bat+ y chservaron qua cuando

~cstaba presente (nicsmente un i5n divalante en &l modic externo, el
Bat+ llevaba mis corriente que el Catd y el Sr++, y que la amplitud
de las corrientes obedecia la secuencia siguiente: IBa++ , ISr++ .
ICa++. Tunmbifn observaron que cuandv se agregaban concentraciones
ralativamente altas de Cot+, que es un bloqueador de los canales del
Ca++, la ascusncia ee invertfa, ICa++ . ISr++ . IBatt, Hermsmsyer y
Sparelakis (1970), dJdemoatraron que aen el misculo cardfaco c!c la
rana, el Bat+ produc{a una disminucisn eun la conductancia al X+ ¥
una depolarizacisn del sarcolems. La minima concentracidn de Bat+ a
la cual ge produce uns depolarizaciin aignificativa y un aumento en
la resistencia de antrada es de Q.1 md. Con 10 =M de Ba+, la
membrana se dupolaﬂzé hasta -30 w¥ y la Rin aumsnta de 5 hasta 28

megachas, aesto corresponde a un decremanto en la conductancia al K+

hasts aproximadaments 12 da su valer control.
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Ss han reportado conclusicnes simflares en diferentes '
preparaciones, tales como el corazdn de mamffero (Reid et al.,
1967), y de pollc (Papanc l.t al., 1969), de anfibio (Toda et al.,
1970), asf como de fibras nervicsas (Douglas et al., 1960) y

msculares ssquelfticas (Hagiwara et al., 1974).

Por otro lado, rcambi¥n se ho observade l1la aparicifn de
actividad marcapaso en el mistulo cardiaco an presencia de Bat+
{(Bern et al., 1983; Reid et al., 1967; Mascher, 1973) y
modificaciones en los potencialss ds accibn, Estas wodificacionss
incluyant una dieminuciSin en la valocidad de la funa da
depolarizacisn répida del potencial de acciln, un aumento en la
duracitn dal potencial da sccifn debida & une prolonugacién de la
uesata ¥ una depolaritacifn tavrdfa caracterfstica de los pu_:nncules
Ilﬂ.‘.lpllo. (Toda et al., 1970; Beid ot al., 1967; Papano at al..

1969).

Mascher ({1973}, al estudiar 1las vespuestas meclnicas y
slctricas del corazén dal gato en presencia de 1ones da Ba,

sncontrd lo siguiente:

1. Una disminucidin en el potencial de membrana en Teposo, una
disminucifn en la pandients de 1a fase de depolarizacién ripida
del potencial de accifn, un dincremento an la duracifn del

potencial de accifin y la aparicifn de actividad marcapaso.
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2. En prasencia de Naté, la respuesta mecfnice psocinda con el
potencinl de mecifn mustraba dos  couponentes dietintos: Un
componente inicial en foroo de sacudida aeguide por unn fase

téoica de desarrcllo de la tensifn.

3. L& amplitud del componente de sacudida dspendfa del intervalo
antee lon aestfmulos y no  ascaba corrslacionado con el curso

tenporal del potancial de accifn asocclado.

4. El1 curso tewpatal de la fama ctSnica de dessrrollo de tensidn

apraba  Intimsesnts rtalacfonade & squel del potencial de acctdn

asoeiado.

5. Lla relajacidn de Ia fase tinica consiskia de dos  fases

distincos: uns fase inicisl rEpida seguida por una relajacibn

lenta.

6. La velocidad de la relajacibn duraats la fase lenta dapspdia de

la temparatura y esta f8xe ara abolida por debajo de 20 oC.

El miamo sutor sugliril qus la aacudide iniclal era cavsadn por
1s 1liberacifn ds Bats de un deplsito intracslular, misutras que la
fase t&nica de dasarrollo de tensiSn ars causado por unr influio
transarcolemal de Batt durants 1a fese de depolavizacifn del
porancinl de zccibn, Con vespacto & 1la fase de relajacidn, aspgirid
dquse estaban presentss doa difarentes procesos: el primero
posiblapente relacionado con ia caprura de Bad+ por algin depdaitvo

intyacelular y el ssgundo por una extrusidn sctiva de ase i6a, pero
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el mecanismo y estructurss involucradss aers desconocido.

Slavicgk (1972), fud el primero en obscrvar en el wmisculo

cardfpco las contracturane inducides por RBat+d, Entas se generaban

por la aplicacifn de Bat++ a prepavaciones de wmisculo ventricular de
la rata estiouladns elfctricsmsnte y perfundidas con una soluciln
libxs de Cat+ pars evitaxr la apsricifn de actividad espontiinen. Las
contracturss eran estables y sontenidns dul.-nnta un perfadc de
aproximadamente dos horas; tesbifén observs que el Cat+ producfa un
eiectc antagonists cuando so aplicsba en presencis dal Batd. Diche
autor concluyf que sl Bad+ ars capax des reempliarar al Ca+t g8lo
parcislmsnte an 8l acoplasmiento exciracidn ~ contraccldn, ya que ©o
restsuraba la contractillided pardida por 1a susencia del Catt y en
cambic producfa uoa coatracturs esteble y soatenida. El efecto del

Badt ura vevertido sl retirvaclo del wadio,

En una comunicmcifn prelisinar, Msscher (1974), reporta qua el
wiscule cacdfscoe de ssaffero parfundide con una solucifin de Tyrode,
modificade por 1s adiciln de Baés, dessrrolla uns contractura lentn
¥ sostenlda cuandc s& disminuye la temperstura da 1z solucibn de
perfusifn. ‘La velocidad del desarrollo de tensin ¥ la tenstén
sixina desarrciladn durante la contractura sumentan sl ipcrementsar
iz concentracifn de Ba++ o al disminwir la tsrperatura. Al retirarc
el Ba++ de la solucibn de perfusifn, la tensidn din‘unuy- lentamante
¥ #lcanza loa valores contro) dJespu¥is de varios winuton. La
velocidad de eara relsjacisn, aueantsa cuando 3e  incresanta ls

tenparatura da la soluciln de perfuniSu (QI0 3} 3}, o cuando ae
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dismitiuye el pH de la misma.

La ralajacifn so hace mie lenta cuando ge disminuys 1la
concentraclién extracelular de Na+, o cuando ae gumenta el pH del
medio de pc'rfuu.'l.ﬁn. En pregsencia de quinidina la relajacidén no se
produce, en tanto que la cafeina no modifica opreciablemente la
valocidad da relajacifin, La velocidad de relajacitn no depende de
la concentraciin extracelular de CaH ni es modificada por la
adicifn de LaCl a la solucidn de perfusibfn. Con mstos hallazges el
autor sugirié cque l& contractura es causada por la entrada de Bat+
dael 1fquido extracelular al intsrior de la fibra que oaste influjo de
Ba++ satura la capacidad de captacisn del siscema de relajacidn, y
que 1a relajacién ulterior &= cavsada por la extrusidin activa de los

iones de Ba++ al espacio oxtracalular, por un msacanismc deaconocido.

Steiger st, al., (1978) y Ssuki et al., (1970a,b), Saski et
al., QD!Q Saeki et al., (wa;);snn et al., (1984), sl eszudiar ias
propiedades macinicas del misculc papilar del gato. y dal conejfo.
demostraron que las contracturas inducidas al substituir el Cat¥ de
la scluciSn de parfueiSn por Batt, ademis de ser estables, son 1a
manifestacifn da wun desarrollo activo de tensifn ¥ no de un estado
de "rigor”. Ademfiz sncontraron qua la concentraciSn umbral de Bat+
pars inducir el desarrollo de tensidn es manor de G.l mM, que el
curao temporal de la fase de ascenso del desarrollo de tenaidn es
dapendisnte de la estimlacifn eléctrica y que la tensifn mixima pe
alcanzaba aproximadamente a lce dos wminutos. Steigar at. al.,

(1978) wsugirieton qua la incapacidad del miisculo cardfaco para
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relajarse en presencia de Bat++ es debida a que este i8n puede ser

fijado al rerfculo aarcopliamico, pero no traslocadao,

Saekl et, al., (1984), cbservaron que la contractura Ao Ae
desarrolla si inclufan de 300 a 500 u de Mo+ en el medio de
perfusién con Bat+t y que la adfciln de Mnt+, una ver que se ha
desarrcllado 1la contractura produce una relajacifin, Se sabe que el
Mn4+ bloquea especificamente lao corrisnte entrantz del Catt, del
Sr++, ¥y del Bad+ en casi todos loa tejidos oxcitables (Katzung ot
al., 1573; Kohlharde, 1973). Segin Saaki et. al., {19Bl), es muy
probable que la contractura por Ba+ es iniciada por el paso de este
15n a travs del sarcolema. Estos sutoras también concluyeron gue
la adctivacin del sistema contrfctil y la depolarizacidn de la

manbrana celular son procescs indepandientes.

Sanborn y Langer {1974), reportaron que concomitantomente con
la contractura inducida por Ba+t, habfa una acumulacién de cerca de
80 a 165 MM de Batt+/Kg de tejido himedo y nugirieron que ls mayor
parte de aesta acumulacidén era diractamente responsable de la
activacifin contrictil observada, pussto que se sabfa que el Badt

podia intaractuar con la troponina (Ebashi at al., 1968).

Raymond y Potreau (1977), y Potreau et al., {1980), al estudiar
el acoplamientc  excitacifn contraccifn en fibras muaculares
esquelfticas de sacudida r&pida de ]la rana, observaran que despuds
de gpubatituir el Caté por Bat,los potenciales de accifn inducidos
por la estimulacibn elfctrica aumentan en amplitud y duracidn, y que

la contraceidn concomitante depende de dos mecanismos: uno era
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dependieonte del potencial, el otro dependiente del influjo de joncs
da Ba; y este dltimo era iphibido por MnaCl2 (10mM). La relacifn
observada entre lo IBa entrante y la tensibn wlxima se parece a
aquella observada entre ICa y la contracclén en otros tipon de
fibras musecularep. Ademfa, obpervaron que 1a tensifn relativa
declina progresivamente cusando la concentracibén intracelular de Batd
se incrementa y qua la contractilidad desaparsce después de una
sarie de pulsos depolarizantes (5 potenciales de accidén por Batd).
Para ellos, estoc indica que los foneas des Badd entran a la cBlula,
liberan iones de CA 7 los rasmpiazan en los sitios intracelulares
de almacenamiento. Esta 1interpretacisn es apoyada por la
observacién de que despufs de un precratanisnte con cafeina, la 1Ba
entrante deja de inducir uns contraccidn., FPor otro lado, un misculo
qua ha stido cargado con Ba++ hasta qus la contraccién cesa, no
desarrolla una contractura al aplicar cafeina. Estos hallazgos les
sugirieron que 1la libaracifn da Co++ 4inducida por Batt estfi gourte

en sl rer¥culo sarcopliemico.

Hansen et. al. (1984), investigaron el wmacanismo de sccibn
del Ba++ en ¢l nsculo 1iso da la aSrta da la rata, ¥ concluyeron
que el Bati atravissa el sarcolema via los canales del Cetd, ¥ que
el Bat+ ejerce su efacto contrfictil por 1la activaciln directa de las
proteinan iegulnduras. Estos autores sugirieron que el Bat+ no aos
secucstrade en depSsitos intracelulares Eisiolfglcos porque una
preparacifn con deplecifin de Catt, y despuls expuesta a 20m.H da Ba-++

no se restaura la respuests contrlcril a las catecolaminas,
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I11},- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
Se- ha dempstrade experimentalomente que el Ba¥? puade raemplazar
al Cat+ comp un acarreador de cargs (Papano, et Pl., 1969;
Kohlhsede, 1973; Papano, 1970, Toda, 1971) ¥ come un smectivador de
los clemsntos contrictiles en la fibra muscular (Caldwell et al.,

19633 Fatt, et al., 19%8; Helibrunn er al,, 1947; Yukiseda, 1981).

Al igual que el Ca++, el Batt aa une a ls troponina y ex capaz
da activar a los mecanismas contriictilea, asngue con una afinidad
menox{Ebashi et al, 1968)., Sin embargo, & difervencis del Cait, el
Ba¥+ produce una contractura asatable y eostenida (513vicek,1972;
Magchar,1974; Saski et al,,1378; Saeki et al., 19BD; Saeki ot al.,
i98l; Saeki wt al., 1984). Los mecaniamom que inducen el desarrollo
de la centractura afin son desconocidos, pere podrfan consideraras

fundamentalmants tres pasibilidades:

1. La dspolarizaciSn de la membrans causada por el BSark podria
inducir la 1iberacidn intracelular Jda Ca+t {de acuerdo al modela
de ' Schneider), ¥ sate incrsmanto en la concentracidn
intvacelular de Ca+é, llevarfa al desarrollo de tensién, Este
seeia un  miceniswc semejante &l que origiiu sl cosmponante
inicial de las contracturas inducidas por la concentracién
slevada de X+ en fibras muscnlarss waquelécicas, cardlacas, ¥

lisas.
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2. El influjo transarcolemnl de Bat+ podrim inducir 1a 1iberacién
del Ca+t+ acumulado en e) retfculo sarcoplfismico. El incremento
on 1a concentracifin de Catt conducirfa a la activacisn de 1a
maquinaria contefctil. Este mecanisme serfa semejanta al
teacanisme de libaracisn de Catd inducids por Ca++ deperlto en

fibras mustulares asqualéticas y cardfacas.

