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INTRODUCCION
Esta bien establecido que el tejido especifico de conduccidén
ventricular resiste mas los efectos de la isquemia gue el
misculo de trabajo. En 1973, Friedman et al demostraron gue
es posible registrar potenciales eléctricos transmembrana de
fibras de Purkinje de preparaciones obtenidas de corazones a
los gque se les ocluye una rama coronaria 24 horas antes de

realizar el estudio, mientras gque no es posible registrar

actividad eléctrica en las fibras musculares ordinarias. En
ese mismo ano, Lazzara et al. (1273) llevaron a cabo
experimentos semejantes, sélo que con registros

extracelulares Yy la evidencia dgue cbtuve fue muy similar.
Estos hallazgos se han intentado explicar dJde diferentes
maneras. Por un lado, tanto Friedman et al. (1973) como
Lazzara et al. (1973), proponen gue la mayor resistencia de
las fibras de conduccién ventricular se debe a gue las
células de éstos tejidos obtienen el oxigeno Yy los
nutrientes necesarios por difusicén desde la sangre de las
cavidades ventriculares; por otro lade, Allison y Holsinger
{(1977), han sugerido que la mayor capacidad del
subendocardio para el metabolismo anaerdbice constituye una

mejor explicacidén para este fendmeno.



Recientemente hemos demostrado, en el corazdn "“in situ", que
la conduccién ventricular en condiciones de isguemia se
afrcta fundamentalmente en la unidn Purkinje-masculo y en la
fibra contractil misma, pero no en el tejido de conduccidn
ventricular (Bisteni et al. 1984). En este trabajo se
incluyeron los resultados preliminares obtenidos en algunos
experimentos hechos en preparaciones aisladas de fibras de
rurkinje Y masculo sometidos a hipoxia. Estos datos
demostraban gue en condiciones de hipoxia, los potenciales
de accioén de las fibras de Purkinje no sufrian
modificaciones importantes, mientras gue los potenciales de
ceélulas musculares de trabajo se despeolarizaban y disminuian
su amplitud Y duracion. Asismismo, mientras que la
conduccion ortodrdmica se hacia ™uy lenta Y llegaba a
bloquearse, la Propagacidn antidrdémica del impulso se
modifica poco y a expensas del musculo ventricular. Ya gue

estas alteraciones contribuyen al desarrollo de arritmias

ventriculares por reentrada, es importante analizar los
mecanismos electrofisiologicos responsables de estos
trastornos. Lo cual constituye el objetivo fundamental de

este trabajo.



Hasta la fecha se ha propuesto que tanto los trastornos de
conduccién como las arritmias gque se producen des;:;ués de un
episodio de isquemia aguda del miocardio, son secundarios a
una acumulacioén de potasio extracelular, a la liberacidn de
catecolaminas ¥y a 1la influencia electrotdnica del tejido
muscular despolarizado sobre el tejido de conduccion y las
células musculares con potenciales de reposo mas © menos
normales (Harris et al. 1954: Hill y Gettes, 1977; Conrad et
al. 1983; Spear y Moore, 1+32) . Ya gque la composicidn
iénica del interior de 1la c¢eélula se mantiene dentro de
limites muy estrechos en todo momento, entonces los iones de
potasio que escapan de la ceélula durante la hipoxia deberian
ser introducidos nuevamente al interior de 1l1la misma. El
mecanismo por el cual los iones de potasio son introducidos
en contra de un gradiente electroquimico requiere de energia
metabdlica y se le conoce como bomba de sodio—-potasio. La
introduccidén de iones de potasio esta generalmente acoplada
a la salida de iones de sodio, ademas, la relacidon Jdel
acople entre la salida de sodio y la captacion de potasio es
menor gue la unidad (Schwartz, 1962). Esto implica gque el
mecanismo metabdélico responsable de la captacidén de potasio,
aumenta el potencial de membrana por arriba del nivel gque se
tendria en ausencia de este factor. Entonces, una bomba de
naturaleza electrogénica podria evitar la acumulacidén de
potasio en el espacio extracelular gue se desarrolla durante

la hipoxia si este proceso no se encontrara inhibido



en estas condiciones. Por 1o que, uno de 1los principales
objetivos de este proyecto fue el de estudiar el efecto de
la hipoxia sobre las manifestaciones electrogénicas de 1la

bomba de sodio.

