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Capitulo 1: Generalidades

1. Calcio ntraccion miocdrdica

El aumento del calcio libre citosdlico (Ca'?) dispara la contraccion en los tres tipos de mdsculo:
esquelético, liso y cardfaco (Ebashi, 1974; Adelsicin y Eisenberg, 1980; Zot y Potter, 1987). Al igual
que en el misculo esquelético, la contraccion del misculo cardiaco sc inicia con la unién de Ca'? a
troponina C (Zot y Potter, 1987; Thompson y col., 1990 para una revision). Sin cmbargo, desde hace
mds de un siglo (Ringer, 1883) sc sabe que, a diferencia del misculo esquclético, ¢l cardfaco cs
absolutamente dependiente de la presencia extracelular de Ca'? para clectuar 1a contraccion.

El potencial de membrana (alrededor de -80 mV) y la relacién entre las concentraciones de Ca'?
extra (|Ca]e) e intracelulares (|Ca)i) (de alrededor de 10%) indican un elevado gradicnte electroguimico
para el ingreso de Ca'? al citosol de la fibra miocdrdica. A pesar de ello, la baja permeabilidad de la
membrana al Ca'? en condiciones de reposo mecdnico es en parte responsable del mantenimiento de la
baja [Cali (Coraboeuf, 1978). Esta [Ca]i que estd en ¢l orden de micromolar (xM) 0 menor (Sheu y
col., 1984) es mantenida por sistemas de transporte que, directamente o por su asociacion con otros
sistemas, utilizan energia quimica. Estos sistemas estdn ubicados tanto en la membrana cclular o
sarcolema (SL) (bomba de Ca asociada a SL e intercambiador Na/Ca) como en el reticulo sarcopldsmico
(RS) (bomba de Ca asociada a RS) y en la mitocondria (Reuter y Seitz, 1968; Caroni y Carafoli, 1980;
Tada e Inui, 1983; Carafoli, 1985). Durante el evento contrdctil, el misculo cardiaco estd sometido a
cambios rdpidos en la [Ca]i que oscila entre el nivel basal correspondiente al estado de reposo mecdnico
(<0.1 pM) y aproximadamente 2-50 pM durante la contraccion (Fabiato, 1981). Para relajarse, el
miocardio retorna a la [Ca]i de reposo utilizando los mecanismos de remocion mencionados, capaces

de regular ciclicamente en forma rdpida y precisa los niveles de Ca'? citosélico antes de que llegue el



nucvo potencial de accion (PA).

El problema de cudles son las fuentes y destinos del Ca'? cilosélico activador de la contraccion
en ¢l misculo cardfaco es ain materia de discusion (Fabiato y Fabiato, 1979; Morad y Cleemann, 1987;
Langer, 1994). Muchas y diversas son las metodologias que intentan abordarlo. Las mismas abarcan
desde el estudio del tejido entero a las células, membranas u organclas aisladas. En general abordan, ya
sca ¢l andlisis integral de los destinos del Ca'? en la célula o tejido, o el estudio especilico de alguno
de los sistemas de transporte con metodologfas que pueden ser de naturaleza bioquimica, cinélico-iénica,
electrofisioldgica, genética, fluorométrica, etc (Bers, 1983; Sheu y col., 1984; Morad y Clecmann,
1987; Langer y col., 1990; Porzig y col., 1993). Entre ellas, la metodologia cnergélica permite, como
se describird mds adelante, abordar integralmente ¢l problema de los destinos dcl Ca'? durante el ciclo
reposo-excitacion-contraccion-relajacion cardiaca.

Es conocido que el influjo de Ca'? a través del sarcolema se efectia por canales de Ca cuya
conductancia es afectada por fosforilacion de sus proteinas constituyentes y por la naturaleza de los
fosfolipidos y los carbohidratos que lo rodean (glicocdlix) (Tsicn, 1983). El Ca'? que entra a la célula
via canales servirfa para inducir una posterior liberacién de Ca'? desde la cisterna lateral del RS
(Fabiato, 1983) o activar directamente a los miofilamentos (Langer, 1986). La participacion relativa de
estas fuentes de Ca varfa con las especies. La liberacion de Ca'? del RS predomina en ¢l ventriculo de
rata, el influjo de Ca'? extracelular es preponderante en el ventriculo de batracio y participan variables
proporcioncs de ambas fuentes en los corazones de concjo y cobayo (Fabiato y Fabiato, 1978; Morad
y Cleemann, 1987; Wang y col., 1993). Si bien los canales de Ca representan la via mds importante de
influjo de Ca'? extracelular durante el PA, en ciertas condiciones como la sobrecarga de Na' intracclular
se ha descripto la participacion del intercambiador Na/Ca (Ponce-Hornos y Langer, 1980; Bers y Ellis,

1982; Bers y col., 1988).



La elevacion de la [Ca'*Ji a niveles cercanos a las K5 (|Cali en la que sc activa ¢l 50% de los
sitios especificos de unién) de los diversos sistemas celulares activa a los mismos. Asi, no sélo debe
ocurrir la unién de Ca'? a troponina C (Ko5 = 0.4 pM; Potter y Gergely, 1975), sino también a los
sitios especificos de los sistemas de remocion de Ca'? citosélico como la Ca-ATPasa del RS (Kq5 = 0.1
a 0.5 puM; Carafoli, 1985), la Ca-ATPasa de SL (K;; =~ 0.3 a 0.5 puM; Caraloli, 1985) y el
intercambiador Na/Ca (Kos = 2 a 40 uM; Carafoli, 1985; Langer y col., 1993). Ademds, ¢l Ca'? se
une a sitios especificos en proteinas citosélicas como la calmodulina (Klee y Vanaman, 1982) y a otros
sitios fijos intracelulares (Peskoff y col., 1992). El grado de unién de Ca a woponina C (Tn-C)
determina, junto al grado de solapamiento de los miofilamentos, el grado de acoplamicnto actomiosinico.
Por lo tanto, ambos factores determinan la magnitud de la fuerza desarrollada (Kerrick y col., 1980).
Debido a la proximidad en las alinidades, no debe tardar en establecerse una compelencia cercana al
equilibrio entre los sistemas reversibles de unién. El transporte activo por las Ca-ATPasas o ¢l eflujo
neto de Ca'? a través del intercambiador Na/Ca (Langer y col., 1993) son los mccanismos que pueden
desviar ese equilibrio removiendo el Ca'? libre citosolico y el Ca'? unido a Tn-C, con lo que s¢ provoca
la relajacion. En ese sentido, la mdxima [Ca*?]i (medida por ¢l método de la proteina sensible a Ca,
aequorina) ha sido registrada en el tiempo aproximado en que ¢l misculo alcanza su mdxima velocidad
de desarrollo de fuerza contrdctil (Allen y Kurihara, 1980). Esto indica ¢l temprano retorno del Ca'?
libre citosélico a los niveles de reposo, ya sea por la inicial union a los sitios cnlazantcs como por la
remocion activa.

Tanto la union de Ca'? a sitios enlazantes como la hidrolisis del ATP (por los sistemas de
transporte activo o el acoplamiento actomiosinico) y las reacciones del metabolismo oxidativo son
procesos exotérmicos (Curtin y Wooledge, 1978; Imaizumi y col., 1990). Por lo tanto, las metodologias

miotérmicas podrian servir para evaluar integralmente los eventos vinculados al ciclo reposo-contraccion-



relajacion cn un (ejido o célula entera. Esta evaluacion requiere la identificacion y cuantificacion de las
fracciones energéticas correspondientes a cada evento celular. Este cstablecimicnto del patron mecdnico-
cnergético del miocardio no ha sido hasta el momento totalmente resuelto por la literatura y constituye
el objetivo general de esta (esis.

La evaluacion conjunta de los mecanismos celulares del ciclo contraccion-relajacion (de los que
la movilizacion de Ca'? juega un papel preponderante) mediante el enfoque encrgélico permitirfa analizar
a cada mecanismo interrelacionado con los otros en una condicion de mantenimicento de la integridad
celular. Ese objetivo es escasamente alcanzado por la extrapolacion de la informacion obienida a partir
de los diferentes sistemas aislados a la condicién dc integridad celular. Por eso, mediciones efectuadas
en células o tejidos enteros, como las obtenidas a través de un cstudio miotérmico, pucden establecer

limites a la extrapolacion del conocimiento especifico de cada mecanismo celular.

2. Energética cardiaca

Los eventos que ocurren durante el ciclo de contraccién-relajacion requicren energia quimica para
la interaccién actomiosinica y el mantenimiento de gradientes electroguimicos. Esto resulta en una
liberacion de calor, que estard cuantitativamente relacionada con el evento que lo origing. Toda esa
energia quimica consumida debe ser repuesta por los procesos de recuperacion melabolica, en su mayoria
acrébicos, que involucran consumo de oxigeno (0,), desprendimiento de didxido de carbono (CO,) y
liberacion de calor. Debido a esto, tanto la medicion del calor liberado por el misculo como la del O,
consumido pueden ser instrumentos experimentales para la caracterizacion del estado miocdrdico (Gibbs
y Chapman, 1979a). Hay diferencias importantes entre ambos tipos de metodologias. La medicion del
calor refleja tanto los procesos fisico-quimicos que ocurren durante la etapa de consumo (ciclo reposo-

contraccion-relajacién) como los de la recuperacion aerdbica y anaerdbica del ATP. En cambio, el



consumo de O, solo registra la actividad de recuperacion aerdbica, que es proporcional al consumo.

Loiselle ha definido conceptualmente el primer propdsito de la energética cardiaca. Consiste en
establecer correspondencias cuantitativas entre las diversas fracciones de la cnergia total transformada
por el miocardio y los distintos eventos fisico-quimicos que ocurren durante el ciclo reposo-excitacion-
contraccion-relajacion (Loiselle, 1987). A partir de esto serd posible evaluar la participacion de eventos
celulares en estados fisiologicos o patoldgicos.

Cabe pregunlarse como puede ser aplicada la termodindmica cldsica al estudio de un misculo.
El musculo cardiaco es un sistema termodindmico abierto ya que intercambia tanto encrgia (en forma
de calor y trabajo) como materia con sus alrededores. Sin embargo, se pucden asumir ciertas
simplificaciones que permilen el tratamiento de una preparacion muscular aislada como un sistema
termodindmico cerrado a presion y volumen constante. En este sistema, los términos cnergia y entalpia
son intercambiables (Wilkie, 1960; Gibbs y Chapman, 1979a). Gibbs ha explicado ¢l comportamiento
termodindmico de un musculo cn el que se producen "n" moles de reaccion, a partir de la primera ley
de la termodindmica (Gibbs y Chapman, 1979a). Esto exige que la (cmperatura, presion y volumen del
sislema permanezcan constantes durante la reaccion. A los fincs prdcticos ¢l primer punto pucde
asumirse, pues los cambios (€rmicos que acompaiian al intercambio de pascs respiratorios son
despreciables respecto del calor liberado por las reacciones quimicas, y cste iltimo ¢s inmediatamente
perdido hacia el medio o sistema calorimétrico (Wilkie, 1960; Gibbs y Chapman, 1979a). Por otra parte,
las reacciones de la contracciéon muscular isométrica tienen lugar a presion constante (atmosicrica) y con
cambios de volumen despreciables. Estos cambios provienen de una desigualdad catre ¢l ndimero de
moles de O, extraidos del medio y el nimero de moles de CO, desprendidos por el misculo.
Corresponden a s6lo 0.3 mol de gas por cada mol de O, consumido, lo cual representa menos del 0.2

% del cambio de entalpfa total (Opie, 1969).



0.

Asumidos temperatura, presion y volumen constantes, los cambios cntdlpicos de la reaccion
quimica igualan a la suma del calor intercambiado y el trabajo termodindimico realizado, scgin la
siguiente relacion:

neAH=Q +w (1
donde AH es el cambio en la entalpia molar de la reaccion quimica en ¢l misculo (encrgia a
intercambiar por mol de reactivo), Q cs el calor ganado por el misculo (que serd negalivo si la reaccion
¢s exolérmica), y w es el trabajo termodindmico externo ejercido sobre el musculo por el entorno. El
signo del trabajo termodindmico externo (w) también es negativo cuando es realizado por el miisculo.
En condiciones isométricas no se realiza trabajo externo, por lo que ¢l calor liberado se asimila al
cambio entdlpico.

El establecimiento del nexo entre los procesos bioquimicos y biofisicos (por ¢j. liberacion de
calor) requiere de la medicion exacta de: a- las entalpias molares de todas las rcacciones identificadas
"in vivo" (A H), b- de la extensién de los cambios quimicos que ocurren en el misculo en contraccion
(n), y c- de la evolucion del calor liberado (Q) y del trabajo producido (w) bajo condiciones similares
a las de la medicion de los cambios bioquimicos. En el misculo cardiaco se ha encontrado compatibili-
dad entre los resultados provenientes de mediciones miotérmicas, de consumo de O, y bioquimicas

(Gibbs y Chapman, 1979a).

3. Objetivos de la tesis
Esta tesis evalia la interrelacion entre los eventos celulares implicados cn ¢l desarrollo de una
contraccion miocdrdica isovolumétrica de rata, a través de un andlisis mecdnico-energético con
metodologia miotérmica. En particular analiza la influencia del Ca extracelular en el patrén de respucsta

miotérmica de la contraccion.



La hipdtesis general de trabajo es que del calor total liberado por una contraccion miocdrdica
deben poder cuantificarse ¢ identificarse las [racciones de calor liberadas por distintos eventos celulares.

En un latido se producen eventos de muy corta duracion. En consecuencia, la fraccién de calor
asociada también deberia ser de corta duracién. De alli que el primer paso fuc analizar la respuesta
calorimétrica a pulsos de calor transitorios. Sobre esta base se analizd la cxistencia de varios
componentes o fracciones en el calor total liberado por el misculo sin apartarse de la condicion de
desarrollo de fuerza (diferencia fundamental con las metodologfas tradicionales que alteran al tejido de
modo de afectar diferencialmente a uno o mds eventos celulares). El siguiente objetivo fue establecer
asociaciones entre los diversos componentes del calor total y determinados eventos celulares que ocurren
en una contraccion (por ¢j. actividad actomiosinica, union y ciclaje de Ca, sintesis del ATP, elc.).
Finalmente, se efectuaron diferentes intervenciones que modificaron la disponibilidad de Ca'? citosolico
y permitieron evaluar cambios mecdnico-energéticos utilizados en la caracterizacion de los componentes

de calor.



Capitulo 2: Ca y ciclo contrdctil cardiaco

En este capitulo se hard una descripcion de las fuentes de Ca y los mecanisinos que participan
en la disponibilidad de Ca citosélico, en base a estudios de origen bioquimico, iénico-cinélico,
electrofisiolégico o termodindmico. Se analizard la informacion sobre el grado de participacion de cada

uno de esos mecanismos en el ciclo reposo-contraccion-relajacion miocdrdico.

El misculo cardiaco cesa casi inmediatamente de responder a un estimulo cuando sc priva de
Ca'? al medio de perfusion. Esta caracteristica lo diferencia del misculo csqueldtico que es capaz de
contraerse atin en medios libres de Ca'? por espacio de horas a temperatura ambicnte (Chiarandini y col.,
1980).

La fuente de Ca'? responsable del mantenimiento de la contraccion cardiaca continda sicndo un
problema no resuelto. En efeclo, la fuerza generada disminuye rdpidamente por fa reduccion de 1a [Caje
(Shine y col., 1971; Philipson y Langer, 1979) o por la exposicion del misculo a inhibidorcs del influjo
de Ca desde este medio (Mn, verapamil, nifedipina, etc.) (Fleckenstein, 1983). Sin embargo, se ha
encontrado que el Ca'? que ingresa a la célula desde el medio extracelular durante la contraccion serfa,
al menos en algunas especies, insuficiente para la generacion de luerza. La mayor parte de los estudios
electrofisiolégicos que estiman la entrada de Ca'? por la denominada corricnte lenta (Iy), han gencrado
valores que solo pueden explicar entre el 10 y 20 % del Ca requerido para una activacion mixima
(Solaro y col., 1974; Chapman, 1983). Del mismo modo, las estimaciones del influjo de Ca por latido,
obtenidas por mediciones de flujos radioisotGpicos, también representan aproximadamente ¢l 10% del

Ca requerido para la completa activacion de los miofilamentos (Chapman, 1983; Bers, 1983).



9.

Una cvidencia de la participacion del Ca sarcolemal en la contraccion es fa correlacion encontrada
para varios cationes entre su capacidad para desplazar Ca'? del SL y para desacoplar la excitacion de
la contraccion (Langer y Nudd, 1983). La secuencia resulté La'> = Cd'* > Mn'> > Mg'? y cstd
relacionada a la similitud de sus respectivos radios cristalinos con ¢l de Ca'? (0.99 A). A partir de esto
s¢ ha sugerido que el Ca'? que ingresa se halla vinculado a sitios sarcolemales. Otros cationes que
compiten con el Ca'? por su unién a sitios sarcolemales son ¢l K' y el Na' (Morad y col., 1981;
Philipson y col., 1980b). Esta evidencia de que ¢l Ca'? ingresado a la célula no ¢s ¢l Ca'? libre de la
solucién extracelular es rcalirmada por el hecho de que ¢l desplazamicnto del Ca'? de la capa difusa por
dimetonio no afecta a la respuesta contractil (Langer, 1990).

Otras evidencias de que el Ca'? que ingresa a la célula para activar la contraccion proviene del
enlazado a SL surgieron de intervenciones en las que se variaron los contenidos de fosflolipidos
anionicos, cationicos o ncutros en vesiculas de SL (Philipson y col., 1980a). Los loslolipidos anidnicos
que unen Ca'? electrostdticamente (por ej. liberados por tratamiento con foslolipasas C y D) aumentaron
¢l influjo de Ca'?, la actividad del intercambiador Na/Ca y la fuerza contrdctil. Lo contrario sucedié con
los fosfolipidos catiénicos que repelen Ca'? (polimixina B). El laurilacetato neutro no afectd dichos
pardmetros (Philipson y col., 1980a; Philipson y Nishimoto, 1984; Philipson y col., 1985; Langer y
Rich, 1985). Si bien estos resultados son indicadores de un enlace externo del Ca'? que participa directa
o indirectamente en la contraccion, los fosfolipidos anidnicos que enlazan Ca'? s¢ han encontrado en
mayor proporcion en la cara interna del SL y tienen baja afinidad (1-3mM Ca) (Post y col., 1988). Ha
sido sugerido que para que cl Ca'? unido a ellos sca desplazado por La'® se requeriria la existencia de
un microambiente intracelular (Langer, 1990). Mds recientemente se ha mostrado que al menos el 30
% del Ca'? desplazable por La'? reside intracelularmente, en una concentracion de 50 a 100 M, en la

region diddica del RS (Post y Langer, 1992). Asi, el SL [uncionaria como un reservorio intracelular de



Ca'? para la contraccion, cn rdpido equilibrio con el medio extracelular.

Valiosa informacion sobre la participacion del Ca cxtracelular cn una contraccion ha sido
brindada por técnicas que permiten controlar y cambiar rdpidamente ¢l ambicnte extracclular de células
simples y medir simultincamente la respuesta contrdctil. Esta metodologia ha permitido climinar y
reponer ¢l Ca'? del liquido de perfusion de cardiomiocitos de rata y de concjo con un ticmpo de
recambio del medio de 200 ms, de modo de registrar el cambio en el primer latido (Langer, 1990). Los
primeros estudios mostraron que el reagregado de Ca'? después de 10 min dc estar en un medio libre
de Ca'? desarrolla una primera contraccion cuya magnitud es del 50% de la control en ¢l ventriculo de
conejo y del 8% de la control en el de rata. La fuerza aumenta en los siguicntes latidos en ambas
especies con ticmpos medios de 43 y 75 s, respectivamente. Estos resultados permiticron describir dos
compartimientos de Ca vinculados al desarrollo de fuerza: uno rdpidamente intercambiable (que soporta
¢l 50% de la contraccion en conejo y el 8% en la rata), y uno mds lentamente intercambiable que aporta
el Ca restante para una contraccion normal (Rich y col., 1988). El compartimicnto lento pudo ser
asimilado al RS y el compartimiento rdpido ha sido asociado a Ca'” calazado al S1. (Rich'y col., 1988).
Estos resultados confirman la mayor participacién del Ca'? del SL en la contraccion del miocardio de
conejo que en el de la rata.

El andlisis de intercambio de ®Ca con técnicas de perfusion ultra-rdpida de células ventriculares
ha demostrado la existencia de un compartimiento de Ca vinculado al SL en el miocardio de rata adulta
o neonata (Langer y col., 1990). Se describicron cuatro compartimientos intracelulares de Ca
intercambiables con el medio extracelular, de los que el sarcolemal representa alrededor del 40% dcl
Ca total. Los tiempos medios y la capacidad de los mismos varfan segun sc trate de células adultas o
neonatas, aisladas o cultivadas (Langer y col., 1987; Kuwata y Langer, 1989; Langer y col., 1990). En

células ventriculares aisladas de rata las caracteristicas de los compartimientos sou: un componente de



intercambio rdpido (U2 < 1 seg, 2.6 a 3 mmoles.kg! seco de células), dos intermedios (1% 3.5y
195, 2.1 mmoles.kg" seco de células), uno de intercambio lento (12 = 3.6 min, 1.6 mmoles.kg ' seco
de células) y uno no intercambiable en los tiempos de estudio (250 pmoles. kg™ scco de células) (Langer
y col., 1990). El Ca'? del componente rdpido es desplazable por La'?, por lo que sc 1o vinculd a sitios
sarcolemales o en rdpido equilibrio con el SL (Post y Langer, 1992). En este compartimicnto s¢ cncontré
una fraccion correspondiente al intercambio Na/Ca con t,, = 0.53 s y capacidad de 350 pmol/kg scco
de células (Langer y Rich, 1992). En células de rata neonata, ¢l compartimicnto dependicnte del
intercambio Na/Ca ha sido localizado en la region subsarcolemal de la diada (Post y Langer, 1992; Post
y col., 1993). Los componentes intermedios resultaron desplazables por caleina y sensibles a rianodina
por lo que se vincularfan al RS (Langer y col., 1990). El componente intercambiable mds lento no
estarfa involucrado en la contraccion, y ha sido vinculado a la mitocondria por incrementarse
especificamente por adicion de fosfatos (Langer y col., 1990).

Estudios con electrodos extracelulares para Ca (Bers, 1983) o colorantes scnsibles al Ca
(Hilgeman y Langer, 1984) han proporcionado informacién acerca de cudnto del Ca'? unido a sarcolema
se pone en juego en el proceso de excitacion-contraccion. Se encontraron disminuciones del Ca
extracelular equivalentes a influjos de 11-20 nmol Ca.g" de tejido hiimedo por latido en ¢l conejo, que
son inferiores a 1os niveles estimados para una contraccion Gptima. Se ha estimado que los niveles de
Ca para una contraccién dptima son equivalentes a los que desarrollan una contraccion semimdxima en
fibra pelada (fibra a la que se le ha eliminado el SL), oscilando entre 40 y 50 nmoles Ca.g™ de tejido
himedo por latido en ventriculo de mamifero (Solaro y col., 1974; Fabiato, 1983). Se deduce entonces
que el Ca extracelular en rdpido equilibrio con el sarcolemal aportaria un influjo insuficiente durante la
contraccion, aunque el llenado de los diversos compartimientos dcpenda del medio extracelular.

En resumen, el Ca estd altamente compartamentalizado en la célula miocdrdica y en intercambio
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con ¢l medio cxtracclular. Cada uno de esos compartimientos participa cn diferente grado en la
regulacion del Ca'? citosdlico segin las distintas cspecies animales o las diversas condiciones

fisiopatologicas.

Nccesariamente, la dependencia del proceso contrdctil respecto de la presencia de Ca'? en ¢l
medio extracelular implica la existencia de mecanismos que se hallen involucrados en los movimicntos
de Ca'? transarcolemales. Hasta la aclualidad se han descripto tres mecanismos: a. los canales de calcio,

b. el intercambiador Na/Ca asociado al sarcolema y ¢. la bomba de calcio del sarcolema.

a. Canales de calcio

El corazon exhibe una heterogénea actividad electrofisiolégica con dilerencias en la configuracion
de los PA en diversas regiones anatomicas, especialmente entre aquéllas pertenceientes al sistema de
conduccion y al miocardio contrdctil. Sin embargo, en todas ellas los PA pucden ser explicados por la
existencia de corrientes i6nicas. Estas fluyen a través de canales sarcolemales que proveen caminos
energéticamente favorables para que ciertos iones se muevan segin su gradicnte electroquimico. Las
diferentes propiedades moleculares del canal son las que le conlieren sus caracteristicas de selectividad
y cinélica. En el corazén, el influjo de Ca'? a través de canales ¢s esencial, tanto para la actividad
eléctrica normal como para el acoplamiento excitacion-contraccion (Coraboceuf, 1978).

Los primeros estudios acerca de la corriente de Ca'? se realizaron mediante iéenicas de "voltage-
clamp"” para preparaciones multicelulares. Reuter demostr la existencia de una corricnte lenta hacia ¢l
interior y dependiente de Ca (Iy) en misculo cardiaco (Reuter, 1907). A partir de éste y owros estudios

se demostré que la Isi podia ser registrada en ausencia de Na' extracelular, es (etrodotoxina-insensible,
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dependicnte de la [Cale, y activable por despolarizaciones en niveles de potencial de membrana (I,) en
quc la corriente de Na' (Iy,) estd completamente inactivada (-50 a -60 mV). La Isi pucde ser bloqueada
por cationes como La'?, Cd'?, Co'?, Mn'* y Ni'? y compuestos orgdnicos como verapamil y D-600, y
es modulada por catecolaminas y acetilcolina (Reuter, 1983). Respecto de la sclectividad, 1a Isi exhibio
una relacién corriente-voltaje (I-V) en forma de campana, con potencial umbral entre -50 y -40 mV y
potencial pico entre -10 y +10 mV (Campbell y Giles, 1990). El canal tambicn ¢s permeable a iones
monovalentes habiéndose estimado, a través de relaciones de permeabilidad, que un 38% de la Isi
corresponderia a Na', un 35% a K' y el resto a Ca'? (Campbell y Giles, 1990). Las cinélicas d¢
activacion e inactivacion del canal son el resultado de los cambios cn el E, que s¢ producen durante ¢l
PA. Se ha sugerido que un cambio en el E, causaria la reorientacion de un sensor con propicdades de
dipolo (parte del canal) y en consecuencia desencadenarfa un cambio en el flujo de iones a través del
canal (Reuter, 1983).

Posteriormente, mediciones "vollage-clamp” en miocilos cardfacos simples demostraron que la
I, ¢s mucho mds sensible al Ca'?, mds grande en amplitud, y mds rdpida en sus cinélicas de apertura
¢ inactivacion que lo originariamente descripto. Actualmente se la denomina I, su umbral de activacion
es de -60 a -50 mV, se activa en menos de 10 ms y se inactiva completamente en 100-150 ms (Isenberg
y Klochner, 1982). El {lujo de iones monovalentes a través del canal sélo resultd significativo en
ausencia de Ca y EGTA, calculdndose que ¢l 96% de la I, en un miocito auricular es transportado por
Ca'? (Campbell y Giles, 1990). La inactivacién del canal se produce por 1o menos por dos mecanismos:
la inactivacion dependiente del voltaje de la membrana y un proceso de inactivacion por Ca'’
proporcional al flujo de Ca'? a través del canal (Campbell y Giles, 1990). La inactivacion dependicnte
de Ca'? ha sido estudiada en miocitos (Kokubun ¢ Irisawa, 1984) y resulté mucho mds rdpida en la rata

que cn el conejo (Wang y col., 1993).
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Evidencias experimentales recientes, utilizando téenicas de "patch-clamp” para células enteras,
sugicren que la I, seria acarreada por este i6n a través de dos Lipos de canales voltaje-dependientes: los
llamados canales de Ca de tipo Ly los canales de Ca de tipo T (Mitra y Morad, 1986; Hagiwara y col.,
1988). Estos dos tipos de canales poseen caracteristicas diferenciales que han permitido su separacion
y parcial caracterizacion. Las corrientes de tipo T s6lo pueden observarse a E,, de hasta -50 a -60 mV,
mientras las de tipo L se desarrollan entre -20 y -40 mV. Ambas se diferencian en sus cinéticas de
inactivacion, en sus conductancias (mayor en el L), en su estructura de poro (las corrientes varfan con
la especie catidnica en ¢l L pero no en el T). Ambos tipos de canal dificren también cn sus propicdades
farmacoldgicas: el tipo L es modulado por agonistas B-adrenérgicos y cs scnsible a antagonistas
(nifedipina, verapamil) y agonistas (BAY K 8644) cdlcicos (Mc Donald y col., 1980; Tytgart y col.,
1988; Hosey y Lazdunski, 1988; Campbell y Giles, 1990; Hadley y Lederer, 1992). El tipo T es
insensible a dichos agentes. Mientras el L es mds sensible al bloqueo por Cd, el T lo es por Ni. En
cuanto a su distribucion, mientras todas las células miocdrdicas tienen canales de Ca tipo L, solamente
células especificas de algunas especies parecen tener canales T. Aun cn las células en las que existe esta
corriente, su magnitud mdxima no es mayor que el 5-10% de la corriente L, cxcep’lo en fibras de
Purkinje en que ambas son iguales. Aunque pareciera que las corrientes tipo T no tienen un papel
fundamental en la generacién del PA o en el acoplamiento excitacion-contraccion, se activarian en el
final de la despolarizacién diastdlica espontdnea de marcapasos (Mitra y Morad, 1986; Hosey y
Lazdunski, 1988; Campbell y Giles, 1990).

Ha sido propuesto un modelo para explicar las caraclerfsticas de selectividad del canal (Hess y
Tsien, 1984) sobre la base de la dependencia a la presencia de Ca'2. El modclo postula que ¢l canal
tendria 2 sitios de union de alta afinidad catiénica con diferentes Ko5. En condiciones fisiolégicas, la

ocupacion por solamente un Ca'? extracelular conduce al bloqueo. Si el canal ¢s ocupado por dos Ca'?,
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sc¢ estarfan repeliendo clectrostdticamente entre si de modo de reducir la afinidad del sitio opuesto. De
csa manera, ¢l pre-requisito para la conduccion es la ocupacion de los dos sitios. Fs asi como mediante
un andlisis de simulacion se ha predicho que la hiperpolarizacion progresiva aumenta la probabilidad de
encontrar canales en condiciones de conduccion, cs decir ocupados sélo en ¢l interior. Potenciales
parcialmente despolarizados aumentarian la probabilidad de tener canales bloqucados por la unién de
Ca'? s6lo en cl sitio externo. El aumento en la [CaJe conduciria al aumento de la conduccion por mayor
probabilidad de ocupacion doble del canal (Campbell y Giles, 1990).

En resumen, la corriente de Ca resultd scr mds sensible al Ca'” y mds grande en su amplitud y
velocidad de activacion que lo que inicialmente se crefa. De los dos posibles tipos de canales, solo ¢l
L parece encontrarse en el miocardio contrdctil, sicndo sensible al Cd'? y a los bloqueantes orginicos.
Su activacion depende del voltaje y de la [Cale, y su inactivacion depende principalmente del voltaje,
del tiempo y de la |Ca]i. Recientes mediciones de la I, en células aisladas de rata indican que esta
aporta influjos del 5 % del Ca necesario para alcanzar el 70 % de la fuerza mdxima (Wang y col.,

1994).

b. Intercambiador Na/Ca
Las primeras observaciones sobre un intercambio entre Na' y Ca'? con ¢l medio extracelular en
corazén fueron realizadas en batracio (Luttgau y Niedergerke, 1958) encontrdndose que la tension
desarrollada era funcion de la relacion [Caje/[NaJ’e. La misma correlacion fue hallada en corazén de
mamifero, excepto a bajas [Nale (Reuter y Seitz, 1968). Evidencias posteriores indicaron que la
estequiometria mds probable del intercambiador es 3 Na' : 1 Ca’' (Blaustein y Russcll, 1975) y se
explicd la relacion 2:1 por competencia a nivel de los sitios sarcolemales. De acuerdo a la estequiometria

3:1, el intercambiador Na/Ca exhibe la capacidad para generar un E, 0 ser conducido por €l. Esto ha
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sido confirmado mds recientemente en vesiculas sarcolemales cardiacas (Bers y col., 1980; Philipson,
1985).