3. ELl influjo transarcolemnl de Ba++, via los cannles del Ca+t
voltaje dependientes, podefn {ncrementar 1la concentracibn de
Bat++ ¢n el sarcoplasma hasta alcanzar la concantracifn umbral de
Ba++ para inducir el desarrollo de tensifn. En este caso, el
Ba++, al unirse a la troponina, activarfa Jdirectamence a las

proteinas contrictilas,

Las coptracturas inducidas por Bad+, a difgrencia de 1las
contracturas inducidas por cafeina o por alto X+,(en el misculo
cardfaco de mamifaro) se caracterizan porque una ver que se alcanza
sl mliiximo desarrollo de tansifn, #ste se mantiene astable mientras

parnista la expoeicifin al Ba+t,

Podrfs proponerse que en al eatadc eatable de la contractura
inducida por el Bat+ existe un aestado de equilibrio entre les
mecanismos que tienden 8 aumentar la concantracidn Intracelular de
cationes divalentes, y aquellos que tienden a disminuirla despuéis de
que estos Gltimos han afdo insuficientes pars mantaner la
contraccifn intracelular de dichos cationea a un nivel 1o

suffcientements bajo puirs svitar el supento de la tensidn.
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La relajacibn, inducida al retirar el §u++ del medio, dindica
una  disminucién de 1la concentracifn iIntracelular de cationes
divalentes hasta un nivel lc suficientemente bajo paras cavsar la
relajacién, Lon mecanismos tesponssbles de este proceso no han sido
investigados, Eus poco probable que la relajaciéin sen originada por
la salida de cotlones divalentes hacia el espacio extracelular por
difusifin simple, pueceto el Q10> 3 de 1a velocidad de la rtelajacidn
sugleren la participacidn de u;x proceso activo en dicha relajacifn

{Mascher 1974).

Otros mecanismos que podrian considerarss para explicar 1nm

ralajacién son los sigulentes:

L. La captura de los cationes divalentes por estructuras
intracelulares tales comwe el reticulo sarcopléismico y/o las
witocondrias, Este mecaniamo seris similar al necanismo de

relajacién en la fibra wmuscular cardisca en condiciones

fisioligices,

2. La extrusidn activa de dichos cationes a través del sarcolema,
via la bouba de Catt dependiente de ATP. Este mecanismo seria
sspeiante sl que se lleva a cabo para la extrusidn activa del

Ca++, on diversos tipos de cslulas,

3, 1a extrusién de los cationes divalentes & través de un
intercawbio con el Na+, Ests mecaniswo smerfa wsimilar al

intercambio Nat+ =~ Cat+t estudindo bajo otras condiciones

fisiolSgicas.
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IV) .- OBJETIVOS.

. El propbsito del presente eatudio fu€ realizar un snflisia
oxperimental de las controcturas inducidas por Bat+ en el nisculo
ventricular de la rata. El estudlo fub dividido en tres fnses:

FASE 1

Anflisis y caracterizacitn de las condiclones experimentales
hajo lan cuales se producen lae contracturas induclidas por Ba+t+., En
enta fasa del proyecrto se intent6 enconerar las condiciones
sxparimentolas &ptimas para inducir las contracturas por Bast
(concantracién excracelular de Batd, temperaturs, stc,)

FASE 11

Anfilisis del wsecanismo por &1 cuml se desarrollan las
centracturas inducidas por Batt, En esta fase, se intents dilucidar
ai ]l mecanismo qua induce el desarvolle de las contracturas por
Bat: as debido a 1a liberacifn intracelular de cationes o al influjo
transarcolemal de Bat+ y la  activacifn directa de las proteinas

contrhctiles por este 16n.
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FASE III

Anfilieis del mecanisze y de las astructuras involueradns en 1la
relajacién de 1la contractura por Batk. En esta Gleima fase del
proyecto se analizaron los posibles mecnniemos quae intervienan en la

relajacidn inducida sl retirar el Ba++ del medio.
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V).~ ﬁATEltAL Y METODOS. -
1) . ~PREPARACION:

Se utilizaron misculos papilares del ventrfculo derecho de
ratas Wistar. de Bexo masculino y peso entre 250 y 300 g. Diches
animales fueron desnucados por un fuerte golpe en la nuca y despuéis
de una esternotomfa se extrajo rdpidamente el corazn, el cusl se
coloct en una cimara que contenla seolucidn de Tyrode oxigenada
concinuamente. Mediante una dIncipidn cuidadosa, en la cara
anterior, se abrié el ventrfculo derecho, y bajo obmervacifn, con un
aicroscopio de disecciln, sa localizd un nisculo papilar aproplado,
cuya longitud fuera sproximadamente de 3 a4 5 mm y que no axcediera
de lem de difimetro. El extremo tendinoso del miisculo e sujets a un
filamento delgado de Nylon y el extremo unido a la pared ventricular
fué cortade culdadopamente. La prep;rlciﬁn fud trasladada a una
clmara de perfusifn contfnua donde fud montada verticalmente. E1
extremo infarior ae £1)5 sediants una pinza ds plata, y el extremo
tendinoso fuf fijado por medio del filamento ‘de Nylon a un
transductor electromecfnico para medir tensidn en condiciohea

imomftricas (Grasa Modclo FTO3-C}.
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2).~ SISTEMA DE PERFUSION Y DE CONTROL DE LA TEMPERATURA.

El sistemn de parfumifn y control de la temparatura se ilustra
¢en la figura 1. La cimara de perfusiéin consistia on un cilindro de
vidrio con un volumen de aproximadomente 0.3 ml. Las soluciones de
perfuaién 1llegaban a 1z cémara por gravedad desde rescrvorios -
colocados a una altura de sproximadamente 60cm y conectndos a 1la
cimara a travis de tubos de polistileno los cuales, despuéis de
atravesar un dispositivo de control de temperatura, desembocaban con
«l fondo ds la cxu.ra. Este mEtodo de perfusidn reduce los
artefactos macfnicos producidos durnnﬁ los cambios de solucién. Lla
aolucifn e drenaba por desbordamiento hacia un canal unido al borde
suparior de la cAmara y en el cual se colocaba una wmecha de
celuloen; esto peraitia mAntener constante el nivel de la solucibn
on la cimdra. La velocidad de flujo fuf de aproximadamente, 20ml/

min, lov que assguraba un recambio répido da la aclucisn,

Con objsto de lograr cambios ripidos de la cempsxatura en 1a
cimara de parfusifin se utilizarcn dos eistemas ds perfusibn
1ndnp-n;!unt.u. cada uno de los cusles dasesbocaba an una 1llave de
tras vias conectada al orificio de entrada del fondo de la clmara.
Este sistema permitia gelaccionar la temparatura deseada, En uno de
los sistemas los tubos de poliatileno atravesaban un bafio proviato
de control termostivico, calibrade de mansra que las soluclones
llegarsn a la climara a una temperatura de 37oC. ¥n el otro sistema
{ds temperatura baja), los tubos de polietileno pasaban por un bafio,
en el cual con cubos de hislo sa enfrfaba la solucifn hasta alcanzar

1a temparatura dessads.
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3) .~ BOLUCIONES,

Las soluciones de perfusisn utilizadas fueron preparadas el dia
del experimento a partir de soluciones wadre, preparadas a parctir de
snlas de grado analftico. La composiciSn de las soluciones eo

muaatra en la siguiente tabla:

COMPONENTES TYRODE TYRODE con TYRODE con

(ot Bajo Cat+ Bajo Cat+
+ BaCl2

NaCl 137 137 137
KCl 2.7 2.7 2.7
MgCl2 0.69 0.69 0.69
HaHCO3 11.9 11.9 11.9
NaH2P0Q4 0.4 0.4 0.4
CaCl2 1.8 0.18 0.18
Glucosa 26 20 20
Bacl2 -— ——— 0.5 ~ 4

Lap solucionas fuaron ssreadas con una mezela de 95 por 100 de
02 ¥ 5 por 100 de CO2 hasta alcanzar un pH de 7.4 y s# nmantuvieron

contfnussents asrgadas durante la perfusidn,

En lo; experimentos en los cuales se wmodificsd el pH dea 1a
soluciSn de perfuslSn, se substituyd el smorciguador (KaiCOd y
KaHPO4) por 3 mM de Tris-Hidroximetil Amino-Hetano (THAM). Eetas
-lolucl.onu fusron sereadas con 100 por 100 de 02 y el pH Be ajustd

con HC1 | N, &l cual se agregd lentamente hasta alcanzar el valor de
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pH deseado. Cuando sa Tadujo 1la concentracifn de Nat an las
solucicnes parfusifn, el Wa¥ fué eubstitulde por una cantidad
osndticamente squivalente de sacsross.

4) .~ SISTEMA DE REGIBTRC Y DE ESTIMULACION.

El dispositivo de registyo y de estimulacidn esth flustrado en
ls figura 2. La respussts mechnica del msculo fué medids empleando
un transductor slectromecénico de tipo isomiitrico ( Grass Modelo
FT33-C), amplificada con un preamplificador de DG { Grass Modolo S5P1

} ¥ sraficads en un sistema poligrifico (Grass Modelo 5 ).

Para conocer &l sstado ds la preparacifn, y pata determinar 1la
tenalfn isowftrics mixims desarrollada durants la sacudida , se
aplics al iniciar cada experimentoc uns estimulacién de campo,
udilnu. dos slactrodos de plata que se sncontraban en sl interior
de la clmara ds perfusiSn. Los setimulos fueron gensrados por un
astimulsdor (Grass Modelo 54 ) ¥ ailslados de tlerra con unm unidad
aislamiento de vadiofrecusncia {(Grass Modelo SIU4 ). Lous parfimetros
ds los estimulos fusron: pulsos ractangulares, monoflsicos, de
tntensidud 1.5 veces al umbral, 5 mssg de duracibn y frecuencia de

0.15 Hs.
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5) .= DISERO EXPERIMENTAL.
Para induciyr las contracturas por Bat+, se utilizd el sigufente

diseiio experimental:

pasc 1! Despulis de colocar la praparaciSn an el dispositive
exparimental se porfundiS #&sta con solucifn de Tyrode, a uns
temperatura de 37o( durante por lo menos 120 min, Durante ests
perfodo 1la preparaciin fuf estiwmulada con los parimatios Ya
mencionados, Este pasg tenfa por objetive asegurar la

estabiliracidn de la preparacidn.

paso 231 Al finsl del perfodo ds estabilizacién “se substituys 1la
solucifn ds Tyrode por tuna eolucisn da Tyrode con bajo Catt
(genoralmente 0.18 =M )}, ¥ se esperd hasta que la amplitud de 1la

contracclén alcanz5 un valor estable.

pasc 3! En aste paso se disminuy8 1an  temperaturs del wmedic de

perfuslSn hasta el valor deseado.

paso 4: Cuando la amplitud da la contraccisn alcansd de nuavo’ un

valor satable se suapendis la estimulaciin eléctrica.

pasc 5! 5 min. despufs de 1a suspensién de la estimulacién sa
agregs el Bat+ n la goluciin de perfusiSn para indueir la

contractura.

paso 6: Una var que la tensifn dursnte ls contractura habfa
slcanzado un nivel estable, s cambid la solucifin con Ba++ por uvna

solucifn de Tyrode con bajo Catt, para inducir 1la relajacidn del
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wmiisctulo,

FASE I

CaracterizaciSn de 1las condiciones exprimantales bajo las

cuales sa producen las contracturas por Batt:

1.

2.

Efactos da la concentracifn de Ba+t: Con el £in de determinar
la relacifn encre 1a conventraciin de Ba++ y la tensiln
desarrollada durante la contractura se probarcon en el pase 3 de
la sscuencia descrita diferentes concentraciones de Ba+H { 0.5 a

4 mM ).

Efactos de la temparatura! Fn ests experimento se analizaron
las efectos de 1a temperatura scbre el desarrollo de 1la
contractura por Bat+, Para esta fin se disminuyS en el paso 3
de Ia ascuencia descrits, 1la temperatura hasta diferentss
valores ¥ ss wmantuvo dicha temparatura en leos  pasos

subsscusntas.