a te_de sodio otasio dependiente de ATP
asa  wnat/rt)
El desarrollo del conocimiento de una ATFasa activada por
iones de sodio y de potasio se inicidé en 1957 por Skou,
estudiando membranas de fibras nerviosas. Desde entonces
esta ATPasa ha sido identificada en practicamente todos los
tejidos examinados, incluyendo al corazdén (Schwartz 1962).
La enzima reguiere tanto iones de sodio como de potasio para
su activacion y su actividad cae a cero en ausencia de
cualquiera de estos cationes. Debido a esta necesidad se
acepta que esta enzima participa intimamente en el
transperte activo de sodio y de potasio a través de las
membranas celulares. La ATPasa (Nat-K') también se 1le
conoce con el nombre de bomba de sodio y potasio. Como la
mayor parte de las ATPasas, esta enzima también requiere
iones de magnesio para su actividad y es inhibida por los
iones de calcio y bario (Skou, 1957). Tanto el ATP como el
magnesio y el sodio son requeridos en 1la superficie
interna de 1la membrana en la célula intacta y el potasio
sobre la superficie externa. Existe competencia entre el

sodio y el potasio por el sitio interno, el cual es activado



por el sodio, asi como por el sitio externo gue se activa
por potasio. La ATPasa es inhibida especificamente por
los glucdsidos cardiacos, como la ouabaina, gue actian sobre
la superficie externa. Se han hecho estudios sobre ATPasa
(Na*’/K"’) purificada extraida de las membranas por el uso de
detergentes y obtenidas de tejidos extremadamente ricos en
la enzima como es el caso del rifén. La electroforesis en
gel de poliacrilamida de la enzima purificada a partir de
rifidn da lugalr a dos bandas principales de proteina. Una
banda es bien definida y tiene un peso molecular de 100,000;
la otra banda es mas difusa Y contiene una
sialoglucoproteina con un peso molecular de aproximadamente
57,000, del 60 al 70% de la proteina total corresponde a 1la
banda de alto peso molecular. (Jorgensen, 1974).

El mecanismo para la translocacidn de los cationes aun no se
conoce completamente. El ATP cambia a la ATPasa (Na+/K+) en
tal manera gue la enzima produce un intercambio de cationes
entre el interior y el exterior. Skou, sugirié gue el
transporte vectorial del sodio desde el sitio interno al

sitio externo Y del potasio en direccion opuesta,



es debido a un intercambio gue resulta de una modificacion

en la afinidad de sodio por potasio en el sitio interno;

mientras que el cambio de afinidad del sitio externo
es de potasio por sodio, la disposiciodn de la
energia a partir del ATP transforma las afinidades del

poxr

potasio por el exterior y sodio por el interior a sodio

el exterior y potasioc por el interior. En ausencia de ATP

las afinidades del sitio externo y el sitio interno sun por

el potasio y el ATP cambia las afinidades de ambos sitios
por el sodio. Sin embargo, la afinidad del sitio externo

cambia solo en un pPequernic grado de tal manera que la

afinidad por el potasio es todavia 100 veces mayor que para

el sodio. En contraste, en el sitio interno el ATP cambia

la afinidad de un estado K>Na a un estado Na>K y debido a

este cambio el sodio gue entra al sitio interno puede ser

intercambiado por el potasio gue esta saliendo. Al ocurrir

el cambio conformacional, el estado Na>K del sitio interno

regresa a un estado X>Na. Si la energia proveniente de 1la

hidrélisis del ATP transforma el sitio externo a una

conformacidén en gque la afinidad sea mayor para el sodio que
para el potasio, los cationes podrian ser intercambiados
entre los sitios externos e internos. Poxr 1o tantc, los
cambios conformacionales apropiados de la enzima pueden

tener su origen en la fosforilacidn y desfosforilacidn.