La direccion del movimiento neto de Ca'? debida al intercambiador Na/Ca sarcolemal csti
determinada por ¢l gradicnte electroquimico para ambos iones y por ¢l E,.. Dependiendo de ambos, cl
sistema pucde, en principio, participar tanto en la cntrada como en la remocion de Ca'? citosolico. Asi ,
para la reaccion de intercambio se pucde plantcar:

n Na', - Ca?',

i_ynNa'; I Ca®',

Donde: n=relacion de acoplamicnto para cl intercambio
i y c= compartimicntos intra y cxtracelular respectivamente
El sistcma dc intercambio Na/Ca producird la salida de Ca'? desde ¢l citosol acoplada con ¢l
influjo de Na' siempre que se cumpla:

R.T_.In (Na').e(Ca'®). - E,(n2) <0 2)
F (Na').«(Ca'?);

Donde:
R= constantc universal de los gascs
T= tcmperatura absoluta
F= constante de Faraday
E,= potencial de membrana
(Na'), y (Na'),= actividades intra y extracclulares de sodio respectivamente
(Ca'?), y (Ca'?,= actividades intra y extracelulares de calcio respectivamente
n=relacion de acoplamiento para cl intercambio

Diferentes protocolos experimentales han sido utilizados para determinar la estequiometria del
intercambiador Na/Ca. La medicién de flujos nctos o de trazadores ¢s uno de cllos. La cstequiometria
3 Na' : 1 Ca'? surgié por medicion del eflujo de “Ca dependiente de la [Naje y del influjo de *Na
dependiente de la [Ca]i en vesiculas sarcolemales cardiacas (Pitts, 1979) y cn células cultivadas cardiacas
(Wakabayashi y Goshima, 1981). Otras lincas han cstudiado las corricntes eléctricas que sc generan junto

al desarrollo de fuerza cuando se disminuye la [Naje y se aplica un pulso de voltaje fijo despolarizante
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cn miocardio de mamifero (Eisner y Lederer, 1985). La repolarizacion provoca una corriente hacia cl
interior coincidente con la relajacién, posible manifestacion del intercambiador Na/Ca cn modo de
influjo de 3 Na'/ctlujo de Ca'? (Eisner y Lederer, 1985). En células auriculares de batracio fue
cncontrado que ambas corrientes (provocadas por pulsos despolarizantes ¢ hiperpolarizantes)
intcrceptaban al cje de voltaje en el mismo E,, por 1o que se sugirié un mecanisio comiin de generacion
(Hume y Uchara, 1986). En miocitos ventriculares de cobayo internamente dializados sc identilico ta
corricnte asociada al intercambiador Na/Ca bloqueando otras corricntes conocidas (Kimura y col., 1987).
En estas condicioncs, y a [Naje y [Cali fisioldgicas ¢l potencial de reversion de esta corriente (Byye,)
arrojé un n=3 scgun la rclacion: (n-2) Ey,e, = n By, - 2 B, donde Ey, y E, representan los potenciales
de equilibrio de Nerst para Na y Ca (Kimura y col., 1987). Los cambios c¢n la |Ca]i resultaron
correlacionarse con la corriente identificada (Barcenas Ruiz y col., 1987).

En el musculo ventricular de rata en reposo, en ¢l que E, es alrededor de -80 mV, las [Najc y
[Ca]e fisioldgicas son dc 140 y 1.5 mM respectivamente y las (Na)i y (Ca)i medidas ticnen valores de
52127 mMy <0.1a 0.3 uM respectivamente (Bers y Ellis, 1982; Chapman, 1986; Barccnas Ruiz
y col., 1987; Shattock y Bers, 1989). Es posible calcular la dircecion en la que cl intercambio procede
asumiendo la estequiometria 3 Na':1 Ca?'. Tomando valores promedio para las [Nali y [Ca]i dc § mM
y 0.1 uM respectivamente, a 37 °C, ¢l valor del potencial de reversion o cquilibrio del intercambiador
(primer sumando de la ecuacion 2) es de -2 mV. Como ¢l E,, medido (= -80 mV) ¢s mids negativo que
¢l Exe calculado, el intercambiador operard en la direccion de ingresar cargas positivas. Por 1o tanto,
en condiciones de reposo, el sistema de intercambio Na/Ca extruird Ca'? desde ¢l citosol utilizando ¢l
gradicnte clectroquimico transmembrana de Na'. A pesar de esta generalizacion, s¢ han encontrado
diferencias interespecie en la participacién relativa de ambos sentidos dc funcionamiento del

intercambiador. Las mismas se derivan de variaciones en la determinacion de la (Na)i. En la rata, la



determinacion de una (Na)i de 12.7 mM ha proporcionado una cstimacion de Ly similar 0 mds
negativa que ¢l E,, por lo que se podria favorecer el ingreso de Ca'? durante ¢l reposo (Shattock y Bers,
1989). En concjo, una (Na)i de 7.2 mM favoreceria cl eflujo de Ca'? durante cl reposo, resultado
hallado con microelectrodos sclectivos al Ca extracelular (Shattock y Bers, 1989).

Durante el proceso contrictil, la gencracién de un PA hace que el B, cambic abruptamente desde
su valor de¢ reposo hasta alrededor de +10 mV c¢n un tiempo de 2 ms 0 menos. A este cambio estd
asociada la entrada de Na' a través de los canales rdpidos. Tal cambio ¢n ¢l E,, alcanzaria para revertir
la relacion dada por la ccuacién (2), de tal forma que el intercambiador actuarfa favorecicndo cl influjo
de Ca'* desde cl espacio extracelular. Cuando la [Cali se eleva posteriormente hasta 1-2uM, la relacion
expresada en la ccuacion (2) nuevamente se revierte y el sistema de intercambio Na/Ca funcionarfa
retirando Ca'? del citosol. Esto puede suceder atin durante la fase meseta del PA (Philipson y Ward,
1986) y, evidentemente, durante la repolarizacion en que s¢ suma un gradicnte cléetrico favorable.
Tambicn aparecen difcrencias entre rata y conejo durante el PA. Asf, sc¢ ha indicado que micntras cen
¢l concjo se producirfa un modesto influjo de Ca'? durante toda la fasc de mescta del PA, en la rata
predominaria el eflujo de Ca'? a continuacion de la espiga de despolarizacion (Shattock y Bers, 1989).

El intercambiador Na/Ca es un sistema de transporte de baja afinidad. Sc han descripto valores
de K5 de 15-40 uM Ca en vesiculas sarcolemales (Philipson, 1985). Sin cmbargo, la distribucién dc
fosfolipidos aniénicos "in vivo" le imponen asimetria a las afinidades del intcrcambiador. Mediciones
de "patch-clamp” en célula entera arrojaron Ko s de 0.35 a 1.38 mM para Ca extracclular (Wakabayashi
y Goshima, 1981; Kimura y col., 1987) y K, de 0.6 a 1 uM para Ca intracclular (Kimura y Miura,
1988). En cuanto a su afinidad por ¢l Na, se describieron K, ; de 20-80 mM con simetria ¢n vesiculas
y células (Philipson, 1985; Kimura y col., 1987). El Na' y el Ca'? interactian competitivamente por

sitios de union sobre ambas superficies del intercambiador (Philipson y Nishimoto, 1982) con
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estequiometria 2 Na'/Ca'?. Debido a esto, los cambios en la actividad del intercambiador con la [Naje
sin cambios en la relacion de union a los sitios sarcolemales s¢ evaldan mantenicndo la relacion
[Najc?/|Cale constante (Ponce-Hornos y col., 1987). Fisioldgicamente, este sistema seria regulado por
otros ligandos distintos del Na y Ca intracelular (ales como Mg, Mg-ATP, Pi y K. El intercambiador
Na/Ca podria operar en regimenes de alta o baja velocidad dependiendo de las concentraciones
intracclulares de estos ligandos (DiPolo y Beaugé, 1984). Los [osfolipidos anionicos aumentan su
actividad por incrementar su afinidad por el Ca'? (Philipson y Nishimoto, 1984).

(Cudnto participa el intercambiador Na/Ca durante una contraccion? Este sistema es capaz de
transportar un alto flujo de Ca'?, pues las estimaciones proporcionan V,,,, comprendidos entre 40 a 75
nmol Ca.g" tejido himedo.s' (Caraloli, 1985) y 100 a 200 nmol Ca.g" tejido lnimedo.s™ (Philipson,
1985; Philipson, 1990). Su participacion en la relajacion muscular estd condicionado por el gradiente
electroquimico favorable. Recientemente, Langer y Rich han caracterizado en células miocdrdicas de rata
a un compartimiento de Ca asociado al intercambiador Na/Ca y ubicado en la region de la diada, en ¢l
que se midieron eflujos de 75 nmoles Ca.g" tejido liimedo.s™ en condiciones estacionarias a1 mM de
Ca extracelular (Langer y Rich, 1992). Por otra parle, su pariicipacién como sistema que media la
entrada de Ca desde el espacio extracelular no ha sido definitivamentc establecida en condiciones
fisiolégicas (Carafoli, 1985; Philipson y Ward, 1980). Serfa cnergéticamente posible, como se menciond
para el miocardio de rata en reposo (Shattock y Bers, 1989) y existen evidencias de que participa en cl
influjo de Ca'? en condiciones de sobrecarga de Na' intracelular (Ponce-Hornos y Langer, 1980; Bers
y Ellis, 1982; Bers y col., 1988). Las predicciones de su grado de participacion cn el eflujo de Ca'?
ingresado durante un latido son muy variables, dependiendo de las actividades ionicas y del I,
considerados. Su participacién durante el reposo diastdlico sc ha calculado encrgélicamente. Sc ha

estimado que la energfa vinculada a la actividad del intercambiador Na/Ca podria representar un 4 a 8
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% dc aquella vinculada con ¢l mantenimiento del reposo en ¢l miocardio de la rata (Ponce-Hornos,

1990).

¢. Bomba de Ca sarcolemal

Este mecanismo de extrusion de Ca fue descubierto en eritrocitos y durantc mucho ticmpo sc
creyd que no cxistia en corazon. En 1980, Caroni y Carafoli describicron un sisteina de cllujo de Ca
ATP-dependicnte en corazon de perro cuando vesiculas sarcolemales invertidas fucron cargadas con Ca'?
por ¢l agregado de ATP al medio y descargadas por aumento de la [Naj extravesicular. Esto indicé que
ambos sistemas, bomba e intercambiador Na/Ca, estaban prescates cn la misma membrana (Caroni y
Carafoli, 1980). La bomba de Ca fuc posteriormente aislada, purificada, rcconstruida dentro de
liposomas y caracterizada (Caroni y Carafoli, 1980). Debido a sus altas afinidades por Ca (Kos < 1
pM), la bomba de Ca del sarcolema y la del RS puede cumplir la funcion de regular Ta [Ca)i cn los
bajos niveles del reposo mecdnico (Caraloli, 1985).

L.a bomba de Ca sarcolemal estd estimulada por calmodulina, que aumenta la alinidad por Ca
y la velocidad médxima de la enzima (Carafoli, 1990). Se activa por fosforilacién dependicnte de AMPc
(Carafoli, 1990) al igual que los canales de Ca y la bomba de Ca de RS. El (lujo mdximo de Ca'?
movilizado por la bomba de Ca en vesiculas de SL aisladas de corazon de mamifero, dptimamente
fosforiladas por quinasas enddgenas, resulté 1/30 o 1/100 del movilizado por ¢l intercambiador Na/Ca
(Caroni y Carafoli, 1980). Se ha estimado que remueve hasta alrededor de 3.7 nmoles Ca.g" de tejido
himedo.s* (Caraloli, 1985). Su K, ; para Ca es 0.3 uM (Caroni y Carafoli, 1980). Por lo tanto, durante
el reposo mecdnico la bomba de Ca estarfa trabajando cercana a la mitad de su velocidad mdxima.
Durante la contraccion cardiaca, en que la [Cali se eleva sustancialinente, las bombas, ya sean de

sarcolema o de RS, se hallan trabajando a su velocidad mdxima. A cllas se suma un sistema de mayor
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capacidad como es el de intercambio Na/Ca, activado por ¢l gradiente clectroquimico favorable para la
remocion de Ca'? (Carafoli, 1985).

Bioguimicamente, la Ca-ATPasa sarcolemal ¢s una protcina de 138 kDa que muesira una
estequiometria de bombeo de 1 Ca/ATP hidrolizado (Carafoli, 1990). Calmodulina y vanadato inducen
cambios conformacionales en la proteina. Se ha propuesto un esquema de estructura de la enzima en la
que el dominio de unién a calmodulina actuaria como un inhibidor interno. En presencia de calimodulina,
¢l dominio de unidn sc¢ asociaria a ella y dejarfa libre el extremo N-terminal de la enzima para la
asociacion con Ca'? (Carafoli, 1990).

En resumen, la optima eficiencia de la bomba de Ca sarcolemal durante ambos periodos, didstole
y sistole, sumada a los varios mecanisinos reguladores de su actividad encontrados "in vitro", indican
su importancia como uno de los finos moduladores de la [Ca'?] citosdlica. La proporcion en que
participa, respecto de otros mecanismos de extrusion de Ca puede ser estimada energéticamente. A partir
de su flujo mdximo y de su estequiometria se ha estimado una liberacién de calor asociada que
representa s6lo el 3 % del calor independiente de tension de Ja condicién tetdnica (Ponce-Hornos, 1990).
Su mdxima capacidad de remocion de Ca'? es alrededor de 8 veces menor que la del intercambiador

Na/Ca.

En corazén de mamilero una parte relativamente extensa del RS se acopla a la perileria celular
tanto a nivel del tibulo T (cuando existe) como de la superficie de la membrana (Feher y TFabiato,
1990). El musculo cardiaco de anfibio, por otra parte, posee un RS poco desarrollado comparado con
los mdsculos cardfacos de mamifero (Page y Niedergerke, 1972).

Las funciones principales del RS son liberar el Ca'? almacenado para activar la contraceion, y
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reacumularlo para permitir la relajacion. Los resultados obtenidos sobre la capacidad del RS de misculo
cardiaco de mamilero para remover ¢l Ca'? del citoplasma mucstran un amplio margen de variacion.
Las estimaciones de la capacidad total del RS oscilan entre 5 y 90 nmol Ca.mg” de¢ proleina de RS
(Chapman, 1983). Se han descripto diversos rendimientos de RS cuyo promedio ¢s de 3.9 mg proteina
de RS.g' tejido himedo (Blayney, 1983; Feher y Fabiato, 1990; Solaro y Briggs, 1974). Con este
rendimiento promedio, la capacidad del RS oscilaria entre 20 y 350 nmol Ca.g”' (¢jido himcedo.
Estimaciones de flujos mdximos indican que el RS captaria flujos de 20 a 33 nmol Ca.mg™" de proteina
de RS.s' durante los primeros 200 ms, seguidos por una segunda lasc de flujo disminuido (Carafoli,
1985; Feher y Fabiato, 1990). Entonces, durantc los primeros 200 a 400 ms dc la relajacion ¢l RS
podria recaptar alrededor de 15 a 52 nmol Ca.g"' tejido himedo. Es decir, que ¢l RS podria remover
la cantidad de Ca'? citosolico puesta en juego en una contraccion y cstimada cn 40 a 50 nmol Ca.g’
(Solaro y col., 1974; Fabiato, 1983).

La captacién de Ca por parte de este sistema membranoso es llevada a cabo por una Ca-ATPasa
cuya estequiometria de bombeo es de 2 Ca/ATP hidrolizado (Carafoli, 1985). La cnzima posce alta
afinidad (Kos= 0.3 pM) por lo que estd capacitada para actuar tanto durante ¢l ciclo contraccion-
relajacion como durante el reposo mecdnico (Carafoli, 1985). La Ca-ATPasa del RS regula su velocidad
de hidrélisis de ATP dependiendo de la [Mg-ATP], [ADP], [Ca'’]i y [Pi]. Estd regulada, ademds, por
la fosforilacién de la proteina fosfolamban que es un pentdmero integral en la membrana del RS (Tada
e Inui, 1983; Sham y col., 1991). Esta proteina puede ser fosforilada aditivamente por quinasas AMPc-
dependiente (Wegener y Jones, 1984), Ca-calmodulina-dependicnte (Kranias, 1985; LePeuch y col.,
1979) y por proteina quinasa-C (Movsesian y col., 1984). El efecto de estas fosforilaciones ¢s un
aumento de la afinidad al Ca de la Ca-ATPasa sin afectar su velocidad mdxima (Kranias, 1985; Fcher

y Fabiato, 1990).
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Conjuntamente con su capacidad de captar Ca'?, el RS cstd capacitado para liberarlo hacia cl
citosol. Para la liberacion de Ca por parte del RS s¢ han propuesto las hipdtesis de induccion por Ca'?
(Fabiato, 1983), despolarizacion a nivel de la cisterna terminal del RS (muy probable ¢n midsculo
esquelctico pero improbable en misculo cardiaco (Fabiato, 1980)), y 1a via del Inositol-1,4,5-trifosfato
(IP,) (Mosvesian y col., 1985). La liberacion de Ca'? del RS inducida por 1P, provoca la liberacion de
una pequeiia fraccion del Ca intravesicular y en forma demasiado lenta como para jugar un papel
fisiolégico en el disparo de la contraccion (Fabiato, 1986). La hipdétesis de la liberacion de Ca-inducida
por despolarizacion fue desestimada por la ausencia de un potencial trans-reticulo sarcopldsmico cn
musculo cardfaco (Somlyo y col., 1977). La hipétesis de liberacion de Ca'? del RS inducida por una
cantidad de Ca'? inferior al umbral necesario para la contraccién cstd avalada por diversos experimentos
en fibras miocdrdicas peladas (Fabiato, 1983).

Los canales de Ca activables por Ca'? resultaron ser la via de liberacion de Ca del RS para la
contraccion (Rousseau y col., 1986). La estructura del canal de Ca'? del RS ha sido dilucidada a partir
del estudio del receptor de rianodina, droga que cierra la via de eflujo de Ca'? del RS (Lai y Mcissner,
1988). Este canal es un tetrdmero con un solo sitio para unirse a rianodina idéntico a la cstructura del
pie entre el tibulo transverso y la cisterna terminal del RS de musculo esquelético visto por micrografia
electronica (Lai y Meissner, 1988). Andlogo pero algo mds pequeio resulté ¢l canal de Ca del RS
cardfaco aislado y reconstituido (Inui y col., 1987). La probabilidad dc apertura del canal es awcnada
por niveles submicromolares de Ca'?, mM de ATP y mM de caleina (Rousscau y col., 19806). Bajas
concentraciones de rianodina (10-15 pM) disminuyen la conductancia del canal (Lai y Mcissner, 1988;
Feher y Fabiato, 1990).

Es bastante aceptado que el Ca'? inductor de la liberacion de Ca'? por ¢l RS ¢s ¢l que ingresa

a la célula por el canal de Ca sarcolemal (Morad y Cleemann, 1987). Parte del inflyjo de Ca'?
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transarcolemal servirfa para cargar al RS con una cantidad de Ca'? que estarfa disponible para liberarse
en la siguiente contraccion (Beeler y Reuter, 1970; Wier, 1980; Morad y Clecmann, 1987). Se ha
sugerido que las dos fases, rdpida y lenta, de la corriente de Ca'? transarcolemal podrian corresponderse
con las fases rdpida de liberacion y lenta de carga del RS (Feher y Fabiato, 1990). Si bien la hipétesis
mds aceptada es la del Ca'? inductor proveniente de la corriente sarcolemal, s¢ ha sugerido también la
posibilidad de que el Ca'? inductor ingrese a la célula via intercambiador Na/Ca sarcolemal (Feher y
Fabiato, 1990).

La participacion del Ca'? del RS en el acoplamiento excitacién-contraccion en musculo cardiaco
varia entre distintas especies (Morad y Cleemann, 1987; Wang y col., 1993). Tn células ventriculares
de batracio, el Ca'? para la contraccion parece provenir de y removerse hacia ¢l medio extracelular
exclusivamente (Morad y Cleemann, 1987). En corazon de mamifero, diversas cvidencias (Beeler y
Reuter, 1970; Wier, 1980; Chapman, 1983; Feher y Fabiato, 1990) han indicado (ue existirfa liberacion
de Ca'? activador desde almacenes intracelulares. Cn {ibras musculares cardiacas de mamilero peladas
por medios mecdnicos 0 quimicos se encontré que la médxima liberacion de Ca'? desde el RS (inducida
por Ca'? o por caleina) aumenté la fuerza contrdctil hasta alrededor del 60% de fa mdxima fucrza
alcanzada por el aumento de la [Ca]e (Fabiato, 1981). Esto sugierc que el RS en estas preparaciones
contiene o libera menos Ca'? que la cantidad requerida para saturar a los miofilamentos. Recientemente,
utilizando un inhibidor especifico de la Ca-ATPasa, la tapsigargina, se ha determinado que cun una
contraccion de miocito ventricular de conejo se libera alrededor de la mitad del contenido normal del
RS (Bassani y col., 1993). Asimismo, se describio una fraccion de Ca del RS inaccesible a la liberacion
por una estimulacién normal y liberable por cafeina (Bassani y col., 1993).

En resumen, hay evidencias de que en los mamiferos el RS provee Ca'? para la activacion de la

contraccion del midsculo cardiaco, aunque en proporciones variables segin la especic. Tambicn participa



en la relajacion del latido cardiaco a través de la remocion del Ca'? citoséGlico con alla alinidad, y
mantiene baja la [Ca'?] citosélica durante el reposo. Esta remocion de Ca basal pucde representar hasta
un 20 % del promedio de la energia liberada durante el reposo en distintas especics (Ponce-Hornos,

1990).

4. Participacion de la mitocondria

Al descubrimiento de sistemas separados de influjo y eflujo de Ca'? ¢n la membrana interna de
la mitocondria siguid el reconocimiento de que la [Ca'?} mitocondrial (JCa}m) cstd regulada por un ciclo
conducido por la cadena respiratoria. Por 1o lanto, ¢l papel natural del transporte de Ca'? parece ser ¢l
de controlar la [Ca}m para la regulacion de las enzimas de sintesis de ATP (Balaban y Heineman, 1989).
El Ca'? es considerado un segundo mensajero entre la actividad mecdnica citosolica, y por ende los
niveles de ATP, y los sistemas milocondriales de sintesis y reposicion del ATP consumido (ucra de ella
(Crompton, 1990). El balance de Ca'? entre la mitocondria y cl citosol cs cl resultado de dos
mecanismos opuestos. La via electroforética o uniporter de Ca'? sc¢ utiliza cxclusivainente para la
captacion del catién y el intercambio Na'-dependiente remueve ¢l Ca'? hacia cl citosol (Carafoli, 1985;
Crompton, 1990).

La fuerza impulsora para la captacién de Ca'? por la mitocondria es la difcrencia de potencial
en la membrana interna mitocondrial (alrededor de 200 mV negativa internamente) cstablecida por cl
gradiente de protones dc la respiracion (Crompton, 1990). Si bicn sc¢ ha estimado una V,,, de 10 ninol
Ca.mg" de proteina mitocondrial.s" para el uniporter, la velocidad dc la captacion clectrofordtica pucde
fluctuar dependiendo de las [Ca'?Ji y [Mg i (Carafoli, 1985; Crompton, 1990). Una {M g’ de 5 mM
inhibe la captacién activa de Ca'? por las mitocondrias aisladas suspendidas con 1 pM de Ca'? (Sordahl,

1974). Por lo tanto, la velocidad mdxima de esta ruta estarfa sensiblemente inhibida a las |Mg'?]i
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lisiologicas (1-4 mM). La alinidad del uniporter por ¢l Ca'? ¢s baja (Kos= 15-30 M) y las estimaciones
del contenido celular de mitocondrias oscilan entre 100 (Scarpa y Grazziotti, 1973; Crompton, 1990)
y 205 mg proteina mitocondrial.g" de tejido himedo (Carafoli, 1985). A partir de estos valores
obtenidos en mitocondrias aisladas se han predicho flujos de captacién de Ca mitocondrial "in situ” que
oscilan entre 0.3 a3 nmol Ca.g" tejido himedo.s” (Crompton, 1990) y 32 nmol Ca.g ' tejido hdmedo.s™
(Carafoli, 1985) para las [Cali y [Mg]i cercanas a las existentes duranie la contraccién (1 uM y 1-4 mM,
respectivamente). Los amplios rangos de (lujos de captacion de Ca'? mitocondrial son debidos a las
diferencias entre las estimaciones de contenido de mitocondrias por g de tejido himedo. A pesar de ello,
las estimaciones de flujos de captacién de Ca mitocondrial son inferiores a la estimacion de Ta velocidad
de remocién del Ca' interviniente en la contraccion (de alrededor de 40 a 50 nmol Ca.g* tejido
himedo.s"; Solaro y col., 1974; Fabiato, 1983). Esto harfa poco importanic la participacion de la
mitocondria en la relajacion.

El eflujo del Ca'? mitocondrial es Na-dependiente por lo que sc lo considera un intercambio
Na/Ca (Cromplon, 1990). Un intercambio Ca'*/2H' ha sido observado, pudicndo ser ¢l balance entre
el influjo mitocondrial de Na' en intercambio con Ca'? y el eflujo mitocondrial dec Na” en intercambio
con H', puesto que este ultimo es mds aclivo que el intercambio Na'/Ca'? (Crompton y Heid, 1978).
El mecanismo de eflujo mitocondrial de Ca'? activado por Na" exhibe un Kq 5 de alrededor de 7 mM de
Na' (Crompton y col., 1976). Debido a ello, a las [Na' Ji fisiologicas el eflujo mitocondrial de Ca'? en
intcrcambio con Na' estarfa parcialmente activado por el Na'. Las mitocondrias podrian, por lo tanto,
influir en el destino del Ca'? celular y en la respuesta contrdctil del misculo cardiaco cuando cambian
las [Na]i, como por ejemplo durante la inhibicion de la bomba de Na-K (Ponce-Hornos y Langer, 1982;
Ponce-Hornos y col., 1982b).

La estequiometria de este contratransporte es de 2 Na' : 1 Ca'?, por lo gue scria electroneutro
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(Allolfer y Carafoli, 1980). En mitocondrias aisladas, la actividad del intercambio Na/Ca mitocondrial
puede inhibirse en forma no-competitiva por el aumento en la [Ca] extramitocondrial (Hayat y
Crompton, 1987). Asi, cambios cn la [Ca]i desde 0 a 2 pM, como los: que ocurren en ¢l ciclo
contraccion-relajacion cardiaco, serfan capaces de disminuir ¢l cflujo de Ca'? mitocondrial cn
intercambio con Na' durante el pico de la contraccion (Crompton, 1990). Si bicn la |K'] regula la
actividad del contratransporte, €sta es mdxima a las [K']Ji fisiologicas (Crompton y col., 1980), por lo
que niveles de K' superiores al fisiolGgico no incrementan la actividad del intercambiador.

Ambos transportadores de Ca'?, uniporter e intercambiador, operan continuamente para mediar
un ciclaje de Ca'? mitocondrial en estado estacionario. Si la [Ca'?] citosdlica s¢ mantuvicra constante,
el ciclaje alcanzaria un verdadero estado estacionario con iguales velocidades de inllujo y cllujo de Ca'2.
A partir de los pardmetros cinéticos de ambos transportadores se ha predicho que, para un incremento
estacionario de la |Cali, la [Cajm aumenta hiperbélicamente en el tiempo hasta alcanzar un nuevo estado
estacionario (Crompton, 1985). Este andlisis predice que a las [Ca]i < 0.1uM del reposo mecdnico sc
obtendrdn [Cajm estacionarias menores que los respectivos valores citosdlicos. Lin cambio, a [Cali >
1uM la [Ca}m podria ser 10 veces superior a la [Cali (Crompton, 1985). Iista prediccion ha sido
confirmada en mitocondrias cardiacas aisladas expucstas a |CaJ constantes (Crompton, 1985). Dado que
“in vivo" se producen cambios latido a latido en la [Ca®']i, se predicen estados cuasi-estacionarios
alcanzdndose una [Ca]m proporcional a la [Ca]i promedio entre las correspondicnies a la sistole y a la
didstole (Crompton, 1990; Leisey y col., 1992). La [Ca®' ]m libre ticne pequeias oscilaciones (<0.4%
de su valor promedio) debido a la baja actividad de los transportadores mitocondriales en relacion con
la rapidez de los picos transitorios de [Ca]i (Crompton, 1990).

La posible importancia de las mitocondrias como sistema secuestrador de Ca'? a largo plazo en

las células cardiacas puede estimarse por la cantidad de Ca'? que pueden contener in vivo (Bygrave,
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1978). Experimentos realizados en mitocondrias cardfacas aisladas demostraron que cstas organclas
podrian acumular entre 600 y 900 nmoles de Ca.mg" de proteina mitocondrial, cn ausencia de Na' y
presencia de fosfato en el medio de incubacién (Palmer y col., 1986). Ulilizando ¢l contenido de 100
mg de protefna mitocondrial.g" de tejido imedo (Scarpa y Grazioti, 1973; Crompton, 1990), Ia
capacidad de acumular Ca'? por las mitocondrias serfa de 60 a 90 pmoles de Ca.g! de tejido himedo.
Sin embargo, estudios realizados tanto en tejido cardiaco como cn otros t¢jidos utilizando microandlisis
por difraccién de rayos X han estimado un menor contenido de Ca'? de las mitocondrias, de 0.05 a2 0.9
pmoles de Ca.g" de tejido imedo (Wendt-Gallitelli y Jacob, 1982; Whecler-Clark y Tormey, 1987).
La fraccion libre de esla cantidad total de Ca mitocondrial serfa ¢l 0.1%, es decir 0.05-0.9 nmoles de
Ca.g' de tejido hiimedo (Coll y col., 1982, Hansford y Castro, 1982). Lste valor resulta similar al
predicho para los estados cuasi-estacionarios de la mitocondria "in vivo" (Crompton, 1990) y representa
alrededor del 10% del Ca'? puesto cn juego en una contraccion. Por 1o tanto, las mitocondrias en las
células normales no almacenarian grandes cantidades de Ca'? rdpidamente intercambiable ni contribuirian
significativamente con Ca'? durante el evento contrictil. Sin embargo, se ha registrado an aumento de
la [Cajm durante la estimulacion estacionaria, seguido por una disminucion durante el reposo (Wolska
y Lewartowski, 1991). Esto sugiere que la mitocondria responderia a los cambios de la [Ca] citosdlica.

Un aspecto adicional de la funcién mitocondrial es su capacidad para acumular grandes cantidades
de Ca, en un proceso relativamente lento, que se ha observado cuando causas patoldgicas alteran la
permeabilidad del sarcolema (Crompton, 1990). Esta capacidad mitocondrial, gue produce desacopla-
miento de la fosforilacion oxidativa y disipacion de encrgia protén-motriz, no pucde atribuirse sélo a
un aumento en el ciclaje de Ca'?. Ha sido propucsto que ¢s algiin clecto producido por ¢l Ca' y no su
captacion mitocondrial, el que desencadena el desacoplamicnto. Algunos hallazgos cstin relacionados

con la existencia de un sistema de captacion simultdnea de fosfato inorgdnico (L.chninger, 1974; Ponce-
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Hornos y Langer, 1982; Ponce-Hornos y col., 1982b); o con una induccion por Ca'? de la
permeabilizacion de la membrana interna a solutos de peso molecular inferior a 1000 (Crompton, 1990).
Estos factores podrian ser determinantes de daiios tisulares como los producidos por isquemia
prolongada.

En resumen, dos aspectos conciernen a la funcion del transporte de Ca'? mitocondrial: la
regulacion de su propio metabolismo y la actuacion como fuente 0 depdsilo de Ca'? citosdlico. La
[Ca'?]m libre varfa con el cambio de |Ca'?]i dentro de un rango cercano a 1 uM, compatible con la
activacion de las enzimas del metabolismo oxidativo. El ciclaje de Ca coordinaria continuamente el
metabolismo oxidativo con la demanda celular de ATP. En condiciones fisioldgicas, la baja velocidad
de captacion de Ca y la escasa variacion latido a latido de la [Ca]m harfan muy poco probable su
participacion como donante del Ca'? activador del ciclo contraccion-relajacion. En condiciones en que
la [Ca]i en reposo se eleva anormalmente, el Ca libre mitocondrial puede aumentar bruscamente

desacoplando la fosforilacion con posibles permeabilizaciones de Ca'?, P;, H' o moléculas pequeiias.

5. Unidn de Ca a proteinas contrdctiles

La funcidn principal del Ca'? en el misculo es gatillar el evento contrdctil. El misculo cardiaco
es activado, al igual que el esquelélico, por la unién de Ca'" a TnC. Esta subunidad proteica perlenece
a un complejo formado, ademds, por las troponinas I'y T (Tnl y TnT) con una estequiometria 1:1:1
(Potter, 1974). En ausencia de Ca, Tnl produce inhibicion de la actividad ATPdsica actomiosinica,
mientras TnT fija el complejo troponina a la tropomiosina (Tm). En presencia de las tres subunidades,
la union de Ca'? a TnC desplaza a Tnl y a Tm de sus asociaciones con el sitio activo de la actina, lo
cual permite la interaccion actomiosinica (Thompson y col., 1990).

En la molécula de TnC de misculo esquelético se han identificado cuatro dominios estructurales
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homélogos que corresponden a cuatro sitios de unién para Ca'? (Collins y col., 1977; van lierd y
Takahashi, 1976). En TnC de misculo esquelético se han dividido los sitios cn: aquéllos incspecilicos
para Ca'? y Mg'?, que ticnen alta afinidad y estin saturados a [Ca'?| y [Mg'?| [isioldgicas, y aquéllos
especificos para Ca'? con menor afinidad (Leavis y col., 1978, Zot y Poticr, 1982). Los sitios
inespecificos no participan en la unién de los cambios transitorios de Ca'? que inducen la contraccién,
pero contribuyen a estabilizar la estructura funcional (Zot y Potter, 1982). Los sitios especificos para
Ca'? de la TnC son los responsables de la activacion del misculo esquelético (Potter y Gergely, 1975;
Potter y col., 1977). Por otra parte, estudios calorimétricos en musculo esquelético han establecido que
la union de Ca'? a los sitios especificos de TnC es exotérmica (Imaizumi y col., 1990; Thompson y col.,
1990).

A diferencia del misculo esquelético, en el misculo cardiaco se describio la unién de sélo tres
moles de Ca'? por mol de TnC (van Eerd y Takahashi, 1976). En TnC cardiaca, los tres sitios de unién
de Ca'? se dividen en dos sitios inespecificos y un unico sitio especifico para Ca'? de menor alinidad
que los inespecificos (2.5 . 10° M) (Thompson y col., 1990). Estudios calorimétricos en misculo
cardiaco han estimado que la unién de Ca'? al sitio especifico de TnC tiene un cambio cuntdlpico similar
al observado en musculo esquelético (Thompson y col., 1990).