Efectos de 1a concentracifn de Ca+t: En aeste experimento pe
eatudif 1a influencia de 1la concentracisn externa del Ca++ sobre
2l desarrollo de 1a contractura. Se sxploraron tres diferentes
concentracicnes de Cat+: 0, O0.18, y 1.8 mM respectivamants.
Cuandc s satudiaron las concentracicnes de O y 0.18 mM as
disnpinuyd en el paso 2 de la secuencia experimental la
concantracifn da Catt al valor correspondiente y se mantuvo esta
concentracisn durante los pasos subsscusntes; cusndo se probd la

concentracisn de 1.5 mM se omitis al paso 2 da la secuencia.
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FASE II

© Anflisius de los mecanismue involucrados en el desarrolle de 1la

contractura inducida por Ba+:

1.

2.

Efectvs del Co++: Con el objeto de analizar el posible papel
del iInflujo tranearcolemal de Ba++ en el desarrolle de las
contracturae, se intentd suprlmir dicho influjo mediance el usec
del Co++, el cual ha sido ampliamente utflizade como bloqueador
de loe canales del Cat+ (Koblhardt et al., 1973). El bloqueador
fué agregado al mnedio da perfusiSn en difevantes posos del

protocolo experimental.

Efectos de las modificacionsg en ¢l pH: Se ha reportado que la
concantracidn de hidrogenionea . (H+) en el madic extracelular
mnodula al influjo de Cat+ a través de loa capales deal Catt
Jcpnndian:en dai voltaje.La disminuciSn de la concentracién de
H+ sn 8l medio extracelular, incrementa la agplitud de Jla
coriente dea Cat+ y a la inversa, c1A incremento en la
concentracién de W, disminuye la amplitud de dicha corriente
(Kohlhardt, et al., 1%76;Stephen, at al., 1977). Con base en
astos 3fectos del pH extracelular esobre el influjo
transarcolemal del Ca+, se IntentS, en el pressnte eatudio,
alterar el tnflujo de Bat+ mediante la modificacifin del pH del
medioc de perfusifn. EL pH iuﬁ modificado en diferentes pasoce

dal protocolo sxpsrimantal.

- 8] =



3. Efectos de la cafeina: En esta serie da experimentos ase axploxs
la posible participacidn del re:!cu!.o. garcaoplismico sobre el
degarrollo de tensidn inducido por al Batt, Para allo, se
utilizd como herramisnta exparimantal la cafeina. La cafainn an
un ffrmaco capaz de liberar el Ca+d azumulado en el retfculo
sarcopliiemico, y, por esta accién, producir deplecifin  del
rerfculo sarcoplfismico de Cat {Weber,1968; Fabiato, 1983,
1985). Este f&rmaco ful aplicado en diferentes pasos del

protocolo experimental.

FASE 111
Anllisis de los mecaniamos qus intsrviensn en la velajacifn

inducida ul retirar el Batt del medio.

FPara eats anflisis se utilizd el siguiente diasfio: Se  indujo
primero una contractura en las condiciones experimentales que en la
primera fase del proyecto ss encontraron como Gptimas para
inducirla. Una vas que la tensifin durante la contractura habfa
alcanzado un nivel eatabls se recird el Batt del madio para  induciy
1a telajaciSn del sfisculo. Una vez conocido el curso temporal de la
relajacifn, bajo astas condici{onss exparizentalss, se estudif el
sfecto de diversas modificacionss en las condicionss sxparimantales
sobra dicho curac temporal. 1Las variables axperimentales cuyoms

afectos os planel sstudiar fueran las siguientes:
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1.

Efecto de la temperatura: Para detarminar sf en 1a telajacién
inducida al retirar el Ba++ del wedio, interviene algln proceso
active (depondiente de ATP), se estudid el efecto de las
mndifiéaciones de 1la temperatura sobre dicha relajacidn. Para
cuantificar este ofecto de la temperatura, se determind el
tiempo en al cual se llevaba a cabo la relajacifn hasta el 50
por 100 de 1a tenaisn mixima alcanzada durante la contractura
(T50}, Con les wvaleres de T50 abtenidos pora las diferentes
temparaturas utilizadan, ae determind en forma grifica (Figura
11) &1 QIO del T50. Se ha definido «1 Q10 como el nimero de
veces que se wodifica un procasc al cambilar la tespertura 100C.
La deterninacidn del QI0 no es un medids exacta de 1la
wmodificacidin de un proceso, al cambiar la tamperatura ya gue su
valor se modifica de acuerdo al intervalo da temperturas
utilizado para su éﬂlculo. 5in enbargo,se acepta que cuando un
proceso blolégico tienc un QLO ) 3, esto ss indicative de que en

dicho proceso se consume snergfa derivada del metabolismo.

Efectos de la cafeina: La cafeina ha sido sspliawente utilizada
para producir deplecisn del retfeculo sarcoplésmico de Ca++
{Fabiato, 1983, 1985; Karaki et al., 1986a; Raymond et al.,
1977; Potreau at al., 1980; Weber 1968), iHasta el momento no as
claro si dicha deplecidn sa produce Gnicaments por la liberacibn
dal CaH+ acumulado en el interior del reticulo sarcopliiemico o
tambidn por la inhibiciSn de la captura de dicho 16n (Weber,
1968). Adends del efecto sobrs el retfculo sarcopliemico, la

cafaina incramenta la corriente de Cat+t a nivel del sarcolems,
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este efecto ea secundario o la inhibicidn de la fosfodiestarasa

1a cual, de una manera indirecta, incrementa el AMPc,

En esta serie de experimentos u_u:ilit.ﬁ la cafeina como
unpa herramienta para analizar si el retfcuio sarcoplfswmico es
capar de captar ¥ acumular icones de Bat++. En estoo experimenton
ae intentS, como primer paec, causar deplecifn del ratfzulo
sarcoplfemico de CaH+, por 1la exposici6n del miigeulo a una
solucién da Tyrods 1ibra de Ca+ durante un perfodo prolongade
{por lo menocse 3C min.), y'h axposiciSn subsecuente duranta 15
ain. | a una slavads concentraciln de cafeina (30 mM), Al final
de gste tratasisnto y una ver rtetirada la cafelina, sa indujo una
coptractura por la adicifn de BaH (4xM} a la solucidn de Tyrode
1ibre de Ca++. Cuando la teunsidn nlcanzld mu valor niximo se
rotiel w1 Bat+ para inducir la relajacidn y cuando esta
relsjacién habfs progresadc hasta aproxizadaments el 50 por 100,
ne  expuso la pn;‘ulracﬂn a la nisma dosis de cafeina utilirada
para lograr la deplecidn de Ca+t del retfculo wearcopléismico.
Este disaific sxperimental permitiS someter a prueba la hipStesis
da que.el retfculo sarcopliemico es capar de captar y acumular
al Bat . De acuerde con esta hipStesis, 2a aplicacifin de
cafeinas durante la fane da relajaciSn de la contractura inducida
por &l Ba+t, despufis de haber inducido la daplecisn del reticule
sarcoplismico de Catt, deberfs inducir una contractura
transitorfia ai el retfculo sarcoplfemico fud capar de acumular
una parte del Ba+t que penetrS dal sspacio extracelular durante

la contractura, mjentras gue si, por ¢l contrario, sl retfcule
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3.

sarcoplsuico no es capaz de acumular ol Ba++, la aplicacidn de
ln cafeina, bajo estas condicionea (preparacién a la cual sa le
indujo una deplecidn de Catt+ y expussta transitorimente al Badt)

debarfa ser inefecciva.

Efectos de la modificacibn de la concentracifn extracelular de
Na+: Para analizar la posible participacifn de un intszcambio
Hn+/Cn-H- a nivel del sorcolema durante la fase relajacidn de 1la
contractura por BatHt ge disminuyS la concentracifn del Nat en el
wedio de perfusidn. E1 Not+ fué sustiutfdo por una cantidad

ossiticapanta equivalente de sacarcsa.

- 65 -



VI) .~ RESULTADOS.

1) .~ CARACTEKIATICAS GENERALES DE LA co:mui:‘rum INDUCIDA POR EL
Bats,

La figura 3 se ilustra un ajerplo de los contrscturas inducidas
por Ba+h, La adicifn de Bat+ 2 la solucidn (Tyroda con bajo Cat, y
& baja temperatura) induca en el miscale papilar ap raposo una
contractyra en la cual ss pusden distinguir tras Esses: faae da
contraccién, fape eptacicnaria, y fssas du' relajactdn, La fase de

contraccifn se inicia aproximadaments 20 a -60 segundos despufa de la

adicifn del Bat+t. Dutantw ests fass se prod un iner s da la
tansiSn &% cual afgue un curso eigacidel:  intcialmants al
incremsnta da tenaidn es lento y da poca amplitud; despuls aw
observe un docremsnto wfs répido y wis acentuado de la tensidn y
finalsents, uns faes durants la cual el increnento de 1@ tensiSn as
nusavassnts lanto y de poca ampiitud. 1a cransficifn sntra estas dos
fases en gradusl ¥ durante ia fase final Jla Censfln sa acerca
ssintSticamentea & un wvalor miximo, En conjunto al dassrrollo de
cansifn es un procesc lsnto y transcurvan varios atnutos (10 a 25,
sagdn lll. condicicnes axparimentales) antea de que la teneisn

alcatce su valor afxiso.
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PIGURA 3: Contrsctura inducida por le sdicidn de Sat++ (2a) & 1a
solucifn de Tyrods con bajo Cadd (O.18wM) an ¢l wisculo papilar del
corasbfn de la rata.La flecha orientads hacts arribs, indics al
womanto an que ful aplicsdo al Bass; le flechs invertida, indica &l
nomanto en qui en qua a8 ratics el B+t del madie. Ls calibracibn

veartical repressnts 0.2 wR y la horizontal, 1 min. Temparatura;
200,
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Unz vez aleanrads 1z tenspifn mExima, £dcx se mantiene constants
(fase estacionsriu de ls contractura) durante todo el tlempo que ae
wmantetgn ¢l BoH en el wedio de perfusifin, Cuondo &1 Bat: es
rativado del medio, la tensifn comienzn a dismiculr despuéis de una
lotencia de opronimadamente 1 & 2 min, {foee de relsjacidn).
Durante esta fose 1a tenslfn dismlruye hasta el valor que tenla
antes de la adlgibn de Batt. Aunque el tiempo requeridc para la
relajacisn completa varfa segfin 1as cnndiFioneu experinentalen, por
regle general, la durvacifin de la fane de relajacifn es mucho wmayor
gue 1la de La fase de contraccidn.
a).~ Reproducibilidad de lom Efsctos del Bett,

La expopicifn vepatida, de la misma preparacifn al Bat+ 1induce
contracturas cuyo curso temporal y dwplitud son plaufilares mientras
pirmanszcan constantes las caondicionas sxperimentales; esto indica
Gue lax contractucas inducidas por bario sun reproducidles. &in
enbarge de una preparaciSn a otras hay una gran variobilidad taotec en
4} curso temporal como en la amplitud de lme contracturas inducidas
bajo condiciones experimentales eimilares. Esta variabilidad puede
atribtulree tentacivamente a diferencias an el dipenaiones y la l

gacmetrYa de las preparacionss estudfadas.



b).=~ Reveraibilidad de loa Elfuctoa del Bat+,

81 despufe de habsr inducido una o varias contracturae por BaH
Be rTegresa la proparacifin a las condiciones iniciales Qe perfunibn
{Tyrode con 1.8 mM de Catt y temperatura da 370C) siguiendo, en
orden inversc 1a secuencia de pasos descrita previamente (Hetodos),
se observa, al reiniciar la estimulaciSn eléctrica, una reaparicién
‘ﬂ!lldiat‘.ﬂ da la respuesta de sacudida. Sin embargo, la amplitud de
la aacudida ce 1iniclalmepte pequefin y va auvmentando lenta y
progresivavents. Por lo genaral, aGn despuis de experimentos muy
prolungados (de varias horas de duracifin) la amplitud de 1la sacudida
alcanza aproximadaments el 70de la amplitud original unos 30 minutocs
despuls de regresar a lss condiciones iniciales de perfusisn. Estan
observacionus permiton suponer que la exposicisn al Bo+t no nltera
irreversiblenente las propisdadas eldEccricas y wmeclnicas de 1la
praparacifn.
c).-Efectos dal Ba++ Scbre al Potancial de Mambrana.