Para recapitular, ya gue el sodio se requiere en el sitio

interno para activar la enzima y debido a gque el potasio

compite con el sodio por este sitio; la fraccidén de 1las

moléculas de la enzima que tienen el sitio interno ocupado

por sodio depende del cociente de la concentracidn Na‘t:k*
en la solucidén interna y del cociente de afinidad Nat:kK% del

sitio. Este cocient . de afinidaaQd depende de la
concentracién de ATP en la solucidén interna. Sin ATP 1la

afinidad@ por el sodio es varias veces menor gue para el

potasio, mientras gue en presencia de una alta concentracidn

de ATP, la afinidad por el sodio es mayor gue para el

potasio. Aungue el ATP también tiene un efecto sobre el

cociente de afinidad K':Nat en el sitio
concentracién de ATP; 1la

externo y que

disminuye con un aumento en 1la

afinidad por el potasio es de alrededor de 100 veces mayor

que para el sodio en este sitio.

nica de ransporte

Natu leza Electro

Active de Cationes

La bomba de (Nat/K%') es responsable de mantener el

gradiente electroquimico e los cationes. Los potenciales

de difusidén para potasio (Ex) y sodio (Ena) Se encuentran

alrededor de -94 mV y +60 mV, respectivamente. El valoxr
del potencial de reposo estd generalmente cercano a Eg .

debido a gue la permeabilidad para el potasio (Px ) es mucho
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mayor gue (PyNa) en una membrana en reposo. El potencial Qde
reposo transmembrana (Em) depende del cociente Pna:Pk. En
la mayor parte de las células musculares Yy nerviosas el
potencial de reposo tiene una magnitud mas pequefia que Eg,

de 5-30 mV.

Por lo tante, a primera vista pareceria como si no existiera
un potencial producido por la actividad de la bomba (Na+/x+)
que contribuyara en el potencial de reposo, esto es, como si
la bomba de (Na*/K+) prudiera ser sS&lo indirectamente
responsable del potencial de reposo por su papel en la
produccidén de los gradientes idnicos. Sin embargo, se puede
demostrar una contribucidén Jdirecta de 1la bomba sobre el
potencial de reposo. Por ejemplo, si la bomba de nat-kt es
blogueada con ocuabaina (que no afecte significativamente las
conductancias) , hay generalmente una despolarizacidn
inmediata de 1-35mVv que depende de la ceélula Y las
condiciones experimentales. En la mayor parte de 1las
células musculares escqueléticas Y miocardicas, la
despolarizacidén gue sigue a la inhibicidén de la bombka es de
2-8 mV, o sea que la contribucidén de una bomba electrogeénica
al potencial de reposo bajo condiciones fisioldgicas es
pequefia (Sperelakis, 1979). Sin embargo, bajo condiciones
en las gue la enzima es estimulada para funcionar en un
nivel alto, la contribucidn electrogénica de la bomba al
potencial de reposo es generalmente mayor (10-30 mV) y el Em

puede sobrepasar a Ex por 30 mV 0 mas.
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Estimulacién de la Bomba (Ngi:gi) con_sobrecarga de Sodio

Si en las células musculares y nerviosas se permite gue los
gradientes electroquimicos idénicos corran a favor de su
concentracidén, (almacenando los tejidos a baja temperatura
por varias horas) y después se restablece el bombeo en los
tejidos, el potencial de reposo medido generalmente
sobrepasa al potencial de equilibrio calculado para el

potasio en 10-30 mV. Por ejemplo, Page y Storm encontraron

que al recalentar los musculos papilares de gato,
previamente enfriados a 2=2C, se produce una rapida
restauracioén del potencial de reposo, mientras que la

recuperacién de las concentraciones intracelulares de sodio
Y de potasio es mucho mas lenta. Glitsh, obsexrvd el mismo
fenémeno en células auriculares de cobayo y demostro que los
glucdsidos cardiacos inhiben la hiperpolarizacion
transitoria mas alla de Ex-