Los factores que modifican la unién Ca'*TnC afectan la magnitud de la contraccidn.
Disminuciones del pH alteran la respuesta contrdctil al Ca'?, aumentando la cantidad de Ca'? necesaria
para obtener una dada tension (Fabiato y Fabiato, 1978). Esto fue adjudicado a modificaciones en la
union de Ca'? a TnC ya que la actividad ATPdsica permanece constante en relacion a la cantidad de Ca'?
unida (Blanchard y Solaro, 1984). Fue determinado que la disminucion en la capacidad de unién sc
producia en los sitios especificos para el Ca'? pero no en los inespecilicos (Thompson y col., 1990). Por

otra parte, la fosforilacién de Tnl cardiaca por quinasas AMPc-dependicntes disminuye la alinidad del
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sitio especifico de TnC por Ca'? (Robertson y col., 1982), lo cual acelera la relajacion por favorecer
la disociacion del Ca'?. Este efecto, sumado a la fosforilacion de los canales de Ca que aumentan el
influjo, y de las bombas de Ca, que aumentan su remocion, caracteriza a la accion de las cateccolaminas.

En resumen, en los niveles de Ca'? liberado en una contraccion miocdrdica, el equilibrio
termodindmico favorece la asociacion de éste al tnico sitio especilico sobre TnC. La afinidad dc este
sitio indica que el mismo se activaria semimdximamente con |Cali de = 0.4 pM. Por lo tanto, pucde
responder a las oscilaciones de [Ca]i que ocurren durante el ciclo cardiaco (entre <0.1 uM en el reposo
y alrededor de 2 uM en la contraccion). Esta interaccion induce desplazamientos conformacionales de
Tnl, tropomiosina y actina, que concluyen con la interaccién actomiosinica ¢ hidrolisis del ATP. Esto
provee la energia para el desplazamiento de los miofilamentos y el acortamiento del sarcomero. Cambios
fisiopatoldgicos, como la acidosis o la liberacién de catecolaminas, modifican la [Ca'?i o las afinidades

de los sitios de unién de TnC por Ca'? ejerciendo cambios en la capacidad contrdctil cardiaca.
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Capitulo 3: Energética cardiaca

Las fuentes inmediatas de energia quimica para la actividad muscular son los compuestos con
fosfatos de alta energifa (ATP y Creatina-fosfato (CrP)). El misculo utiliza la encrgfa liberada por
hidrélisis de esos compuestos y mantiene sus niveles en estado estacionario mediante la oxidacion de
sustratos como hidratos de carbono, dcidos grasos y lactato. Debido a que el miocardio desarrolla una
actividad contrdctil ininterrumpida, no puede demorar en recuperar la energia quimica utilizada hasta
la finalizacion de la contraccion. Por lo tanto, en el corazén no se ha encontrado una clara distincion
temporal entre el calor proveniente del consumo y el proveniente de la resitesis de los compuestos de
alta energia, contrariamente a lo que ocurre en misculo esquelético (Gibbs y Chapman, 1979a).

El comportamiento del musculo cardiaco como transductor de ‘energia pucde ser analizado
experimentalmente por medio de: a) Mediciones mecdnicas ({uerza o tension desarrollada, velocidadces
de contraccion y de relajacion, velocidad de acortamiento, etc) (Brady,.1964; Roos y Brady, 1982); b)
Mediciones quimicas (consumo de moléculas con enlace fosfato de alta energia como ATP y CrP,
consumo de glucosa, produccion de dcido ldctico, consumo de O,) (Rich y Brady, 1974; Ponce-Hornos
y Langer, 1982; Dominguez-Mon y col., 1984; Siess, 1987); ¢) Mediciones biolisicas (scguimiento
fluorométrico de cambios redox, cinética de intcrcambio idnico, métodos miotérmicos, resonancia
magnética nuclear) (Chapman y col., 1976; Mulieri y col., 1977; Gibbs y Chapman, 1979a; Chapman
y col., 1982; Ponce-Hornos y col., 1987; Kushmerick, 1990; Dictrich y Clzinga, 1992). Cualquicra sea
el método utilizado es esencial que las conclusiones obtenidas a partir de las distintas mctodologias scan

compatibles entre si.
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1. Evolucion del conocimiento de la_enerpética cardiaca:

Los estudios sobre liberacion de calor comenzaron en musculo esquelético aislado con Helmboltz
en 1848 quien utilizo tres termocuplas en serie con un galvanometro (Hill, 1965). Gn 1909, A.V. Hill
comienza un estudio sistemadtico e integrado de la termodindmica de la contraccion muscular esquelética.
Este autor inicia sus investigaciones utilizando las termopilas (gran nimero de termocuplas en seric)
disefiadas por Blinx a las que mejora progresivamente tanto en rapidez de respuesta como cn
sensibilidad. Esta metodologia, con diferentes variantes continda siendo aplicada cn el estudio energético
del misculo esquelético (Hill, 1965; Homsher y col., 1972; Rall, 1979; Alpert y Mulieri, 1982a,b).
Dado que el misculo esquelético fue el primero en ser estudiado desde el punto de vista mecdnico y
energético, se constituyé mds tarde en modelo de andlisis de la encrgética cardiaca. Asi, en el miisculo
cardiaco se busco la distincion entre el metabolismo basal y el activo, pues lo propio habia sido hecho
en ¢l miisculo esquelético (Hill, 1965). También se intentd distinguir el calor liberado por la contraccion
muscular propiamente dicha del calor proveniente de la resintesis de los compuestos con enlace de alta
energfa. Lsta diferenciacion se observd claramente en el misculo esquelético (Hill, 1965) pero no en
el cardiaco.

El estudio de la energélica cardiaca con metodologias miotérmicas se¢ ha demorado respecto de
la del misculo esquelético. La medicion directa del calor liberado mediante el método de las termopilas
enfrenté dificultades diversas como la incompatibilidad de la geometria del musculo cardiaco con la de
la termopila, o Ta masa muscular. Recién en 1965 el mélodo de las termopilas pudo ser aplicado a
muisculos papilares de animales pequeiios. Estudios energéticos de otra indole s¢ habfan realizado ya en
1912, cuando Rhode mostré una dependencia del consumo de O, respecto de la postearga en corazones
perfundidos de conejo y gato (Rhode, 1912). La medicion del consumo de O, registra los procesos de

resintesis aerdbica del ATP. El consumo de O, es proporcional a la actividad cardfaca medida como
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desarrollo de fucrza y mantenimiento de su homeostasis celular (Sicss, 1987). Hoy cs aceptado que la
tension parietal (fucerza de estiramiento tangencial que soporta la pared en cada punto de su superficic)
es ¢l mayor determinante del consumo de O, (Burton, 1957). Otro tipo de mediciones cnergéticas
cfectuadas contempordncamente a las miotérmicas fueron las metabdlicas, como la evaluacion de la
hidrolisis de foslatos de alta energia (Pool y Sonnenblick, 1967).

Las primeras medidas miotérmicas en misculo cardiaco con ¢l método de las termopilas,
inicialmente desarrollado por A.V. Hill, se realizaron en ¢l misculo papilar de ventriculo derccho de
corazén de conejo (Ricchiuti y Gibbs, 1965). Si bien con esas termopilas podian rcalizarse cstudios
miotérmicos en simultdneo con estudios mecdnicos, el pequeiio tamafio de la preparacion que debia
utilizarse impidid que se pudiesen realizar estudios idnico-cinéticos y/o metabolicos en forma simultdnea.
De hecho, estos estudios fueron realizados separadamente durante muchos aiios por diversos grupos de
investigadores, lo cual hizo dificultosa la correlacion entre resultados. Las termopilas desarrolladas por
Ricchiuti y Gibbs (Gibbs y col., 1967) fueron mejoradas tanto en velocidad dc respuesta como en
sensibilidad por el grupo de Alpert (Mulieri y col., 1977). Las metodologfas que intentaron el uso de
preparaciones musculares mds grandes para la realizacion de estudios metabdlicos ¢ idnico-cinélicos en
simultdneo fueron de baja sensibilidad y lenta respuesta (McDonald, 1971; Coulson, 1976; Theisohn y
col., 1977). Poco después se desarrollé un método calorimétrico con una sensibilidad comparable al
método de las termopilas, con suficiente velocidad de respuesta y que permite cl estudio simulténeo de
pardmetros energéticos, contrictiles, iGnico-cinélicos y inetabdlicos (Ponce-Hornos y col., 1982a). Este
tltimo método es el que ha sido aplicado en la siguiente tesis para cl cstudio mecdnico-cnergélico del

musculo cardiaco (ver "Materiales y Métodos").
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En relacion a las mediciones miotérmicas, que tienen su paralelo con otras mediciones
energéticas, Gibbs ha dividido conceptualmente la liberacion total de calor de un misculo en dos grandes
conslituyentes: basal y activo. Estos comprenden, respectivamente, a los procesos metabidlicos
encargados de mantener la homeostasis en rcposo, y a los cventos del acoplamicnto excitacion-
contraccion-relajacion y recuperacion de los compuestos de alta cnergia consumidos en el ciclo
contrdctil. El calor activo, asociado a la contraccion muscular debe contener: (a) una fraccion de encrgia
0 "calor de activacion” vinculado a la unién y remocion activa del Ca'? asociable a los miofilamentos,
(b) una segunda fraccion de "calor dependiente de tension” vinculado a la dctividad actomiosinica, y (¢)
otra fracciéon de "calor de recuperacion” vinculado a la sintesis metabélica del ATP anteriormente

consumido (Chapman y Gibbs, 1972).

a. Metabolismo basal

La liberacion de calor asociada al metabolismo basal cs una medida de la utilizacion y
recuperacion de la energia quimica empleada en el mantenimicnto de la homcostasis celular (Gibbs y
Chapman, 1979a). Aun cuando no se lo estimule, un musculo debe conscrvar la integridad de su
composicion intracelular en contra de gradientes electro-quimicos. La cuantificacion del metabolismo
basal en el misculo cardiaco ha requerido evitar la actividad espontdnea caracleristica del mismo. Esto
sc ha logrado mediante el uso de misculos papilares o por destruccion del drea de tejido marcapaso en
ventriculo aislado. La cuantificacion del metabolismo basal en corazén entero sc realizd por ¢l uso de
soluciones cardiopléjicas de alta [K]e (Suga y col., 1983), lo cual origina una considerable sobreestima-
cion del mismo (Ponce-Hornos y col., 1992).

Los estudios miotérmicos permiten medir el calor de reposo mecdnico. Se ha descripto que existe
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una relacion inversa entre el calor de reposo y el peso corporal de diversas cspecics (Loisclle, 1987).
Asf, se han obtenido cstimaciones de calor basal de alrededor de T mW.g* () para gato, 1.8 mW.g"
para concjo, 2.5 mW.g" para cobayo, y 3.5 a 4 mW.g" para rata (Gibbs y Loiscllc, 1978). Ll calor de
reposo avmenta con ¢l incremento en la precarga o grado de estiramicnto del nnisculo (Gibbs y col.,
1967). Otro factor capaz de modificar al calor de reposo ¢s ¢l sustrato metabélico. T3l calor de reposo
¢s mdximo con piruvato y sigue un orden decrecicnte para acetato, lactato y glucosa (Chapman y Gibbs,
1974). Por otra parte, el calor de reposo es practicamente insensible a la temperatura como tambicén Io
es el consumo de O, en reposo (Loiselle, 1983; Loiselle, 1985a,1).

Si bicn las bases fisiolégicas del calor de reposo permanecen actualimente cn cstudio, se ha
postulado al transporte activo de Na' y K' como uno de los responsables del consumo basal de ATP en
estas condiciones (Gibbs y Chapman, 1979a). De la aplicacion de téenicas miotérimicas conjuntamente
con métodos radioisotdpicos se ha estimado que cl transporte activo de Na' y K' participaria con
aproximadamente 10 a 25% del calor producido durante el reposo mecdnico (Gibbs y Chapman, 1979b;
Gibbs, 1983; Ponce-Hornos y col., 1987). Por otro lado, existen evidencias que sugicren que hasta cl
20%dcbswmnwnmmmmdeumxdemmmo%wﬂamhdmmmumnchmﬂouw@akomﬂmummm
de proteinas (Gibbs y Chapman, 1979b). Se ha sugerido que otro aporte al metabolismo basal seria ¢l
mantenimiento del gradiente protén-motriz mitocondrial frente a un continuo influjo pasivo de H' hacia
la matriz, lo cual representaria un 33 % del calor de reposo (Loiselle, 1987). Avala esta hipétesis la
correspondencia existente entre los contenidos mitocondriales y los respectivos metabolismos basales de
diversos musculos. Las diferencias observadas en el calor de reposo cardiaco cntre distintas especics se

correlacionaron con el volumen mitocondrial de sus corazones (Loisclle, 1987). Asimismo, ¢l misculo

'- Si no se indica otra cosa, todas las mediciones energéticas serdn expresadas
por g de tejido hiumedo.
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cardiaco, con mds contenido mitocondrial que el csquelético, posce un metabolismo basal 5 a 8 veces
mds clevado que este dltimo, dependicndo de la especie (Loiselle y Gibbs, 1979).

Cambios en la [Caje no afectan al calor de reposo en [K]e cercanas a la fisiologica (Chapman
y col., 1976; Suga y col., 1983; Ponce-Hornos y Taquini, 1986). Esto sugicre que la contribucién del
transporte de Ca sarcolemal al calor de reposo es despreciable (Ponce-Hornos, 1990). Por otra parte,
¢l mantenimiento de una baja [Cali citosélica en ¢l miocardio mediante las bombas de Ca del RS
representaria menos de un 28 % del calor de reposo promedio entre especics (Ponce-Hornos, 1990).

En resumen, cl calor de reposo en misculo cardiaco reflcja considerables diferencias inter-
cspecie. En términos generales parece estar constituido por los siguientes eventos: actividad Na-K-
ATPasa, recambio proteico, actividad mitocondrial y actividad de bombco de Ca citosélico por el RS.

Sin embargo, el total esclarccimiento de su origen es ain materia de especulacion.

b. Metabolismo activo

El musculo cardiaco aislado y perfundido responde a la estimulacidn cléetrica con desarrollo de
fuerza, lo cual hace posible la realizacion de trabajo mecdnico externo. A diferencia del musculo
esquelético, en el cardiaco la cnergfa total transformada cs mdxima cuando cl nuisculo desarrolla fucrza
pero no realiza trabajo externo (contraccion isométrica) (Gibbs, 1987). La encrgia quiimica consumida
durante el evento contrdctil es empleada para realizar acortamiento interno a cxpensas de la extension
del clemento eldstico y, en parte, liberada en forma de calor (Gibbs y Chapman, 1979b; Gibbs, 1987).

La liberacidn de calor que acompaiia al ciclo contraccion-relajacion, al que sc ha llamado calor
activo, es la manifestacion térmica de los cambios quimicos que ocurren durante ¢l evento contrdetil.
Estos cambios involucran tanto la utilizacion (csencialmente anaerdbica) como la rccuperacion

(principalmente acrébica) de la energfa contenida cn enlaces quimicos de los compuestos ATP y CrP.
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Segiin la division cldsica, los componentes de calor que deben asociarse al ciclo excitacidn-contraccion-
relajacion del musculo cardiaco, incluyen un componente "dependicnte de tension” y uno independicnte
de clla denominado "calor de activacion” (Chapman y Gibbs, 1972). El primero de ellos cstd relacionado
con la hidrdlisis de ATP a nivel de la ATPasa de la miosina. El componente "independiente de tension”
estd asociado con la despolarizacion, la liberacion de Ca'? citosélico, su unién a los sitios especificos
(Troponina-C y calmodulina) e inespecificos, su remocién del citosol por Ca-ATPasas y la recuperacion
del gradiente electroquimico para Na' y K' por la Na-K-ATPasa (Gibbs y Vaughan, 1968; Gibbs y
Chapman, 1979a; Gibbs y col., 1988). La energfa quimica utilizada por ambos componentes debe ser
recuperada antes de la siguiente contraccion.

Para la evaluacion del componente independiente de tensién, cuya manilestacion térmica se ha
denominado "calor de activacion”, ha sido necesario eliminar la interaccion entre miolilamentos del
proceso total. En el musculo esquelético, esto ha podido lograrse por estiramicnto hasta climinacion del
solapamiento entre los miofilamentos (Homsher y col., 1972; Rall, 1979). En misculo cardiaco, cn
cambio, esa técnica no puede utilizarse ya que produce daiio irreversible del tejido. Un método empleado
para medir ¢l calor de activacién en miisculos papilares ha sido ¢l de minimizar la genceracion de fucrza
disminuyendo la longitud de reposo, hasta que la estimulacién no genere fuerza registrable (Gibbs y col.,
1967; Gibbs y Vaughan, 1968). Este método ha sido criticado fundamentalmente debido a que los
cambios en la geometria del misculo alteran la liberacion de Ca'? desde los sitios de almacenamicento,
10 cual subestimaria al calor de activacion (Gibbs y col., 1988). Ademds, podria cxistir alguna actividad
de puentes actomiosinicos efectuando acortamiento interno ain a baja longitud del misculo, lo cual
sobreestimaria el calor de activacion (Gibbs y col., 1988). Un método alternativo ha sido la utilizacion
de medios hiperosméticos, como el de manitol hasta lograr 2.5 veces la osmolaridad normal, en la que

la interaccidn entre miofilamentos es minima (Mulieri y Alpert, 1982; Gibbs y col., 1988). Este método



39.

ha sido criticado porque sélo podria ser empleado a frecuencias de estimulacién inferiores a 0.2 Hz, ya
que frecuencias mds altas inducen frecuentemente una respucsta mecdnica similar a una contraccion
tetdnica del 10 % de la fuerza normal (Gibbs y col., 1988). Mis rcciecntemente se ha utilizado 1a técnica
de "quick rclease” que consiste cn la liberacion rdpida del misculo inmediatamente después de
estimulado y mientras transcurre su periodo de latencia (generalmente 15 ms). Ll muisculo sc activa a
longitud Optima y, micntras transcurre su tiempo de latencia para contraerse, cs liberado rdpidamente
de su estiramiento con lo que no desarrolla fuerza (Gibbs y col., 1988). Estc método no alecta al tejido
durante la activacién por lo que las cstimaciones obtenidas, mds altas que las provenientes de los otros
métodos para la misma especie, deben scr mds cercanas al verdadero calor dc activacion. En [Cale
fisiologicas, los valores de calor de activacion obtenidos por los tres métodos varian, segun la especic
bajo estudio, cntre 0.7 y 4 mJ.g"' (Loiselle y Gibbs, 1979; Mulieri y Alpert, 1982; Loiselle, 1987; Gibbs
y col., 1988). Estas magnitudes fueron modificablcs por agentes que alteran la contractilidad (Gibbs y
Vaugham, 1968; Gibbs, 1983).

Las estimaciones del "calor dependiente de tension” fueron obtenidas en misculo papilar a partir
de la pendiente de las correlaciones lineales de calor total de contracciones isométricas vs. fuerza
mdxima desarrollada (o tension parietal). La fuerza fue modificada por variacion de la longitud inicial
del miisculo ya sea en el método de pre-acortamiento o en el de "quick-release” en misculos papilares.
En corazon entero, la energia dependiente de la fuerza se ha medido como la variacion del consumo de
0, (Suga y col., 1983) o de la liberacién de calor (Coulson, 1982) en funcién del drca presion-volumen.
Han sido halladas relaciones calor-fuerza lineales (Gibbs y Gibson, 1970; Suga y col., 1983) o
curvilineas que sc¢ han convertido en lincales cuando sc considerd la fucrza total (activa - reposo)
(Mulieri y Alpert, 1982; Coulson, 1982). En estos mctodos, la ordenada al origen de la corrclacion

energia-fuerza desarrollada (o drea P-V) dio estimaciones del calor de activacion que oscilan entre 2
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m}.g"' (Gibbs, 1987) y 4.3 mJ.g" (Suga y col., 1983). Las pendientes de dichas correlaciones rindicron
estimaciones del calor dependiente de tension del misculo papilar de concjo que oscilan entre 0.17
mJ.mN'.mm’.g" por el método de "quick-release” y 0.22 mJ.mN'.mm>g"' (Gibbs, 1987) a 0.33
mJ.mN"'.mm’.g" (Alpert y Mulieri, 1982) por ¢l método de pre-acortamiento. Lstas estimaciones del
calor dependiente de tensién incluyen el calor de recuperacion, pucsto que representan la variacion del

calor total por unidad dc fuerza.

¢. Metabolismo de recuperacion

La resintesis del ATP consumido durante la activacion y la contraccion ¢s provisto por la
fosforilacion oxidativa mitocondrial y la hidrdlisis citosolica y resintesis mitocondrial de CrP. S¢ suma
una pequeiia contribucion de las fosforilaciones a nivel de sustrato de la via glicolitica citosélica (Gibbs,
1978). Estas reacciones constituyen el denominado metabolismo de recuperacion y liberan una cantidad
dc calor que depende de la via utilizada y es proporcional a la energia quimica a recuperar. El midsculo
cardiaco tiene una extraordinaria capacidad para generar encrgia cn forma de ATP aiin a muy bajas
presiones de O, debido a su alto contenido mitocondrial. El mctabolismo anacrdbico participa
relativamente poco aiin en condiciones fisioldgicas de gran demanda (Gibbs, 1978). A partir de los
primeros estudios miotérmicos surgid que en cada contraccion cardiaca se desarrollaba una fasc rdpida
de liberacion de calor (calor inicial) seguida por una fase mucho mds lenta que superaba cn alrededor
de un 20 % al calor liberado inicialmente (Chapman y Gibbs, 1974). Esto contrasta con ¢l misculo
esquelético, en el que el calor de recuperacion evoluciona en una fase tardia distinguible del calor inicial
(Hill, 1965; Wendt y Gibbs, 1976). Para determinar la fraccion de calor de recuperacion metabolica cn
un latido se ha comparado el calor total de las contracciones miocdrdicas en condiciones acrdbicas y

andxicas. Sin embargo, las alteraciones en el desarrollo de fuerza que se producen durante la anoxia
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dificultan la cstimacion, especialmente cuando se utilizan inhibidores metabdélicos. Ll emplco de éstos
para lograr la anoxia conduce a una sobreestimacion del calor remancente adjudicable al consumo de
ATP, debido a que sc estimula la glicdlisis anacerdbica (Gibbs, 1978). Debido a la utilizacién de cstas
condiciones injuriosas para cl t¢jido, no se ha precisado adn la magnitud del calor de recuperacion del
miocardio. Las estimacioncs del mismo provienen de los cambios cn la cconomia muscular (fucrza
desarrollada/ calor liberado) al pasar de la acrobiosis a la anacrobiosis. La cconomia muscular s¢ ha
estimado mediante el "cocficiente isométrico de calor” (CIQ) que es una relacién adimensional calculada
como ¢l cociente entre la fuerza desarrollada (T) (multiplicada por la longitud del muisculo (1)) y ¢l calor
total por latido (H) (CIQ=T.I/H). Se ha descripto un cambio de este pardmetro adimensional desde 3.6
en condiciones aerdbicas hasta 6.7 en anoxia, sugiriendo que ¢l calor de recuperacion representaria
alrededor del 45 % del calor total observado en acrobiosis (Gibbs y Chapman, 1979a). Sin embargo,
no se lo ha diferenciado como fraccion distinguible en el calor total liberado. En condiciones en que el
miisculo desarrolla fuerza, el calor de recuperacion ha sido estimado por difercncia cntre el calor total
de una contraccion en estado estacionario y el calor inicial (Alpert y Mulicri, 1982a). Estc método
asume arbitrariamente que el calor inicial (que incluye el calor dependiente y cl il{dcpcndicnlc de
tension) no contendria calor de recuperacion en simultdneo, lo cual ain no ha sido establecido con
certeza. En efecto, la identificacion y cuantificacion del calor de recuperacion cs un aspecto aidn sin
definicion dada la superposicién e interdependencia de los eventos de consumo y rccuperacion del ATP.

En conclusion, debido a la dificultad en separar claramente los eventos de activacion, desarrollo
de fuerza y recuperacion, se han utilizado métodos no fisioldgicos para su cuantificacion. Estos métodos
reciben diversas criticas por afectar de una u otra manera al miocardio (por ejemplo hiperosmolaridad,
alcjamiento de su longitud Gptima, tratamientos con venenos mitocondriales). Esto hace también que los

resultados sean variables segin la deficiencia inherente al método cmplcado.
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3. Mdlodos miotérmicos

Hasta el presente, en cl estudio energético del misculo cardiaco se han utilizado fundamentalmen-
tc tres métodos miotérmicos: (a) Método de las diferencias de temperatura arterio-venosa; (b) Mdétodo
dc las termopilas y (c) Método microcalorimétrico para tejidos perfundidos. A continuacion se describird

brevemente cada uno de cllos y se expondrdn las ventajas, desventajas y aplicabilidad de los mismos.

Estc método utiliza la medicion del flujo coronario y el gradiente térmico (AT) cntre los (luidos
arteriales y venosos (Neill y col., 1961; McDonald, 1971; Rusy y Coulson, 1973; Thceisohn y col.,
1977). El método se basa en que ¢l calor producido por el misculo cardiaco ¢s proporcional a la

diferencia de temperatura arterio-venosa (evaluada con termistores o (crmocuplas), tal que:

H =\Tel.,oc
Donde: H = flujo de calor
AT = diferencia de temperatura arterio-venosa
1., = flujo arterio-venoso
¢ = calor especifico de la solucién de perfusion.

Debido a que este método requiere una cantidad finita de flujo para obtener una medicion, cl
calor producido cn condiciones isquémicas (ausencia de flujo) no puede ser determinado. Por otra parte,
en general esta metodologfa es de respuesta relativamente lenta con constantcs dc ticmpo superiores a
los 2.7 min y de sensibilidad relativamente baja. La mayor ventaja ¢s quc la utilizacién dc preparaciones
musculares relativamente grandes (en general corazén entero) permite realizar cstudios metabélicos

simultdneos con métodos bioguimicos como por ejemplo medicién de flujo glucolitico, produccion de

dcido ldctico, etc. En algunos casos las mediciones miotérmicas han podido realizarse simultdncamente



43.

con mediciones de consumo de oxigeno (por ¢l método polarogrifico) con 1o que s¢ han podido obtener
indices del cquivalente caldrico del consumo de oxigeno en musculo cardiaco (Rusy y Coulson, 1973;

Theison y col., 1977).

b._Mdlodo de las termopilas

Este método fue desarrollado y aplicado extensamente por A.V. Hill ¢u ¢l estudio encrgélico del
misculo esquelético (Hill, 1965). En 1965, Ricchiuti y Gibbs consiguicron desarrollar un sistema
(posteriormente mejorado por Mulieri y col., 1977) de termopilas disciiadas para medir calor liberado
cn ciertas preparaciones musculares (Ricchiuti y Gibbs, 1965; Gibbs y col., 1967). La preparacion
muscular a utilizar debia ser suficientemente delgada para permitir la adecuada difusion de oxigeno en
el tejido, y de forma tal que tuviera la mayor parte de su superficic en contaclo con las uniones
termosensibles (termocuplas ubicadas a lo largo del misculo y conectadas en scric). La preparacion
muscular mds utilizada que cumple estas condiciones ha sido el misculo papilar de ventriculo derecho
de corazon de conejo o el papilar de ventriculo izquierdo de corazon de rata. El calor producido por ¢l
musculo es medido como el producto entre la variacion de temperatura, registrada pur’ las termopilas,
y el calor especifico del midsculo. Los inconvenientes técnicos cstdn relacionados con una clevada
pérdida de calor (de aproximadamente 14% por segundo) y la consiguiente incstabilidad de la linca de
basc. Frecuentemente esa pérdida cs corregida electrénicamente. Surgen tambicén inconvenientes
derivados del pequefio tamaiio de las preparaciones utilizadas (promedio de 5 mg). Uno de ellos cstd
asociado a la cantidad de solucion que permanece adherida a la preparacion y que pucde inducir una
incertidumbre de hasta un 30% en la masa tisular a utilizar. Ademds, el pequciio tamafio de la
preparacion hace extremadamente dificil la medicion simultdnea dc pardmetros metabélicos o cstudios

de cinética ionica. Las mayores ventajas de esta metodologfa son su alta sensibilidad y rdpida respucsta
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(constantes de ticmpo de alrededor de 10 s) considerablemente superiores al método de las diferencias

de temperatura arterio-venosa.

c._Mdtodo microcalorimétrico

Una alternativa al mélodo de las termopilas rdpidas descripto ¢n b., particularmente por su
scnsibilidad y capacidad de evaluar simultdéncamente pardmetros nwc;iqicos, bioquimicos ¢ iénico-
cinéticos, es el método microcalorimétrico desarrollado en 1982 (Ponce-Hornos y col., 1982a). Sc¢ basa
en la medicion del flujo de calor desde la cimara interna de un microcalorimetro, en donde se encucntra
la pieza muscular en estudio, hacia las paredes externas del mismo cn contacto con un baiio mantcnido
a temperatura constante. La medicién se lleva a cabo mediante ¢l uso de dos juegos de 71 unidades
termosensibles cada uno, conectadas en serie y ubicadas entre la cdmara intcrna (en contacto con el
musculo) y la pared externa del sistema (cn contacto con el bafio). Este método, al igual que ¢l de la
medicion de diferencias de temperatura arterio-venosa, permite la utilizacion dc una gran varicdad de
preparaciones miocdrdicas de tamafios diversos perfundidas por via fisiologica. Iisfo resuclve el
inconveniente del espesor tisular como factor limitante de la difusion de oxigeno hacia cl tejido. En
cuanto a la velocidad de respuesta (constante de tiempo de 20 a 30 s) es mayor que la del método de
medicion de diferencias de temperatura arterio-venosa pero menor que ¢l método de las termopilas. Su
sensibilidad es comparable a la de este ultimo y, ademds, permite la cvaluacion continua dc la actividad
contrictil, pardmetros metabélicos (mediante métodos bioquimicos) y flujos idnicos, simultincamente
con las mediciones de calor liberado (Ponce-Hornos y col., 1982a; Domingucz-Mon y col., 1984;
Ponce-Hornos y col., 1987; Ponce-Hornos y col., 1992). Por otra parte, cstas medicioncs son
técnicamente independientes de la existencia de liquido de perfusion, y son utilizables en condiciones

isquémicas (ausencia de perfusion) (Ponce-Hornos y col., 1982a). Estc método cs ¢l que se ha utilizado



en la presente tesis, encontrdndose detallado en "Materiales y Métodos™.

4. Otras metodologias cnergélicas

a. Consumo dec oxigeno

La medicion del consumo de O, del misculo es equivalente a la medicion miotérmica de los
procesos acrébicos, que incluyen a la recuperacion mitocondrial del ATP previamente consumido en la
contraccion. En estudios de corazén entero, se ha empleado esta metodologia como medida directa del
recambio energético. El consumo de O, es obtenido como ¢l producto cotre la dilcrencia de
concentracion de O, arteriovenosa y el flujo sanguinco coronario (Gibbs, 1978). Lin la preparacion
aislada perfundida el método se aplica mantenicndo controladas la frecuencia cardiaca, ¢l volumen
diastolico final y la presion de perfusion. En el corazén "in situ” s¢ suma a estos factores ¢l control de
la post-carga. Por otra parte, la metodologia de medicion directa del consumo de O, también s¢ ha
aplicado en células aisladas (Ricchiuti y Gibbs, 1965). La comparacion de las mediciones de consumo
de O, con las de calor liberado puede efectuarse mediante el cquivalente caldrico del 0,. Este ha sido
estimado en 20.5 J/ml O, por medicion directa en el corazon de concjo perfundido con piruvato como
sustrato (Coulson, 1976). Los datos de consumo de O, obtenidos en reposo mecdnico de diversas
especies (Gibbs, 1978) resultan considerablemente superiores a los cstimados por los métodos
miotérmicos (Loiselle, 1987; Ponce-Hornos y col., 1989). Las diferencias radican fundamentalmente
en que las estimaciones de consumo de O, basal en corazon entero se realizaban clisicamente deteniendo
¢l corazén en didstole por la perfusion con alta [K]e, maniobra que cleva ¢l calor de reposo (Ponce-
Hornos y col., 1992). Durante la actividad contrdctil, se ha determinado que ¢l mayor determinante del
consumo de O, en ¢l corazén "in situ” es el producto entre la fucrza mdxima desarrollada y la frecuencia

cardiaca (McDonald y col., 1966).
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b. Resonancia magnética nuclear

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una poderosa metodologia para ¢l estudio metabolico
muscular. Provee informacion acerca de las concentraciones citosélicas promedio de ATP, CrP, Cr, H'
y P; en el miisculo esquelético o cardiaco (Gadian y col., 1976; Ingwall y Bittl, 1987). También sc han
obtenido estimaciones de las concentraciones de estos metabolitos durante un ciclo cardfaco (Balaban y
Heinemann, 1989). Otro logro de esta metodologia es que ha suministrado informacion acerca de la
enzimologia de la reaccion de creatina-quinasa (Spencer y col., 1988). Una critica que s¢ ha electuado
al RMN es que tendria cierta fuente de error provenicnte del movimicnto del corazon cn ¢l campo

magndético (Dawson, 1983).