En &l pressnte estudio aflo se hicieron registros del potencial
de wenbrana en algunas. prepsracicnes. En estos axpcrimantoa- 8o
observd que 1la adiciSn de Ba++ a la eolucisn de Tyrede con bajo
Cat++, induce una depolarizacién lenta del milscule papllar en reposo.
La depolarirzacifn se inicfa casi inmediataments después de aplicar
sl Ba++ a la solucifn de perfusidn y alcanza su valor mfximo durants
¢l primer minuto de la axposicifn al Ba++. Una ves alcanzado dicho
valor el potencial psrsansce sstable durants tode el tieopo que se
‘mantiens la sxposiciSn al Bath. Sismpre y cuando no aparazca

automatismo. En prasencia de Ba¥, la msmbrans se depolaricza hasta
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~310 a =20 aV dapendiendo de la concentracién de diche ién. Al
retirar ‘el Bat+ de la soluciSn, se obgervd una repolariracién
gradusl de la membrana hasta el valor de potencial previo & la
adicisn del Ba++. Por lo general, el potencial de membrans regresa
a dicho valor inicial con una latencia de ! a 2 min. que transcurre
entre la suspeneifn de la exposiciSn al Ba++ y el comienezo de la

relajacisn,

2).= FASE 1iCARACTERIZACION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES BAJO
LAS CUALES SE PRODUCEN LAS CONTRACTURAS POR Batt.

a).= Efecto da la Concantraciln de Batt.

La figura 4 ilustra la respussta mgcinica de yn misculo papilar
somstido a l1a diversas concentracionss de Batt (0.5 a 4 mM) en 1a
solucidn de Tyrode con bajo Cat+ (D.18a). Tanto la valocidad del
desarrolic de tensidn durants la fase de contraccién como la tensisn
ufxine altanzada dursnte la fase estacionaris de la contractura
depanden de la coocentracifn extracelular da Bgt+. A 1la
concantracisn de 0.5 mM (la afe baja utilizada ean sste eatudio) el
desarrollo de tensifn es muy lanto y de escasa magnitud (regicre A).
Al ucr‘tﬂntnr la concentraciSn de Bat+, aumenta tanto la velocidad
de dasarrollo de tensifin cowo la tensifn adxima desarrcllads
(regiscros B a D). 88 observS, ademfs que al incremantar la
concentracifn de DBat+, w8 aumentS la ocurrencia de aceividad
eapontiinea. La tenaifn wirima desarrolladn durante 1a contractura
inducida por la adicisn de 4mM ds Bat+ & una temparatura de l4oC fud
aproxiwadasente 1.5 veces la tenaisn méixims desarrollada durante 1a
raspusata de sacudida del miswc misculo. La sixima concentracifn de

Batt utilisada en este estudio fuf de &mM, dadc que habfa sido
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teportado (Hermsmeyer, ot al,, 1970; Slavicek,1572; Saski et al.,
1978); yue concantraciones asyores no inducen incramentos
adicionales pl en 1lp velocidad de desarrello da tensidn ni en la

tensidn mixisa desarrollada.

Estos resultados indican que el grado de activacién ds las
proteinas contrilictiles, durante 1s contractura dJdepende de la
concentraciln de Da+t y que a concenttaclionss de Bat+ de 4xM de

produce una sctivacién miixins de la maquinaria contréctil.
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FIGURA 431 Efacto ds diferentos concantraciones da Ba+t+ aobrs
«l desarrolle de tensifn., Cada unc da los crazos {A-D), miestra el
incremanto de 1 tensifn inducide por la adicidn ds Bat+s an el
aonanto lnei!cadn por la fiecha. ULas concenctracivnes de BaH+ Fueron:
A=Q, 5w, B]l.0uwM, C*2,0wM, y D=4i.QuM. La calibracién wverticsl
corraspondes & O.lmK an 4 ¥y B,y 0.20R en € y 0. La calibracifn
horizontal representa 1l min. Tewparatura: 200C; Concentracldn de

Cadd: O, 1BmM.
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b) .= Efecto de la qurltlll:l.

En la figura 5 ss ilustra el efscto de la wmodificaciln de 1a
temperatura sobre el desarrollo de las contracturas inducidas por el
Bat+t+. En esta [igura ae puede obeervar dus entre 30 of y 10 o, 1=
disminucifn de la tesperatura incremsnta tanto 1la velocidad de
desarrollo da tensién comc la tenaiSn aExima desarrollada. A
temperaturas inferioreas a 10 of disasinuys 1la velocidad del
desarrollo de teneidn asf como la magnitud de la tensién oiximse
desarrollada (no ilustrado). A tegperaturas superiores a les 30 of.
el Baté, generalmente no induce incremsnto aslguno en la tensidn
basal, a8 dcecir, no se observa conptractura y fracusntements aparece

actividad eapontiines.

En wl sjemplo {lustrado en Jln figura 5, la tensidn wmixisa
desarrcllada dursnte 1:_ contractura inducida a 30 oC alcanzd 1 31,7
per 100 de ls desarrcllade durante la contractura inducida s 10.5 oC
(registros A y C), mientras que la tensifn mixims desarrcllada a
19.8 oC slcanss 21 73 por 100 de la tensifn mixima desarrollada a
10.5 oC (registros B y C). Ds acuerdo con estos resultados, al
intarvalo &ptimec de tempsratura parxc el desarrolle de las

contracturas por Ba+t se encuentra entre 10 oC y 20 oC,

La mayor parte de los expsrimentos de aste sstudio ae
sfectusron & la temperacura ambilantal (20 a 22 oC). Por un lado, a
eata temperstursa ss obtianen contracturas cuya amplitud se ‘conatders
adecuada para el anflisis que as quarfa hacer, y por otre lado, al

trabajar a la cemparatura sshiental s, téicnicasents, mis aencilio,
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FIGURA 5. Rfacto de ls Cempezaturs svbre las contracturas inducides
por sl Ba. Las temparaturas urilizsdas fuaron de 19.8qC, 10.50C y
300C (regpivtrom A, B, ¥ C, Taspectivemants). 1la preparscifn fuf
sxpussza sl Bat+ {2al) durants el parfodo comprendido antre lag dos
flachas. La calibraciln vertical corresponde a Q.Im¥ y 1Ia

borizpntal & 2 min. Concantracisn de Cat¥: O.15mM.
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€¢).= Zfacto da la Concentracisn de Catt,

La figura 6 muyestra al efscto de la concentracifn extracelular
de Cat+ oobra el desarrolle de lam contracturas por Badd, La
disainueiCn de la concentracifn de Cat+ an la soluctdn de Tyrode a
la cual se adiciona al Ba++, dLncrementa tanto la velocidad de
degarrollo de cansifn, como la f.nllﬁn nixi{ma dasarrcilada durantas
la contractura. Por otro lado, el incremento an la concentracidn de
Catt, aumanta la incidencia de apariciSn de actividad espontinea.
Diverscs autores han utilizado para el estudic de las contracturss
induciday por Ba+t+, scluciones 1libres de Cat+ ya qus sste
procadimiento suprima la aparicién de automatismc ¢ incrsmenta la
tansifn desarrollada (Slilvicek, 1972; Saeki et al,, 1978)., Sin
snbargo, Mulr (1947) demostrS que es necesaria una concentracién
nfnima de Cat+ (200pM) en al espacio extracelular pars mantensr
fotegra la ultrasstructura del diaco intercalar. Por esta razén, en
la mayorfa de nuestros expsrimentos, se utflis8 una concencraciln de
Cat+ de 0.18 mM sn la solucisn con Ba++. Con eate procedimiento se
intents por un lado, disminuir al sfnimo el efecto antagSnico del
Cat+  mohre al desarrollo de tanaifn durants la contractura inducida
por el Bat+ y, por otro lado., asegurar en lo poaible la £ntegridad
del dimco intercalar y por lo canto el acople slfctrico entrs las

células de la preparacifn.
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FICURA 6. Efecto de la concentracifn de Catt gobra el desarrollo de
tensifn. £n A se ilustra una contractura inducida por la adicifn de
Batt (2aM) a urna solucifn de Tyrode con una concentraciSn de CoMd de
1.8aM. £n B se ilustra una contracturs inducida por la adicifn de
2uM de Bat+ {flechas horientadas hacis arriba) a uns weoluciin de
Tyrode con bajo Casd (0.1BaM). La calibracifn vertical repressnta
0.72uN y la horizontal 1 min, Tswperatura: 20o0C.
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3).— FASE II: AMALIS1S DPE LOS MECANISMOS 1KVOLUCRADOS EN EL
DESARROLLO DIE LAS CONTRACTURAS INDUCIDAS POR BaH.

a) .~ Efacto dal Cod+,

La figura 7 susstrs el afecto de la adicién de Cott al medio de
perf.usitsn. sobre las contracturas inducidas por Bar+. El registro A
sussatra una contractura inducida por 1le adicifn de Ba+d en una
solucidn de Tyrode con bajo Catd., El ragistro B musstra gue 1a
adicifn de 2 mM da Bad+ & la sclucibn de Tyrods con bajo Ca++ en
presencia de 3 =M de Cott, no dinduce Iincremento alguno de la
tansifn. Este resultado indica qua la presencia ds Coi+ previens sl
desarrollo des tensifn inducido por la adici&n de Bat+. El registro
C musstra al afecto da la adicidn de 3 e de CotHr a la solucidn de
Tyrode con Bat+ (y bajo Caté) durants lm fasa estacionavria de la
contractura, s decir, una vez que ls tenoifn inducida por el Ba+
ha alcanzado su valor miximo. Bajo estas condiciones, el Cot+
induce una relajacidn del wniisculo. Durante la relajacisn aaf
inducida, 1a cansitn disminuye hasta o1 valor previo a la adicibn
del Ba++. Ests ralajacisn es similar a la obssrvada al retirar el
Sa++ del wedio, sin ewbargo, la tensién disminuye nls répidaments
durante ls relajacifn inducida por por 1la adiciin de Coté, que
durante la relajacidn obssrvada an sl mismo wmisculo al suspender la
exposicidn &) Ba++ (complirase los registros A y C}. El registro D,
muastra que al ratirar el Cot+ de le sclucifn da Tyrods con Ba+, ma
produce un incrementc lento y progresivo de la tensibn que -pnnisl:a

hasta =] momento an qua ss retira el Ba+t+ del medio.

- 77 -



Estos rssultadoss sugiersn fusrtemente que al influjo
transarcolemal de Ba#4+ via los canalss del Ca+t parcicips de uha
mansroa impeortante an 8l dagarrollo de la contractura inducida por el

Badt.
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FIGURA 7. Efscto del Co¥+ sobra las tuntnctuna inducidas por
«l Batt. A (contractura control), susstra la raspusata
caracterfatica del miisculo papilar a la adicifn Jdel Ba+h. La
preparaciin  ful expuesta al Bat+t durante ol perfodo comprendidoe
entra las dos flechus. En B, s= agregs Cot+ (ImM) en ¢l wmomento
indicadc por la primera flacha y Bas+ (2uM), en wl momento sefalado
por la ssgunda flacha. C muestra o) sfecto de la sadicifn del Cot+t
(3a) scbre el desarrolle ds una contyactura inducida por Ba+t
(2sM). La primara flecha indica =l momento an qua sa adiclond al
Batt y la ssgunda el mosento en que se adicionS el Cot+. Después de
20 min. de exposicidn de la preparacisn al Co++ an presencia de
Ba++, se procadis a retirar primero el Co++ y postaricormenta el Ba++
(primera y ssgunda flechas respectivamente, del registro D}. La
calibracién vaertical rapresents 0.2eN y 1la horizontal a lmin.

Tamperatura: 200C; Concantracidn de Ca++:i0.18mM.
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b).~Efecto de la Modificacién del pH,

La figura 8 iflustra la influencia de 1a modificacifn del pH del
medio extarno sobre las contracturas inducidas por Bat++. A muestra
una contractura inducida por Ba++ a un pH de 7.4, westa contractura
g¢ tomf comc control. B cuestra que al repecir 1; expoaicifn al
Ba++, & un pH de 6.4, disminuye teanto la velocidad de desarrollc de
tansifn como la tensidn mixima §allrro11=da durante la contractura,
En, se muestra qua ia dismfnucidn del pH hnsta un valor da 5.0,
pravisns por completo sl desartrollc de la contractura inducida por
al Ba+t, Finalmenta, D, ilustra que a un pH de B.4, 1a adicién de
Bat+ 1ndugc uns contractura en Ia cual la velocidad de desarrollo de
tsnaisn y la tensiSn mirima desarrollada son aproximadamente dos

vercan mayorss que =0 la contractura inducida a oun pH da 7.4.
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FICURA 8. Efscto de la sodificacifin del pH sobre las contracturas
inducidas porBat:. Los valores de plt ututndol-furon: 74, 6.4,
5.0, y 8.4 (registros A, B, C y D, raapsctivasente). La preparacitn
fud  enpussta al Bat+ {(Zui) durants sl parfodo comprendidc entre laa
dos flechas., 1a calibraciSn vartical ss equivalents a 0.2zN y la

horizontal a Imin. Temperatura: 200C; ConcentraciSn de Cattt

0. 10mM.
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En otra serie de experimentos (no ilustrados), se analizé el
efecto "de 1la disminucidn del pH durante la. fase eatacionarla de la
contractura. En eata tipo de axperimentes ae obgervd que la
disminucidn del pH de la solucisn durante la fase cstacionaria de la
contracttira de la contractura hasta un valer de 5.0, induce wuna
relajacisn ' ;:omplet:a del miaculo ¥ que al incrementar nuovamenkte el

pH del medio, el omiisculo comienza a desarrollar tensién lentamente..