Al inicjo de la década de los setentas, Vasalle intredujo

una nueva teécnica para sobrecargar a las células con
sodio, basada en cambios de frecuencia con gue se
estimula a las Ppreparaciones. Esta técnica permite
cuantificar detalladamente las manifestaciones

electrogénicas de la actividad de la ATPasa de (Na+/K+), en

condiciones muy cercanas a las fisioldsgicas. Esta

13



metodologia se emplea en el presente trabajo de tesis
doctoral, para estudiar el estado de la bomba Na"'/x+ en
fibras de Purkinje y misculo ventricular sometidas a

hipoxia.

M E T ODO S

En todos los experimentos se utilizaron preparaciones gue
incluian fibras de Purkinje y una seccion de musculo papilar
ocbtenidas de perros < cualguier sexo que pesaron entre 13 y
18 kg., anestesiados con 30 mg/kg de pentobarbital sdodico.
El procedimiento usado para obtener los tejidos fue como
sigue: una vez anestesiado el animal, se practicdé una
toracotomia lateral izquierda y se extrajo rapidamente el
corazdn. Este se lavo varias veces con solucidén de Krebs
Previamente oxigenada y mantenida a 37°C. Después se
disecaron cuidadosamente los tejidos por estudiar y se
fijaron a la base de una camara para drgano aislado.

Las preparaciones se perfundieron a una velocidad de 5
ml/min con solucidn de Krebs burbujeada con 95% de O3 y 5%

de CO5. La composicidén de la solucidén de Krebs, en mM, fue

como sigue: Nacl, 136.9%9; NaHCO3, 11.9:; NaHPO4, 0.4; Mg
cly, 2; Ca Clp, 1.8; KCi, a; Y glucosa 5.6. El pH
de la solucidén se mantuvo en 7.35. La perfusidén se llevd a

cabo mediante una Lomba Cole-Palmer y la temperatura se

mantuvo en 37.0 #* 0.5°C con un regulador YSI-73A.

14



IL.as preparaciones fueron estimuladas en forma alterna, en
Purkinje y musculo, con una longitud de ciclo basico de 500
mseg a través de electrodos bipolares de platino cubiertos
con tefldn. Los estimulos consisitieron en pulsos
cuadrados de 0.5 mseg de duracicén, con una intensidad 50 por
ciento por arriba del umbral, generados por un estimulador
Grass Mocdelo S$S-88 y aislados de tierra por unidades de
aislamiento SIU-5.

Los potenciales transmembrana fueron registrados de las
células superficiales de las preparaciones, usando las
técnicas convencionales de registro intracelular, por medio
de microelectrodos de vidrio llenos con una soclucion de KCL
3M. Los electrodos fueron acoplados a un amplificador de
alta impedancia Ww-p modelo 750 Y los registros se
visualizaron en 1la pantalla de un osciloscopio Tektronix
5103N en donde se fotografiaron, con una camara guimografica
Grass modelo C4F. Para obtener la primera derivada de 1la
fase cero del potencial de accidn se usdé diferenciacion
electrdénica a traveés de un amplificador operacional
Tektronix modelo AM501 y una unidad TM-503 también

Tektronix.
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Variables Estudiadas y protocolo Experiment
Las variables electrofisioldgicas estudiadas fueron:
potencial de reposo, amplitud del potencial de accion,
velocidad maxima de despolarizacion (dv/dt max), duracidén al
50 y 90 por ciento de la repolarizacidn, asi como las
manifestaciones electrogénicas de la bomba de sodio. Esta
ltima variable se explord aplicando trenes de estimulos de

alta frecuencia (3/seg) durante 2 minutos a preparaciones

estimuladas a frecuencias condicionantes de 60 pulsos por
minuto (fibras de Purkinje), o bien, después de habex
suspendido la estimulacidn durante 3 minutos (miusculo

papilar) .