La mdxima diferenciacion de componentes que se ha descripto hasta cl presente en cl calor
liberado en un tnico latido consiste en una primera fase rdpida (calor inicial) scguida por una fase lenta
adjudicada al calor de recuperacion. Estas fases se visualizaron en el registro de las termopilas corregido
automdticamente por la constante de pérdida de calor (Alpert y Mulieri, 1982b, Fig.’ 1a). Cuando la
respuesta de las termopilas no es automdticamente corregida, el registro de los cambios de temperatura
de un papilar sometido a un tren de estimulos muestra una deflecion rdpida inicial en cada contraccion
(Alpert y Mulieri, 1982a). A partir de ella ha sido calculado el calor inicial liberado utilizando el método
de Bugnard (Bugnard, 1934). Este método estima la encrgia como el drca debajo de la curva de
enfriamiento exponencial de la termopila (A, en Fig. 1b). Por difercncia entre ¢l calor por latido (Aq)
y cl calor inicial (A;) se ha calculado un calor residual, adjudicado arbitrariamente al calor de
recuperacion (Alpert y Mulieri, 1982a). En el calor inicial s¢ han descripto dos componcntcs cuyas

energias se estimaron por el método de Bugnard, asumicndo que son sccucnciales ([Fig. 1¢). Debe
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FIGURA 1. Diferenciacion de componentes en el registro con termopilas del calor asociado a una
contraccion de musculo papilar estimulado en estado estacionario: (a) Iisquema del registro del calor
liberado en una contraccion con correccion automdtica de la seiial por la pérdida de calor de la
termopila. IH: calor inicial, RH: calor de recuperacion. La curva punteada indica el simultdneo trazado
de lu fuerza desarrollada (esquematizado a partir de registros de Chapman'’y Gibbs, 1974). (b) Esquema
del registro miotérmico de un tren estacionario de estimulos sin correccion de la seiial. AT: area total
proporcional al calor total liberado en una contraccion; Al: area proporcional al calor inicial (111) y
calculada por integracion de la curva de enfriamiento de la termopila ante un pulso de energia similar
al liberado por el misculo (01) (esquematizado a partir de registros de Alpert y Mulieri, 1982a). (c)
Esquema correspondiente al calor inicial del registro de (b) donde se ha interrumpido la estimulacion,
a partir de las alturas 0, y 6, se han calculado las magnitudes del calor de activacion y el calor
dependiente de tension, respectivamente (modificado de registros de Alpert y Mulieri, 1982a).
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destacarse que para algunos procesos es desconocido si existc una sccuencia o simultancidad durante el
ciclo contraccion-relajacion. En condiciones en que existe gencracion de fucrza, ¢l calor liberado en el
ciclaje actomiosinico cstarfa incluido en el calor inicial (Alpert y Mulicri, 1982a). Los autores han
sugerido que ¢l calor asociado a la primera deflecion del calor inicial (0,) corresponderia al calor de
activacion y el asociado a la segunda (8;) al calor dependiente de tension (Alpert y Mulicri, 1982a). Sin
cmbargo, cominmente cuantifican al calor de activacion como cl calor remanente lucgo de anular ¢l
desarrollo de fuerza por incubacion del musculo en un medio hiperosmético (Holubarsch y col., 1982;
Alpert y Mulieri, 1982b). El calor dependientc de tension de un unico latido cs cuantificado por
diferencia entre el calor inicial y el calor de activacion (Alpert y Mulicri, 19820). En cl calor
independicnte de tension de musculo esquelético obtenido por estiramicnto hasta cvitar ¢l solapamiento
actomiosinico los mismos autores han distinguido dos componentes: uno rdpido y otro lento, a los que
han vinculado respectivamente a la uniéon Ca-TnC y a la remocion de Ca citosolico (Mulieri y Alpert,
1982).

Esta forma de evaluacién de componentes implica muchas simplificaciones que encierran puntos
ain no dilucidados. Asi, se asume que el calor inicial (activacion y dependicnte de tension) no contiene
calor de recuperacion, pucs éste es calculado por difercncia. También se asumc que lucgo de las
maniobras experimentales que anulan el desarrollo de fuerza sélo sc libera ¢l calor de activacion, y
corresponde a una magnitud similar a la existente en condicién de desarrollo de fuerza. Es muy probable
que la célula varie tanto sus mecanismos de liberacion y unidn de Ca'? a sitios cspecilicos como su
actividad enzimdtica cuando es sometida a un incremento de 2.5 veces su osmolaridad normal o a un
pre-acortamiento. De hecho, las estimaciones de calor de activacion obtenidas por esos dos métodos
resultan inferiores a las obtenidas por €l método de liberacion rdpida cn cl que cl cstimulo para la

contraccion se aplica a longitud dptima y osmolaridad normal (Gibbs y col., 1988). En conclusion, cn
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condicion de generacion de fuerza solo se han determinado hasta ¢l momento dos componentes
correspondicntes, en conjunto, al calor inicial y una tercera fraccion de calor remanente. Los primeros
sc han cuantificado dircctamente por ¢l método de Bugnard pues evolucionan durante ticipos cortos.
La fraccion remanente es calculada por diferencia (Alpert y Mulieri, 1982a). La rcunién de resultados
obtenidos en condiciones diferentes (con y sin desarrollo de fuerza) para el cdlculo por diferencia del
calor dependiente de tension o ¢l de recuperacion complica la estimacion de los mismos. Especialmente,
pucde ser inadecuada la cxtrapolacion cuantitativa a una condicion en la que todos csos cventos sc
desarrollen intcgralmente como es durante el desarrollo de fucrza.

Cn esta tesis, se analiza la respuesta miotérmica de una tnica contraccion ventricular en condicion
de desarrollo de fuerza, mediante un microcalorimetro de flujo. Pueden distinguirse cuatro componentes
de calor en un latido aislado, que son cuantificados y caracterizados. Los resultados aportan un avance
en el esclarecimiento de la correspondencia entre los eventos celularcs que ocurren durante ¢l ciclo

reposo-contraccion-relajacion y las fracciones de calor liberado cn el mismo.



MATERIALES Y METODOS
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Capitulo 4: Preparaci

Sc utilizaron ratas Wistar de aproximadamente 250-300 g de peso corporal, las que fueron
inyectadas 24 h antes de su sacrificio con 5 mg de reserpina/kg por via I.P en dosis dnica. Esto s¢
rcalizé para evitar la liberacion de catecolaminas ante la despolarizacion del ventriculo con alta [K]e.
Las ratas se heparinizaron y sacrificaron por sobredosis de pentobarbital. El corazén [ue removido por
toracotomia y sumergido en solucion Krebs de baja [Ca] (0.5 mM). Inmcdiatamente sc perfundio
arterialmente ¢l corazon via aorta segin la técnica de Langendor(f, con un {lujo de¢ 5 ml/miny a 25°C.
Se procedio luego a remover las auriculas y los musculos papilares del ventriculo derecho y se electué
una pequefia incision en el tabique interventricular cercano al nacimicnto de la aorta a fin de climinar,
a esta temperatura, la actividad espontdnea. Seguidamente se introdujo cn el ventriculo izquicrdo un
globo de ldtex de volumen regulable, conectado a un transductor de presion Statham P23 Db a través
de una cdnula con agua. El ventriculo se cerré por medio de sutura. Se colocaron, ademds, dos
electrodos de acero inoxidable para la estimulacion eléctrica en la pared externa del ventriculo derecho.
Posteriormente se introdujo el corazon, sostenido en un soporte de Kel-F, en la cdmara interna de un
calorimetro de flujo (Fig. 2). Se cerr¢ rdpidamente la cdmara, constatando un bucn drenaje de la
perfusion y se sumergi6 el calorimetro en el bafio regulado a 25 “C. Se registré la presion de perfusion,
mediante un trasductor Statham P23 Db. La longitud inicial del misculo se regulé a través del aumento
gradual del volumen del globo intraventricular en escalones de presion de 1 a 2 mN.mm?, hasta
encontrar aquél en que se desarrrollase la mayor presion isovolumétrica (longitud Gptima). Lucgo de un
periodo de estabilizacion del registro calorimétrico, de aproximadamente 30 minutos, s¢ comenzd a

desarrollar el protocolo especifico. La estimulacion eléctrica se efectué con un estimulador Grass SD
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9, utilizdndose ondas cuadradas de 5 V y 5 ms de¢ duracion, ya sca en pulsos tnicos (latido aislado) o
a frecuencia de 0.167 Hz (estimulacion estacionaria). La presion intraventricular de reposo a la que sc
sometieron los misculos se mantuvo constante en cada experimento. S6lo fucron aceptados para su
estudio aquellos musculos que durante el periodo de equilibracion en condiciones de 0.5 mM Ca y
estimulacion estacionaria a 0.167 Hz mantuvieron una mdxima presion intraventricular desarrollada (P)
superior a 14 mN.mm? y una presion de reposo no mayor d¢ 8 mN.mm?. También s¢ descartaron
aquellas preparaciones que en ausencia de estimulacion desarrollaron aclividad cspontdnca. En
cxperimentos preliminares a esta tesis se habia establecido que a la temperatura de trabajo y en ¢l rango
de frecuencia empleado, los misculos perfundidos a 6 ml.min™.g" de tejido hiimedo con solucién Krebs
con 7 mM K y 0.5 mM Ca mantenian su fuerza contrdctil y sus mdximas vclocidades de contraccion
y relajacion constantes por periodos superiores a las seis horas.

Al finalizar cada experimento el tejido fue removido del calorimetro, pcsado en un recipicate
previamentc tarado (peso himedo = 0.806 + 0.032 g) y secado a 110 "C hasta peso constante. El
porcentaje de agua tisular promedio fue de 81.7 -t 0.3% y no hubo diferencias entre los muisculos

expuestos solamente a 7 mM K y aquéllos perfundidos ademds con 25 mM K.

2. Soluciones y drogas empleadas
La soluciones utilizadas para la perfusién fueron modificaciones de la solucion Krebs-Ringer, y
difieren en la concentracién de K, siendo ambas isoosmdticas y burbujcadas con 95% O,y 5% CO,, pH
7.4. La composicién de las mismas (en mM) fue la siguicnte:
Krebs "K-7": NaCl 100; KCl 7; CaCl, 0.5; MgCl, 1; NaHCO , 25; NaH,PO, 0.5; glucosa 6; sacarosa
36.

Krebs "K-25": NaCl 100; KCI 25; MgCl, 1; NaHCO, 25; NaH,PO, 0.5; glucosa 6 y concentracion
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variable de CaCl,(0.5, 1, 2 y 4 mM) en las que no se realizaron corrccciones por osmolaridad.

En los experimentos de hipoxia severa sc reemplazé el burbujeo con O, por uno con 95% N, y
5% CO, (pH 7.4). La solucion con N, fuc burbujcada desde 30 minutos previos a su perfusion en cl
musculo.

La reserpina utilizada (Ciba-Geigy) fue vehiculizada en una solucién propilenglicol-agua (1:1).
Las soluciones de perfusion con verapamil 0.4 uM fueron preparadas por cl agregado al Krebs-K-25 de

una solucion 4 mM de verapamil (Hoechst) antes de cada experimento.

3. Mcdiciones mecdnicas
Se registré continuamente la presion intraventricular isovolumétrica (1) ¢n un poligralo Grass
5D mediante un transductor de presion Statham P23 Db concctado a la cdnula intraventricular. Se
midieron la presion de reposo (Pr), la mdxima presion desarrollada durante cl latido (P), y la intcgral
presion desarrollada-tiempo (IPt) como el drea debajo de la curva de P vs. t a una velocidad de registro
de 25 0 50 mm.s". Se obtuvo simultdneamente una sefial de derivacion de.la presion, a partir de la que
se midieron las mdximas velocidades de contraccion (4 P) y relajacion (-P). Sc rcgisu‘b continuamente

la presion de perfusion (PP) con otro transductor de presion Statham P23 Db
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Capitulo 5: Mectodologia microcalorimétrica

1. Descripcion del sistcma calorimétrico

Las mediciones miotérmicas sc realizaron utilizando el sistema calorimétrico mostrado en la Fig.
2. Si bien los detalles de la construccion y métodos de calibracién del sistema calorimétrico han sido
cxtensamente publicados, estos se presentardn a continuacion en forma resumida (Ponce-Hornos y col.,
1982; Ponce-Hornos y col., 1987).

El calorimetro que se muestra en la Figura 2 estd confeccionado en cobre. Utiliza dos jucgos de
unidades termosensibles (Cambion-Cambridge Thermoionic) concctadas en scric y ubicadas entre la
cdmara interna y la gran masa de cobre. La sensibilidad del caloriietro utilizado luc significativamente
mejorada respecto del originalmente descripto (Ponce-Hornos y col., 19829 por aumnento del ndimero de
unjones termosensibles desde 62 a 254. El material termosensible dc los nuevos imédulos termoceléetricos
(2 médulos cerdmicos aislados Melcor Thermoelectric) es una aleacion cuatcrnaria con propicdades
anisotrépicas (Ponce-Hornos y col., 1990). Con estas unidades termosensibles y con perfusiones del
orden de las utilizadas para corazones de rata, la constante de tiempo de la respucsta calorimétrica es
de 0.03 s'. Por otra parte, las elevadas capacidad y conductividad calorifica dc la carcaza de cobre
permiten que el calor generado por el muisculo sca conducido hacia las unidades termosensibles. El
calorimetro se sumerge en un bafio termostatizado por una serpentina con corriente de agua. Esta
proviene de otro baiio (frio-calor) controlado por un termostato de mercurio con sensibilidad de -1+ 0.003
°C, en el cual la solucion de perfusion se mantiene en equilibrio térmico. El misculo, perfundido con
la solucién térmicamente equilibrada y montado en un soporte de Kel-F, sc coloca en la cdmara interna
del calorimetro, emergiendo la cdnula del globo intraventricular por un pequeiio orificio en la parte

superior de la cdmara. La produccion de calor se evalda entonces por la diferencia de temperatura entre



54.

al amplificador
Entradafde la perfusion entrada del
al trasductor de esltimulo
presion

MAillo espaciador
Sensor de lucite

electrodos Drenaje
estimuladores

Soporte e Kel-F

FIGURA 2: Calorimetro de flujo utilizado. Se muestra el interior de la cdmara interna.
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las paredes internas de las unidades termosensibles (en contacto con el misculo) y las externas (e
contacto con el bafo termostatizado a través de la carcaza de cobre). La scial de las unidades
termosensibles es amplificada convenientemente y registrada sobre un poligralo Grass 5D. Debido a que
las mediciones de flujo de calor entre ¢l bafio y la cdmara interna son diferenciales, la respucsta
calorimétrica a una cantidad fija de calor es independiente de la temperatura a la que se realizan las

mediciones.

Aproximadamente 18 horas antes de cada experimento s¢ procede a cncender ¢l sistema
termostatizante del bafio calorimétrico regulado a 25.0 + 0.003 "C, colocando las soluciones de
perfusion para que alcancen el equilibrio térmico. El dia del experimento se calibran en cl poligrafo, los
canales destinados a registrar las presiones de perfusion e intraventricular, el canal de derivacion de la
sefal de presién intraventricular para registro de la dP/dt, y el canal de registro calorimétrico.

La respuesta calorimétrica se calibra mediante la aplicacion de una cantidad conocida de energia
por unidad de tiempo (potencia o flujo de calor) mediante una fuente eléctrica constante. Cuando
cantidades conocidas de calor son aplicadas a la cdmara interna del sistema calorimétrico, las unidades
termosensibles responden en proporcidon a la potencia aplicada. Si la adicion de cnergia ¢s mantenida,
el flujo de calor alcanza un nuevo estado estacionario visualizado como una mcseta dentro de los dos
a tres minutos, con una constante de tiempo de alrededor de 20 s. La calibracion sc llevo a cabo por dos
métodos. Uno de cllos ¢s por pasaje de una onda de 2.1 kHz (potencia constante de 2 mW) a través del
misculo por medio de los clectrodos de estimulacion segin ¢l método originalmcnlc descripto, el cual
no provoca actividad alguna por parte del misculo (Ponce-Hornos y col., 1982a). El otro ¢s por pasajc

de una corriente a través de una resistencia eléctrica de valor conocido calculando la potencia aplicada
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(p=I’R, donde p= potencia, 1= intensidad de corriente y R = resistencia). Los valores de laclor de
calibracion dcl calorimetro (f. dado por la relacion entre los pW dc potencia aplicada y los pV
registrados en el poligrafo) obtenidos por ambos métodos fueron coincidentes. Rutinariamente sc utilizé
el primero de ellos al final de cada experimento. La calibracion también permite la determinacion de
la constante de velocidad de enfriamiento exponencial (n) de la sefial calorimétrica tras interrumpir el
cstimulo energético y de la constante de tiempo (L, = In2/p) (Ponce-Hornos y col., 1982a), que sc
utilizan para los cdlculos energéticos posteriores.

Por otra parte, la perfusién entra al caloriinetro con una cantidad finita de energfa dada por cl
producto entre la presion de perfusion (PP) y el fujo (J). Esta cnergia es.disipada como calor en la
cdmara interna del calorimetro por lo que esta contribucion debe sustraerse a las mediciones
calorimétricas. La misma ha sido evaluada (Ponce Hornos y col., 1982a) como:

I1= \PP+J,+0.0022 + 0.009 3)
donde: fl,,z flujo de calor dependiente de la presion y del flujo (mW)
A\ PP= presién de perfusién a traves del misculo (mm Hg)
J,= flujo de perfusién (ml.min")

La presion de perfusion a la entrada del calorimetro (justo antes de la cdnula de perfusion) fue
registrada durante todo el experimento utilizando un transductor de presion Statham P23 Db cuya sefial
fue recogida en uno de los cuatro canales del poligrafo Grass 5D. El flujo sc mantuvo constante a lo

largo de cada experimento mediante una bomba peristdltica Gilson Minipulus 2.

3. Mediciones miotérmicas
La generacion de calor total asociada a cada contraccion en estado estacionario ([recuencia
constante) denominada calor activo (Ha) se evalud como difercncia entre el flujo de calor durante la

estimulacion en estado estacionario (H,) y el flujo de calor en ausencia de estimulacion (), dividiendo
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por la frecuencia (f) a la que el misculo fue estimulado:
(11, - I1)/If = Ha

donde las unidades correspondientes de los flujos de calor (1—?, y I),) son mW, de la frecuencia es Hz,
y del calor por latido (Ha) es mJ. En un latido aislado, ¢l calor total liberado por latido (en mJ) se midié
como el drea bajo la curva de flujo de calor (en mW) vs. tiempo (cn s) por cncima de la linea de base
correspondiente al reposo mecdnico. En "Resultados” se presentard ¢l desarrollo de un andlisis para
cuantificar las energias correspondientes a componentes individuales del calor total, tanto dec latidos
aislados como estacionarios. Para efectuar estos registros se empled una velocidad de papel del poligrafo
de 25 0 50 mm.s" y una sensibilidad alta con una minima sefial registrada de 40' pV y un ruido eléctrico
de 1 xV a mdxima ganancia.

Los resultados energéticos se expresaron por gramo de tejido himedo.
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Capitulo 6: Protocolos gencrales y andlisis cstadistico

1. Protocolos cxperimentales generales

Pasado el periodo de estabilizacion previo de 30-40 min, en Krebs-7 mM K y 0.5 mM Ca en
teposo, el musculo se estimulé a una frecuencia de 0.167 Hz con pulsos de aproximadamentc 5 V-5 ms.
Cuando el misculo alcanzé un estado estacionario en su flujo encrgélico se cfectuaron registros a alta
sensibilidad y velocidad de papel (25 a 50 mm.s") para captar las oscilaciones cn ¢l flujo de calor
liberado en cada latido estacionario. Luego se suspendid la estimulacion registrando ¢l enfriamiento hasta
¢l establecimiento de un nuevo estado de reposo cstable (aproximadamente 30 minutos) y comparable
al previo. Sobre ese calor de reposo (FI,) se efectuaron latidos aislados con pausas cntre latidos de al
menos 5-10 min hasta estabilizacion del flujo de calor de reposo.

Se perfundid, luego, sucesivamente con soluciones Krebs-K-25 con 0.5, 1, 2 y 4 mM Ca
respectivamente, aguardando en cada cambio de medio la estabilizacion del calor de reposo. En cada
condicién experimental, se efectuaron 2 a 4 latidos aislados una vez alcanzado ¢l calor de reposo estable,
a fin de comprobar reproducibilidad.

El umbral de estimulacion en 25 mM K fue de 15 V-15 ms. Debido a que el mayor estimulo
aplicado debia disipar mayor energia en la cdmara calorimétrica, sc estimé la misma cn un misculo
hecho inexcitable por la perfusion de Krebs con 100 mM K y sin Ca'’. La encrgia disipada por el
cstimulo fue de 0.2 mJ.g" para 15 V-15 ms, para una resistencia equivalente del misculo de 820 ohms.
Este valor fue despreciable por representar sélo 1/10 de la energia de un fatido obtenido en 25 mM K-
0.5 mM Ca y 1/1000 de la energia en 25 mM K-4 mM Ca.

En los experimentos realizados en hipoxia o en presencia de verapamil, los latidos aislados se

obtuvieron en misculos perfundidos con una solucion de 25 mM K y 2 mM Ca lucgo de alcanzada la



59.

cstabilizacion del calor de reposo.

2. Ajuste de funciones y mélodos estadisticos

El ajustc a una funcién no lineal de las curvas de flujo de calor vs. ticmpo se cfectué mediante
un programa estadistico de ajuste de funciones denominado "Crunch Interactive Software Package”
(CRISP) instrumentado por medio de una computadora tipo AT 386 compatible. La adquisicién de los
puntos de las curvas se efectué manualmente, a frecuencia de 25 puntos.s” durante los primeros 10 s
y de 2.5 puntos.s” durante el resto del registro. Las curvas se corrigieron por curvatura del registro del
poligrafo y se interpolaron los puntos de la linea de base de acuerdo a los trazados de calor de reposo
(en contracciones aisladas) o de enfriamiento del latido anterior (en contracciones cstacionarias). Cuando
ajustes no lineales con diferente nimero de componentes eran aplicados a una misma curva de flujo de
calor vs. tiempo, y los coeficientes de correlacion eran comparables, la bondad del ajuste se evalud
mediante la prueba Fisher para las respectivas varianzas (Documenta Geigy, 19065).

Las correlaciones lineales entre dos variables se efectuaron utilizando ¢l método de'los cuadrados
minimos (Documenta Geigy, 1905).

En los casos en que se manifestaron tendencias sistemdticas sin que se pudicra definir una funcién
de ajuste se utilizé el andlisis de varianza de una via (ANOVA) o el andlisis d¢ varianza por rangos de
Kruskal-Wallis. Se realizaron las pruebas individuales "a posteriori” no paramétricas por comparacion
de rangos de Mann-Whitney. Este andlisis se prefiri0 para muestras pequcilas provenientes de diferente
nimero de preparados, puesto que no es posible establecer con certeza si proviencn de una distribucion
normal (Documenta Geigy, 1965; Siegel, 1990). Para las comparaciones miiltiples pateadas se utilizé
"a priori” la prueba de rangos de Friedman seguido de las pruebas individuales "a posteriori” de Mann-

Whitney (Siegel, 1990). Las comparaciones de dos muestras fueron realizadas por la prueba paramétrica



00.

t de Student para mucstras parcadas o desapareadas, scgin ¢l caso.

Las tablas utilizadas para el cdlculo de probabilidades fucron las tablas de significacion de
coeficientes de corrclacion, y las de distribucion de t de Student y de estadistico I para los métodos
paramétricos (Documenta Geigy, 1965) y las tablas de distribucion de chi’ y cstadistico U de Mann-
Whitney para los métodos no paramétricos (Siegel, 1990). Siempre se consideré significativo ¢l nivel

de p<0.05.



RESULTADOS
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Capitulo 7: Andlisis de la respu

1. Respuesta miotérmica de un latido

El registro obtenido mediante ¢l calorimetro de flujo utilizado permite distinguir a simple vista
varios componentes en la liberacion de calor de un latido (Fig. 3). Lsto ¢s notorio tanto ¢n una dnica
contraccion efectuada lucgo de un periodo de reposo mayor a 5 minutos (latido aislado) como ¢n una
proveniente de un tren de estimulos a frecuencia constante (latido cstacionario) (Figs. 3 y 4). Ll latido
aislado genera su calor activo total sobre el flujo de calor de reposo o basal (fl,). [l calor activo total
de un latido aislado (Ha) puede calcularse como el drea bajo 1a curva de flujo de calor que se eleva por
sobre el flujo de calor basal (Fig. 3). El estado estacionario de un musculo estimulado a determinada
frecuencia es aquél en el que se establece constancia en la mdxima fuerza desarroliada y en el flujo de
calor (Fig. 4a). Este flujo de calor total (I-.l,) resulta superior al flujo de calor de reposo mecdnico (I},)
y es posible calcular el calor activo por latido (Ha) como el cociente entre la diferencia (l—'l,—l;(,) y la
frecuencia de estimulacion (Ha= [fl,—fl,]/f) (Fig. 4a). A clevada amplificacion pucde notarse una
oscilacion periddica en H, correspondiente a cada latido estacionario (Fig. 4D).

La existencia de varios componentes en el calor liberado en un latido sc visualiza, cn principio,
por bruscos cambios en las pendientes de los registros de flujo de calor vs. tiempo a clevada
amplificacion (Figs. 3 y 4). La transitoriedad y superposicion de los cventos cclulares que liberan calor
durante una contraccion hizo necesario el andlisis previo del tipo de respuesta del calorimetro frente a
generaciones de calor cortas (transitorias). A partir de esc andlisis, explicado detalladamente a
continuacion, se han interpretado matematicamente las respuestas calorimélricas. Tl andlisis permite
distinguir mds de un componente de generacion de calor en una combinacion de respucstas simples, y

estimar la energia liberada en cada uno de ellos.
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Capitulo 7: Andlisis de 1a respuesta del calorimetro_de flujo

1. Respuesta miotérmica de un latido

El registro obtenido mediante el calorimetro de flujo utilizado permite distinguir a simple vista
varios componentes cn la liberacion de calor de un latido (Fig. 3). Lsto ¢s notorio tanto ¢n una dnica
contraccion efectuada luego de un periodo de reposo mayor a 5 minutos (latido aislado) como cn una
proveniente de un tren de estimulos a frecuencia constante (latido estacionario) (Figs. 3 y 4). Ll latido
aislado genera su calor activo total sobre el flujo de calor de reposo o basal (I'l,.). il calor activo total
de un latido aislado (Ha) puede calcularse como el drea bajo la curva de flujo de calor que se eleva por
sobre el flujo de calor basal (Fig. 3). El estado estacionario de un miisculo estimulado a determinada
frecuencia es aquél en el que se establece constancia en la mdxima fuerza desarrollada y en el flujo de
calor (Fig. 4a). Este flujo de calor total (1~'1,) resulta superior al flujo de calor de reposo mccdnico (I;{,)
y es posible calcular ¢l calor activo por latido (Ha) como el cociente entre la diferencia (f],—ﬁ,) y la
frecuencia de estimulacién (Ha= [i'{,—l'l,llf) (Fig. 4a). A clevada amplificacion pucde notarse una
oscilacion periddica en H, correspondiente a cada latido estacionario (Fig. 40).

La cxistencia de varios componcntes en el calor liberado en un latido s¢ visualiza, cn principio,
por bruscos cambios en las pendientes de los registros de flujo de calor vs. ticmpo a clevada
amplificacion (Figs. 3 y 4). La transitoriedad y superposicion de los cventos cclulares que liberan calor
durante una contraccidn hizo necesario el andlisis previo del tipo de respuesta del calorimetro frente a
generaciones de calor cortas (transitorias). A partir de esc andlisis, explicado dctalladamente a
continuacién, sc¢ han interpretado matemdticamente las respuestas calorimétricas. El andlisis permite
distinguir mds de un componente de generacion de calor en una combinacion de respucstas simples, y

estimar la energfa liberada en cada uno de ellos.
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Para la evaluacion cuantitativa de las respuestas miotérmicas se estudié en primer lugar la
respuesta del calorimetro cuando se generan cantidades conocidas de calor en la cdmara interna. Esto
fue llevado a cabo haciendo pasar corriente alterna o continua, tanto por resistencias de distinta
geometria como por misculos perfundidos (en éstos se utilizé solo corricnte alterna inferior al umbral
de contraccion). En la Fig. 5 se muestra el registro calorimétrico obtenido cuando sc aplicd una potencia
cléetrica constante sobre una resistencia dentro de la cdmara interna. La disipacion de calor mantenida
durante un periodo cercano o superior a los cinco tiempos medios de enfriamiento calorimélrico (t,,, de
alrededor de 20 s) origind una meseta. Esta representa un estado cstacionario de flujo de calor, en el
que la cantidad de calor que llega a las unidades termosensibles es igual a la cantidad que se pierde a
través de ellas. El registro se efectud a altas velocidades (25 0 50 mm.s') a fin de determinar la
evolucion de la liberacion de calor desde los primeros milisegundos (intervalo de muestreo de 20 ms).
La respuesta fue exponencial como originalmente habfa sido descripto (Ponce-Hornos y col., 1982a).
Sin embargo, a tiempos cortos se observé una sigmoidicidad (ver recuadro en Fig. 5) cualquiera que
fuera la fuente de calor (resistencia eléctrica 0 mdsculo). Este comportamicnto solo Tue claramente
distinguible a velocidades de registro relativamente altas. No habia sido originalmente descripto para este
sistema calorimétrico (Ponce-Hornos y col., 1982a) porque en ¢l cstudio de estados estacionarios no se
requerian altas velocidades de registro.

La sigmoidicidad inicial hizo que la primera porcion de la curva de  generacion de calor no se
ajustara a la funcion originalmente descripta para el calorimetro en cstado estacionario (fl,z H,,.[l—c"""’l
donde p representa la constante de enfriamiento del sistema) (Ponce-Hornos y col., 1982a). En cambio,
el registro térmico con sigmoidicidad inicial fue bien representado por una funcion difusional andloga

a las ecuaciones desarrolladas por Crank para la difusién de materia (Crank, 1956). Estas ecuacionces
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FIGURA 5: Digitalizacion del registro calorimétrico obtenido por disipacion de un potencia constante
y conocida en la cdmara interna del sistema. (-) disipacion mantenida; (o) disipacion interrumpida. La
flecha indica la finalizacion de la aplicacion. En el recuadro se muestra la sigmoidicidad inicial.
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fueron derivadas a partir de las ecuaciones de Fouricer para conduccion de calor y consideran una demora
exponencial por falta de instantaneidad en el proceso (Crank, 1956). En cuanto a la geometria dcl
sistema generador de calor, el hecho de que el corazon sea hucco, descartd las geometrias compactas
de difusion radial (tanto estera como cilindro). Sus paredes musculares s¢ ubican dentro de la cdmara
interna del calorimetro, en contacto con las dos ldminas cerdmicas, paralclas entre si que aislan
eléctricamente a las unidades termosensibles. Por lo tanto, la geometria mds parccida serfa la de dos
Idminas planas que corresponderian a las dos porciones de las paredes del ventriculo en contacto con
cada una de las dos unidades termosensibles enfrentadas paralelamente. El registro calorimétrico obtenido
por aplicacién de una potencia constante que disipa calor fue ajustado por un método no lineal a una
ecuacion de tipo difusional (Ecuacién 6) para limina plana con retardo exponcencial en la deteccidn por
parte de las unidades termosensibles (Crank, 1956):
H, = H,(1-A,c"8.77.L A.c™) ©)
i=0

Donde: A, = (p.4.77.8") " tgl[(n.4.7°.87)°]

p = constante de velocidad de enfriamiento de las unidades termosensibles

= constante de retardo en la difusion

A =1/{QR.1+1)2[1-Q2.i+ 1) p.B"]}

o — (2.[‘}' l)zll,

De la Ec. 6 surge que para un tiempo prolongado de estimulacion (estado cstacionarto) H, ticnde
a H,, que es la potencia constantemente aplicada, de acuerdo al comportamiento descripto originalmente
(Ponce Hornos y col., 1982a). Los valores de B y p variaron principalmente con ¢l flujo de perfusion

(rango de 0.02 a 0.04 s* para p y 0.3 a 0.6 s' para B) siendo ambos reproducibles para una dada
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condicion. Ademds, ¢l pardmetro de retardo difusional () pudo ser modificado, independicntemente de
la constante de integracion p. Esto se hizo variando ¢l "camino” de¢ conduccion del calor generado
mediante pasta de alta conductividad colocada entre la resistencia que disipa calor y las unidades
termosensibles (con 1o que se obtuvo un valor de =45 s) o variando la geometria de la resistencia que
disipa calor.

La validez de la funcidn dada por la Ec. 6 fue comprobada mediante fa estimacion de la potencia
aplicada (11'(,,) por ajuste matemdtico de los registros calorimétricos obtenidos al disipar una potencia
constante y conocida. Esta fue aplicada a través de resistencias elCetricas o de cuatro musculos
perfundidos colocados dentro de la cdmara interna. La duracion del estimulo eléctrico aplicado varié
desde los 40 ms hasta los 150 s. Cuando el tiempo de disipacion de calor fue de alrededor de cinco
de enfriamiento calorimétrico se registré una meseta. Los registros {ucron cfectuados a altas
sensibilidades y velocidades de papel con intervalos de muestreo de 0.02 a 0.04 s. Cada curva fue
ajustada hasta el tiempo en que cesé la aplicacion del estimulo. Posteriormente, s¢ clectuaron varios
ajustes de cada registro considerando tiempos de finalizacion del mismo progresivamente inferiores, hasta
llcgar a curvas de alrededor de 200 ms. Los coeficientes de correlacion para cl ajuste 'no lineal de las
curvas variaron entre 0.9992 y 0.8200 para un nimero de puntos comprendido cntre 6 y 107, todos
p<0.05. Para cada registro se obtuvo un conjunto de H,, que, cuando se analizaron versus la potencia
aplicada mostraron correlacionarse entre si con un excelente cocficiente r= 0.9992. La pendicate de la
recta obtenida fue no significativamente diferente de uno (1.003 4 0.007) y la ordenada al origen fuc
no diferente de cero (0.006 + 0.354 mW) para n=36, p< 0.001 (Fig. 0). Esto indica que, ya sca
cuando se consideraron todos los puntos del registro hasta el estado estacionario o cuando sélo sc ajusté
el inicio de la curva, es posible estimar la potencia o flujo de calor aplicado. En consccuencia, no es

necesaria la totalidad de una curva de generacion para evaluar ¢l flujo de calor que llega a las unidades
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FIGURA 6: Correlucion entre el flujo de calor estimado por el gjuste del registro calorimétrico con la
Ec. 6 (H,) y la potencia aplicada.
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termosensibles. La excelente correlacion de H, vs. potencia aplicada pudo scr mantenida hasta en ajustes

de inicios de curva tan pequeiios como 0.2 a 0.4 s, dependiendo del nimero de puntos considerados.