Estos restltados opoyan la hipStesis de que la concentracidn de
H wodula el influjo de de iones divalentes a travées de lor canales
del Ca++ voltaje depandientes. De hecho los rosultados observados
al {ncrementar 1a concentracién de H+ son muy similares a loa
ohtenidos con #1 bloqueo da loa cansles del Ca'H mediante al Cotit.
S8in embargo los efactos de la modificaciéin del pH sobre el
desarrollo de 1la contractura podrian ser secundarios a una
wodificacidn del pH 4intracelular. Como de ha reportado que la
aeidificacisn intracelular disminuys la libaraciSn de Ca++ del
retfculo sarcoplfesnice, mientras que la alcalinizacidn tiene el
afecto opueato (Fabiato, et al., 1978), se realizs la otra serie de
sxperimentos en la cual, se investigf, si Jlos efectos de la
modificacisn del pH scbre al desarrollec de la contractura pueden o
no ser prevenidos por la presencia de Co++, es decir, si los efectos

del pH parsisten 6§ no cuando sa blogquea sl influjo de Bai+,

La figura % musetra un ejemplo de asta serie de experimentos.En
A s musstras una contracturs inducida por Bd'a un pH da 9. Durante

el desarrolle de dicha contractura, ee disminuyé el pH del medio
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hamta el wvalor de 3.5, esto indujo una disminucisn de la tensifn
hasta el nivel previo a la splicacidn del Ba++., Bajo esta condicibn
experimental se aplicsd Cot+ (3uM), y daspu&s de un perfodo de 15
minutoa se incrementd al pH del medio hasta 1! valor de ¥, como
pueds ohgervarse en B, ln elevaciSn dal pH en presencia de Co++ no
induce cambio alguno en la tensidn. C muestra que al retirar el
Co#+ dal medic, el mfisculo comienza a desarrollatr lentamente tensidn
de manera que 20 minutos despulis de retirar el CoHd, 1n tensidn
alcanss al 66 por 100 de 1la tensién desarrollada durante la

comtractura inducida por el Ba++ a un pH da 9.0.

Estoa resultados apoyan la hipStesis de que los efectos
producidos por las modificaciones en el pH del medio extracelular se
pusdan atribuir a una modificacibn en el influjc transarcolemal de

Bad+ & través de los canales del Cat+t+ depsndientes del voltaje.
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FIGURA 9. Efecto de la modificacisn del pH en presencia de
Cot+ (3aM). A musstys uns contractura inducida por la adicidn de
2md de Ba++ (primeva flecha), a uum soluclin de Tyrode con bajo Cat+
{0.18mM) y a un pH de 9.0 (el desarrcollo de tensifn de esta
contractura es lento, debido w que 1a preparacifn habfo sido
axpussta praviaments a un pH de 5). Durante el desarrollo de esta
contractura, se disminuyS al pH del madic hasta el valor de 2.5
(segunda flecha). Sa agregd 3 mM de Cot+ (primara flecha de B) y
aproximadasents 10 minutos miis tarde me wodifics el pH hasta el
valor d2 9 (segunda flacha de B), ©C musstra que al retirar sl Co¥+
dal wedic (primera flecha invertida), el wmiscule comienza a
desarrollay tensifn, 20 minutos wmfs tarde sa retiva gl Bat+ dul
medio (segunda flechs horientada hacia abajo). La calibracién
vartical wes squivalente a 0.lmN y 1la horizontal a 1 win.

Temparaturat 20cC; Concentraciin de Caté: 0. 18mM,
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€) .~ Bfacto de la Cafeiva.

Los resultados des los experimentos hasta aqul relatados,
demuesttan que la contractura inducida por la adicifn de Bat++ al
mgdic externo, depende del influjo tranaarcolemal de dichos iones a
travis de los canales del calcio activados por 1la depolarizacisn de
la mambrana. B5Sin embargo, dichos datos no proporcionon informacidn
relativa a si los iones de Bat¥, al unirss a la troponinm, activan
dirsctuente a los filamantos contrictiles o ei loa iones de Ba
inducen 1la 1liberacidn de Cad+ acumulado en sl retfcule

sarcopliismico,

Para analigar este problema sa utilizd la cafeina, En una
prisera saris de experimentos se agregs la cafeina a 1a solucidn de
Tyrcde con bajo Cat+t, y, an presencis del fErmaco, 8e expuso la
preparacifn sl Bat+. Las concentracionag de cafeins utilizadas

fuszon: 1, 3, 5, y 10 aM.

Las contracturas inducidas por 1 Bat+ en presencis de 1a
cafeina fueron wuy eimilares a las inducidas en ausencia de d!.éhn
substancia, ea decir que la cefeins no wmodifica ni el curso
temporal, ni la magnitud del desarrollo de teneidn. Esta
obasrvacisn sugiste qus la libaracién de Cat+ acumulado en al
reticulc sarcoplfsmico noc participa en el desarrollc de las

contracturas bajo estudio,
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Se conaiders, sin embargo, que easte tipo de experimentos no era
concluyehte ya que, por una parte, quedaba la posibilidad de que las
concentraciones utlizadas no fucran gpuficientes para producir
deplecifn de Ca++ al reticulo sarcopliismice, ¥, por la otra, no sac
puede descartar 1a posibilidad de que la presgencia de 0,18 mM de
Catt+ en el wedio de perfusibn puecda participar en forma directa o

indirecta an la activacifn de la contracci&n,

Con el objeto de obtencr datos que permitieran descartar de una
manera mnhs concluyenta, la participacifin de la liberacién dea Catt
inducida por Cat+ o por Bat+ en el desarrollo de la contractura, so
realiss la siguiente serie de experimaentos, En eata seriec sa
intentd inducir 1a deplacisn dal vetfculo sarcopliamice de Ca+t
antes de _ exponar ¢l miisculo a1l Ba++, Para tal fin al milsculo fui
axpussto inicialsents & una solucifén libre ds Cad++, a la cual se 1la
aplicaba posteriorments uns dosis elavada de cafeina (30 wM), 30
minutos despulis de la aplicacisn de 1a cafeina, se adicionaba el
Batt. La contractura inducids por el Ba++,bsjo eatas condiciones,
sa comparS con la contractutrs obtenida previamanta sn el aismo
misculo, por la adicisn das Batt IV l1a solucidn de Tyrode con bajo
Ca++, La figura 10 iluatra un ajemplo de sste tipo de‘ experimentos.
En A es ilustra la contractura inducida por la adicién de Bat+r (4
mM) a la solucifn de Tyrode con bajo Cat+ (0.18 mM). El registro B
ilustra la contracturs inducida por la adiciln de Bat++ despuis de
haber expuesto la preparacisn durants 30 minutos a la cafaina en la
solucidn libre de Cak. Pusda ochasrvaras que, la velocidad da

desarrollo de tensidn durante esta contractura es similar a la de la
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contracturs  inducida por el Bad+ en la solucién con bajo Cats, sun

que, in amplitnd mixima de 1s costractura 1lustrada en FE  eas

aproximadamente dos veces mayor que 1 suplitud de A, Por otre

lado, tamblén pe pueds obsetvar gque al retirar &l BRatt+ del medie
{Elechia hacia abajo), la velecidad des 1a relajscién es
aignificgrivamente menor que an A,

Lo obearvacisn de que al Batt+ fnduce une conttactura en los
wmisculos  expuastos a una soluclfin libve de Catd ¥ o una
concentracifn alevads de cafeinu sugicre que la liberscibn del Catd

acumuiodoe en el retfeulo sarcoplEsmico noe  Juegs un popel en el

dessrrallo de estaa contracturass,
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FIGURA 10. Efecto de lm cafeina sobre las contracturas inducidas
por Bat, El registro A wuetrs una contracrors inducido por la
adicifn do 4mM ds Batt & uns solucidn de Tyrode con baje Ca+
{0.1BaM). " El rc!htm B flustra una contractura inducidas por la
adicisn de 4ml de Patt & una scluclbn de Tyrode 1ibre de Cat+ y con
30un de cafeina (lm preparaciSn permanscil expussta sntes del fmicin
del regisrro 1lustradc JI¢ ainutos & 1a seluciln Ltbee ds Catd y 15
minutos = is cafeina). La preparacifn fuf sxpussta al Ba++ durante
«! perfods comprendido sntra las dos fleches ds cada rveglstro. 1a
csltbracifn vertical es sguivelenca a 0.2aN y 1a horizontal a 2umin,

Tewparatura: 270C.
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Esta intsrpretaciSn estd basada en la hipdtesis de qus, a esta
concantracién, la cafeaina es capaz de libarar todo el Ca#t+ acurulado
en &l retfculo assrcoplismico y de evitar 1la  reacumulacidn
gubsocuente dnl Ca++ 1iberado ({Endo,1977; Fabiato, 1983, 1985;
Weber, 1968), S1 ss acapta qus en presencia da 10 oM dao cafeina no
puede haber liberaciSn de Cat++ del ratficulo sarcoplisamico y, si por
otTa parte, la ausencia de Catt en ¢l medico de perfusidn permite
descartar la posibilidad de un influjo de Cad+t+ deade el medio
extracelular,  se¢ pusde postular que bajo estas condiciones los
iones ds Ba+t+ provenientes del medio externo activan diractamenta el
mecanismo contriicti],

4).= FASE 1II: AMNALISIS DE LOS MECANISMOS QUE INTERVIENEN EN 1A
RELAJACTION INDUCIDA AL RETIRAR EL Ba++ DEL MEDIO.

a).~ Efacto de la Tesperatura,

Desde la primera fass da este estudic sea babfa cbuervado que al
bajar la temparatura del wedio de parfusisn, la velocidad de 1a
relajacién inducida al retirar el Bai+ del mediu, decrecfa
significativanente (figura 35). En el sxperimento mostrado on la
figura 5, se calculé un T30 de 14 min. & la temparactura de 13.80C
(registro A), un 750 de S0 ain, a8 la tewperatura de 10.50C

(registro B) y un T50 de Z min. a la temperatura de 30aC.

En 1a figura 1l ae dlustran los valores obtenidos al determinar
el T50 de la fase de rylajacisn en 17 sxparimentos realirzados a
diferentes temperaturas. Al ajustar un modelo linsalizshis a los
valorss de 750 & difsrentes temparaturas, se sncontrd que y= ¢"u

es ol msjor. Madiante el nftcde de loa minimoe cuadrados se
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eatimaron el intercepto y la pendiente, cuyos valores obtenideos
fueront 270.45 y 0.B565 respectivamente (seglin lIa transformacisn
Wrloge )» con  un coaficienta de correlacifn de 0.957. La
determinacién del Q10 ss roalird en forma grifica a parcir del

ajuste & egte modelo.

El anflisis del sfecto de la temperatura sobre la velocidad de
1a relajscifin, tevels que el TS50 tiene un Q10 de 4.71 entre los 100G

¥ loa 200C, y un QID de 4,70 sutre los 200C y los 30oC.

El hallazgo ds que los valores del Q10 del T50 eiempre fueron
supsriores a 3 sugiare que durants la rslajacisn, inducida sl
vetirar ol Batt del madio, interviens algln proceso que activamante
produca la dissinucifn ds 1a concentracifin intracelular de fones

divalsntes (muy probeblezente Ba+H).