Después de 60 minutos de recuperacidén en la solucidn de
Krebs neormal y una vez obtenidos los registros control, las
preparaciones se perfundieron con una solucioén modificada de
Krebs mantenida a 37°C. La composicién de esta solucidn fue
semejante a la de la solucién normal con excepcion de gue la
glucosa fue sustituida por sacarosa y se equilibro con 95%
de N y 5% de COs. Esta solucién también tuve un pH de
7.35. Todas las preparaciones se perfundieron con la
solucidn medificada de Krebs durante 30 minutos para
estudiar las consecuencias electrofisioldgicas Qe la

hipoxia.
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RESULTA ADOS

Efectos de la Hipoxia Sobre la Morfologia

de los Potenciales de Accidn.

En un primer grupo de 13 experimentos, se estudiaron los
efectos de la hipoxia sobre la morfologia de los potenciales
de accidn transmembrana de fibras pertenecientes al
tejido de conduccidén ventricular (fibras de Purkinje) y de
fibras musculares ordinarias (musculo papilar). En todos
estos experimentos se lograron registros simultaneos de los

dos tipos de fibras.

Después de un periodo de 60 minuteos de estabilizacion, se
obtuvieron los registros en condiciones control;
posteriormente las preparaciones fueron sometidas a hipoxia

durante 30 minutos y se tomaron registros cada 15 minutos.

En condiciones de control, los potenciales de accién
obtenidos de fibras de Purkinje mostraron una mayor amplitud
¥y potencial de reposo, asi como una mayor duracién y
velocidad de despolarizacidn que 1los potenciales de accidén
obtenides de las fibras musculares ordinarias de un mdsculo

papilar (figuras 1, 2 y tabla I Control).

17



Después de 15 minutos dQe hipoxia,

los registros obtenidos
del tejido de

conduccién ventricular, practicamente no

mostraron ningun cambico con respecto al contrel; si acaso

hubo una ligera tendencia a aumentar la duracidon de los

potenciales, medida al 90% de 1la

repolarizacidn, Y la
velocidad de despolarizacidn

(dv/dt max) aungue ninguno de
estos cambios fue estadisticamente significativo.

18
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200 ms

Fig. 1.- Influencia de 1la

hipoxia sobre los
transmembrana de una

potenciales
preparacion Purkinje-musculo. En las
tres fotografias el trazo superior corresponde al registro de
una célula de misculo de trabajo y los inferiores a una fibra
de Purkinje. A, Condiciocones Control: B,

hipoxia; €, Treinta

Quince minutos de
minutos de hipoxia.
texto.

Discusion en el



20

2

o

(=]

<

4 ms

Fig. 2.—- Efectos de la hipoxia sobre el dv/dt de Purkinje (3A)
Yy muascalo (B) . Trazos 1, Condiciones Control; 2, los
gquince minutos de hipoxiaj; 3, a los treinta ninutos de

hipoxia. El trazo del dv/dt también sefiala el nivel cero de

potencial. Discusion en el texto.



Al mismo tiempo, los potenciales de accidn de los misculos
papilares mostraron una importante reduccion tanto en la
amplitud Yy potencial de reposo como en la duracion '
velocidad de despolarizacion. Todos estos cambios fueron
estadisticamente significativos con un valor de p<0.05
(panel B de la figura 1, panel B numeros 2 y 3 de la figura
2 y tabla I-157). Los resultados obtenidos a los 30 minutos
de haberse iniciado 1la hipoxia muestran basicamente los
mismos cambios y un mayor grado de despolarizacion de las
fibras musculares ordinarias (panel C de la figura 1). Es
importante hacer énfasis en cuanto a la resistencia del
tejido de conduccidn ventricular frente a la hipoxia ya que
este tejido conserva las caracteristicas morfoldégicas de sus
potenciales después de treinta minutos de hipoxia, mientras
gque los potenciales musculares se acortan y despolarizan de
una manera muy notable (figura 1). Tambieén es importante
mencionar, gue la conduccidén en las fibras de Purkinje no se
vio alterada por la hipoxia; sin embargo, en las fibras
musculares ordinarias eésta se deprimié significativamente;
vya gue en el caso del tejido de conduccidén el intervalo
entre el artefacto del estimulo y el inicio de la fase cero
del potencial de accidn no se modificé con la hipoxia;
mientras que en el caso del misculo ordinario este intervaloe
aumentd de 3 a 4 veces a los treinta minutos de iniciada 1la