Cuando la disipacion de calor se interrumpe tempranamente (curva -o- de la Fig. 5) las unidades
termosensibles siguen registrando el calor liberado aiin después de la finalizacion de la generacion
(flecha). El registro de calor continda hasta llegar a un mdximo en un ticmpo determinado que se
denoming ticmpo pico (tp). Luego, ¢l registro desciende hasta la linea de base siguicndo una funcion

que surge de la adaptacion de la Ec. 6 difusional a un proceso de enlriamicnto (lic. 7):

H, = H,.(A,.c*8.7°.TA, ¢™) D
i=0
Donde: A, = (p4. 708" gl (4.7 B)

p = conslante de velocidad de enfriamiento de las unidades termosensibles
B = constante de retardo en la dilusion
A, =1/{QRa+D2[1-2.i+1)%u.B))

o — (2["' ])ZIL

La aplicacion de la funcion dada por la Ec. 6 a toda la curva de ascenso hasta ¢l tp condujo a
subestimaciones de la potencia aplicada. Sin embargo, el periodo comprendido tnicamente durante la
generacion de calor (hasta la flecha) reprodujo la potencia aplicada al ser ajustado por la Ec. 6. Esto
implica que para analizar la respuesta calorimétrica transitoria de un proceso deberia conocerse el tiempo
de duracion del mismo. Para el caso de los eventos asociados a una contraccion muscular esc ticmpo
es una de las incdgnitas. En consecuencia, se analizo la funcion que represcnta al registro hasta un punto

de referencia como es el mdximo de la curva. El alejamiento de la curva de calor transitoria respecto
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de la estacionaria (Fig. 5) pudo ser representado por la funcion de generacion a la cual se le sustrajo una

fraccion proporcional a lo que se genera a cada ticmpo. Asf resulia:

H= H,(1-D) - H,.(1-D).[1-e“""]
donde, para simplificar la ecuacion, D representa:
D= [A,.¢"-8.72.C A.e™]

-0

y 7 ¢s un pardmetro de ajuste.

Simplificando:

H,= H,.(1-D).e"™ (8)

Los registros de calor obtenidos a partir de la aplicacion transitoria de cantidades conocidas de
energia sobre resistencias o musculos fueron ajustados hasta los respectivos tp con la Ec. 8. Se
obtuvieron correlaciones de ajuste no lineal con r >0.998 para n>80 (p<0.001). Il pardmctro 7 de
la Ec. 8 tendio a 0 cuando la generacion de calor fue mantenida durante tiempos prolongados (meseta

de la Fig. 5) y aumentd con la disminucion del ticmpo pico en las gencraciones transitorias.

En cualquier registro calorimétrico, la energia recibida por el calorimetro estd determinada por

el drea debajo de la curva de generacion y enfriamiento (Ponce-Hornos y col., 1982a). Contando s6lo
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con la funcion de generacion transitoria hasta el tp, se ha calculado analfticamente el drca delimitada por
la curva de generacion desde t=0 hasta el tp (funcién que sigue la Ec. 8) y la curva de enfriamiento
calorimétrico (que sigue la funcién dada por la Ec. 7). La encrgia total disipada cn forma de calor por
una generacion simple dentro de la cdmara interna del sistema calorimétrico pudo calcularse mediante

la siguiente suma de integrales:

H, (1-A,.e™-8.7w% L A,.e™) + fll,,,.(Ao.e‘“-'-8.1r'2. LA, c*) (9

i=0 tp i=0

—_——

H =

=1

t=l

cuya resolucion es:

H= H,.{[1-e"P)/7-A,.{1-¢"® "} /(B+7) - 8.7% L A {1-e" 2"} /(q+7) -+

i=1

+[1-A,.e"P-8 72, EmAi.e“""“”,l.(Au.B“+8.7r‘z. )5 Ala) (10)
i=1 i=1
Las energias calculadas de este modo se correlacionaron linealmente con las energias liberadas dentro
de la cdmara cuando se aplicaron potencias conocidas sobre las resistencias clcetricas 0 misculos. Se
obtuvo una correlacion altamente significativa (r=0.9979, p<0.001) entre cncrgia estimada y encrgia
entregada, con pendiente no diferente de uno (1.01 + 0.01) y ordenada al origen no diferente de cero
(0.8 + 2.6 mJ) (Fig. 7). En el caso de la aplicacion de pulsos cortos (4 s) de potencia linealmente
creciente, la energia calculada segtn la Ec. 10 también reprodujo satisfactoriamente a la cnergia aplicada

(99.9 + 1.0 %, n=4).
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FIGURA 7: Energia estimada (calculada mediante la Ecuacion 10) vs Energia aplicada a la cdmara
interna del sistema calorimétrico utilizado (a: Ordenada al origen, b: pendiente).
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4. Respuesta calorimétrica a la aplicacién_simultdnea de varias [ucntes de cuerpia

Con ¢l fin de determinar si el mismo tipo de andlisis de respucstas simples podia ser aplicado a
la respuesta miotérmica que posee varios componentes, dos tipos de simulaciones fueron analizados. El
primero consistid en la aplicacion sobre una resistencia superfundida a 4 ml/min de tres potencias
constantes y provenientes de diferentes fuentes D.C. Todas comenzaron simulténcamente pero finalizaron
a diferentes tiempos (duraciones variables desde décimas de s hasta mds de 20 s). Las respucstas
obtenidas fueron ajustadas hasta el comienzo de su enfriamiento final (que siguc la funcién dada por la
Ec. 7) a una combinacién lineal de 2 o 3 términos dados por la Ec. 8. Se desconocia cudl habia sido
el tiempo de aplicacion de cada fuente en cada simulacién. Tanto para la aplicacién de¢ 2 como de 3
fuentes, los coeficientes de correlacion de los ajustes fueron r>0.988 para mds de 230 puntos
(p<0.001). Independientemente de ello, en todos los casos ¢l ajuste a 3 componentes luc significativa-
mente mejor que el de 2 componentes (prueba de Fisher para varianzas, p<0.05). La cstimacion de la
energia aplicada, como suma de las energias calculadas para cada componente ajustado no sc diferencié
del drea debajo de la curva de generacion y enfriamiento. Estos datos fueron incluidos en la correlacion
de la Fig. 7.

El segundo tipo de simulacion de respuesta a muiltiples fucntes de energia consistio en el ajuste
de una funcion tedrica generada como una combinacidn lineal de 4 términos (3 de gencracion transitoria
y uno estacionaria) dados por la Ec. 8. Los puntos tedricos fueron calculados a intcrvalos de 50 ms y
se agregaron errores al azar de + 5y + 10 % (Dixon y Massey, 1969). Las curvas gencradas fueron
ajustadas a una combinacion lineal de "n" funciones dadas por la Ec. 8, sin conocer previamente de qué
provenian las curvas ni cudl era el "n". En todos los casos, el minimo nimero de componentes requerido
para el ajuste ("n") coincidié con el nimero de componentes con que la curva fue generada. La

diferencia promedio entre los pardmetros obtenidos en el ajuste y los utilizados ¢n la generacion de la
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curva resultdé no diferente de cero (2.2 + 4.6 %, n=14, NS).

Para probar ¢l grado de resolucion del sistema calorimétrico cn la deteccion de inicios demorados
de los distintos componentes energéticos, se aplicaron 2 estimulos pareados de igual potencia sobre una
resistencia eléctrica separados por 2 o por 200 ms. No se encontraron difercncias cntre ambos registros
de gencracion de calor, lo cual implica que el calorimctro no distingue desfasajes entre la iniciacion de
dos eventos que se encuentren en ese rango.

Los resultados indican que el ajuste a una combinacion lincal de términos dados por la Ec. 8 cs
capaz de representar el nimero de componentes simples aplicados en una respucsta miotérmica compleja.
Diversas formas de pulsos cortos de calor o posibles inicios desfasados hasta en 200 ms en la gencracion
de mds de un componente son no distinguibles por el calorimetro. La suma dc las encrgias de los
componentes (calculadas a partir de los pardmetros de ajuste hasta el (p) representa a la encrgia total

liberada en la cdmara interna del calorimetro (drea bajo la curva total de gencracion y enfriamiento).

5. Liberacion creciente de calor durante periodos prolongados

El crecimiento de la respuesta calorimétrica a tiempos superiores al de integracion sucede solo
si el flujo de calor liberado no es constante y crece con el ticmpo. Para poder cstudiar situaciones de
este tipo fueron analizadas las respuestas calorimétricas a la aplicacion de potencias eléetricas crecientes
en resistencias colocadas en el interior del calorfmetro. La potencia fue aplicada segin dos funciones de
crecimiento, lineal y exponencial respectivamente. En ambos casos se conocian las velocidades de
aumento y la potencia mdxima aplicada. Cada tipo de registro calorimétrico fue ajustado hasta el inicio
del enfriamiento del sistema mediante la correspondiente funcion difusional de crecimicnto lineal (Ec.

11) o exponencial (Ec. 12), respectivamente:
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H, = k.|I-A,.e"-8.77%. L A;.e].( (1)

i=0

1}, = H,,,,,,.[I-Ao.c““"’—S.w". ;. AL (1-¢*"  (12)
i=0
Donde: A, = (p4. 778 tg[(n.4. 7251
p = constante de velocidad de enlriamicento de las unidades termosensibles
= constante de retardo en la difusion
A, =1{@2.a+ 1) [1-Q2.i+1)%pu.B"]}
o = i+
k = constante lineal de aumento de la potencia vs. tiempo
¢ = constante exponencial de aumento de la potencia vs. tiempo

H,..= mdxima potencia aplicada

Cuando el registro de generacion linealmente creciente se ajusté mediante la Ec. 11, ¢l pardmetro
de ajuste lineal (k) reprodujo en un 103 + 4 % (n=4) a la velocidad de aumento lincal de la potencia
aplicada, ain cuando se consideraron periodos de la curva inferiores al tiempo total de generacion (entre
20 y 110 s). Para comprobar si la misma curva puede ser representada por otra funcion difusional (de
potencia constante o creciente exponencialmente) se ajusto el registro mediante la Ec. 6 o la Ec. 12,
respectivamente. La bondad del ajuste a la funcion de generacion constante (Ec. 0) lue significativamente
menor que la del ajuste a la funcion linealmente creciente (en 4 registros: prueba dc varianzas de Fisher

p<0.01). La aplicacion al mismo registro de la funcidn para flujo exponencialmente creciente (Ec. 12)
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rindio ajustes que, si bicn fueron satisfactorios, proporcionaron estimaciones de l},,,,u y ¢ variables con
la duracidén del periodo de la curva considerado.

Cuando la potencia se aplicé segiin una funcién exponencialmente creciente (Fig. 8), ¢l ajuste
del registro mediante la Ec. 12 reprodujo en los pardmetros l'l,,,m y ¢ a la mdxima potencia aplicada y
a su velocidad de aumento exponencial, respectivamente (en promedio: 97.1 - 8.4 %, n=8). Los
pardmctros de ajuste fueron independientes del periodo del registro analizado, cntre 10 y 300 s. La
aplicacion al mismo registro de la funcion para flujo de calor constante (Ec. 6) rindié ajustes cuya
bondad fue significativamente inferior a la de los obtenidos por aplicacion de la Ec. 12 (cn 4 registros:
prueba de varianzas de Fisher p<0.01). Asimismo, cuando se utilizé la Ec. 11 para flujo linealmente
creciente, la bondad de los ajustes fue inferior (prueba de Fisher p <0.05) o similar (analizando periodos
de la curva hasta los 60 s) a aquella obtenida por aplicacion de la Ec. 12. Sin embargo, adn cuando el
ajuste fue satisfactorio, los pardmetros obtenidos fueron dependientes del periodo de la curva
considerado.

Por otra parte, cuando el registro calorimétrico de ambos tipos de calibraciones de potencia
creciente se dividié punto a punto por la funcion difusional (scgundo factor dc la Lic. 6: quc expresa la
respuesta demorada del sistema) se obtuvo la potencia generada dentro de la cdmara. Cada curva de
generacion representé univocamente a la forma en que se habfa aplicado la potencia. Los pardmetros de
la correspondiente funcion de generacion resultaron similares a los aplicados y a las estimacioncs
obtenidas mediante el ajuste del registro calorimétrico con la correspondiente funcion difusional.

En conclusidn, el crecimiento de la respuesta calorimétrica a tiecmpos supceriorces al de integracion
pudo ser representado por funciones difusionales para flujo de calor, ya sea exponencial o lincalmente
creciente. La bondad del ajuste y la reproducibilidad de los pardmetros al considcrar variables periodos

del registro permiten diferenciar entre sf la generacion de un flujo de calor constante, linealmente
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FIGURA 8. Disipacion de calor por aplicacion durante 100 s de una potencia exponencialmente
creciente sobre una resistencia eléctrica (=). La linea entera corresponde a su funcion de ajuste segiin
la Ec. 12. H,,,= 2036 + 14 uW, constante ¢ = 0.0237 + 0.0004 s, r= 0.9993,; H pup spicats= 2000 pW.
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cieciente y exponencialimente creciente.

6. Conclusiones

a) El andlisis de la respuesta calorimétrica permite cuantificar generaciones de calor estacionarias
o transitorias (aquéllas cuya generacion finaliza a un tiempo inferior al t,,, de¢ enfriamiento calorimétri-
c0). Es posible estimar la potencia o flujo de calor de una fuciic micniras sc estd generando, aun
contando con sdlo los primeros 200 ms del registio calorimétiico.

b) La energia liberada cn un componente simple, ya sca cstacionaiio o transitorio, pucde
cstimarse a partir de la suma de la integracion de las funciones difusionales de gencracion y de
enfriamiento calorimétrico, independientemente de la forma del pulso de calor.

¢) En una respuesta calorimétrica generada por dos o mds fuentes aplicadas simultdncamente con
diferentes tiempos de desactivacion el andlisis estima el mismo ndmcero de componcentes simples que s
aplicG. La respuesta no distingue inicios demorados en tiempos ccrcanos a 200 ms. La suma de las
energias calculadas para los componentes individuales es similar a la cnergia total liberada dentro de la
cdmara.

d) La gencracién de calor creciente, evidenciada por una respucsta calorimétrica creciente a
tiempos superiores al de integracion, puede ser caracterizada cincticamente mediante ¢l ajuste con
funciones difusionales. Los ajustes distinguen entre sf a un flujo de calor lincal o cxponencialmente
creciente. A partir de los pardmetros de ajuste es posible estimar tanto ¢l flujo de calor asintético como

las velocidades de aumento exponencial o lineal del flujo de calor.
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Establecido el patron de respuesta del sistema calorimétrico para generaciones simples, tanto
cstacionarias como transitorias, se ajustaron las respuestas miotérmicas obtenidas con latidos, tanto
aislados como en estado estacionario (Figs. 9 y 10). Ambos registros de calor pudicron ser ajustados a
una combinacion lineal de funciones del tipo dado por la Ec. 8. El andlisis asume que todos los
componentes de generacion de calor se inician simultineamente a tiempo cero. Esta es la suposicion mds
simple que puede hacerse al desconocer la secuencia y/o superposicion temporal de eventos en el
musculo. Como se describié en el capitulo anterior, el sistema no diferencia entre generaciones simples
demoradas en 2 0 en 200 ms, tiempo en el que seguramente ocurren varios cventos celulares durante
la contraccion muscular. Los diversos componentes difirieron en sus tiempos pico, que estdn delimitados
por los cambios de pendiente del registro.

Los registros miotérmicos de los latidos aislados (Figs. 3 y 9) culminan en una meseta que se
mantiene hasta alrededor de los 80 a 150 s (99 + 18 s) e indica gencracion de calor mantenida y
constante. Concluida esa meseta la produccién de calor se interrumpiria, ya que solo se registra el
enfriamiento del sistema hasta el nivel dado por el metabolismo de reposo. Este tramo del registro sigue
¢l comportamiento descripto por la Ec. 7 con constantes de velocidad de enfriamicnto (p) y de retardo
(B). Los pardmetros p y B fueron estimados en cada miisculo ajustando los enlriamientos calorimétricos
posteriores a la aplicacion mantenida de una onda sinusoidal de alta frecuencia (que no estimula al
mdsculo). El p de enfriamiento del registto miotérmico de un latido aislado resulld comparable al p
estimado en la calibracién realizada sobre el musculo. Los diversos p ajustados resultaron similares al

determinado por calibracion de las unidades termosensibles con resistencia eléctrica (0.030 - 0.002 s™).
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FIGURA 9: a- Registro digitalizado de la produccion de calor del latido aislado mostrado en la Fig.
3 con los cuatro componentes ajustados segin la Ec. 8 hasta el inicio del enfriamiento final del sistema.
En todos los casos r>0.997 para n> 117.

ajustados.

b- Primeros 10 segundos del registro presentado en (a) con los cuatro componentes
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FIGURA 10: Registro digitalizado de la produccion de calor de un latido proveniente de un tren
estacionario de estimulos (ver Fig. 4y texto). Se muestran los tres componentes ajustados segun la Ec.
8. En todos los casos, r> 0.995 para n> 95.
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La curva total del registro miotérmico de un latido aislado se ajust6 hasta ¢l comicnzo del enfriamiento
final. Dado que la generacidn de calor culmina en una meseta, el dltimo componente energético cxhibid
un 7=0 (ver Ec. 8). Su correspondiente ﬁ,, ajustado representa al flujo de calor liberado y cfectivamente
registrado después de alrededor de cinco ty,.

Los registros de calor de latidos aislados fueron ajustados a una combinacion lineal de 2, 3, 4
y 5 componentes ¢n cada caso. Sin embargo, en todos los registros, las varianzas de los ajustes con 2
0 3 componentes fueron superiores a las del ajuste con 4 componentes (prucba de Fisher, p<0.05 para
n> 130 en 9 latidos). En cambio, las varianzas del ajuste a 5 componentes resultaron NS diferentes de
las del ajuste a 4 componentes. Por lo tanto, la liberacion de calor de un latido aislado pudo dividirse
en cuatro componentes (Fig. 9).

En el estado estacionario, la generacion de calor de un latido individual se adiciona a la pendiente
de caida del registro de calor del latido previo (Fig. 4a). Para estimar la linca de base del registro
miotérmico de un latido estacionario, se suspendié la estimulacidn y se registré la seiial calorimétrica
resultante. La curva miotérmica desciende hasta alcanzar la meseta de flujo de calor de reposo (H,) (Fig.
43). El trazado descendente se trasladé.como linea de base del registro miotérmico del latido estacionario
a analizar (Fig. 4b). La curva miotérmica resultante, que indica la contribucion de un unico latido
estacionario (Fig. 10), pudo ser ajustada a tres componentes del tipo de la Ec. 8 (prueba de Fisher,
p<0.05 entre las varianzas de los ajustes con 2 y con 3 componcntes, y NS cntre las varianzas de
ajustes con 3 y con 4 componentes).

Los componentes energéticos del registro miotérmico de un Jatido fueron denominados H1, H2,
H3 y H4 de acuerdo a la secuencia en Sus tiempos de evolucion mdxima (ip). Los tres primeros
componentes tuvieron tp respectivamente similares en el latido aislado y en ¢l cstacionario, por lo cual

se los denomind igual en ambos casos.
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Los corazones perfundidos y estabilizados cn el interior del calorimetro exhibicron un [lujo de
calor de reposo de 4.1 + 0.2 mW.g"' (n=36) después de un minimo de 20 minutos cn ausencia de
cstimulacion. En la Tabla 1 pueden observarse cl calor por latido (Ha) y las cnergias de los cuatro
componentes, tanto de un latido aislado como de uno proveniente de un tren de estimulos estacionario
a 0.16 Hz, en condicidn control dc 7 mM K y 0.5 mM Ca. Las cnergias asociadas a cada componente
se estimaron a partir de la integracion de las respectivas funciones de generacion obtenidas por cl ajuste
simultdneo de¢ componentes del registro total (Ec. 10).

Como se desprende de la Tabla 1, el calor total del latido aislado resulta supcrior al del tren
estacionario. En parte esto es debido a que el latido aislado desarrolla una presion intraventricular
isovolumétrica (P) mayor que la del latido proveniente del tren estacionario (42.7 1 2.6 vs 25.8 + 1.7
mN.mm?, respectivamente). Otro factor que determina la diferencia de calor total entre ambas clases
de latido es la energia de H4. Este componente es distinguible en el ajuste del registro miotérmico del
latido aislado (representando alrededor del 50 % del mismo) y no cs distinguible cn el ajuste de la curva
de calor del latido estacionario. Sin embargo, la existencia dc una cuarta fraccion de calor en latidos
estacionarios se reveld por una diferencia entre el calor total por latido (Ha = (fl, - 1},)/f, sicndo f=
frecuencia de estimulacién) y la suma de las encrgias dc los tres componentes ajustados en un latido
individual (Tabla 1). Esta fraccion representa s6lo un 15% decl calor total del latido cstacionario y la
denominaremos "fraccién suprabasal” (FSB) (Tabla 1).

El dnico componente energético que se mantiene durante un periodo suliciente para la integracion
de la respuesta calorimétrica es H4 del latido aislado. Por lo tanto es ¢l dnico del cual, asumicndo
liberacion de calor constante, puede estimarse la potencia o flujo de calor mediante cl I-},, dc ajustc (Tabla

1). Puede apreciarse en la Tabla 1 que la energfa de la FSB del latido estacionario resulta inferior a H4
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del latido aislado (p<0.05). Sin embargo, ¢l Aujo de calor de la FSB del latido estacionario (cstimado
como Hy,= FSBe f) resulta superior al h'(,, del latido aislado (p<0.001) (Tabla 1). En cl siguicnte
capitulo se analizardn cstas diferencias y la posible vinculacion entre ambos componentes (H4 del latido

aislado y la FSB del latido estacionario).

TABLA 1

Energias de los componentes de calor de un latido en estado estacionario y
de un latido aislado.

Latido estacionario Latido aislado

(n= 20) (n= 16)
Ha (mJ.g") 14.2 £+ 0.9 30.7 + 3.5 p<0.005
H1 (ml.g") 1.6 + 0.1 21403 NS
H2 (m).g") 32 + 04 23 +03 NS
H3 (m).g") 6.3 +0.5 9.1 + 0.7 p<0.005
H4 (mJ.g") 16.7 + 1.6
FSB (mJ.g")# 2.7+ 0.6
H, (uW.g" 183 + 24

H]rsﬂ(l.l.w . g-l)# 450 _'_I'_ 1 03

Los datos representan valores medios + ESM. Se denomina Hi a la encrgia
de un dado componente i (en mJ.g") y H; a la potencia o {lujo dc calor

del mismo (uW.g"). #: Valores calculados a partir de la diferencia

(Ha - [H1+H2+H3]) y la frecuencia de estimulacion (ver texto).

*: p<0.05 entre sf, **: p<0.001 entre si.

3. Conclusiones
a) La liberacion de calor de un latido es una funcion complcja, compucsta por cuatro

componentes distinguibles en el caso de un latido aislado y tres componcentes distinguibles en el caso de
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la liberacion de calor de cada latido en condiciones de estimulacion estacionaria.
b) La existencia de una cuarta fraccion de calor en el latido estacionario s¢ manificsta por la
diferencia entre el calor total por latido y la suma de las energias de los tres componentes distinguibles

en el ajuste.

4. Hipdtesis a evaluar
El siguiente paso consiste en establecer si este método de diferenciacion de componentes de calor
de un latido con generacion de fuerza es capaz de distinguir encrgias que provicnen de distinto origen
celular. Por ello, deberia ser posible caracterizar a dichos componentes por sus magnitudes y sus
respectivas vinculaciones con determinados procesos celulares participantes en el ciclo contraccion-

relajacion.
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Capitulo 9:

La caracterizacion de cada componente energético de un latido requicre de protocolos en los que
s¢ pucda afectar lo mds selectivamente posible a los diferentes eventos.

La cldsica division conceptual de los componentes encrgéticos de un latido define al "calor
dependiente de tension” (o fuerza desarrollada) y al "calor independicnte de tension”. Por 1o tanto, sc
analizo si cada uno de los cuatro componentes cnergélicos de una contraccion cra dependicnte del
desarrollo de fuerza. Se analizé tanto la dependencia respecto de la mdxima presion intraventricular
desarrollada (P) como del mantenimiento de dicha presion durante todo ¢l ciclo contraccion-relajacion
(integral presién-tiempo: IPt). El primero, el segundo y el cuarto componcentes de calor resultaron
independientes de P y de IPt, tanto en latidos aislados como en los del tren estacionario. Los coeficientes
de correlacion (r) de dichas energias vs. P y vs. [Pt resultaron respectivamentc de 0.04 y 0.06 para H1,
de 0.22 y 0.05 para H2 (en cada caso n= 36, NS) y de 0.19 y 0.19 para H4 (n=10 latidos aislados,
ambos NS). Para H1 y H2 se considerd aislados mds estacionarios ¢n conjunto pucs por separado
tampoco exhibieron correlacion ni diferencias en sus promedios (Tabla D). En cl caso de H4 solo se
consideraron los latidos aislados, pues este componente no fue distinguible cn ¢l ajuste de la curva
miotérmica de un latido estacionario.

La energia del tercer componente (H3) se correlaciond linealmente con P tanto cn latidos aislados
(r=0.8552) como en estacionarios (r= 0.8221). La pendiente dc la correlacion H3 vs. P de los latidos
aislados resulté de 0.228 + 0.037 mJ.mN”.mm”.g" y la ordenada al origen fuc no significativamente

diferente de cero (-0.6 + 1.5 ml.g"). Los puntos de H3 vs. P corrcspondicntes a los latidos
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estacionarios cayeron dentro del intervalo de confianza de los aislados y no hubo difcrencias entre ambas
correlaciones (Figura 11). En ambos tipos de latidos, también H3 fue ¢l dnico componente que se¢
correlaciond con el mantenimiento de la fuerza (IPt) (r=0.748, p<0.001) y con la mdxima velocidad
de contraceion (4-P) (r=0.743, p<0.001). Estos resultados indican que el tereer componente energdlico
seria el "calor dependiente del desarrollo de fuerza®, mientras primero, scgundo y cuarto componentes

constituyen diversas fracciones que serfan independientes de que se genere fucrza.

La utilizacion de compuestos fosfato de alta energia por el misculo en eventos como el
acoplamiento actomiosinico o la remocion del Ca citosdlico, requicre la resintesis de los mismos. La
liberacion de calor que acompaiia a la resintesis del ATP consumido constituye el "calor de
recuperacion”. Debido a que en el musculo cardiaco el ATP consumido debe resintetizarse antes del
siguiente latido, la fraccion de calor asociada a esa recuperacion deberfa estar contenida en alguno de
los componentes energéticos del latido. La magnitud del calor de recuperacion metabdlicd acrébica puede
determinarse a través de los cambios en el calor por unidad de fuerza desde las condiciones acrdbicas
a las anaercbicas.

La participacién de la recuperacion metabdlica aerdbica del ATP consumido ¢n un latido se
evalué mediante los cambios producidos por el reemplazo del O, del medio de perfusion por N,. En 4
ventriculos estabilizados en Krebs normal (7 mM K y 0.5 mM Ca burbujeado con 95% 0,-5% CO,) sc
efectuaron latidos aislados. Luego se reemplazé el medio de perfusion por un Krebs similar en
composicion pero burbujeado con 95% N,-5% CO,a pH constante. A partir de los 3 min del cambio

se efectuaron 3 a 6 latidos aislados separados por 5 min, durante un periodo de aproximadamente 30
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FIGURA 11: Correlacion entre la energla del tercer componente (H3) y la mdxima presion

intraventricular desarrollada (P) en latidos aislados (=) obtenidos en 7mM Ky 0.5 mM Ca. Se observa
que los puntos correspondientes a los latidos de un tren estacionario (=) se distribuyen dentro del limite
de confianza del 99% de los aislados.



39.

min. A ticmpos mds prolongados el corazén desarrollé actividad espontdnea, por lo que no se pudicron
analizar latidos a tiempos mds prolongados. El cambio a la perfusion burbujeada con N, disminuy6 ¢l
calor de reposo de los ventriculos desde 3.68 4- 0.54 mW.g" 4 2.68 4+ 0.37 mW.g"' (p<0.05). No sc
observaron modificaciones en la presion de reposo ni en los tiempos de contraccion y relajacion de los
latidos. Tanto P como H1, H2 y H3 permanecieron constantes en ¢l primer latido ¢n hipoxia. P, H3 y,
en menor proporcion H1, disminuyeron muy gradualmente en los siguicntes latidos hasta promedios no
inferiores a un 64 % de los correspondientes al latido aislado en O, (Fig. 12). La tabla 2 muestra ¢l
andlisis estadistico no-paramétrico a posteriori de rangos de Mann-Whitney aplicado a los resultados que
se graficaron en forma paramétrica (como media + ESM) en la Fig. 12. La cnergia del cuarto
componente (H4), en cambio, disminuyé a un 16 % del control ¢n el primer latido cfectuado en hipoxia
y resulto estadisticamente no diferente de cero en el cuarto y quinto latidos (Fig. 12). La encrgia del
tercer componente (H3) se correlacioné con P en los sucesivos latidos aislados hipoxicos de cada
experimento, como ocurrié en presencia de O, (Fig. 13). El promedio de¢ las pendientes de las
correlaciones H3 vs. P obtenidas en N, (0.17 + 0.019 mJ.mN".mm?.g") resulté un 74 %’ de la obtenida
para los latidos aislados en O,. Las diferencias pareadas entre la rclacion H3/P desde la condicién de
presencia a la de ausencia de O, resultaron de -0.040 + 0.0066 (p<0.001). Los resultados indican a

dependencia dcl metabolismo aerébico de dos de los componentes: H4 y, en menor grado, H3.
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FIGURA 12: Energias de los cuatro componentes de calor producidos en latidos aislados en Krebs-7

mM Ky 0.5 mM Ca en presencia de O,y en sucesivos latidos aislados hipoxicos (1 a 5). Barras indican
media + ESM, n= 4. Ver andlisis a posteriori en tabla 2.



TABLA 2

a) H1: Andlisis de varianza por rangos de Friedman: p<0.001.

Andlisis a posteriori:

07 N‘ ] N—2 N‘3 N’4

N-1 T NS

N-2 T NS NS

N-3 1T NS NS NS

N-4 I NS NS NS NS

N-J 1 * NS NS NS NS

b) H2: Andlisis de varianza por rangos de Friedman: NS.

¢) H3: Andlisis de varianza por rangos de Friedman: p<0.001.
Andlisis a posteriori:

(0 N-1 N-2 N-3 N-4

N-1 T NS

N-2 I NS NS

N-3 1 * NS NS

N-4 | * NS NS NS

N-J 1 * NS NS NS NS

d) H4: Andlisis de varianza por rangos de Friedman: p<0.001.

Andlisis a posteriori:

0, N-1 N-2 N-3 N-4
N-1 1 *
N-2 1 * NS
N-3 I * NS NS
N4 1 =* NS NS NS
NS 1 * NS NS NS NS

Andlisis a posteriori por prueba de rangos de Mann-Whitney
(Siegel, 1990). * p<0.05, NS: no significativo.

91.
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FIGURA 13: Correlaciones individuales de H3 vs. P de latidos aislados en Krebs-7 mM K, 0.5 mM Ca
e hipoxia. Todas las ordenadas al origen resultaron NS diferentes de cero, b=pendiente. Cada tipo de
simbolo corresponde a un experimento. Se puede observar que en todos los casos la pendiente de la
regresion resulté menor que la obtenida en condicion control (0.228 mJ.g"'.mN"'.mm?).
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Las caracteristicas de H4 de: duracion prolongada en latidos aislados, dependencia acrdbica y
ausencia en el calor liberado inicialmente en cada latido estacionario sugirieron que se tratarfa de un
proceso metabdlico de prolongada duracidn. El hecho de que apareciera una cnergia suprabasal
calculable por diferencia en el latido estacionario (Tabla 1) planted la posibilidad de que ambas
fracciones tuviesen el mismo origen. Para determinarlo, se evalud cémo evolucionaba H4 desde una
condicion de latido aislado hasta una contraccion de un tren estacionario. Después de clectuar un latido
aislado posterior a un reposo > 5 min se evaluaron por scparado ya sca 1, 2, 3 o 4 latidos, o un tren
de estimulos, todos a 0.16 Hz. La potencia del cuarto componente de calor (I:L,) se estimg en cada caso
como la altura de la meseta del registro miotérmico después de los 100 s del cese de la estimulacion
(respuesta calorimétrica ya integrada) (Fig. 14 a). El flujo de calor 1~'1,,' del componente suprabasal
mantenido (meseta final) se incrementé gradualmente hasta el tercer latido, resultando este valor no
significativamente diferente del tren estacionario (Fig. 14 b). Sin cmbargo, la cnergia de la cuarta
fraccion por latido disminuyé de acuerdo a lo que aparece en la Tabla 1 para la FSB de un latido
estacionario. Por lo tanto, la energia H4 es la manifestacion de un evento cclular que aumenta su
produccidn de calor con la estimulacion repetida, y se mantiene activado gencrando un flujo de calor

constante mientras ¢l corazon estd estimulado estacionariamente.