En otra seris de experimentos wse observd que el Incremento
brusco de 1s teaperatura, durante la fese de relajacifn de 1o
contractura, induce un incremsnto muy marcado de la velocidad de la
ralajacifn, En la figura 12, se ilustra el efacto de un incremento
de la tempatatura de 1a solucién da Tyrode con bajo Cd* sobre 1a
velocidsd ds la relajacisn. En este axperimento, se calculd un Q10
del orden de 20 para el cambio ds la velocidad de relajactifn entre
las temperaturas de 150G y de 270C. Wo existen datos experimentales
quae peraitan explicar porqué un cambic brusco de 1a temperatura
dursnte la fase ds relsjaciSn produce un efecto nls marcado mobre la
velocidad de relajacién en comparscifn con los efectos mis moderados

de 1a temparaturs sobre ls fase de relajacifin cuando la preparacibn
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aptd aquilibrada a diferentes temperaturas desde antes de ia

np!.:l.éaciﬁu del Bat+,

E1l Q10 celativaments elevado de 1a valocidsd de velajacifén
petumite deacartar la hipfitesis de que la relajacidn ioductda al
rativar el Batd de] medio ¢e cauvsada por la difusifn pasiva del Batt
hneia ol espacioc extracelular ¥ sugisre 1a participacifin de un
precesp  activo en la  relajacidn. Para analizar la  posible
participacifn  de retfculo sarcoplisuico an la relajacidn se eatudid
a0 los afguiantes experimsuntos, al efscto de la cafeina sobre la

ralatacidn da 1a contractura.
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FIGURA 12.- Efecto de la elgvacisn de 1lm tempsraturs durante ia fase
de relajaclin de la coneractura por Bast., Pl registro ilustra una
contracturs inducida por 2eM de Batt (primera flecha orientada hacia
arriba) a una golucifn de Tyrode con bajo Cad+ (0.18aM) maptanida a
una temperatura de 150C. La flacha hecia sbajo indica el momanto en
4l cual sa TetirS el Bst+ dul madic. En el momento indicade por la
segunda flachs orientada hacia arriba, =ss elevd bruscasente la
temparstura hesta 27oC. La calibracifn verticsl es aquivah‘nu a

O.1lul y la horisontal & 1 ain.
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b).~ Efecto da la Cafeinn,

La figura 13, mueatra los efectos de la cafeinas sobrae la fasge
de relajacion de 1ln contractura inucida por Ba++ En A se iluatra una
contractura transitacta inducida por la cafeiuna (30mM) o la solucién
de Tyrode libre da Cad+ a la cual fuk expuesto el misculo durante 30
min, En B se {lustra una contractura inducida por la aodicidn de
Batt o 1la solugiBa de Tyrode libre de Catt inmediatemente despuds de
puspender la exposicifn a le cafeina. Este mispo regintro {lustra
que 1o aplicacifn de cafeinva (30 =), durante la reslajacibn inducida
al retirar al Bat+ del madio, 1anduce una contractura transitoria
durante 2a cusl ls tensibn alcanza un velor similar sl alcanzado
duratite la contractura inducidea por el Ba+t+. Este Glrimo resultado
apoya la hipStesis ds que el retlculo sarcepliAsmico, ea cepaz de
captar y a'cuwhr al Bat+. S84 apta intexprataciln ea corr;c:n, ae
puede poatular gue ol retfcule sarcoplfismico, participa en l1a

ralsjacifn de la contractura inducida por el Bat+t.
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FIGURA 13, Efacto de la cafeina durante 1la fase de relajaclén de la
contractura dinducida por el BaH. A oDuestra una cobtractura
inducida por la cafeina (30mM) en un miiaculo papilarrptrfundidu con
una solucitin de Tyrode libre de Ca++. La flachs orientads hacia
arriba indica el momento sn que fud aplicada la cafeina. En B (que
ea continuaciSn del Tegistro A), 1lm primera flecha oriencada hacia
arriba indica ls splicacifn de 4mi de Ba++, La flecha orientada
hacia abajo indica &l momento en el cual se retirs el Bat+. En el
womento ssiialado por la segunda n-:ha‘ orientada hacia -r.rlhé (1]

aplicd nuevamentas 30mM de cafeina, La calibraciSn vertical es

equivalents a 0.2aM y la horizontal & Zmin. Tamperstura : 200C,

- 04 =



Aunque sa atribuyd la contracture inducida por 1la cafeina,
durante .ln relajacibn de 1la concractura inducida previamente por el
Batt, 2 un efecto de 1a cafesins sobre sl retfcule sarcopliiemico, ol
axparimanto o persite descartar un posible wiecto de la cafeina n
nivel del sarcolema. Cowmo ya se nenciont, la cafeina (por pu afecto
inhibitoric sobre 1a foafodiwmsterasa), Iincrementa los nivelas de
AMFc y wato, B wu vaz, aumanta el influjo de Jomes divelantes a
traven da los csnales del calcio {Yatani, et al., [984}. La
siguiante serie ds sxparimentos, s¢ llevd a cabo para descartsar 1A
participacifn de este elfecto de 1a cafeina en 1s contructura
inducida por este fhirmaco durante la relajscifn de la contractura
inducids por el Batt+ sn preparacicass a Iss cuales ss loa habvfia

producido praviamsnte daplacidn de Cat+,

En sptop experimentos se utiliz§ un protocolo wuy wimilar a2}
utiiizede en la sarie precedents, sin ewbargo, 1la ralajsclén de Ia
conrracturs inducids por sl Batt fu@ fuducida (an esta serie) por la
adicifn de Cot+ {3 ni) a la solucibn que contenfs Bat+. Como sa
deacribid en la fase II de ssts sstudic, la adicifn de Cot+ durante
1s fase wstecicnaria ds 1la contracturs, induce la relajscifn
completa del miisculoc. ¥Msta ralajacidn se pusde stribuir al hecho de
qus el bloquac de los canales dal Ca+t por al cobalto inhibe e}
influjo de Ba++ . La figors 14, musetra que 1la eplicacilin de la
cafeins, dyrants la relsjacifn inducids por la adicifin de Cot+ u 1s
solucifn ds Tyrode libre de Cat+ y con Ba+h, produce uns contractura
transitoris. Tanto 1a amplitud como el curso tsaporsl de ests

contractura fusron similares a Ios de la contractura inducida por la
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misma concentracifn de cafeina, en ausencia del Co#d (vEase el

ragintro A).

Este resultado permite depcartar que la contractura JInducida
por la cafeina, saa producida por el influjo de Bat+ desde el medio
sxtracelular. Una ver descartado el influjo de Bat+ come posible
origen de la contractura inducida por la cafeins se fortalece la
interpretacibn alcanzada con los resulrados de loa expsrimentos de
la seria experimental precadents, a» decir, que la contractura
inducida por la aplicacidn de cafeina durante la fass de relajacifn
de la contractura inducida por el Ba++ (en preparaciones en las
cuales sa produjo deplecisn praviamente del ratfculo psarcoplismico
e Cat+t) se aorigina por 1a liberacién del Ba++ acumulado por el

reticulo earcoplésmico.
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FIGURA 14. Efecto ds la aplicacifn de cafeins durante la fase
da relajacidn inducida por Co+t+ an las contracturam inducidas por
Batt, Esta figura wusstra una contractura inducida por 1la adicibn
de 4mM  de Bat+ (primera flecha), s una solucidn de Tyrode 1ibre de
Catt. Eﬂil contractura ful inducida bajo condiciones experimantales
similares a 1as de la contractursa ilustrada en el ragistro B de la
figura 13. 1a ssgunds flscha ssiisla la adicisn de 3mM da Cot+. La
tercera flacha indica 1a aplicsciln de 10w de cafeina. La
calibracisn verxtical es equivalents & O.2le y la horizontsl a 2 min.
Temparatura: 20 oC.
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Las figuraes 10,12 y i3 wusatran otro hallazgo intetésante!? 1a
velocidad de 1a ralajaciSn inducida al retirar el Ba++ del medio, es
significativamente mayor que la velocidad de relajacifn durante 1la
contractura transitoris inducida por la aplicacifn de cafeina
durante dicha ralajacifin. Este resultado suglers que 2l retfcmlo
sarcoplismico participa en la relajacisn inducide al retirar el Ba++
del oadio, y apoya, por lo tanto, la conclusidn de que el retfculo
sarcoplismico es capaz de captar y acumular el Ba++, For otro lado,
sl hecho de qua la contractura inducida por 1la aplicacibn de 1a
cafeina, dursante la relajacifn inducida al recirsr el Bat++ del medio
sua transitoris (es decir que el mlsculo ses capaz de relajarss en
presencia de cafsina) ouglere 1a exietencia de otro wecanismo capaz
de digainuir la concentracidn intracelular da Ba++ hasta un nivel lo
suficientements bajo para producir la relajsciSn completa del
misculo. La relojacién del wmisculo en presencia de la cafeina

podria explicarse por la existencia de sste otro mecanismo.



Vii}.- DISCUSION

£5td blen establecido que el desarrallo de tenalén en las
fibras wusculares depende de la concentriciSn Intracelular de lones
de Ca libres. Por otro lado, también se ha demostrado que otros
cationes divalentes, tales come el Ba+r y el Sr+t pueden reemplazar
al Cat+ como sactivadores del silatema contrdctil (Heibruon, ec
al-.lgfoT;'_ Yukisada, et al., 1963; Papano, et al., 1969;Lorkovic, et
al., 1966).

El Ba++ produce efsctos similares & los del Ca++ sobre salgunas
de las propiedades eléctricas y mecBnicas en diferentes tipos da
fibras vusculares { lagiwara, er al., L964,1974; Reuter, 1973},
incluyendo las del mieculo cardfaco (Hagiwara, et al., 19643
Mascher,1973; Saeki et al., 1978; Toda, 1970; Steiger, et al.,l978),
8in embargo, también se han observads algunas diferenclas sntre el
Ca+t+ y el Ba+s+(Hegiwara, et al.. 1964; Mascher, 1973; Reuter, 1973;
Toda, 1970)}. Asf, por ejemplo, el Ba+f disminuye la conductancia al
K+ (Hermomeyer, et al., 1970) y depolariza la membrans en diversas
cElulas excitables (Hermswayer et al,,1970). En el misculo
cardfagco, induce ademfis, la aparicidn de actividsd wmarcapaso. El
miisculo cardfaco perfundido con una solucidn de Tyrode, a baja
temperntura ¥ baja concentracibn de Catt desarrolis ung contractura
estable y sostenida cuando se anade Bat+ a dicho medio de perfugidn

{Slavicek,1972; Mascher, 1973, 1974).
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Las contracturas inducidas por el Hatk, se han utilizade

ampliamante come herramienta para el estudic de lag propledades

neclnicas de Ya fibra musculay cardfaca { Saeki, et nl., 1978; Saeki

at &l., 1979: Saeki et al., 198}; Saeki et al., 1984}. Steiger et

al.,{1978), observaron que las caracteristicas mecinicas del miiaculo
eardfaco durante una contvacrtura inducido por el Batb, man

enteramente diferentes s squellas del mwmiscule en rvigor, pero
similares a las del nildculo en contractura pot K+ ¥ a lag gel

nisculo glicerinado, en loa cuales la activacién del sistema estd
nedtado por el calcio, Eeta observacidn lleva 2 la conclusidn de
qua durante la contractura inducida por el Ba++, hay un desarrollo

accivo ds  tensidn, goenersdo por la  ioteraceldn cfclica de laa

catezas de mloaina con laa moléculag Jde actina, de la nisma oanera,
como en el caso de las concracturas mediadas por sl Cavid,. Sin

esbharge, no egcf clare a través de cual proceso se  produce 1la

aceivacibn dol aecanismo contrieccil, an el caso de las contracturas

inducidas por el Batsd. Ademis, no se ha aclarado porque las

contracturas por Bat+ son sostenidas, mientras que lag contracturas

mediadas por el Cat+ son tramsitorisa.

La depolarizacién de la mewbrana causada por el Ba++ abre los

canalos del Catd dependlentes del voltaje (Xohlhavrdt, et al., 1373},

y pussto que se ha demastrade, en varios tipos de células

excitables, incluysnde al wiisculo cardfaco, que low canalea del Cawtd
dependientes del voltaje gon ms permeables Al Ba+d+ que al Cattd
{ilagivara,}983; Yoshins, et al,, 1985), la exposicidn del afisculo

cardface a1l Boat++ produce un influjo de Bait+ a travds de dichos
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canales .

Con base en estos antecedentes y en los conocimientos actuales
sobre sl acoplasiento aentre la excitacifn y la contraccifn, la
activacitn de ls contraccifn dursate la contractura Lnduci'.dn por el
Ba++ podria explicarse por cualquiera dz 1las trves hipStesls

plantsadas an la fintroduccifn de sste trabajo.