hipoxia (figura 2).
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La tabla I resume los resultados obtenidos en este grupo

experimental. Como se puede ver, en las fibras de Purkinje

la unica variable gue se modifica de manera significativa es

la duracion del potencial de accion al 90% de la

repolarizacion a los 30 minutos de hipoxia ¥y ninguna

variable se modifica a los 15 minutos. En contraste, todas

las variables que se evaluaron en los potenciales
transme abrana del musculo ventricular sufren disminucicnes

muy evidentes Yy estadisticamente significativas, desde los

15 minutos de hipoxia.

TABLA I

Efectos de la Hipoxia Sobre los Potenciales Transmembrana de
las Fibras de Purkinje y el Miusculo Ventricular de Trabajo.

Tejido de Purkinje

22

n = 13
Ccontrol Hipoxia
(-4 15~ 30~

APA (mv) —124.6 + 1.9 -123.6 + 1.5 -124.2 + 2.2
PR (mVv) — 88.4 + 1.0 - 87 + 0.9 - 88.3 * 1.2
DPAgg (mseg) 182.5 + 15 182.8 + 18 214 + 26
DPAgg (mseqg) 249.2 + 13 253 + 16 276.5 + 23%
dV/dt(\-I/Seg) 480 + 16 489 + 14.2 492.5 + 21




23

Musculo Ventricular de Trabajo

n = 13

control Hipoxia

o 15~ 30~
APA (mV) -102.6 + 1.7 - 93 + 3.2% -86.7 & 4.7*
PR (mv) -~ 78.2 + 1.0 - 73 + 0.9% —-70.1 % 2 *
DPAgg (mseg) 128.6 + 4.9 89.2 & 7.5%* 81.7 + S5.1%
DPAgg (Mseg) 75 + 5.9 140 + 9 * 145 + 8 *
dv/dat(V/seg)195.3 + 18 140 + 19 * 150 +12.3%

APA= Amplitud total del potencial de acecidén; PR= potencial
de reposo; DPAgp= duracicn al 50% de la repolarizacidén
DPAgp= duracidén al 90% repolarizaciodn; dv/dt= la. derivada
de la fase de despolarizacidén de los potenciales de accidn.
Las cifras representan los promedios con sus respectivos
errores estandarad. Los asteriscos sefialan los parametros
gque mostraron cambios estadisticamente significativos, con

p<0.05.



Influencia de la Hipoxia Sobre las Manifestaciones

Electrogénicas de la Bomba de Sodio

Con el objeto de estudiar los efectos de la hipoxia sobre la
actividad de 1la bomba de sodio tanto en el tejido de
Purkinje como en el musculo de trabajo, se llevd a cabo un
segundo grupo de 10 experimentos en los que se obtuvieron
también registros simultaneos de celulas de los dos tipos de
tejidos a los gue se les sometid a un protocolo especifico
de estimulacidn. Para valorar la electrogenicidad de 1la
bomba de sodio en las fibras de Purkinje, las preparaciones
fueron estimuladas constantemente con una frecuencia
condicionante de un pulso por segundo y cada 15 minutos se

sustituia esta estimulacidén por un tren de estimulos a tres

por segundo, durante dos minutos, volviendo inmediatamente
después a la frecuencia condicionante. Para valorar esta
variable en las celulas musculares ordinarias, las