La transitoriedad e independencia del desarrollo de fuerza de los componentes H1 y H2 sugirié
su posible vinculacién con los eventos de "activacion” del misculo cardiaco. Estos cventos incluyen la

unién exotérmica de Ca'* a TnC y la remocién activa de Ca'? citosélico con la consecucnte hidrélisis
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FIGURA 14: Efecto de la estimulacion repetida sobre el flujo de calor I1,:

a- Registros energéticos digitalizados superpuestos de un latido aislado (0) y de dos
latidos secuenciales separados por 6 s (0). Observar que la meseta que se establece al final es mayor
para el segundo caso. '

b- Potencias H, en un latido aislado, en secuencias de 2 y 3 latidos y en el estado
estacionario, todos a 0.16 Hz. Barras indican media + ESM, *: p<0.05 y **: p<0.01 respecto del
aislado (prueba de Mann-Whitney, n= 7, 5, 4 y 4, respectivamente).
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dc ATP.

Para determinar si alguno de dichos componentes correspondia al calor de unién de Ca a TnC
se evalud cl efecto de una segunda estimulacion aplicada al tiempo de desarrollo de la mdxima presion
intraventricular (200 ms). En esa condicidn, los miofilamentos estdn ain ocupados con Ca'?. Para ello,
en 17 muisculos estabilizados en estado estacionario en Krebs con 0.5 mM Ca sc aplicé un cstimulo
pareado con una demora de 200 ms entre ambos pulsos. La Fig. 15a muestra que ¢l scgundo estimulo
del par no aument6 la mdxima P desarrollada por ¢l primer estimulo (26.2 -I- 1.9 mN.mm? ¢n ¢l latido
control y 26.7 + 1.8 mN.mm? en ¢l latido del estimulo parcado). En cambio, s¢ produjo un incremento
significativo de la IPt (desde 8.7 - 0.7 mN.mm?™.s en el latido control a 11.5 4- 1.0 mN.mm™.s en el
latido del estimulo pareado, p <0.0005). Estos resultados sugieren que el segundo estiinulo del par no
provocarfa mayor unién de Ca*? a TnC sino un mantenimiento del Ca'? unido durante un periodo mds
prolongado.

En el latido resultante del estimulo pareado se liberd una cantidad mayor de calor (Fig. 15b).
Para analizar la existencia de componentes en el calor extra liberado por la extrasistolia, s¢ efcctud la
diferencia punto a punto entre la curva de calor liberado por el latido con extrasistolia y la del calor
liberado por una contraccién simple en el mismo misculo (Fig. 10). La curva dilerencia pudo ser
ajustada a una combinacidn lineal de 2 componentes transitorios de magnitudes 0.72 + 0.07 m).g" y
2.24 + 0.39 ml.g", respectivamente (Fig. 16). El agregado dc un tercer componente no mejord los
ajustes significativamente (prueba de Fisher: NS). Los tiempos pico de los dos componentes ajustados
en el calor extra liberado por la extrasistolia correspondieron respectivamentc a los de H2 y H3 del
latido control. La desaparicién de H1 en el calor extra liberado por la extrasistolia y la constancia dc
P (indicador de que no se unirfa mds Ca'? a los miofilamentos) sugicren una correspondencia entre H1

y la unién de Ca'? a TnC.
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FIGURA 15: a- Registro temporal de la presion intraventricular (escala vertical en mN.mn*) de una
contraccion simple de un tren estacionario (0.16 Hz) y de una contraccion con extrasistolia producida
por un estimulo pareado (desfasaje entre estimulos de 200 ms). La linea de puntos muestra el registro
de P que corresponderia a la contraccion simple.

b- Registro miotérmico digitalizado de una contraccion simple (0) y de la contraccion con
extrasistolia (e).
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FIGURA 16: Curva de calor adicional producido por la extrasistolia, calculado como diferencia punto
a punto entre las dos curvas de calor de la Fig. 15. Se muestra el ajuste de la misma a dos componentes
con tiempos pico correspondientes a H2 'y H3 (en todos los casos r>0.8896 para n>53).
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5. Conclusiones

Pucden establecerse correspondencias entre los componentes de calor de una contraccion
isométrica y ciertos eventos celulares del ciclo contraccidn-relajacion, a saber:

a) La independencia del desarrollo de fuerza y la transitoriedad de H1 y H2 los sefialan como
candidatos al llamado "calor de activacion". HI se asociarfa al calor de unién de Ca'? a TnC y otros
sitios enlazantes.

b) H3 es el dnico componente energético dependiente de la fuerza desarrollada (y del
mantenimiento de la misma en todo el ciclo contraccidn-relajacion). Esto sugiere que H3 cstaria asociado
a la hidrolisis del ATP correspondiente al ciclaje actomiosinico.

¢) La disminucion de la pendiente de la relacion H3 vs. P por hipoxia sugicre que H3 contendria
en parte ¢l calor de la recuperacion metabdlica aerdbica del ATP.

d) H4 es el componcnte con mayor dependencia de la presencia de O,, por lo que estaria asociado
al metabolismo aerébico del corazén. Dada la relacion aproximada de 1:1 ¢n las entalpias de hidrélisis
y sintesis del ATP, y la proporcion de H4 en el calor por latido cstacionario (15 %, ver Tabla 1) H4
no podria representar mds de un 30% de la recuperacion aerdbica total de un latido. Esto sugicre que
H4 del latido aislado (= 50% del calor total) contendria la manifestacion térmica de alguin otro proceso
metabdlico.

€) H4 se mantiene activado durante aproximadamente 60 a 150 s posteriores a la estimulacion

tnica y da origen a la fraccién de calor suprabasal hallada durante la cstimulacion estacionaria.

6. Hipdtesis a evaluar

La siguiente hipdtesis a evaluar es que las magnitudes de los cuatro componcntes de calor podrian
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modificarse diferencialmente por variacion de la disponibilidad de Ca extracelular. El comportamicnto
mecdnico-energético de un latido aislado ante las modificaciones cn el influjo de Ca sarcolemal serd
analizado en el capitulo siguiente. Para ello se empled la interferencia en ciertos mecanismos que afectan

al transporte de Ca sarcolemal (corriente de Na', corriente de Ca'?, intercambiador Na/Ca).
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Capitulo 10: Efcctos

1. Fundamentos y objetivos

Variaciones cn la [Ca]c modifican al calor total por latido (Ponce-Hornos y Taquini, 1986) y al
calor de activacion (Gibbs, 1978; Mulieri y Alpert, 1982). Por lo tanto, scria esperable que las
variaciones en la disponibilidad de Ca extracelular afectaran diferencialmente a los cuatro componentes
de calor de un latido aislado. Con la finalidad de modificar el influjo de Ca, se despolarizé parcialmente
el miocardio de ratas reserpinisadas con Krebs-25 mM K, intervencion que cambia el potencial de
membrana desde -75 mV a alrededor de -40 mV (Molyvdas y Sperelakis, 1983). A cste E,, se inactiva
la corriente de Na', con lo que el proceso excitacion-contraccion depende de la corriente de Ca'?
(Coraboeuf, 1978). El E,, resultante es cercano al potencial de equilibrio del intercambiador Na/Ca,
calculado entre -13 y -28 mV (Langer, 1982) por lo que se espera una disminucion en su participacion
en cl eflujo de Ca'? en reposo por reduccion del gradiente electroquimico. En cstas condiciones se
evaluaron los efectos mecdnico-energéticos sobre el musculo, tanto de la despolarizacion parcial como

de cambios en la [Cale.

Cuando el ventriculo en reposo se despolarizé parcialmente por reemplazo de la solucion Krebs
con 7 mM K por otra con 25 mM K a [Ca]e constante (0.5 mM) ¢l calor de reposo se incrementd en
forma transitoria y luego descendioé hasta estabilizarse en una meseta superior al control. Esto estd de
acuerdo al comportamiento anteriormente descripto (Ponce-Hornos y col., 1992). El aumento de la [Cale
al,2y4 mM elevo progresivamente el calor de reposo en el ventriculo despolarizado. En cada [Cale

se produjo un aumento transitorio del calor de reposo seguido por la estabilizacion del mismo cn un
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valor significativamente superior al correspondicnte a la [Calc anterior. En la Fig. 17 se analizaron las
mesetas de H, provenientes de 6 experimentos parcados. No hubo aumentos significativos en la presion
intraventricular de reposo por el incremento en la [Caje desde 0.5 2 2 mM Ca, micntras en 4 mM Ca
s¢ observo un pequefio aumento (3 mN.mm?) que representa un 6% de la P desarrollada en un latido.

Los resultados indican que en estas condiciones habria una fraccion de cenergia quimica cuya
utilizacion serfa dependiente del Ca extracelular. El aumento del H, estacionario podria reflejar la
remocion activa de una cantidad extra de Ca'? citos6lico para mantener el reposo mecinico. Dado que
la despolarizacion cambia el E, a niveles cercanos al de activacion de los canales de Ca, podria
hipotetizarse un ingreso de Ca'? a través de los canales lentos.

Con la finalidad de analizar la hipétesis planteada en el pdrralo anterior, 5 corazoncs perfundidos
con 25 mM K y 2 mM Ca se trataron con verapamilo 0.4 uM una vez establecida la meseta de I%,
estacionario. El bloqueante de los canales de Ca disminuy¢ significativamente el I;!, confirmando la
hipdtesis planteada. La Fig. 18 muestra la progresiva disminucién que. el verapamilo provocé sobre cl
aumento del H, estacionario debido a la despolarizacién y eclevacion de la [Cale. El A H, decayo
exponencialmente respecto del tiempo (Fig. 18) hasta alcanzar una asintota (1.22 - 0.53 mW. g". Este
valor asintético es similar al I'i, estacionario provocado solo por despolarizacion dcel tejido en 0.5 mM
Ca (1.65 + 0.29 mW.g"' en los mismos misculos). Ello indica que los cambios dcl H, estacionario
provocados por el aumento de la [CaJe en el miocardio despolarizado son totalmenic debidos a la
remocion de Ca'? ingresado por canales lentos. En cambio, ¢l Al}, estacionario provocado por la
despolarizacion (en 0.5 mM Ca) es mayoritariamente debido a otro proceso diferente de la remocion
activa de Ca'? ingresado por canales.

Si bien todo el aumento del l-'l, estacionario dependiente de Ca en ¢l miocardio despolarizado es

inhibible por verapamilo, cabria la posibilidad de que el Ca'? ingresado por canales indujera la liberacion
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FIGURA 17: Efectos de la [Caje sobre el flujo de calor de reposo estacionario del miocardio
parcialmente despolarizado. C: 7mM Ky 0.5 mM Ca. Barras indican media - ESM de 6 experimentos
pareados. p<0.05 por prueba de rangos pareados de Friedman. Comparaciones a posteriori.

C 0.5 1 2
0.5 I *
1 1 * NS
2 1 % E %
*: p<0.05, NS: sin diferencias significativas
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FIGURA 18: Inhibicion progresiva del aumento del H, estacionario provocado por el cambio desde
Krebs-7 mM K-0.5 mM Ca (control) a Krebs-25 mM K-2 mM Ca, en funcion del tiempo de tratamiento
con verapamil (n= 5 musculos).
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de Ca'? del RS que, al ser ciclado, contribuyera al H, estacionario. Para determinar cste punto, cuatro
corazones perfundidos con 25 mM Ky diferentes [Cale (0.5, 1 y 4 mM) sc trataron con calcina 2 mM
durante la meseta de H Esta droga libera Ca del RS depleciondndolo y se ha descripto que aumenta cl
calor de reposo en el miocardio de rata expuesto a [KJe cercana a la fisiolégica (Bonazzola y col. 1987).
En el miocardio despolarizado, el tratamiento con cafeina 2 mM provocd un aumento transitorio del
calor de reposo, pero no modificé significativamente el H estacionario (-0.052 -- 0.285 mW.g' n=4,

NS). Los resultados sugieren que en el miocardio parcialmente despolarizado no habria un continuo

aporte de ciclaje de Ca'? del RS al H, estacionario.

Una vez estabilizado el calor de reposo en 25 mM K y 0.5 mM Ca se electuaron latidos aislados
andlogamente a como se hacian en condicion de 7 mM K. La nueva condicion elevé ¢l umbral de
estimulacién del misculo requiriéndose la aplicacion de un estimulo mayor (15 V y 15 ms) que, como
se detalla en "Materiales y Métodos”, no contribuye significativamente al calor liberado por el latido.

La despolarizacion con Krebs-K25 en 0.5 mM Ca provocé una caida en la mdxima P
intraventricular desarrollada y en el calor total liberado del latido aislado (comparar la Fig. 19a con la
Fig. 3). El registro miotérmico sé6lo se ajusté a 3 componentes (Fig. 20) habicndo desaparecido el
componente de duracion prolongada del latido aislado control (H4). Por lo tanto, la caida en ¢l calor
por latido fue debida a la desaparicion de H4 y a la disminucién de la energfa de los 3 primeros
componentes H1, H2 y H3 (Tabla 3). El desarrollo de presion cayo a un 25% de la correspondiente a
7 mM K e igual [Ca]e (Tabla 3). Se observo ademds un aumento de la relacion -P/P desde 1.4 1 0.1

(en7mM K) a 2.1 + 0.3 en 25 mM K (p<0.05).
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FIGURA 19: Comparacion de los primeros 2.5 s de los registros de Py de flujo de calor de un latido
aislado en el miocardio parcialmente despolarizado y 0.5 (a), 1 (h) y 4 mM Ca (). Note las diferencias
en la magnitud de las respuestas de P, la relajacion y los registros miotérmicos.
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FIGURA 20: a- Registro digitalizado de la produccion de calor de un latido aislado del miocardio
parcialmente despolarizado en 0.5 mM Ca extracelular. En el recuadro se compara su registro de P (—

_) con el obtenido en 7 mM K ().
b- Primeros 4 s del registro a- donde se observa el ajuste a tres componentes.
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TABLA 3

Efectos de la despolarizacién sobre los pardmetros mecdnicos y energélicos
de un latido aislado cn 0.5 mM Ca:

7 mM K (n=16) 25 mM K_(n=:8)
P (mN.mm?) 427 + 2.6 10.1 11,7 **
IPt (mN.mm?.s) 17.7 + 2.0 2.4 - 0.3 **
‘P (mN.mm™>.s") 365.1 + 35.5 71.8 + 133 =*=*
-P (mN.mm?>.s") 124.4 + 9.3 53.1 12,7 **
LC (s) 0.26 - 0.02 0.24 4 0.01
tR (s) 0.79 + 0.04 0.52 + 0.05 *
HT1 (ml.g") 2.11 4 0.33 0.41 1 0.14 *
H2 (mJ.g") 232 1 0.27 1.29 1 0.38 *
H3 (mJ.g") 9.07 + 0.69 3.11 4 0.41 **
H4 (ml.g") 16.7 1+ 1.6 0 **

* p<0.05, ** p<0.001 (t de Student).

4. Efcctos del aumento de la [Cale sobre ¢l latido aislado del miocardio despolarizado

Dado que la fucrza de contraccion y la cnergfa total fucron ampliamente inhibidas por la
despolarizacion, sc evaluo si el aumento de la [CaJe cra capaz de rccuperar ¢l patrén mecdnico-
cnergético control. Para ello, una vez alcanzado el nuevo estado cstacionario correspondicnte al cambio
de [CaJe en 25 mM K, sc estimuld al misculo con intervalos mayores de 5 minutos (para garantizar cl
retorno al calor de reposo previo al latido).

Al elevar la [Ca)e cn 25 mM K aumenté la presion desarrollada (P) hasta valores cercanos al
obtenido en cl control cn 0.5 mM Ca (Fig. 19 b y ¢). P ¢ IPt alcanzaron un méximo cntre 2 y 4 mM
Ca, con un valor de alrededor del 85 % del control (7 mM Ky 0.5 mM Ca) (Fig. 21). Las velocidades
de contraccion (+P) y rclajacion (-P) también s¢ incrementaron con la [Cale (Fig. 22). La Tabla 4

mucstra el andlisis estadistico no-paramétrico a posteriori de rangos dc Mann-Whitaey aplicado a los
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FIGURA 2]: Mdxima presion desarrollada_ (P) e integral presion-tiempo (IPt) de latidos aislados en 7
mM K-0.5 mM Ca (C) y en 25 mM K a diferentes [Cafe. Las barras indican media + ESM, n= 16, 8,
11, 15y 11 misculos, respectivamente. ANOVA p<0.01 en ambos parametros. Ver comparaciones

multiples por rangos en tabla 4.



109.

resultados que se graficaron en forma paramétrica (como media © BSM) en las Figs. 21 y 22, Sc
considerd para el andlisis el conjunto de datos obtenidos para cada condicion. Problemas como post-
contracciones (en condicion control) o muy escasa liberacion de calor (cn 25 mM y 0.5 mM Ca)
impidieron analizar las 5 condiciones en cada musculo. Se realizaron mayor numcro de experimentos
con la condicion de 2 mM Ca en el miocardio despolarizado y con la condicidn control.

Los ticmpos a la contraccion pico y la relacion --P/P no s¢ modificaron al aumentar la |Caje cn
25 mM K, manteniéndose similares al control. La relacion -P/P, aumentada por la despolarizacion, sc
mantuvo elevada y constante con el aumento de la [Caje (4.7 4 0.6,4.4 1: 04,38 1 0.2y 49 &
0.6, en 0.5, 1, 2 y 4 mM Ca respectivamente, ANOVA NS, Kruskal-Wallis NS). A pesar de ello, en
[CaJe= 4 mM, se enlentecid significativamente el tramo final de la rclajacion (ver Fig. 19¢). En 4 mM
Ca y 25 mM K, el tiempo total de la contraccion resulté en promedio de 1.95 1 0.08 s, valor que
excede significativamente al tiempo control (1.04 3 0.08 s, p<0.001).

Ll calor total liberado por latido experimenté una mayor variacion con la |Cale que el desarrollo
de fuerza (Fig. 23). Este comportamiento fue principalmente debido a las diversas magnitudes de H4
(Tabla 5). Este componente, que no se desarroll6 en 0.5 mM Ca, reaparccié en i mM Ca con

caracteristicas similares a las del latido control (Fig. 24a).
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FIGURA 22: Mdximas velocidades de contraccion (+P) y de relajacion (-P) desarrolladas por latidos
aislados en 7 mM K-0.5 mM Ca (C) y en 25 mM K a diferentes [Cale. Las barras indican media +
ESM, n= 16, 8, 11, 15y 11 misculos, respectivamente. ANOVA p<0.05 en ambos pardmetros. Ver
comparaciones multiples por rangos en tabla 4.



TABLA 4

aP
[Calc Control 0.5 1 2
05 1 *
1 1 *
2 1 *
4 1 * NS
b) IPL:
[Caje Conurol 0.5 1 2
05 1 *
I 1 *
2 1 *
4 1 * NS
¢) -P:
[Cale Control 0.5 1 2
05 1 *
] l * *
4 1 * * NS
d) -P
[Cale Control 0.5 1 2
05 1 *
1 1 NS *
2 1 NS * NS
4 1 NS * NS NS

Andlisis a posteriori por prueba de rangos de Mann-Whitney
(Siegel, 1990). * p<0.05, NS: no significativo.

111,
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FIGURA 23:  Registros miotérmicos digitalizados y superpuestos de latidos aislados en Krebs-7 mM
Ky 0.5 mM Ca (0), en Krebs-25mM Ky 0.5 mM Ca () y en Krebs-K25mM K y 4 mM Ca (a).
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En alta [Cale (2 y 4 mM), el registro miotérmico pudo ser ajustado, hasta el comicnzo del enfriamiento
final, a una combinacion de funciones dilusionales. Cuando sc empleé una suma de 4 funciones para
flujos de calor constante (Ec. 8) se obtuvieron ajustes que [ueron rechazados por pruebas de rachas. S¢
analiz6 entonces de modo preliminar la forma del pulso de flujo de calor gencrado a tiempos
prolongados. Para ello el registro calorimétrico digitalizado de un latido, comprendido entre los 40 s y
el inicio del enfriamiento final, se dividio punto a punto por la funcion difusional (segundo factor de la
Cc. 6, que describe la respuesta demorada del sistema). La curva resultante, que representa a la potencia
generada efectivamente en la cimara a cada tiempo, pudo ser ajustada en todos los casos a una funcion
exponencial creciente (r>0.98). En ningin caso la curva pudo ser ajustada a una luncion lincal
creciente. Por lo tanto, se utilizé una funcion difusional exponencialmente creciente para representar a
H4 en los registros miotérmicos que crecen a tiempos superiores al dc integracion (latidos en altas {Caje
y 25 mM K). El ajustc de esos registros miotérmicos a una suma de 3 funciones dilusionales para (Tujo
de calor constante (Ec. 8) mds una funcién para {lujo de calor exponencialmente creciente (Ec. 12) fue
satisfactorio (r>0.996 para n>107 puntos). Lucgo de la meseta, ¢l registro miotértico mostré un
decaimiento hasta el H,, cuya velocidad (0.009 + 0.001 s) resulté mds lenta que la determinada por
la constante calorimétrica (u). Esto indica que la desactivacion de esa fuente de calor es gradual, aunque
no se distingue la existencia de componentes durante la desactivacion. Dado que H4 es el tnico
componente que tiene generacién de calor mantenida es posible obtener su flujo de calor (1;14) constante
0 asintdtico a partir del correspondiente pardmetro de ajuste, como se explicé en el capitulo 7 (Ec. 6

y 12). Los flujos de calor H, crecieron con el aumento de la [Caje, como se muestra cn la Tabla 5.
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FIGURA 24: Ajuste de componentes energéticos en los registros miotérmicos digitalizados de latidos
aislados en Krebs-25 mM K:

a- Latido aislado en 1 mM Ca. Note la meseta final correspondiente a I114.

b- Latido aislado en 4 mM Ca. Note a H4 exponencialmente creciente y la diferente escala de

potencia.
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TABLA 5

Calor total por latido aistado y flujo de calor del cuarto componente del latido aislado cn las dilerentes
condiciones experimentales

Ha (ml).g") # [, (mW.g™") ## n
7 mM K- 0.5 mM Ca 30.7 4+ 3.5 0.183 + 0.024 16
25 mM K- 0.5 mM Ca 46 + 0.8 * 0 8

25 mMK-1 mM Ca 642 + 17.8* 0.305 + 0.075 11
25mMK-2 mM Ca 167.8 1 31.8 * 0.868 + 0.163 * 15
25 mM K-4 mM Ca 204.7 + 37.0 * 1.300 + 0.231 * 11

#y ##. ANOVA p<0.01; * p<0.001 respecto de 7 mM K-0.5 mM Ca
(por comparaciones de rangos de Mann-Whitney).

Las cnergias H1, H2 y H3 aumentaron con la [Ca]e hasta valores comparables al control (Fig.
25 y 26a). H4 se diferencié considerablemente de los otros componentes por tener una |Caje umbral
mayor que P o que las otras fracciones de calor y crecer relativamente mucho mds que cllos. En 4 mM
Ca, H4 llegé a representar alrededor de 15 veces el valor control (Fig. 20b). La Tilblfi 6 mucstra el
andlisis estadistico no-paramétrico a posteriori por rangos de Mann-Whitney aplicado a los resultados
que se graficaron en forma paramétrica (como media + ESM) cn las Fig. 25 y 20.

El tercer componente energético H3, tnico dependiente del desarrollo de fucrza en cl latido
aislado control, se correlaciond linealmente con P y con IPt al variar la [Caje en 25 mM K (Fig. 27).

Las pendientes de ambas correlaciones fueron NS diferentes de las de los latidos en condicidn control.
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comparaciones miltiples por rangos en tabla 6.
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TABLA 6

b) H2:
|Cale Control 0.5 1 2
05 1 *
1 1 NS *
2 1 N * NS
4 ] * k * *
b) H3:
[Cale Control 0.5 1 2
05 1 *
1 1 * *
2 1 N *
b) H4:
[Cale Control 0.5 1 2
0.5 1 *
1 I *
2 1 *
4 1 * *

Andlisis a posteriori por prueba de rangos de Mann-Whitncy
(Siegel, 1990). * p<0.05, NS: no significativo.
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FIGURA 27: Correlaciones de H3 con la presion desarrollada (a) y con la integral presion-tiempo (b)
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de latidos aislados en 25 mM K y diferentes [Ca]e.
a- pendiente= 0.238 + 0.015 m/.mN " mml.g", ordenada= 0.8 + 2.8 mJ.g", p<0.001.

b- pendiente= 0.57 + 0.09 mW.mN " mm’.g", ordenada= 2.3 + 2.7 mJ.g", p<0.001,
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5. Conclusiones

a- El aumento del ﬁ, del miocardio provocado por despolarizacion y aumento de la [Caje es
atribuible a la remocién activa de Ca'? ingresado por canales, con mantenimicnto del reposo mecdnico.

b- El similar comportamicnto de H1, H2, H3 y P del latido aislado ante la despolarizacion vy cl
aumento de la [Cale es compatible con la comin dependencia que los procesos de activacion y ciclaje
actomiosinico tienen respecto del Ca'? citosélico.

c- H3 estd asociado al ciclaje actomiosinico, ain en distintas condiciones que modifican al
inotropismo (longitud del misculo, variacion entre preparados, |K]c, |Cale).

d- La ausencia de H4 en el latido aislado en 25 mM K y 0.5 mM Ca sugicre que H4 no podria
ser la manifestacion de la resfntesis del ATP. El calor de la recuperacion mctabolica acrdbica estaria
contenido mayoritariamente en H3.

e- H4 representa una actividad Ca-dependiente pero se comporta cn forma difercnte a los otros
componentes de calor: requiere un umbral superior de [Caje y alcanza valores muy superiores al control.
Los resultados sugieren que H4 no seria dependiente del mismo Ca'? citosdlico aclivador de la

contraccion.

6.Hipdtesis a evaluar
Cabe preguntarse si el cuarto componente energético del latido del miocardio despolarizado ticne
¢l mismo origen que el de un latido control. Su desaparicion en 0.5 mM Ca cuando ain s¢ genera
fuerza, y su crecimiento con la [Ca)e cuando P estd saturada, sugieren que H4 scrfa la manifestacion
de algin mecanismo dependiente de Ca que no estd vinculado al ciclo de generacion de fuerza. La
mitocondria es un posible candidato, puesto que puede movilizar Ca'? con una cinética diferente a la de

los mecanismos intervinientes en la contraccion.
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Capitulo 11: Efec

1. Fundamentos y objetivos

El muy alto contenido en mitocondrias del miocardio (30-40% del volumen celular) refleja la
preponderante dependencia aerdbica del corazén. Por ello, el reemplazo del O, del medio por N, puede
ser empleado para disminuir la actividad mitocondrial. La actividad mitocondrial pucde estar vinculada
a la recuperacion de los niveles de fosfatos de alta energfa (Gibbs, 1969) o a cualquicr otro proceso
acoplado a la respiracion mitocondrial.

Con el objeto de evaluar la hipétesis de que en ¢l latido aislado en 25 mM K y alta |Cale, H4
tendria el mismo origen mitocondrial que en el latido aislado control, los corazones en condicion de 25

mM K y 2 mM Ca fueron sometidos a hipoxia severa.

El calor de reposo estacionario en 25 mM K y 2 mM Ca disminuy6 desde 7.0 - 0.4 mW.g"
hasta 2.2 + 0.5 mW.g"' (n= 7, p<0.001) a los 15 minutos del rcemplazo de O, por N,. La presion

intraventricular de reposo, en cambio, no se modificé por la hipoxia.

Una vez reemplazada la perfusion aerébica por la burbujeada con N, se electuaron latidos aislados
cada 5 minutos desde los 3 minutos del cambio. El calor total por latido aislado ¢n 25 mM Ky 2 mM
Ca disminuy6 considerablemente en el primer latido hipéxico, en cl que la P desarrollada fue
escasamente reducida (Fig. 28). Esa disminucion del calor total fue principalmente debida a la reduccion

de H4 (ANOVA p<0.01), que perdié sus caracteristicas de flujo de calor exponcencialmente crecicnte.
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FIGURA 28: a- Primeros 200 s de los registros miotérmicos digitalizados superpuestos de un latido
aislado en 25 mM Ky 2 mM Cu en presencia de O, (0), del primer latido aisludo obtenido a los 3
minutos de hipoxia (©) y del tercer latido hipoxico ().

b- Registros superpuestos de P correspondientes a los mismos latidos del inciso a-.
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FIGURA 29: Magnitudes de H4 y del calor total (Ha) liberado en un latido efectuado en 25 mM K y
2 mM Ca en presencia de O, y por los sucesivos latidos aislados hipoxicos. Las barras indican media
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124,

H4 descendié en el primer latido al 33 % de los 149 + 49 mJ.g"' (n=5) producidos ¢n presencia de O,,
mientras la presion desarrollada P s6lo se redujo al 84% de su valor acrisbico (Fig. 29 y 30). Este
comportamiento confirma la hipétesis del origen de H4 como una actividad acoplada a la respiracion
mitocondrial, disparada durante la contraccién y altamente dependiente de la [Caje en ¢l miocardio

parcialmente despolarizado.

En la condicion de aerobiosis, P y las diferentes energfas exhibicron magnitudes no significativa-
mente diferentes de las correspondientes a los latidos aislados cn 2 mM Ca presentados en las Fig. 21
a 26 (por prueba de rangos de Mann-Whitney). En los sucesivos latidos aislados clcctuados cada 5
minutos en 25 mM K, 2 mM Ca e hipoxia, P e IPt disminuyeron progresivamente (Fig. 30 y Tabla 7).
En el sexto latido hipéxico P alcanzé un 37 + 12 % del valor obtenido en acrobiosis. Este descenso [ue
mds pronunciado que el observado en 7 mM K-0.5 mM Ca, en quc P s6lo disminuy$ a un 67 1- 4 %
dc la P obtenida en O, (capitulo 9). No sc observaron modificaciones en la presion de reposo (ausencia
de contractura), en los tiempos de contraccién o relajacion, ni en las velocidadcs relativas -+P/P y -P/P.
Las energias de los tres primeros componentes disminuyeron progresivamente cn los sucesivos latidos

hipéxicos (Fig. 31 y Tabla 8).
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FIGURA 30: Disminucion progresiva de P e IPt en sucesivos latidos hipoxicos en 25 mM Ky 2 mM Ca.
Las barras indican media + ESM, n=5. ANOVA: p<O0.0l para ambos pardmetros. Ver las
comparaciones miltiples en tabla 7.
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TABLA 7

Comparacién de los pardmetros mecdnicos de latidos presentados cn la Fig. 30
en 25 mM K-2 mM Ca y aerobiosis (O,) y sucesivos latidos hipéxicos (N)

a) P:
0, N-1 N-2 N-3 N-4 N-5
N-1 T *
N-2 1 * *
N3 1 * * NS
N4 T * * * *
N-5 1T * * * NS NS
N6 [ * * * * NS NS
b) IPL:
0O, N-1 N-2 N-3 N-4 N-5
N-1 1T *
N-2 T * *
N-3 I * * *
N4 T * * * NS
N-5 1T * * * NS NS
N6 1 * * * NS NS NS

Andlisis a posteriori por prueba de rangos de Mann-Whitney.
* p<0.035, NS: no significativo, n=5 en cada condicion,
todas las condiciones en cada misculo.

La energia del tercer componente, H3, se correlaciond con las P gradualmente disminuidas por
el reemplazo de O, por N, en los sucesivos latidos (r=0.7988, p<0.001, Fig. 32). La pendiente dc esta
recla representa la energia vinculada al ciclaje actomiosinico por unidad de presion desarrollada en
hipoxia. Su valor (0.17 + 0.02 mJ.mN".mm”.g") resulté un 74 % del obtenido para igual condicién (25
mM K y 2mM Ca) en presencia de O, (pendiente: 0.23 + 0.08 mJ.mN'.mm’.g"', r=0.583, n=19,
p<0.01). Este resultado es similar al encontrado en los latidos aislados control en hipoxia y reitera la

vinculacion de H3 con los mecanismos de hidrdlisis del ATP actomiosinico y con al menos una fraccion
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FIGURA 31: Disminucion de HI, H2 'y H3 en los sucesivos latidos aislados hipoxicos en 25 mM K y
2 mM Ca. Barras indican media + ESM, n=5. ANOVA: p<0.01 para los tres pardmetros. Ver las
comparaciones multiples en tabla 8.



de su correspondiente recuperacion metabélica acrébica.

TABLA 8

en 25 mM K-2 mM Ca y aerobiosis (O,) y sucesivos latidos hipéxicos (N)

a) HI:
0, N-1 N-2 N-3 N-4 N-5
N-1 I NS
N-2 I NS NS
N-3 1 * NS
N4 T * * NS NS
N-5 I * * * * NS
N6 1 * * * * NS NS
b) H2:
0, N-1 N-2 N-3 N-4 N-5
N-1 T NS
N-2 I NS NS
N-3 T NS NS NS
N4 1 * * * NS
N-5 1 * * * NS
N6 1 * * * * NS
c) H3:
0, N-1 N-2 N-3 N-4 N-5
N-1 T NS
N2 I * *
N_3 I ke b3 %
N4 1 * * * NS
N-5 1 * * * NS NS
N6 I * * * * NS NS

Andlisis por prueba de rangos de Mann-Whitney.

* p<0.05, NS: no

significativo, n=5 en cada condicion, todas las condiciones en cada musculo.

128.
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FIGURA 32: Correlacion de H3 vs. P de los sucesivos latidos aislados hipoxicos obtenidos a partir de
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musculos en 25 mM K, 2 mM Ca y aerobiosis (y= 0.23 x + 0.3).
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Los tres primeros componentes energéticos del latido aislado en 25 mM K y 2 mM Ca
disminuyeron en proporciones similares al desarrollo de fuerza en los sucesivos latidos hipoxicos (Fig.
31). Esto estd de acuerdo con el origen comun de los eventos vinculados al desarrollo de fuerza (H3)
y los de activacion (H1 y H2). La disminucién de H1 y H2, sugiere que la caida progresiva de P

provocada por la hipoxia estarfa asociada a una disminucién de la disponibilidad de Ca citosolico.