La primers hipStesis que sc planted fuf que Ia depolarizacién
de la membrana, capsada por sl Bad+d, podria induciy la liberacifn
dei Ca++ acumulado en el retfculo sarcopliismico. Esta hipbtesis
pusde ser  descartads en base a los sigulsntes tepultados del
prasente trabajo: lo.- La adici6n ds Bat+ a 1la wsoluciln de
pecfusibn et presencia dw Cod+, al cusl bloquesa a los canales del
Catt, pravians el desarrollo de la contractura a pesar de que el
cobalto , al igusl qua ctros blogqueadores de los canales del Catt,
no impide la depolarizacilin de 1ls membrana (Saeki, et al., 1981),
lo.~ La adlchﬁ de Co++ a la solucidn de parfusitn durante el estado
sctable da la contractura 4induce 1la relajacifn del miisculo alin
producir una rspolarizacifin concomitante de la membrana, es decir,
sl misculo ee relsja a pepar de persistir, sin modificacién alguna,
1a depolarizacifn. 2Jo.- Al incresentar 1la concencracifn de Ba+h
(entre 0.5 ¥ 4.0mM), asumenta progresivasents la tensidn wmixiss
denarrollada durante 1a contractura, mientras que dicho incremento
en 1la concentracisn de Ba++ s6lo produce un pequeiio incremento
adicional en el grado de depolarizacilin, es declr, el grado de

activacifn de la contraccibn ne guarda relacidn directs con sl grado
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de dapolarizaciSn, 4o.~ Mls adelante ss discutirfn los resultados
qus demusstrTan qus la contractura ss sigue observando bajo
condiciones an las cuslea as poco probabla qur se produtea

liberacidn de Ca++ del reticulo sarcoplismico.

En conclusifn, los resultados de este eatudico indican que la
depolarizacidn por si a5la, no ss suficients para inducir la
cnutracturn.. S5in embargo, la depolarizaciin as un paso ssancial en
la induccifn de las contracturas por Batt. En afeacto, si se
praviene la depolarizacifn wedisnts 1a té#cnica de fijacién de
voltaje, el mGsculo cardfaco permanece Telajado en presancia

de Ba+t+ (D, Pelzer, comunicacidn personal).

Las otras Jdoa hipéStesis planteadas al inicio de este aeastudio
stribuyen al 1influjo de Bai+ & ctravis ds los cansles del Catt,
ubiartos por la d.pohriucl&n. un popel ssancial sn la giénesis de
1la contractura inducida por al Bat++. Los resultsdos del pressnts
trabajo demuastran qus el desarrollo de la contractura depsnde del
influjo ds Bat. Esta assveracifn estl basads en los siguientes
resultados: lo.- El bloqueo du lom canalem del Ca+t, com cobalto,
praviens el desarrollo de la contractura. Z2o.~ La modificacisn del
infiujo dc_ Ba++ por modificaciones en ol pH del medio de perfusidn
produce cambios en el desarrolloc de la contracturs qua Teflajan lcs
cembios en el nfluja de Bat+, vsusados por la modificacisn del pH.
La dissinucifo del pH {(que causa una disminucién en la corrisnte de
Cat+) disminuys o abole ls contractura inducida por &1 Bat,

sientras que, el aumento an el pH {que incramenta ls corrients de
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Ca++) aumenta la amplitud de la contractura. 3o,- El aumento en la
cnncantréci&n extracelular de Bat+, que al incrementar ol gradiente
slectroquimico aumenta el i1influjo de Ba++, produce (dentro de
ciertos lfmites) un incremento an la teiasiSn desarrollada durante la
contractura. 4o.- El incremento en la concentracidin extracelular de
Cat+, que disminuye al influjo de Bat+ a travEs de los canales dal
Cat+ (por una competencis entre loe fones de Ca ¥ los fones de Ba),
produce una disminyciﬁn en la tensaifin desarrollada durante la

contractura.

En conclusisn, el influjo de Bat+ a travis de los canzles da
calcio, dc;lnd!.ntcl dal voltaja, ss un paso esencial para producir
la contractura, Una ves que ¢l Ba++ ha entrado al sarcoplaama
podrIa an teoria, activar la contraccifn a travie de dos mecanismos.
Podrfa movilizar Cat++ de algin depbsito intracelular a través de un
tacstiisno similar al de la liberacisn de Ca++ inducida por Catt, o
podrfa uniras a la troponina C y activar direcramente el mecanismo

contr&ctil,

Sa puade descartar que la contractura sea inducida por una
liberaciin de Ca++ inducida por un influjo de Catt desde el medic
axtearno porque la coutractura pereiste en polucionas 1ibres de
caleio y porque al aumantar el calcio en la melucifn de perfusifn

dispinuye la amplitud de la contractura.
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Los antecedentsa que llevaron a proponer la hipitesis de una
liberacisn de colcio inducids por &l influjo de Bat++ fueron los
siguientas. En el claculo esquelitico, perfundido con una Bsoluclén
da Tyrnde'en la cual se asgubstituys al Cat+ externo por Batt,
desaparece la respuasts de sacudida a estfouloa Gnicos, vapetidoa a
baja frecuencin, despula de un brave perfodo de estimulacibn
(Potreau st al,, 1980). En el wisculo ssquelftico, fno se obsurve
una respuesta contriictil cuande se substituye el Ca+t por Batt,
despuba de liberar, mediante 1la aplicaciSn de cafeina, ol Ca+t
acurulado en sl retfculo sarcoplisaico (Potrilu. et al., 19305. Por
dltimo sagln Bolaflox, at al., (1986), en 1la fibra muscular
esqueldtica, denudada quimicamente, mo =a aobssrva respuesta

contrfictil al exponarla al Ba++, an un medic libre de Cat+.

Cabe hacer notar qua en el wiisculo esquelditico no se ha
reportado gus el Bat+ induzca una depolarizacidn del sarcolema, ni
tespoco que el Bat+ induzca sl deaparrolle da una contractura. Se
desconocen los motivos ds esta ﬁifiuncll tiotoris entre el miisculo

esqualfitico y los wifsculos 1iso y cardfaco.

Los resultados obtenidos en aste estudio, permiten descartar
que en el miisculo cardfaco, la contractura por Baté, sea Inducida
por una liberacifn de Cad+ inducida por Batt. En afecto, 1a
contractuxs ee 8igulfé ocbasrvando cln las preparaciones expul_.s:ns L]
dosis de cafeina, qus ssglin datos exparimentalas rapnﬂ:-ndus por
‘di‘lll’lu! autoras (Fabiato,1985; Yatani, et al,, 1984), liberan todo

al Cat+ acumulado en =l retfculo sarcoplismico. '
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Otro dato, gue permite descartar qua la iiberacidon de Ca+t

por Batt, participe en el desarrollo de la contractura, s
ol

fnducida
el hallazge da que el incremento en la concentracidin de Cat+ en

medic de perfusiln produce una Jdismicucifn en la amplitud do la
contractura y no un sumento, como an al caso de lsa contracturas por

contracenra inductda par Badt fuera causada por la
merfa diffeil

Catt, 81 1la
1liberacifn de Cat++ de un dsplsito intracelular,

explicar el que las contracturas indueldas por eate 485n sean

eatablens y sostenidas, ya qua, par una parta, todas las contractures
wediadas por Co+t+ son transivorias {contracturas por alro K+, por

cafeina, y por bajo Na+), y, por otra, los eastudlos de Fabiato

(1983), indican que el ‘stimelo que produce la liberacidn de Catt

inducida por Ca+é, es un camblo brusco an la concentracidn de los
lones de calcio en el wmadic que vodea ol ratfculo sarcoplienico y

qus un aumento lento en la conceaccacidn de Ca+t, por fuera del

retfculo sarcapliésmico, gSlv eatimuls la acumulacidn da Ca+d, o9

decir, &1 procese dJde liheracidn de Cat+ inducida por Cabd ae

intrinsacamente un proceso fAsico qus no pueds explicar un aumento
sostanido de la tension.

En conclueiln, los resultados del presente estudio gpermiten

descartar qua la contractura mea genavada por le libevacifn de Catt

indacida por el infiujo de Bat+ deade el medio extracelular,

En la dincusifn previa ge han dado los srgumentea que permiten

dascartar dos de 1las hipSteals que se plantearon para explicar el

desarrollo de isa contracturas inducldas por el Hs+t, queda por
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discutir 31a tercera hipStesis, Esta hipbtesis plantea que la
contr;ctu:a es jnducida por 1la activacifn directa de lae proteinas
contrlctiles al intscactuar el Ba++ con la troponina C. En relacisn
con esta hipStesis conviens mencionar que ei Ba++ puede interactuar
con la ctroponina C, aunque &8ta, tisne una afinidsd menor para el
Bat+t que para sl Cat+t+ (Ebashi y Endo, 1968). Por otro, lado el Ba+t
a8 capaz de inducir superprecipitacifn de la actomiosina extralda
del wisculo liso (Ebashi, et al., 1967) y también de inducir una
contraccifn del miisculo liso glicerinado de la taenia coli de cobayo
(Bando, et al.,i970). Sin embargo, la cepacidad del Ba++ para
activar las protefinas reguladoras ds la contracclin en el misculo
lis0 de la taenia coli de cobayo es 79 veces menor que la dal Cat+t+
(Bando , et al., 1970). En el mfisculo 1iso vasculat, perfundido con
unn gplucidn libre de Catd, el Bart+ puade entrar a la fibra
muscular, a cravés de 155 canales del Catt dependientes del voltaje,
e inducir la contracciin sin wmovilizar 1 Ca++ acumulado en los
depisitos intracelulares (Hapsen, -at al,, 1984;Karaki, et al.,
1986). Aunque sn el miisculo liso la regulascifin de 1la contracelsn
por el Cat+t, es hace a través de la unifn del Ca+t a la calmodulina,
al sitio en el cual esa una el Cat+ a la calpodulina, es similar al
sitio en el cuol ge fija )l Ca++ a 1la troponina (Wal Yiu Chaung,
1980). Por ssta razfn los datos maciopnados an relaciSn a la
activaciin de 1la contraccifn por el Ba+t an el misculo l%gu ;poyan
1a hipStesis do qua el Ba++ pueda activar directamente la maquinaria
contrfictil del mlsculo cardfaco durante la contractura inducida por

sl Bat+t,
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Recientamente, Stephenson, et al., (1986}, reportaron qua 1a
paquinaria contriictil del mfisculo eaquelftico denudade, de anfiblo,
puede ser activada directoamente por concentraciones de Dokt tan
bajas como 10uM. Este resultndo apnya ia interprstpcifn cualitativa
que se habhfa propuesto parn explicsr las respuastas contrfictiles al
Bat+ an preparaciones intactas (Heflbrunn, et al,., 1947;Caldwell,et
al., 19663 Matsumura et al,, 1976) y +en praeparacicnes denvdadas

{Stephenson, ot nal., 1977a,1927b).

Con @l witodo utilizado en el presente estudlo, no fué posible
demostrar que la contractura inducids por el Batt eas generadsa por l1a
sctivacidn directa de la waquinaria contrfctil a4l d#nteractuar el
Ba++ con la trponina, Pars tal efecto secria necesaric, realizar en
siccitos ventricvlares denudadog y s8in recfculo  sarcopliismico
funcional, experimentos del tipo de los realizades por Stephenson
{1986)en fibras rmuscuvlares asquelftices. §in  embatga, los
experimentos permitiaron deacartar que la contractura os medinda por
el Ca++ y por lo tanto, 1a hipGtesis de una arctivecldn directa de

los elementos contrlctiles por el Ba+d, results muy plausible.

54 laulcontrncturas inducidas por el Ba++, don genarndas por In
intaraccién directa de ests 16n con ls tropenina, es indiaponsable
que se eleve la concantracifn intracelular de Bad+ hasta un nivel lo
nuficlentemente alto para que me produzca la sctivacifn contrfictll,
» panar de 1a bzja afinidad de la troponina por el Bat+, En
telacidne a este punto, Sanborn, et al., (1974} damosrraron que

durante una contractura inducida por el PBad+, pe acumulan, en el
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septum intarventricular del conejo, de 80 a 165uM de Bat+ por Kg de
tejido himedo. Estas concentracidn de Ba++ serfa auficiente para
producir unn activacifin mdximaz de la contraccifn., Lla estrecha
relacifn que se observd en el presente estudio, entre 1a
concentracifn de But+ y la tensiln mixima desarrollada durante la
contractura, podrfa explicarse, de acuerdo con la hipStesilna de 1la
activecibn directa, suponiendo que 1a concentracifin intracelular da
Bat+ alcanzada durente el estado estacionario es una funclén del
gradisnte electroquimico del Ba++ a través de la membrana. En
casbio, con ninguna de 1as hipStesis altsxrnativas se podrin explicar
satisfactoriamente, el incremento de 1la tenaifn dessrrollada durante
la contractura, al increzantar la concentraciSn extracelular de

Batt.