5. Conclusioncs

a- La contundente dependencia aerdbica de H4 permite caracterizarlo como una manifestacion
térmica estrechamente acoplada a la respiracion mitocondrial.

b- La ausencia de contractura y de cambios en la relacion -P/P durante la hipoxia severa sugierc
que las reservas de ATP no estarian agotadas.

c- La dependencia de H3 respecto de la fuerza generada en 25 mM K c¢ hipoxia reitera su
vinculacién con la actividad ATPasa actomiosinica cualquiera sea la condicion que modifique cl
inotropismo, y ratifica la existencia en H3 de una fraccion del metabolismo de recuperacion.

d- La disminucién progresiva que la hipoxia provocé en H1 y H2 sugiere que ¢l inotropismo

negativo observado en la hipoxia estd asociado a la disminucion de la disponibilidad de Ca citosélico.
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Capitulo 12: Efcctos del bloqueo de los canales de Ca sobre ¢l comportamicnto mecdnico-cnergético

de un latido

1. Fundamentos y objetivos

De lo descripto en los capitulos precedentes surge que H4 (proceso o procesos acoplados a la
respiracion mitocondrial) se activa durante una contraccién tanto e¢n condicion control como en cl
miocardio despolarizado, por lo que no es dependiente de la corricnte de Na'. Podria hipotetizarse una
vinculacion de H4 con la corriente de Ca. Para analizar la vinculacion de H4 con la corriente de Ca se
estudid el comportamiento de los latidos aislados cn el miocardio despolarizado y cen ¢l control frente
al tratamiento con verapamilo. El verapamilo es una droga que bloquea principalmente a los canales dc¢
Ca en el estado inactivado (Kanaya y col. 1983) por lo que su clecto es dependicnte del potencial de

membrana.

En 5 experimentos se efectuaron latidos aislados en la condicién de despolarizacion parcial
(Krebs-K25) y 2 mM Ca, antes y después del agregado de verapamilo 0.4 pM a la perfusion. Tanto P
como las energias de los 4 componentes de los latidos aislados previos al tratamicnto con verapamilo
fueron no significativamente diferentes de los correspondientes a los latidos aislados en 2 mM Ca
mostrados en las Fig. 21 a 26 (por prueba de rangos de Mann-Whitney). El primer latido aislado
efectuado en presencia de verapamil desarrolld, en promedio, el 60 % de la P que tenia cn su ausencia
(Fig. 33 y 34). No hubo diferencias significativas en los promedios de P o de las energias de los 4
componentes entre los sucesivos latidos obtenidos en cada musculo en presencia de verapamilo (Fig. 34

y 35, Tablas 9 y 10). Esta caracteristica, sumada a la elevada dispersion estadistica de los promedios,
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FIGURA 34: a- Efectos de 0.4 uM de verapamilo sobre P, 111y 112 de los sucesivos latidos efectuados
en 25 mM Ky 2 mM Ca (0 indica sin verapamilo), las barras expresan medias 1- ESM de 5, 5, 4y 2
latidos, respectivamente. ANOVA: p<0.0l para P, Hl y H2. Las comparaciones mitiples se analizan

en la tabla 9.
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sugicre que cl bloqueo responderia a otra variable diferente del nimero de sucesivos latidos.
Por otra parte, el grado de disminucion de H4 (cay6 al 12 % cn cl primer latido) (Fig. 35) fuc

mucho mayor que los de los otros tres componentes de calor y de P

TABLA 9

latidos aislados en 25 mM K-2 mM Ca (O) y sucesivos latldOS‘ tr aldd()s con verapamilo (V)

a) Comparaciones miiltiples de P:

(0) V-1 V-2
V-1 *
V-2 1 * NS
V-3 1 * NS NS

b) Comparaciones miiltiples de H1:

(0] V-1 V-2
V-1 1 NS
V-2 1 NS NS
V-3 1 * NS NS

¢) Comparaciones multiples de H2:

(0] V-1 V-2
V-1 1 *
V-2 1 * NS
V-3 1 * NS NS

Andlisis por prueba de rangos de Mann-Whitney.
* p<0.05, NS: no significativo; n=5, 5, 4y 2
para O, V-1, V-2 y V-3 respeclivamente.
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FIGURA 35: Efectos de 0.4 uM de verapamilo sobre H3 y 114 de sucesivos latidos efectuados en 25 mM
Ky 2 mM Ca (0 indica sin verapamilo), las barras expresan medias + ESM de 5, 5, 4 y 2 latidos,
respectivamente. ANOVA.: p<0.01 para H3 y p<0.00] para I14. * no significativamente diferente de
cero. Las comparaciones miitiples se analizan en la tabla 10.



a) Comparaciones multiples de H3:

Q V-1 V-2
V-1 *
V-2 1 * NS
V-3 1 * NS NS

b) Comparaciones multiples de H4:

(0] V-1 V-2
V-1 1 *
V-2 1 * NS
V-3 1 * NS NS

Andlisis por prueba de rangos de Mann-Whitney.
* p<0.05, NS: no significativo; n=5, 5, 4y 2
para O, V-1, V-2 y V-3, respectivamente.

Dado que el verapamilo bloquea a los canales en estado inactivado, sc hipotetizo que su efecto
sobre los latidos aislados podria ser consecuencia de un blogueo de los canales durante ¢l reposo previo
y no ser debido al mimero de estimulaciones. Como se presento en el capitulo 10, ¢l verapamilo inhibié
progresivamente al H, en25 mM K y 2 mM Ca. Para evaluar la hipétesis se analiz ¢l desarrollo de P
del primer latido aislado efectuado en cada misculo en funcién del tiempo de exposicion al verapamilo.
P disminuyé en forma monoexponencial en funcion del tiempo dc bloqueo (r=0.898, p<0.001,
pardmetro pre-exponencial: 42.0 + 2.7 mN.mm?, constante: -0.09 1+ 0.02 min™'). Luego se analizaron
conjuntamente las P de los dos o tres latidos sucesivos obtenidos en cada musculo cn funcidn del tiempo
de exposicion al verapamilo. No se obtuvieron diferencias entre los pardmetros dc la funcion de ajuste

monoexponencial del conjunto de latidos y los respectivos pardmctros de ajuste del primer latido aislado
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(Fig. 30a, Tabla 11). Esto implica que el grado de bloguco es principalmente funcion del tiempo de
exposicion a verapamil del tejido despolarizado, y no del nimero de latidos aislados clectuados. Los
componentes de calor H1, H2 y H3 exhibieron constantes exponenciales de tiempo de bloqueo similares
a la de P y pardmetros pre-exponenciales similares a sus respectivos valores ¢n ausencia de verapamil
(Fig. 36b y 37, Tabla 11). Al igual que por variacion de la [Caje, las energias del tercer componente
resultaron correlacionarse con P (r=0.696) y con 1Pt (r=0.672) con pendicnics cstadisticamente no
diferentes de las obtenidas a [Cale constante o por variacion dc la |Ca]e.

A diferencia de los otros componentes, H4 fue inhibido por el verapamilo cn forma independiente
del tiempo (Fig. 38) aiin en los latidos en que P fue escasamente afectado. Esto indica que H4 cs mds
sensible al bloqueante cdlcico que P.

Los efectos del verapamilo en 25 mM K, que no revirtieron por el reposo entre latidos, pudieron
ser revertidos después de 5 minutos del cambio a la [K]c de 7 mM, ain en presencia de verapamilo. Los
pardmetros mecdnicos y energéticos aumentaron alrededor de 10 veces en el primer latido efectuado
después del cambio desde 25 mM K-2 mM Ca a 7 mM K-0.5 mM Ca, ambos ci presencia de
verapamil. El primer latido en 7 mM K posterior al bloguco recuperd cualitativamente el patrén
energético de un latido aislado control con reaparicion del cuarto componente. Los pardmetros mecdnicos
y energéticos resultaron en promedio un 66.4 + 3.4 % de los correspondicntes al latido aislado control

inicial previo a la despolarizacién y el bloqueo con verapamilo.
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FIGURA 36: Dependencia de la presion desarrollada (a) y del componente de calor asociado a la misma
(b) respecto del tiempo transcurrido en presencia de verapamilo en el miocardio despolurizado y 2 mM
Cu. En (a) se muestran con distintos stmbolos los puntos correspondientes ul lo., 20. y 3r. latido
aistado efectuado en cada musculo.
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FIGURA 37: Dependencia de los dos primeros componentes de calor de un latido cfectuado en 25 mM
Ky 2 mM Ca respecto del tiempo transcurrido en presencia de verapamilo.
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FIGURA 38: Variacion del cuarto componente de calor de un latido aislado efectuado en 25 mM K y
2 mM Ca respecto del tiempo transcurrido en presencia de verapamilo.



141,

TABLA 11

Bloquco de los pardimetros mecdnico-energélicos de los latidos aislados
cen el miocardio despolarizado y 2 mM Ca dependicnte del ticmpo de
cxposicion al verapamilo.

Funcién dc ajuste: A= A, . ¢

Pardmctro A, b (min™) r Sin verapamilo

P (mN.mm?) 42.6 1-2.86 0.118+0.024 0910 41.4 13.43
H1 (mJ.g") 3.85+0.55 0.134+0.056 0.737 3.351-0.73
H2 (mJ.g") 4.7340.45 0.163+0.045 0.845 4.7540.70

H3 (mJ.g') 10.5 1:1.06 0.13340.040 0.797 10.9 4-1.51

En todas las correlaciones: p<0.001

3. LCfectos del verapamilo sobre el latido_aislado en condicion control

El componente H4 representa a una actividad estrechamente acoplada a la respiracion
mitocondrial tanto en el latido aislado control como cn el latido aislado del miocardio despolarizado. Sin
cmbargo, hay diferencias considerables de magnitud entre ambas condiciones. Estas diferencias estdn
vinculadas al Ca en el miocardio despolarizado. Para determinar si H4 del latido aislado control tambicén
estd vinculado al influjo de Ca por canales se analizaron latidos aislados con variable grado de blogquco.
El verapamilo no bloqued a un latido pos.lerior a un reposo mayor de 5 minutos en ¢l miocardio
polarizado (7 mM K). Por lo tanto, en primer lugar se debid estimular repetidamente al misculo para
conseguir el bloqueo y utilizar una dosis un orden de magnitud superior. La estimulacion a 0.2 Hz cn

presencia de verapamilo 4 pM anuld el desarrollo de fuerza cn cl tercer a cuarto latido del tren.
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FIGURA 39: Reversion del bloqueo inducido por verapamilo en el desarrollo de presion (P) y en la
energia H4 de un latido aislado en 7mM Ky 0.5 mM Ca después de diversos periodos de reposo (n=
0, 4, 5y 4, respectivamente). Ver el andlisis estadistico en la tabla 12.
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TABLA 12

latidos cn 7 mM K-0.5 mM Ca y verapamilo luego de variables periodos de reposo.

a) Comparaciones miultiples de P:

<1 min 1-2 min >2 min
1-2min] NS
>72 min 1 * NS
control 1 * * NS

b) Comparaciones miiltiples de H4:

<1 min 1-2 min >2 min
I-2min]I NS
>2 min | * *
control 1 * * NS

Andlisis por prueba de rangos de Mann-Whitney (Siegel, 1990).
* n<0.05, NS: no significativo; n=6, 4, 5y 4 en <1 min,
1-2 min, >2 min y control, respectivamente.
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Seguidamente, se suspendid la estimulacion permitiendo reposos mecdnicos de variable duracién
(mayores de 50 s). Luego de ese periodo, y registrando el trazado miotérmico, s¢ electué un latido
aislado. Ese protocolo se realizé repetidamente en 4 misculos. P y las cnergias de los cuatro
componentes de los latidos previo al tratamiento fueron no significativamente diferentes de los
presentados en la Tabla 1 (por prueba de rangos de Mann-Whitney). Lucgo del bloquco con verapamilo,
P se recuperé cn forma dependiente de la duracion del reposo posterior al blogueo (Fig. 39). La Fig.
39 muestra que H4 tuvo una cinética de recuperacion (t,, > 2 min) mucho mds lenta que P (t,, <1 min).
Los otros componentes de calor fueron desbloqueados en tiempos y grados comparables a los de P (Fig.
40).

Los resultados indican que los componentes energéticos asociados a la activacién por Ca*? (H1
y H2) y al ciclaje actomiosinico (H3) dependerian del mismo Ca ' activador de la contraccion disparado
por el influjo de los canales de Ca. En cambio, el efccto en H4 estarfa manilestando que ¢l proceso
celular asociado al mismo serfa inhibido por verapamil por una via diferente al bloquco de la corriente

de Ca.
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FIGURA 40: Reversion del bloqueo inducido por verapamilo en las energias 111, 112 y 113 de un latido
aislado en 7mM K 'y 0.5 mM Cu después de diversos periodos de reposo (n— 6, 4, 5y 4, respectiva-
mente). Ver el andlisis estadistico en la tabla 13.
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TABLA 13

Comparacion de los pardmetros mecdnico-energéticos presentados cn la Fig. 40
latidos en 7 mM K-0.5 mM Ca y verapamilo luego de variables periodos de reposo.

a) Comparaciones miiltiples de H1:

<1 min 1-2 min >2 min
1-2 min I NS
>2 min ] NS NS
control 1 * * *

b) Comparaciones miiltiples de H2:

<1 min 1-2 min >2 min
1-2minl NS
>2 min | * *
control 1 * * NS

c¢) Comparaciones multiples de H3:

<1 min 1-2 min >2 min
1-2 min 1 NS
>2 min | NS NS
control 1 * * NS

Andlisis por prueba de rangos de Mann-Whitney.
* p<0.05, NS: no significativo; n=6, 4, 5y 4 en <1 min,
1-2 min, >2 min y control, respectivamente.

4. Conclusiones:
a- El grado de bloqueo de los pardmetros mecdnico-encrgéticos por ¢l verapamilo en el miocardio
parcialmente despolarizado es funcién del grado de bloqueo de los canales de Ca activados durante el
reposo mecdnico previo y no depende del nimero de estimulaciones previas.

b- Los procesos de activacion por Ca'’ (manifestados en H1 y H2) y dc acoplamiento
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actomiosinico y recuperacion metabglica (asociados a H3) dependerian, al igual que ¢l desarrollo de
fuerza P, del mismo Ca'? activador dependiente de la corriente de Ca'* (pues exhiben iguales cinéticas
de bloqueo y desbloqueo por el verapamilo).

¢- H4 fue inhibido por el verapamilo ain cuando P fue escasamente inhibido en ¢l miocardio
despolarizado y se desbloqueé mucho mds lentamente que P al retornar a la condicion control. Ambos
resultados sugieren que ¢l mecanismo asociado a H4 serfa dircctamente afectado por ¢l verapamilo,
mediante una via diferentc a la del bloqueo de la corriente de Ca que dispara la contraccion.

d- Con un prolongado reposo en el miocardio repolarizado, ¢l bloqueo por verapamilo debido
a despolarizacién o estimulacién repetida fue revertido. Esto implica que, tanto los eventos del ciclo
contrdctil como la actividad Ca-dependiente acoplada a la respiracion mitocondrial, responden a la

reversion del bloqueo del influjo de Ca y/o a la remocion del verapamilo de sus sitios de accion.



DISCUSION
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Capitulo 13: Vinculacién de los componentes energéticos con mecanismos celulares de una contraceign

miocdrdica:

Esta tesis analiza ¢l patrén mecdnico-energético de contracciones musculares cardfacas. De ese
andlisis es posible extraer conclusiones acerca de la utilizacion de la encrgia quimica por diversos
eventos celulares.

Cuando un misculo es colocado en el interior de la cdmara del calorimetro de flujo utilizado
(Ponce-Hornos y col., 1982a), se registra un flujo de calor constante (calor de reposo) que representa
al metabolismo basal. Durante la contraccion, el registro del flujo de calor revela la existencia de varios
componentes miotérmicos sobre el flujo de calor de reposo (Fig. 3 y 4). La diferenciacion dc
componentes individuales en las respuestas miotérmicas ha sido abordada hasta ¢l momento mediante
un andlisis originalmente propuesto por Bugnard en 1934 y aplicado a las mediciones efectuadas con
termopilas (Alpert y Mulieri, 1982a). Dado que ese andlisis asume sccucncialidad entre los componentes
miotérmicos (ver capitulo 3, punto 5) su aplicacién implicaria asumir que ciertos eventos celulares se
producirfan luego de finalizada la contraccion. Por ejemplo, la aplicacion del andlisis de Bugnard al
registro calorimétrico de un latido aislado asumiria que las fracciones de calor que registran su mdximo
a =10sy =100 s, comenzarian a generarse después de =15y =10 s, respectivamentc. Considerando
que dichas fracciones pueden incluir (como posteriormente se demostrd) el calor asociado al ciclaje
actomiosfnico resulta imposible asumir tal desfasaje entre los cventos dc una contraccion. La
imposibilidad de aplicar ese método al registro miotérmico de un latido aislado hizo nccesario analizar
como responde el sistema calorimétrico a generaciones de calor de corta duracion, del orden de las
asociadas a los eventos de una contraccion.

Dado que el sistema calorimétrico empleado (Ponce-Hornos y col. 1982a) intcgra la respucsta
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a un flujo de calor liberado con una cierta demora (Ponce-Hornos y col., 1992) cl andlisis de las
gencraciones cortas de calor requirié un estudio previo. Registros calorimétricos a alta sensibilidad
mostraron la existencia de una sigmoidicidad inicial en la respuesta a un flujo de calor mantenido y
constante. Esta respuesta pudo ser representada por una funcidn difusional para Idmina plana (Crank,
1956), que considera un retardo exponencial en la deteccion del flujo de calor por las unidades
termosensibles. Siempre que se considere el registro calorimétrico mientras estd activada la fuente de
calor, la funcion difusional permite estimar la potencia que estd sicndo liberada (Fig. 6). Cuando la
generacion de calor es prolongada, la liberacion de un flujo de calor constante se reflcja en una meseta
luego de alrededor de 80 a 100 s. Por el contrario, una respuesta calorimétrica crecicnte a tiempos
mayores al de integracion refleja el crecimiento en el flujo de calor liberado dentro de la cdmara. En
cualquiera de esas generaciones de calor mantenidas, las correspondientes funcioncs difusionales
permiten estimar pardmetros como el flujo de calor (constante 0 mdximo) o la velocidad de aumento
lineal 0 exponencial del mismo. Es decir que, para los eventos exotérmicos que duran mds que el tiempo
de integracidn, el registro calorimétrico refleja la cinélica del proceso.

En el caso de que las generaciones de calor sean de corta duracién (inferior al ticmpo de
integracion de la respuesta) la potencia constante liberada ain pucde estimarse sicmpre que se considere
el periodo previo a la desactivacién de la fuente de calor (Fig. 0). Esto requiere saber cudndo se
desactiva el evento exotérmico. Si se trata de los eventos celulares de una contraccion, ¢l tiempo de
desactivacion de los mismos es desconocido. Tampoco se conoce la forma del pulso dc calor liberado
por un evento celular. El hecho de que se desconozca la duracién del pulso de calor corto no impide
estimar la energfa liberada en el mismo, 1a cual puede calcularse integrando la funcion de ajuste hasta
el tiempo de mdxima respuesta de calor (Ec. 8 y 10, Fig. 7). Por otra parle, cs posible calcular la

energfa liberada en un pulso corto independientemente de la forma del mismo. Esto implica que
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cualquiera que sean la duracién o la forma del pulso corto de calor, es posible calcular la energia que
se debid liberar en la cdmara para producir una dada inflexion ascendente del registro calorimétrico. Por
lo tanto, el método de resolucién de componentes permite calcular la energia liberada por un cvento
celular de corta duracién sin especular acerca de la duracién del proceso ni de la forma del pulso de
calor.

En una respuesta calorimétrica formada por varios mdximos y puntos dc inflexion, la
diferenciacion de componentes de calor puede ser efectuada por ajuste del registro a una combinacién
lineal de funciones difusionales simples. Esta combinacion resulté efectiva en la determinacion del
mimero y de las energfas individuales de diversas fuentes de calor aplicadas simultincamente dentro de
la cdmara con diferentes tiempos de desactivacion. Un desfasaje de 200 ms en ¢l tiempo de aplicacion
de dos fucntes no origino diferencias en la respuesta calorimétrica respecto de la aplicacion simultdnea.
De acuerdo a csto es posible asumir, en este rango, inicios de generacion simultincos en los
componentes de calor de una contraccion miocdrdica. Esto es importante, ya que si bien la union de Ca
a TnC y el ciclaje actomiosinico podrian iniciarse desfasados, cste desfasaje seria menor que 200 ms
(Chapman, 1983). A pesar de esto, en ocasiones se han elegido arbitrariamente los tiembos de duracion
o desfasaje (Alpert y Mulieri, 1982a). Esta arbitrariedad es probablemente involuntaria y surge de la
utilizacién del método de Bugnard que implica andlisis secuencial.

Una combinacidn lineal de tres componentes difusionales transitorios mds uno mantenido por
alrededor de 80 a 150 s fue estadisticamente la mejor resolucion obtenida para las curvas de calor de
un latido aislado. En el calor liberado por un latido en estado estacionario se difcrenciaron temporalmen-
te tres componentes y una fraccion suprabasal calculable por diferencia. Eso implica una resolucion con
un mayor nimero de componentes que el descripto hasta el momento ¢n una contraccion miocdrdica

(Mulieri y Alpert, 1982; Chapman y Gibbs, 1974). Con el método de las termopilas sc ha logrado la
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resolucién de dos componentes y una fraccion calculable por diferencia en una contraccién estacionaria
(Alpert y Mulieri, 1982a). El componente descripto en esta tesis como H4 no fue detectado por cl
método de las termopilas y se lo inclufa en la fraccion diferencia. La razon principal ¢s que con las
termopilas no se realizan mediciones a tiempos tan prolongados después de una contraceion
(generalmente no se determinan contracciones aisladas) o después del cesc de la estimulacion
estacionaria. Eso dltimo se ha debido fundamentalmente a que, para efectuar la medicién, el misculo
debe ser removido del bafio con lo que periodos prolongados de medicion podrian generar perfodos
"isquémicos"”. Por otra parte, con los métodos de termopilas se ha utilizado la eliminacién del desarrollo
de fuerza para registrar s6lo el calor de eventos independientes de la misma (por pre-acortamiento, con
hiperosmolaridad, o por liberacion rdpida) (Mulieri y Alpert, 1982; Gibbs y col., 1988, ver
Introduccion). En cambio, ¢l método aqui utilizado permitio, en presencia de desarrollo de fuerza, la
cuantificacion simultinea de diversas fracciones. Esto implica una menor interferencia en los cventos
determinantes del calor independiente de la fuerza, como la liberacién de Ca'?; su unién a TnC o la
actividad de las bombas de Ca. Como se mencionase, el método de las termopilas somete al musculo
a una condicién mds injuriosa ya que el musculo debe ser removido de la soluciéon en que estaba
sumergido antes de efectuar la medicion. Esto s6lo permite estimular al misculo repetidamente durante
un corto periodo fuera de la solucion (Alpert y Mulieri, 1982a; Gibbs y col., 1988).

Las mediciones calorimétricas del calor de reposo del ventriculo de rata (4.1 1- 0.2 mW.g")
resultaron similares a las reportadas por el método de las termopilas en ventriculo de rata (Holubarsch
y col., 1985) y en células aisladas de ventriculo de rata (Ponce-Hornos y col., 1990). El calor total
promedio por latido estacionario (14.2 mJ.g") es similar al reportado en el misculo papilar de rata
estimulado a 0.2 Hz (12.5 a 15 mJ.g") (Holubarsch y col., 1982; Holubarsch y col., 1985).

En el ciclo contraccion-relajacion cardiaco, los eventos celulares obligados que producen
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liberacion de calor al hidrolizar ATP son el ciclaje actomiosinico y la remocion activa de iones,
principalmente Ca*?. Ademds, la unién de Ca*? a sitios enlazantes especificos (TnC) ¢ inespecilicos y
la actividad mitocondrial de sintesis del ATP consumido son proccsos cxotérmicos. Un dnico
componente (H3) resulté correlacionable linealmente con la presién intraventricular desarrollada (P) y
con el mantenimiento de la misma (IPt) y por ende vinculable al ciclaje actomiosinico. La correlacién
fue similar para latidos aislados y estacionarios, 1o cual indica que los cambios inotrépicos dependientes
de la frecuencia no modifican la economia muscular. La relacién H3/P (0.23 mJ.mN"'.mm*.g") fue
comparable a las estimaciones de calor por unidad de fuerza obtcnidas por otros métodos (0.22 a 0.33
mJ.mN"'.mm?’.g") (Alpert y Mulieri, 1982a; Gibbs, 1987). Estas cstimacioncs provicnen de la pendicnte
de la relacion de calor total vs. fuerza en papilar de conejo en estado estacionario pre-acortado
gradualmente. Puesto que H3 es el tnico componente del calor total que varfa con P, la relacién H3/P
puede ser comparada con aquellas estimaciones. Expresada la relacion H3/P en su forma adimensional
(P/H3*6,0) S€ Obtiene ¢l "coeficiente isométrico de calor” (CIQ) como indice de la economia
muscular. Los resultados muestran un CIQ= 4.1 + 0.5 (bngeao= 1.06 g/cm?®, Hill 1965) para los latidos
aislados y estacionarios en condicién control (7 mM K y 0.5 mM Ca). Pucsto que en el misculo
esquelético es donde mejor se ha podido separar la fraccién de calor asociada al ciclaje actomiosinico
respecto de las fracciones independiente de la fuerza y de recuperacion, su CIQ scria la mejor estimacion
de economia muscular para el desarrollo de fuerza. En el musculo esquelctico s¢ han descripto CIQ de
8 a 10 (Hill, 1965; Alpert y Mulieri, 1982a). El CIQ obtenido en los presentes resultados estd muy
alejado de ese valor, lo cual sugiere que H3 contendrfa una fraccion de calor mayor que la liberada sélo
por el ciclaje de ATP actomiosinico. De hecho, en los experimentos realizados en hipoxia el CIQ
aumenté a 5.5, indicando que parte del calor contenido en H3 es sensible al O, y posiblemente debido

a la resintesis de ATP por fosforilacion oxidativa. El CIQ obtenido en la hipoxia avn cstd alejado del
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de 7.9 cstimado en musculo cardfaco a partir. del consumo de fosfocreatina en anoxia (Pool y
Sonnenblick, 1967) o del reportado para misculo csquelético. Es posible que la diferencia se deba a la
falta de eliminacidn total de la fraccion de recuperacion. Esto puede deberse a una permancncia del O,
del medio (por permeacion a través del sistema y la atmdsfera circundante) y/o a la estimulacion de la
glicolisis anaerdbica (Ponce-Hornos y col., 1982a). En este sentido, el flujo de calor de reposo obtenido
en hipoxia (2.9 + 0.5 mW.g") fue superior al esperable para la formacion anacrdbica de lactato medida
en el miocardio (Ponce-Hornos y col., 1982a; Dietrich y Elzinga, 1992). Por lo tanto, el calor de reposo
indica la existencia de una utilizacion de energia quimica adicional a la esperable s6lo para el
metabolismo anaerébico. Una posible contribucion aerdbica podria entonces explicar la cscasa
disminucién de la relacion H3/P durante la hipoxia.

Existe una gran indefinicién en la bibliografia especializada acerca de cudndo se recupera ¢l ATP
consumido en un latido cardfaco. Mientras que Gibbs asume cierto grado de simultancidad (Gibbs y
Chapman, 1979a), Alpert y col. sostienen la hipétesis de no diferenciacion temporal (Alpert y Mulieri,
1982a; Holubarsch y col. 1982). Los presentes resultados muestran que dos componentes, H3 y H4, son
sensibles a la hipoxia. Sin embargo, en el caso de H4 existen resultados que hacen dificil su delinicion
como fraccion responsable de la recuperacion. Entre ellos cabe destacar la independencia de H4 respecto
de la demanda (no crece linecalmente con el nimero de latidos repetidos ni con P), su escasa
participacion en el latido de un tren estacionario (la FSB es un 15% del calor por latido) o su virtual
desaparicion en el latido obtenido en el miocardio despolarizado y 0.5 mM Ca. Por lo tanto, cl calor
de recuperacion del ATP deberia estar mayoritariamente contenido en H3, pucsto quc H1 y H2 no
disminuyeron por hipoxia. La relacién entre las entalpfas de hidrélisis y de resintesis de ATP es
alrededor de 1:1 (Curtin y Wooledge, 1978). Si H3 reflejara el ciclaje actomiosinico y la recupcracion

de todo el ATP consumido (incluido el utilizado en la remocién de Ca** manifestada como H2), el calor
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correspondiente al ciclaje actomiosinico resultaria aproximadamente igual a (H3-112)/2. Lixpresada esa
fraccion de calor como cociente respecto de P, sc obticne un CIQ de alrededor de 11, Este valor es
comparable al descripto para misculo esquelético (Hill, 1965). Esto sugicre que, dentro de los limites
de deteccion de este sistema calorimétrico, la recuperacion parece desarrollarse simultdncamente con ¢l
ciclaje actomiosinico (en H3).

El hecho de que H1 y H2 sean independientes de la fuerza dcsarrollada y aparczcan
tcmpranamente los sefalan como candidatos al que en musculo esquelético ha sido definido como "calor
de activacion” o "calor independiente de la fuerza” (Hill, 1965; Mulicri y Alpert, 1982; Gibbs y col.,
1988). En miisculo esquelético se ha informado, a 0° y 15 °C, la existencia d¢ dos componentes en el
calor independiente de la fuerza medido por estiramiento del musculo (Mulicri y Alpert, 1982). Los
mismos han sido adjudicados a unién de Ca a TnC y a la remocidn citosélica del mismo, respectivamen-
te, y guardan una magnitud relativa de 0.4:0.6 (Mulieri y Alpert, 1982). La misma difcrenciacion ha
sido mucho menos notoria y de menor magnitud en el calor de activacién medido c¢n papilar en medio
hiperosmoético (Mulieri y Alpert, 1982). En general, (H1 -+ H2) resulta supcrior a las estimaciones
obtenidas por pre-acortamiento gradual (1.6 mJ.g") o por el método de manitol hiperosmotico (1.1 ml.g
") en el papilar de rata (Loiselle y Gibbs, 1979; Mulieri y Alpert, 1982; Gibbs y col., 1988). Estas
intervenciones han sido criticadas por alterar la liberacién de Ca*? (Gibbs y col., 1988). La condicion
de longitud ¢ptima es mantenida durante la activacion del misculo en el método de "quick-release™ (el
muisculo es activado a longitud éptima y luego es rdpidamente acortado a fin de cvitar ¢l desarrollo de
fuerza). Si bien no se han informado valores de calor de activacion en ventriculo de rata por ese método,
las mediciones realizadas en papilar de conejo (2.6 a 4 mJ.g"' segun la [Caje) son mds clevadas que las
obtenidas en el mismo tejido por pre-acortamiento o hiperosmolaridad (Gibbs y col., 1988). Asf, la

conservacion de la osmolaridad y de la longitud éptima rinde valores de calor de activacion mds elcvados



que los tratamientos que alteran esas condiciones. En los presentes cxperimentos, la magnitud conjunta
H1 + H2 (4.4 a 4.8 m).g") y la magnitud relativa (H1 es el 40 % de la suma) rcsultan compatibles con
las estimaciones de calor de activacion de misculo esquelético obtenidas por Homsher (1.02 mcal.g™)
y por Mulieri y Alpert (0.87 mcal.g") (Mulieri y Alpert, 1982). A esto debe agregarse que las posibles
evaluaciones han sido efectuadas sin alterar al musculo en su longitud inicial o cn su capacidad de
generar fuerza.

Los latidos efectuados a diversas [Cale en 25 mM K mucstran que H1 y H2 son dependientes
de la [Ca]e (Fig. 25). Los resultados estin de acucrdo con la hipitesis plantcada por Mulieri y Alpert
de que las dos fases de calor de activacion de musculo esquelético se asociarian a la unién de Ca a TnC
y a la remocidn de Ca, respectivamente (Mulieri y Alpert, 1982). La unién de Ca a TnC conduce a un
aumento de la presion intraventricular desarrollada. Ademds, la ausencia de H1 en ¢l calor liberado por
la extrasistolia indica que el proceso, cuya manifestacion térmica es H1, no se activa por ¢l segundo
estimulo pareado (Fig. 15 y 16). La coincidencia de que esta extrasistolia no se¢ acompaiie de cambios
en la P generada (que a longitud constante implicaria que tampoco existen cambios en la unién de Ca
a TnC) refuerza la asociacion de H1 con el calor de unién de Ca*? a TnC.

Cdlculos aproximados de calor de la unién de Ca a Tn-C y de la remocion del Ca*? citosolico
pueden cotejarse con los valores obtenidos de H1 y H2. La liberacién de calor para la saturacion de la
TnC con Ca*? serfa de 2.6 a 3.2 mJ.g" (asumiendo 0.1 g miofibrillas.g" de misculo, una entalpfa de
unién Ca-TnC de -26 a -32 kJ.mol" de sitio de unién de Ca, una estequiometria de 1 Ca** : 1 Tn-C y
1 pmol Ca.g"' de miofibrillas; Hofmann y Fuchs, 1987; Imaizumi y col., 1990; Mulicri y Alpert, 1982).
El valor promedio de H1 obtenido en condicién control (1.9 ml.g"') sugeriria un 59 a 73 % de
saturacion de la TnC. Este grado de saturacion de Tn-C es compatible con cl valor de P promedio

medido de 33.4 mN.mm?, puesto que en fibra pelada se ha reportado un 70 % de saturacion de TnC



para este rango de fuerza (Hofmann y Fuchs, 1987). Por lo tanto, los valores de H1 también son
compatibles con el grado de unidn de Ca a TnC esperable para la P desarrollada.

El segundo componente de calor transitorio e independiente de la fuerza (H2) podria, por su
dependencia de la [Ca]e, estar vinculado a los mecanismos de remocion (Ca-ATPasas ¢ intercambiador
Na/Ca). Aunque no se han obtenido evidencias experimentales univocas que indiquen el origen de H2,
algunos cdlculos permiten contrastar esta interpretacion. La energia necesaria para la reiocion del Ca*?
citosélico puede estimarse teéricamente a partir de la cantidad de Ca enlazado a Tn-C. Con una entalpia
de hidrdélisis de PCr de -44 kJ.mol" y asumiendo las posibilidades extremas de participacion total de la
Ca-ATPasa del RS (estequiometria de 2Ca/ATP) o de la Ca-ATPasa del sarcolema (1Ca/ATP) el calor
de remocion de la cantidad de Ca*? asociada a TnC (estimable a partir del H1 promedio) estaria
comprendido entre 1.3 y 3.2 mJ.g" (sin incluir la recuperacion aerébica del ATP consumido). Los
valores de H2 estdn en ese rango, lo cual es compatible con que H2 est¢ asociado a la remocion de Ca*?
citosolico.

Caracterizados los tres componentes transitorios de calor por su asociacion con eventos celulares
involucrados en el ciclo contraccién-relajacién, cabe preguntarse cudl es el origen dc H4. Su notable
sensibilidad a la hipoxia demuestra su vinculacion mitocondrial. S¢ ha indicado que la presion parcial
de O, podria controlar directamente a la respiracién mitocondrial (Balaban y Hcincman, 1989) y es
conocido que ésta regula a la fosforilacion oxidativa. Por otra parte, H4 y la 5B del latido estacionario
demostraron provenir del mismo proceso y, como se discutié anteriormente, la I'SB representaria una
escasa proporcion de la recuperacion metabglica del ATP esperable en un latido estacionario. Por lo
tanto, la energifa H4 del latido aislado (=50% del calor total) debe representar a otra actividad
dependiente de la respiracion mitocondrial y activable durante un latido. Esa actividad crece durante las

primeras tres estimulaciones repetidas hasta originar la FSB de un tren estacionario, probablemente por
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alcanzarse un nivel estacionario en el estimulo disparador que, como se obscrvé en ¢l miocardio
despolarizado, estaria vinculado al Ca. La existencia de esta FSB no descripta anteriormente por 1os
métodos de termopilas tiene consecuencias importantes. La principal es que cstarfa incluida en cl calor
independiente de la generacion de fuerza determinado cuando el misculo ¢s gradualmente preacortado
(Gibbs y Chapman, 1979a; Gibbs y col., 1988). Por lo tanto, la estimacion dcl calor independiente de
la fuerza como la ordenada al origen de la correlacion de calor total vs. fucrza podria cstar

sobreestimada por la FSB.



arizado

La despolarizacion parcial con 25 mM K incrementd en dos fases (transitoria y cstacionaria) al
H, al igual que lo reportado para 50 mM K (Ponce-Hornos y col., 1992). Estudios previos describicron
que ¢l 95 % del aumento del H, estacionario provocado por 50 mM K (¢n 0.5 mM Ca) ¢s debido a
cstimulacion de la actividad de la Na,K-ATPasa (Ponce-Hornos y col., 1992). Posteriores aumentos de
la [Ca]e dieron nuevos aumentos bifdsicos en el 1},, sin que se modificara considcrablemente la presion
de reposo. Es conocido que el H, no varfa con la |Caje en [K]e cercanas a la fisiolégica (Ponce-Hornos
y Taquini, 1986; Loiselle, 1987). Por lo tanto, la dependencia del H, con la |Cale podria vincularse al
influjo de Ca, puesto que la despolarizacion lleva el E,, a un valor cercano al de activacion de los canales
de Ca. El Ca ingresado deberfa ser removido para conservar el reposo mecdnico, consumiendo energia
quimica y liberando calor. Esto estd avalado por el hecho de que en presencia de veiapamilo, el H,
estacionario disminuy¢ en funcién del tiempo de exposicion al bloqueante de los canales de Ca (Fig. 18).
Los resultados sugieren que en estas condiciones existe un ingreso basal de Ca'? via canales L, que es
removido sin que alcance los miofilamentos. A este respecto conviene destacar que evidencias
electrofisioldgicas indican que entre -40 mV y -30 mV (E,, aproximadamente alcanzado con 25 mM K,
Molyvdas y Sperelakis, 1983) habria un 6 a 18% de activacion de los canales dc¢ Ca (Pictrobon y Hess,
1990; Campbell y Giles, 1990; Varrd y col. 1993). El hecho de que el verapamilo haya blogucado a
ﬁ, hasta los niveles correspondientes a una [Caje= 0.5 mM (Fig. 18) sugiere quc el Ca que ingresaria

por esa via en esta tltima condicion seria una pequefia cantidad.



Alternativamente, podria postularse que el Ca'? ingresado en el miocardio despolarizado podria
inducir la liberacion de Ca*? del RS y recaptacion del ién en forma ciclica contribuyendo a la meseta
del f'I,. Sin embargo, la ausencia de cambios del ﬁ, estacionario por tratamiento con 2 mM de cafeina
descarta esta posibilidad. Esa concentracion de cafefna es capaz de elevar, en |K]c cercana a la
fisioldgica, al calor de reposo estacionario (Bonazzola y Ponce-Hornos, 1987) por aumento de la
liberacion y ciclaje de Ca del RS. Ha sido descripto (Ponce-Hornos y col., 1992) que la despolarizacion
(en 0.5 mM Ca) provoca un incremento transitorio de la liberacion de calor de reposo que, al ser
cafeina-sensible, podria atribuirse a una liberacion transitoria de Ca del RS. En consecuencia, la
despolarizacion podria deplecionar parcialmente al RS, hecho que estd de acuerdo con que la fuerza
desarrollada, ain a [Cale saturante sea inferior a la del control (ver Fig. 21). Una parcial deplecion del
RS en el miocardio despolarizado podria explicar que el Ca del RS no contribuya al aumento
estacionario del H, y que la cafeina no lo modifique.

La remocidn del Ca ingresado por los canales lentos se deberia efectuar fundamentalmente a nivel
sarcolemal. Si esto asi no fuera, la remocién del Ca ingresado por parte del RS implicarfa una
acumulacion de Ca*? en esa organela. Dos mecanismos sarcolemales, el intercambiador Na/Ca o la Ca-
ATPasa, pueden remover Ca*> y ambos lo hacen con una estequiometria de 1 Ca : 1 ATP. Si los
cambios en el H, estacionario provocados por el aumento de la [Ca]e pudiesen atribuirse a cambios en
la actividad de los sistemas sarcolemales mencionados (Fig. 17) podrian calcularse flujos de Ca
removidos de 12, 25 y 37 nmol Ca.g'.s" para los cambios de [Ca]e desde 0.5 a 1,2y 4 mM Ca,
respectivamente. Flujos de Ca de esta magnitud podrian ser removidos por el intercambiador Na/Ca,
puesto que se ha descripto un flujo de 75 nmol Ca.g" .s” por esa via en una c€lula laticndo en estado
estacionario con 1 mM Ca extracelular (Langer y Rich, 1992). El pequefio aumento observado en la

presion de reposo en 4 mM Ca y 25 mM K (3 mN.mm?) sugiere que en esas condiciones seria mds
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dificil el mantenimiento de los niveles de Ca'? citosélico de reposo mecdnico.

En conclusion, el aumento del i}, estacionario observado por incremento de la [Caje en 25 mM
K estd asociado a la remocion de un flujo de Ca'? ingresado por los canales de Ca, con mantenimicnto
del reposo mecdnico. Esto implica cierta activacién basal de los mecanismos sarcolemales de remocicn

de Ca*.

Las pendientes de H3 vs. P y de H3 vs. IPt no se modificaron por variacion de la [K]e o de la
|Caje. Esto sugiere que estas modificaciones en el inotropismo debidas a una variacién en la
disponibilidad de Ca citosélico no alteran la economia muscular para el desarrollo de fuerza. La
constancia de la economia muscular frente a la variacion de la [Cale ha sido descripta en el ventriculo
polarizado de perro y de conejo en estado estacionario (Ponce-Hornos y Taquini, 1980). El pardmetro
de estimacion de la economia en ese caso ha considerado el cociente entre la fuerza y el calor total por
latido (Ha). Si la misma estimacidn se aplica a los latidos aislados del miocardio de rata despolarizado
se obtendria una disminucion de ese indice de economia con ¢l aumento de la [Caje. Sin embargo, las
diferencias se deben fundamentalmente a H4, ya que el cociente adimensional P/(HI+H24H3) es
constante. Por lo tanto, la disminucién de la economia por latido del miocardio de rata despolarizado
puede adjudicarse a la actividad mitocondrial Ca-dependiente, micntras la economia para el desarrollo
de fuerza no varia con la [Ca]e. Este aspecto puede remarcarse como un claro ¢jcmplo de la importancia
que la utilizacién del cociente adimensional P/H3 (y por ende la diferenciacién cntre componentes) tienc
para la estimacién de la economia del desarrollo de fuerza.

La disminucién de H1 cuando se despolariza el tejido sugiere una reduccion cn el nivel de
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activacion de los miofilamentos, que explicarfa la reduccion de P. Por otra parte, HI aumenta con la
[Ca]e en el miocardio despolarizado hasta saturarse en un valor cercang al H1 control (Fig. 25). La
parcial deplecion del RS podria contribuit a que no se alcancen grados de union de Ca'® a TnC
(evaluables como H1) y P superiores a los obtenidos en la condicién control. Sin embargo, pucsto que
la P a [Cale saturante es algo inferior a la P control mientras H1 es similar, algin otro mecanismo que
afecte al desarrollo de fuerza pico podria estar participando. El aumento de H2 en relacion al valor
control, para un H1 constante, sugiere la participacion de un mecanismo de remocion energélicamente
mds caro. Si bien es especulativo, esto serfa posible si hubicse una mayor participacion de los
mecanismos sarcolemales (1 Ca/ATP) en el latido del miocardio despolarizado.

Un comportamiento dual de la despolarizacion sobre la relajacion puede verse cn 4 mM Ca,
aumento de la -P/P (ya evidente a menores [Ca]e y adjudicable a mayor remocion sarcolemal) seguido
por una demora en el tramo final de la relajacion (Fig. 19c). Una disminucién en la capacidad de
retencion de Ca por el RS podria desencadenar una demora tardia en la relajacion. Evidencias a favor
de esta hipétesis son las presentadas en el capitulo 10 y los resultados de Ponce Hornos'y col. (Ponce-
Hornos y col. 1992) en los que se evidencia una menor participacion energética de una fraccion cafeina-
dependiente.

La despolarizacion parcial no afecté a la [Cale en la que P se satura. La saturacion de P en 2
mM Ca en el miocardio despolarizado (Fig. 21) es comparable a la descripta (1.5 mM Ca) en el
muisculo papilar de rata adulta (Bers y col. 1981). Ademds, esa [Caje coincide con la reportada para la
saturacion de la corriente de Ca*? en cardiomiocitos aislados de rata (Wang y col., 1993). Por lo tanto,
los resultados son compatibles con la activacién de los miofilamentos por una fraccidn del Ca citosdlico
inferior a la que participaria en cada [Cale en [K]e control. Esto podria vincularse con una menor

participacion del Ca del RS (que estarfa parcialmente deplecionado), con una mayor remocion de Ca*?
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(a nivel sarcolemal) o con un menor influjo de Ca por los canales, pero sin cambios en la economia del

ciclaje actomiosinico.

¢- Vinculacidn diferencial de los componentes energéticos de un latido con la corriente de Ca

El verapamilo tiene una conocida dependencia de la frecuencia de estimulacion porque actia
sobre los canales en estado activado e inactivado (Mc Donald y col., 1980; Kanaya y col., 1983). La
despolarizacion parcial provoca una activacion de canales de Ca durante el reposo mecdnico tal que la
caida de P en presencia de verapamilo se hace funcién del ticmpo de exposicion al bloqueante y no de
la frecuencia de estimulacion (ver Fig. 36, Tabla 8). La ocurrencia de 2 0 3 contracciones aisladas en
cada miusculo no afectd a la dependencia del grado de bloqueo respecto del tiempo. Estos resultados
indican que la activacion de los canales por la despolarizacién y el consiguicntle bloqueo progresivo de
los mismos por el verapamilo durante el reposo mecdnico es el principal determinante dc la disminucion
del desarrollo de fuerza. De acuerdo al comportamiento cldsico de esta droga (Kanaya y col., 1983) el
efecto sobre P fue revertido repolarizando al miocardio con [K]e cercana a la fisioldgica ain en
presencia de verapamilo.

El comportamiento de los tres primeros componentes de calor de un latido frente al verapamilo
fue similar al de P, tanto en el miocardio despolarizado (Tabla 11) como en ¢l miocardio polarizado
(Fig. 39 y 40). Esto reafirma el origen comun de los componentes energéticos observables H1, H2 y
H3 con los eventos determinantes del ciclo contraccion-relajacion (activacion de TnC, remocion del Ca'*?
citosolico, ciclaje actomiosinico y resintesis del ATP consumido). En cambio, H4 ¢xhibié una particular
sensibilidad al bloqueo de la corriente de Ca, independiente del ticmpo de exposicidn al verapamilo (Fig.
38) y una mds lenta restauracion (t,, >2 min) que los pardmetros mecdnicos y cnergéticos del latido

control (Fig. 39). Esto indica que H4 es la manifestacion de un evento que seria afectado por el
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verapamilo de un modo diferente a la accién bloqueante que éste ejerce sobre los canales de Ca (y que

afecta a los pardmetros contrictiles).

El efecto mds notable de la [Ca]e sobre el calor total liberado por una contraccién aislada (Fig.
23) lo constituyo la particular dependencia del cuarto componente. H4 presenté un umbral de [Cale
superior al que exhibieron el desarrollo de presidn, la fraccion de calor asociada a la fucrza (H3) y los
componentes de calor vinculados a la activacion (H1 y H2). Sin embargo, H4 crecié mucho mds que
dichos componentes con la [Caje ain en niveles en que P y la I, estdn saturados (2 y 4 mM Ca). Por
otra parte, la considerable y diferencial disminucion de H4 en ¢l primer latido hipéxico (Fig. 30)
demuestran que, al igual que en el latido control, el crecimiento de H4 por alta [Caje en el miocardio
despolarizado es provocado por un proceso estrictamente acoplado a la respiracion mitocondrial. Su
sensibilidad a la disminucién del nivel de O, tisular resulto tan alta que se inhibi¢ totalmente antes del
tiempo de mdximo nivel de lactato tisular, estimado en 15 a 20 min (Ponce-Hornos y col. 1982a).

La existencia de H4, tanto en condicion control como en ¢l miocardio despolarizado (a |[Cale >
1 mM), y su asociacién a una actividad Ca-dependiente acoplada a la respiracion mitocondrial permiten
hipotetizar acerca del proceso que lo origina. El Ca podria estimular directamente a la fosforilacion
oxidativa para responder a mayores demandas de ATP (Crompton, 1990; Balaban y Hcineman, 1989).
Alternativamente, el Ca*> podria activar algin mecanismo celular que consume cnergia quimica
requiriendo la consecuente resintesis mitocondrial. La primera opcion conduciria a una acumulacion de
ATP celular en cada latido, puesto que la demanda se mantiene constante en cstos cxperimentos. Dado
que el nivel de ATP celular permanece constante a través de una amplia variedad dc demandas (Ingwall

y Bittl, 1987) puede descartarse que H4 refleje la simple estimulacion de la fosforilacion oxidativa. Debe
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existir entonces un mecanismo que o bien consume ATP ¢ desacopla la fosforilacion oxidativa. En
cualquier caso, el mecanismo debe ser dependiente de Ca. Si este consumo dc ATP fuera dependiente
de la reserva citosolica de CrP, el calor asociado al consumo y consecuente recuperacién mitocondrial
deberia reducirse a no menos del 50 % de su valor aerdbico en anoxia. Esto se deduce de que la relacién
estequiométrica de las entalpias de hidrélisis y sintesis del ATP es aproximadamente 1:1 (Curtin y
Wooledge, 1978). Sin embargo, la hipoxia disminuyé H4 a menos de la mitad en el primer latido
cuando P fue prdcticamente inafectada (tanto en condicion control como en despolarizacion) y en
contracciones subsiguientes H4 desaparecio antes de que lo hiciera la actividad contrdctil. Un mecanismo
acoplado a la respiracion mitocondrial y dependiente de Ca podria ser la captacion de Ca por el uniporter
mitocondrial, que disipa el gradiente protén-motriz (dp.,). El Ca*? puede scr caplado y precipitado en
la matriz mitocondrial, o ser ciclado fiitilmente desacoplando parcialmente la respiracion de la
fosforilacion oxidativa (Lehninger, 1974; Carafoli, 1985). Los flujos de calor I-L registrados (Tabla 5)
son compatibles con flujos de Ca a través del uniporter mitocondrial.

H4 result6 sensible a la accion del verapamilo con una cinctica diferente (mds rdpida) a la dec P
0 a las de los otros componentes de calor (Fig. 36 a 38). En el latido aislado control H4 exhibid un mds
lento desbloqueo de la accion del verapamilo que P o que los otros componentes de calor (Fig. 39). Este
comportamiento indica, ya sea que H4 dependerfa del Ca ingresado por canales por una via mds sensiblc
que aquélla de la cual depende P, o bien que el mecanismo que desencadena H4 s directamente inhibido
por el verapamilo. En este sentido se han descripto otros sitios de accién del verapamilo, como por
ejemplo el intercambiador Na/Ca de la mitocondria (Cox y Matlib, 1993) que esti vinculado a la
organela determinante de H4. Es de remarcar que este mecanismo de intercambio Na/Ca es parte del
postulado ciclo futil.

El comportamiento de H4 podria entonces ser compatible con un ciclaje fitil mitocondrial de Ca,
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aunque no es descartable algdn otro mecanismo dependiente de Ca directamente acoplado a la respiracion

mitocondrial.

Ademds de la fuerte inhibicion de H4 discutida anteriormente, la hipoxia scvera produjo una
disminucion progresiva de la presion desarrollada sin aumento detectable en la presion de reposo (Fig.
28). Este efecto podria ser andlogo al descripto en la falla cardiaca hipéxica, para la que se han sugerido
mecanismos tales como: a) una disminucion en el contenido de ATP y CrP (Poolc y col., 1966; Hearsc,
1979; Nayler y col. 1979), b) desarrollo de acidosis intracelular resultante del aumento del lactato y H'
por estimulacion de la glicélisis (Allen y Orchard, 1983b), lo cual reduce la fuerza por efecto directo
sobre las proteinas contrdctiles (Fabiato y Fabiato, 1978; Allen y Orchard, 1983a), ¢ ¢) una disminucion
en el influjo y/o liberacion de Ca'? citosolico (Nayler y col. 1979; Allen y Orchard, 1983D).

Los resultados experimentales presentados sugieren que los niveles de ATP no estarfan
criticamente disminuidos en la vecindad de los miofilamentos y de los sistemas de remocion de Ca"?,
pues la presién de reposo y los tiempos de relajacion permanecieron constantes durante los sucesivos
latidos hip6xicos. Una falta de paralelismo entre el desarrollo de fuerza y el nivel de ATP se ha
reportado tanto en caidas de la fuerza sin reduccién del nivel de ATP (Feinstein, 1962) como en una
reduccion del nivel de ATP no acompaiada por disminucion de la fuerza (Kammcermeicr, 1987; Nayler
y col. 1979). Otras evidencias indican que el corazén no agota necesariamenic sus reservas de ATP
durante la hipoxia (Clague y col. 1994) siendo posible que esté¢ compartamentalizado. In los prescntes
experimentos el nivel de ATP para el adecuado ciclaje actomiosinico y la remocion de Ca'? podria haber

sido conservado por un aumento de la glicélisis anaer¢bica (Ponce-Hornos y col., 1982; Dietrich y
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Elzinga, 1992) o por un remanente de metabolismo aerébico debido a la contaminacion residual de O,
en la perfusion. El calor de reposo del corazén perfundido con Krebs-25 mM K y 2 mM Ca descendié
desde 7.0 -+ 0.4 2 2.2 + 0.5 mW/g durante la hipoxia. Este ltimo valor cs no significativamente
diferente del hallado en 7 mM K e hipoxia y, al igual que en aquél, supera al calor adjudicable a
glicolisis anaerdbica. Esto implica la existencia de metabolismo aerébico por contaminacién de las
soluciones de perfusion con O,, ademds de una posible estimulacién de la glicilisis anacrébica. Ambos
factores, junto a las reservas de CrP podrfan mantener el nivel de ATP por encima dcl nccesario para
la escasa demanda a la que estd sometido el corazon cuando se efectian latidos aislados.

En los sucesivos latidos aislados en hipoxia en el miocardio despolarizado sc observé una
progresiva disminucion de H1, H2, H3 y P (Fig. 30 y 31). Esto sugiere que la hipoxia produciria una
progresiva disminucion en la disponibilidad de Ca'? citosélico. Los resultados son concordantes con los
de Nayler y col. quienes detectaron disminucién de la retoma de “Ca*? en septum interventricular de
conejo durante la hipoxia (Nayler y col. 1979). También fue descripta una caida en los transitorios de
Ca'? detectables por aequorina por la inhibicién conjunta de la fosforilacion oxidativa y de la glicdlisis
(Allen y Orchard, 1983 b). Por otra parte, la disminucién observada en Hl y H2 descartaria a la
acidosis intracelular como tnica causa de la disminucion de la fuerza, puesto que fue demostrado que
ella no reduce el transitorio de Ca*? citosdlico (Allen y Orchard, 1983 a). Se ha descripto que en
miocitos ventriculares de rata en anoxia (pO, <0.02 torr) la caida en la amplitud de la contraccion estd
asociada a un acortamiento del potencial de accién sin alteracion de la liberacion de Ca'? del RS ni de
la sensibilidad de los miofilamentos (Stern y col., 1988). Estas evidencias sugicren que la disminucion
de la disponibilidad de Ca'? citosdlico observada en el miocardio despolarizado hipoxico podria estar
asociada a una disminucién del influjo de Ca*?. Esto es compatible con que el miocardio despolarizado

parece depender mds del Ca extracelular que del proveniente del RS (ver punto 1 a-).
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La disminucién de P y de la energfa de los tres primeros componentes lucgo de 30 minutos de
hipoxia fue mayor en el miocardio parcialmente despolarizado (25 a 37% de los valores aerébicos) que
en el miocardio control (64 a 75% de los valores aerdbicos). En este iltimo, sc observg disminucion
en H1 pero no en H2, lo cual indicarfa una disminucion de la union Ca-TnC sin disminucion del nivel
de Ca citosolico. Esto es compatible con que la acidosis citosdlica sea la causa del pequeiio efecto
inotrépico negativo. En el miocardio despolarizado, efectos inhibitorios aditivos de la elevada [K]e y
de la hipoxia sobre la corriente de Ca y de la deplecion del RS podrian scr la explicacion para la

disminucion de la disponibilidad de Ca** y el mayor efecto inotrépico negativo.



108.

RESUMEN

El entendimiento de los procesos energéticos que desembocan en ¢l ciclo contraccion-relajacion
cs fundamental en un tejido como el musculo cardiaco que, pesando menos del 1% del peso corporal
total, utiliza mds del 10% del O, del reposo. Con este objeto se analizé, mcdiantc una metodologia
miotérmica, el patron mecdnico-energético asociado a contracciones cardfacas y se establecieron los
origenes de la dispersion que al respecto se encuentra en la literatura. De este andlisis se pueden extraer
conclusiones acerca de la utilizacion de energfa quimica por distintos cventos cclulares. En particular,
se analiz¢ la influencia del Ca extracelular sobre dicho patrén a través de intervenciones experimentales
que afectan a mecanismos sarcolemales.

Debido a que ¢l musculo libera fracciones de calor en un tiempo inferior a 1 s y el calorimetro
responde con un tiempo medio de integracion de 20 s, el andlisis miotérmico requirié el estudio previo
de la respuesta calorimétrica ante generaciones de calor de corta duracion (transitorias). Como resultado
de la evaluacidn tedrica correspondiente y la subsiguiente validacion experimental s¢’ha logrado (a)
estimar valores de potencia mientras ésta se genera en la cdmara calorimétrica ain si s6lo se cuenta con
los primeros milisecgundos de registro, (b) calcular las energias individuales, ya scan transitorias o
estacionarias, ain cuando varias fuentes de calor son liberadas simultincamente cn la cdmara
calorimétrica.

Una vez resuclto el aspecto tedrico-metodologico descripto, se analizo ¢l calor liberado durante
una tnica contraccion miocdrdica en condiciones de optima gencracion de fucrza isométrica. Pudieron
cuantificarse simultineamente las energias de cuatro componentes de calor (tres transitorios y uno
estacionario) mientras se estudiaba su comportamiento mecdnico. Diferentes intervenciones experimenta-

les permitieron establecer las correspondencias entre los componentes de calor y eventos celulares que
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ocurren obligatoriamente durante el ciclo contraccién-relajacion cardfaco. Sc presentan evidencias
experimentales que indican que, en el calor total liberado por el misculo cardiaco, pucden difercnciarse
seis fracciones, cuyas caracterfsticas y relacion con diferentes cventos celularcs pucden resumirse en:

a- Calor de mantenimiento del reposo mecdnico (fl,) asociado con el mctabolismo basal del
muisculo y, en condicion de despolarizacion parcial, con la remocién activa del Ca'? ingresado por
canales. En esta ultima condicion fue posible analizar la cinética de inhibicion dc los canales para una
condicion dada y dar cvidencia experimental sobre el origen de las desviaciones y/o errores cometidos
en la evaluacion del metabolismo basal.

b- Dos fraccioncs de calor de comparativamente rdpida evolucion, indcpendientes de la fuerza
desarrollada pero dependientes de la |Cale y de la corriente de Ca'’. Las magnitudes de dichos
componentes son compatibles con el calor de unién de Ca*> a TnC (H1) y con el calor de remocion
activa del Ca*? puesto en juego en la contraccion (H2). Se¢ presentan evidencias que muestran la
inconveniencia de efectuar la evaluacion de los componentes independientes de la generacion de fuerza
en ausencia de la misma.

¢- Un componente de calor dependiente del desarrollo de fuerza (H3) que incluirc una fraccion
asociada al ciclaje actomiosinico y otra vinculable a la resintesis aerébica del ATP consumido durante
el ciclo contrdctil. Un andlisis apropiado permite mostrar una economia de la gencracion de fuerza en
el musculo cardiaco comparable a la del misculo esquelético. El similar comportamicnto que cxhibieron
H3, P, H1 y H2 por moditicaciones en la disponibilidad de Ca citosélico (variacion dc la [K]e, de la
[Ca]e o bloqueo del influjo de Ca) los vinculan al mismo Ca activador de la contraccion.

d- Un componente de calor suprabasal (H4), independiente de la fuerza, quc sc mantiene estable
durante alrededor de 100 s posteriores a la contraccion aislada o al cese de la estimulacion estacionaria

y estd vinculado a un proceso acoplado a la respiracién mitocondrial. Este componente, hasta ahora
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nunca descripto mostré ser dependiente de un Ca diferente del Ca activador de la contraccidn, y crece
especialmente en condicién de elevado ciclaje sarcolemal de Ca durante el reposo mecdnico. Es
particularmente sensible a verapamilo pero con una cinética diferente a la del bloqueo de la corriente
de Ca. Este componente sefiala 1a existencia de una capacidad de respuesta de la mitocondria a los
eventos citosélicos del ciclo contrictil, diferente a la que exhiben los eventos vinculados al Ca*’
activador de la contraccion.

Las variaciones observadas en el Hr y en los pardmetros mecdnico-energéticos de una contraccion
permiten extraer conclusiones secundarias. Entre ellas se destacan: la activacién de los canales de Ca
durante el reposo mecdnico del miocardio despolarizado y su bloqueo progresivo por verapamilo explican
que éste bloquee a una contraccién post-reposo. Por otra parte, la disminucion progresiva de H1 y H2
en los sucesivos latidos aislados hipéxicos en el miocardio despolarizado sugiere que el inotropismo
negativo observado seria debido a la disminucién de la disponibilidad de Ca*? citosdlico.

El haber logrado un modelo establecido del comportamiento energético del misculo cardiaco
(habiendo identificado los errores que motivan la dispersion existente a este respecto en la literatura y

cémo corregirlos) facilitard el estudio energético del misculo cardiaco tanto en sus aspectos

farmacoldgicos como fisiopatoldgicos.
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ANEXOS
1- Abreviaturas:
A: amstrong (10° m)
ADP: difosfato de adenosina
ATP: trifosfato de adenosina
B: constante de velocidad de retardo en la deteccion de la sciial calorimétrica (s")
C: calor cspecitico

Ca-ATPasa: adenosintrifosfatasa que transporta Ca'?
[Ca'?|e: concentracién de calcio extracelular
[Ca'?]i: concentracién de calcio intracelular
[Ca"*lm: concentracién de calcio intramitocondrial
(Ca)i:  actividad intracelular de Ca

CIQ: coeficiente isométrico de calor

CrP: crcatina fosfato

EGTA: etilenglicol-bis(B-aminoetol eter)-N,N, N’ ,N’-tetraacético

| D difcrencia de potencial de la membrana

E,: potencial de equilibrio del i6n X

f: frecuencia de cstimulacion del misculo (Hz)

F: constantc dc Faraday

f.: factor de calibracion del calorimetro (uW/uV)

FSB: fraccion de calor suprabasal (mlJ.g")

g: gramo, si no se aclara otra cosa se entenderd: de tcjido himedo

AH: cambio de cntalpia molar de una reaccién quimica (kJ.mol")



HT;

H2:

H3:

H4:

Ha:

| §

H.:
I
H,:

H:

Hz:

IH:

IPL:

1P;:

Kg:

189.

energia del primer componente de calor de un latido (m).g™)
energia del segundo componente de calor de un latido (mJ.g")
encergia del tercer componente de calor de un latido (mJ.g™)
energia del cuarto componente de calor de un latido (mJ.g™")
calor activo por latido (mJ.g")
flujo de calor de la fraccion suprabasal (mJ.g")
flujo de calor de reposo (mW.gh)
flujo de calor total (mW.g")
flujo de calor del cuarto componente (mW.g" o pW.g')
flujo de calor removido de la cdmara calorimétrica por la perfusion (mW)
hora
hertz (ciclos.s™)
intensidad de corriente
calor inicial
integral presion desarrollada - tiempo (mN.mm?.s)
inositol trifosfato

infinito

joule

flujo de perfusion (ml.min™)
kilodalton
kilojoule
concentracion de sustrato que ocupa el 50% de los sitios especificos de unién

kilogramo, si no se aclara otra cosa se entenderd: de tejido himedo
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mcal: milicaloria

mg: miligramo

min;: minuto

mJ: milijoule

mi: mililitro

mm; milimetro

mM: milimolar

mmol: milimol

mN: milincwton

ms: milisegundo

mV; milivoltio

mW: miliwatt

TR constante de velocidad de enfriamiento del sistema calorimétrico (57)
pM: micromolar

pmol:  micromol

n: nimero de moles participantes estequiométricamente ¢n una reaccion
N,: nitrégeno molccular

Na-K-ATPasa: adcnosintrifosfatasa que transporta 3Na' y 2K'

(Na)i:  actividad intracclular de sodio

nmol:  nanomol (10° mol)
0,: oxigeno molecular
p: potencia eléctrica aplicada (mW)

P: mdxima presion intraventricular desarrollada durante una contraccion (mN.mm?)



1P médxima velocidad de desarvollo de presion (+dP/dl (mN.mm?.s")
-P: mdxima vclocidad de relajacion (-dP/dt) (mN.mm?.s")
PA: potencial de accion

P;: fosfato inorgdnico

PP: presion de perfusion (mm Hg)

Q: calor

R: resistencia eléetrica

R: constante universal de los gascs

RH: calor de recuperacion

RMN: resonancia magnética nuclear

RS: reticulo sarcopldsmico

S: scgundo

SL: sarcolema

L tiempo

T: temperatura absoluta

te ticmpo total de la contraccion (desde 0 al (p) (s)

tg: tangente

Tm: tropomiosina

TnC: troponina C

ty,: ticmpo en el cual una magnitud desciende a la mitad de su valor

p: tiempo al pico o mdximo de una curva
e tiempo total de relajacion (desde tp al final) (5)

V: voltio 0 voltaje
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192,

Veu:  velocidad médxima de una enzima o transportador
Vs.: versus
W: walt

w: trabajo externo



FE DE ERRATAS

Pdgina linea donde dice:’

26 10-11 40 a 50 nmol Ca.g’
tejido himedo.s
73 9 Tanto para la aplicacién de

2 como de 3 fuentes......

90 leyenda Fig. 12

101 16 es similar al H,

..-P/P desde 1.440.1 (en 7
mM K)a2.1+0.3en25mMK
(p<0.05).

104  20-21

debe decir:

40 a 50 nmol Ca.g” tejido
himedo por latido.

Tanto para el ajuste a

2 como a 3 componentes
*: NS difgrente de cero
es similar al A F'I,

..-P/P desde 3.1+0.2 (en

7mM K) a4.7+0.6 en 25
mM K (p <0.05).