Las contracturos inducidas por el Ba+t se distinguen de
aquallas mediades por el Ca+t por sder sostenidas y eatablap durante
todo al tiempo que dura la exposicidén al Bat+, El caracter
transitoric de las contracturas wmediadas por el Cat+ se explica
porque los dos tmdcanismon capaces de producir la liberaciSn dal Cet+t+
acusulado sn el retfculo parcoplismico, es deecir, 1a liberaciln por
depolarizacisn y la liberacidn inducida por Catt,; son procescs
transitorics. La liberacifn inducida por depolarizacisn a8
transitoria porque estf sujeca s un proceso de inactivaclfn {Hodgkin
wt »l.,1960; Gibbons et al., 1975), misntras que en la liberacién
inducida por Catt,1a liberacidn es inhibida por el Cat+¥ 1libarado
{Fabiato, 19B3), Por orra parte, la cantidad de Cat+ qua puede ser

liberada dal retfculc sarcoplismico sstd limicada a 1a cantidad de
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enleic que el ratfrule sarcoplfismice puede acumular, no o8

concebible gue ol procesc de libsracién ss mancengs per tiampos

prolongados {(varias harns}. ain que se apote la disponihilidad de

Cat++, Tomands en cuenta estde conaideracionas, resulta de crucisl

importancia, pars aceptar o recharer la hipStesis de la activecifn

direeta de la maquinaria congtetil por el Bat+d, anslizar sl eatz

hip6tesia puede explicar ol caracter sostenido de la contrectura,

Es bilen conocide que los vanales del Cat+t dependienten del woltale

estdn sujetos a insctivacidn, EL sumentec en Ja permeahilidad de los

canales del caleio, producide por la depolarizacisn, es un proceso

tragsitorio que desaparece despufis ds un tismpo relativaments byeve

(unap decenas de milisggundos cuando el t8n permeants es ol Ba+d),

Existe, w#iln embargo, una gamd de valoves del potencial de membrana,

dentro de la cual una Eyaccida importante de los cenales del Cadt

permeable durante el estado eatacionaric. Eeto se debe o

el producte do  las

psrmancee
que, en esca ragién de porencial de wembrans,
variables de activacifn ¥y de iluactivaciBn ea mayor que cero (viase

la digcusidn del modelp de Reuter, en la introduceidn). EL valor de

potenclal de membrana en o} cuasl., en estado estacioneric, os mixima

la permeabilidad de la membrana al Catt (y aX Bot+d) es corcane a

~20uV,y &ste, ea precisamente, el valor dal poreaciel de wembrana
durante la expoateifn del wlseuls cardfaco al Bat+ {4uM)., En

términes de la hipStesis de la sctiwacitn diracta de los elementos

contrSctilas por el Bat+, esto gignifica que 1la acrlvaciéoc de la

contraceidn, es sostenida porque se  wmantiena elevada ia

concentracifn intracelnlar de Bo+¥, debido al influjo sostenide da
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aste idn,

Otra caracterfatica, ques distingue a lasm contracturas por ol
Bat+, de aquellas, medladas por el Cat+, ca ¢l desarrollo sumamente
lanto de .'ln‘ tensldn dursnte la contractura inducida por el Bat, en
. comparaclén con desarrolle mis ripido de 1la tenslfn en lag
contracturaa mediadas por el calcio. De ecuerdo a la hipdtesis de
la activacifn directa del mecanismo contricti) por sl Batt, este
incremento lento de la tensidn, se podrfa explicar, por un
Incromente gradual de 1la cgoncentracién intracelular de Batd, a
sedida que se produce el influjo de ba++ a cravés de la membrana.
Este incremenito lento de la concentracisn del cariSn, contraata, con
la elevacisn mucho nfs ripida, que es logra por el mscaniemo de 1a
liberacién de Cutt+, desda el retfcuylo sarcopliszico, en la inmediata

vacindad de los elewencos contrlctiles.

51 se acepta la hipitesis de que la contractura Be origina
porque el Bat+ que entra 8 través de los canales del calcio,
abiertos por la depolarizacién de la membrana, 1nterac'|:ﬁa
directaments con la troponina C y activa la maquinaria contréceil,
sc puade postular, que, durante el estado estacionario de la
contractura, =z¢ mantlens constante la concentracidn intracelular de
Ba++, ¥, por lo tanto, también el grado de &ctivacidn. 81 esta
interpretaciSn es correcta, y, i como se discutiS previamente, el
influjo de Bat++ es conatante, porque una Fraccidn de los canales de
calcio pernanecen ablertos durante todo el tiempoe que dura la

depolarizacifn de la membrana, se puedes postular, que, durante el
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estado estacionario de la contractura, debe existir un equilibrio
entre el influjo de Batr+ (que tietide a aumentar la concentracidn
intracelular de Batt) y los mecanismos que tienden a disminutr dicha
concentraciSn, a travis de la captaciSn del Ba++ y 'o a través de la
extrusidn  del Ba++ hacia el  1Iquido extracelular. Esta
interpretacifn es apoyada, por el hallazgo de que el bloqueo del
influjo de Rat+ por la adicifn de Cott, durante la fase entacicnaria
da 1la contractura, induce una relajacidn completa del miisculo. En
términos de la dinterpretacifn propuesta, &sto aignificarfa que al
cesar el influjo, pradominan los mecanismos que tienden a bajar la
concentracisn intracelvlar da Ba++ ¥y que la relajacidn sobreviene,
cuando ecsta concentrnctﬁr.l disminuys por debajo de la concentracifn

unbral para activar sl msecanismo contrictil.

Loa efectos obasrvados al variar la temparatura del madio de
parfustén pusden axplicarse en bass a la hipStasis de que la
cuntractura sa debs & un incremento an la concentracidn intracelular
da Bat+ y la poatulaciSn da que la concentracifn intracelular de
Ba++ eatd determinada por el equilibric entra el influjo de Bat+ ¥y
los mecanismcs que tienden a disminuir la cencentracidn da Batt., E1
incremento en la tenmidn desarrollsda durante la contractura, que se
observS al disminuir la temperatura se puede sxplicar suponiendo que
la disminueién de la tamparatura se deprime la eficiencia de los
mecanismos (presumiblemente activos) que tisnden & disminuir la
concentracifn fIntracelular ds Ba+t. Esto resultarfe en una
concentraciSn de Ba++ mic alta y por lo tanto, en un increpanto en

la tensiSn. En los mismoa términos, se podria explicar la ausencis
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de la contractura & temperaturas supsrioras a los 30 oC, postulando
que & 4stes temperaturas, los macanismos que tiendsn a bajar 1
concentracifp de Bads+ pon tan eficientes, qua la concentracisn
intracelular de Ba++, se mantisne por abajo de 1la concentracisn
uzbral para activar & los elementos contriictiles a psaar del ipflujo

de Ba+t,

De acuerdo con la hipSteals diescutida, se puade atribuir 1a
relajacisn, inducida sl retirar el Ba++ del medio, n una disminucidn
aradual y progresiva ds la concentracifn intracelular de Ba++. Esgta
disminueiSn, sa producirfa debido a que lo augencia de Bat+ en el
madio extracelular, auspends &l 1influjo de dicho 48n, con el
consecusnte pradominioc de los mecanismos que tienden a digminuir 1a

concentracifin intracelular de Bast,

Con respscto & los macanismos que tienden a  bsjar 1a
concentracifo intracelular de Ba++, se pusden postular bisicamsants
dost 1la captacifn (y sl secusstro o acumulscién ) del Bat+ por
sstructuras intracelulites y la salida del Bat+ hacia el aspacic
excracelular, 5a pusde descartay, qua 1s ralajacifn ss produzca
simplementa por 1a difusifn pasiva del Ba++ hacia el 1fquido
sxtracslular, porque la velocidad con la cual se relsja sl sisculo
despulis ds reticrar al Ba+t dal medio, musstra una depsndancia muy
grande de ls temperatura (QI0 del 150 » 3). Esto no es cospatible
con un procesc de difusifo pamiva y sugisre la participaciSn de un
proceso activo en la relajacifin. Por otra parte, dJdursnts la

relajacifn  inducida por el Co+t, en presencia de Batt a
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concentraciones milimolares en el 1lfiquido extracelular, descarta
copplétamente la hipStesis de una difupifn neta del Pa++ desde el

1liguide intracelular hacia el 1fquido extracelular.

En relacidn a la ceptaciSn y acumulacifn del Ba++ por alguna
estructura intracelular, se puede postular al retfculo sarcoplismico
como la estructurs gue, con mayor probabilidad, pudiera llevar a
cabo asta funcifn. §in egbargo, en la literatura existe
cantrovarsia an rvelaciSn & la pregunta de gi el reticuloe
sarcoplfsmicc puede o no, captar al Batt. Loa resultados del
pregssnte estudioc sugiersn que el retfculo sarcopllismico puede captar
y ncumular el Ba+-, Esta aseveracifin se basa en la obpervaciion da
que la cafeina es capazr de inducir wna contractura transitoria
durante 1la fase de relajacidn de una contractura inducida por sl
Ba++, on preparaciones parfundidss con uns solucifin libre de Cat++, y
previamente somatidas a un tratamiento conaiderado, por varios
investigadores (Fabiato, 1985), como eficar para liberar el Catt
acumulado en el retfcule sarcoplismico y aeX producir una deplecifin
de ante 46n an dicho taticulo. La posibla participacifn dat
reticulo sarcoplismico sn la f£ase de ralajacibn de la contractura as
sugerids, tambidin, por la observaciin de que en presencia de cafeina
dispminuye significavivamente la velocidad de la relajacisn inducida

al retirar al Ba+t del madio.

Sin ambargo, aunque e} reticulo sarcoplBsmico pueda captar y
acumular el Bat++, su capacidad para acumular dicho 18n debe tensr un

1fmite. Es muy probable, que durante una axposicidn prolongads al
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Bat++ so sature la cnpncidad.del retlculo sarcoplismico para acumular
el Bat+, ya que ({aegfin sa discutis previamente), bajo esta
condicibén, se produce un influjo continuo de Bat+. Puestoc que,
durante unha exposiciSn prolongada al Ba++, la tensiSn se mantiene
eatactionaria {a pesar de 1la posible saturacifn del rotfcule
sarcoplfsmico} se puede postular, qus debe existir algfin otro
mecaniemo, que tienda a bajar la concentracién intracelular de Rat+
¥ gque durante el estado estacionario de la contractura se mantiene
constante la concentracidn intracelular de Ba++, porque s¢ eatableca
un equilibrio entre la actividad de gete hipotético mecanismo y el
influje de Batt, La hipfteats de que la captaciin de Bat+ por el
reticulo sarcoplismico no es &l finico mecaniamo que participa san la
I’tlilljﬂl:lﬁn. estd adacorde con la obeervacifn de que la relajacidn
indueida nl retirar el Bat+ del madj:n. 8e observa tambifn en
presancia de dosis  altan {30cM) de cafelna, las cuales,
presumiblements, impidon la captacifin de Bat+, Por otra parte, en
al miiscule cardfaco la contractura inducida por la cafeina es
slewprs tranaitoria, esto indica que el mfisculo cardfnco se pt;ede
ralajar a paasr de la exclusifn funcional del retfcule sarcoplésnico
por 1a presencia de la cafeits. Esta choervacifn apoya la hiptenis
de que dsha axiatir algin macanisso adtéioml capar de disminuir la
concentracifn intracelular dea Bat+ hasta niveles inferiores al
umbhral para activar el mescanismc contrliceil. Este wmecanismo
adicional podrfa ser & salida del Ba++ hacla el' 1fquide
extracelular & travis ds un intercambio Nat-Bat+. Sin embargo, en

oi presants estudio no se obsarvld ninguna modfficacibn significativa
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da 1la fase de ralajaciSn, cuando ss modificS la concentracidn
extracelular de Nat. La fame do ralajacibn tampoco pe wodificé por
1a adiciln de quinidina, la cual es un flirmace capaz do inhibir el
intercambic Hat-Cat+t (Mantrard et al., 1984). Estos reoultados
negativos, eugleren, que el intercanbio Hat=Batt, no participa da

zanera importante, sn la relajacidn inducida al retirar sl Bai+ dal

© madio.

Otra posible via para 1a ln.ndn dal Batt, a través del
sarcolema, sacrfa 1s extrusifn activa del Ba+t+, hacia el 1fquide
sxtracelular. 51, como me sugivil previsments, durante la Ffase
utnclonaria de 1ls contracturs estf saturade 1la capacidad del
ratfculo sarcopliismico para acuwmular Batd, la ralajacifn, inducida
al retirar el Da++ del medic, podris reflejar la extrusifn activa
del Batt+ hacia sl 1lIquido sxtracelular, Esta interpretacifin podria
sxplicar 1 Ql0 relativamenta slevado del T50. Para confirmar o
dancartar assta interpretaciln, aerd necesario el digeilc y 1a
- realizacifn de nyavos experimentos qus parmitan eatudiar los efectos
de la tawperaturta lobn_h fane de relmjacidn, bajo condiclones an
las cusles, me puada descartar con w®mayor certsza la poeible

participacifn del reticulo sarcoplifismico.
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