preparaciones se estimulaban también con una frecuencia
condicionante de uno por segundo, posteriormente se
suspendia 1la estimulacion durante tres minutos antes de
introducir un tren de alta frecuencia de tres pulsos/segundo
durante dos minutos al final de 1los cuales 52 suspendia
nuevamente la estimulacion durante dos minutos, para

finalmente volver a la frecuencia condicionante de 1/seg.
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En este grupo de experimentos la variable evaluada fue el
cambio sobre el potencial de reposo come consecuencia de 1la
aplicacién de un tren de estimulacion a frecuencia alta,
tanto en condiciones de control como en condiciones de
hipoxia. En la primera condicidn, ambas tipos de fibras
(Purkinje y musculo) sufren una ligera despolarizacidén gue
va de 1.5 a 3.0 mv, después las células se hiperpolarizan
progresivamente, zasta que al finalizar el tren de
estimulacidén las células ganan un mayor potencial de reposo
que va de 3.1 a 3.7 mV al final del tren de estimulacién y
de 4.5 a 7.6 mV unos segundos después de haberse suspendido

esta estimulacion (paneles Al y Bl figura 3).

A los 15 minutos de gue las preparaciones se sometieron a
hipoxia, el comportamiento electrogénico del tejido de
conduccién ventricular fue muy semejante al de control: en
contraste, el tejido muscular ordinario pierde la capacidad
de hiperpolarizar (paneles A2 y B2 figura 3). En los
registros tomados a los 30 minutos de hipoxia, es aun mas
evidente la inhibicién de la actividad electrogénica de 1la
ATPasa Na't/x* en las fibras musculares ordinarias, mientras
gque en las fibras -<He Purkinje no cambian su respuesta al

tren de estimulacicén de frecuencia alta.
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La figura 4 resume los resultados obtenidos en este grupo
experimental. Las graficas ilustran el curso temporal de
los cambios gque sufre el potencial de reposo de estas
preparaciones, cuando se les somete a trenes de
estimilacidén de alta frecuencia. Las graficas A, B, y C de
la figura muestran el curso temporal de estos cambios en las
fibras de Purkinje, en condiciones contrel (A), a los 1s
minutos de hipoxia (B), y a los 30 minutos de hipoxia (C).
Las graficas D, E Y F corresponden a los resultados
obtenidos en musculo. Las graficas que corresponden a las
fibras de Purkinje senfRnalan que si acaso hay algun efecto de
la hipoxia sobre las manifestaciones electrogénicas de 1la
bomba de sodio éste seria el de producir una ligera
estimulacidon de estos efectos, ya gue la unica diferencia
que se puede observar en estos datos es un mayor grado de
hiperpolarizacion gue sufren estas células tanto al final

del tren como en los primeros potenciales después de éste.

Esta diferencia es particularmente notable después de 30
minutos de hipoxia en donde el potencial de reposo maximo
es claramente mayor gue en condiciones de control. Las

graficis que ilustran los resultados obtenidos en el misculo
(D, E y F), muestran claramente como la hipoxia inhibe
completamente las manifestaciones electrogénicas de la bomba
de sodio. El analisis estadistico de estos resultados

demuestra que mientras gue en las fibras de Purkinje no se
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observaron cambios estadisticamente significativeos, en el
misculo de trabajo, desde los 28 segundos de haberse
iniciado el tren de estimulacidén, todos los valores del
potencial de reposo obtenidos bajo condiciones de hipoxia
son menores estadisticamente al compararlos con los valores

bajo condiciones de contrel con valores de p<0.001.
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60 s
Figura 3.- Influencia de 1a hipoxia sobre las manifestaciones
electrogénicas de la bomba de sodio. A.—- Registros de una
fibra de Purkinje: B.- Potenciales de una célula muscular;
1.- condiciones control 2.- 15 minutos de hipoxia, 3.- 30

minutos de hipoxia. Las lineas horizontales localizadas a los
lados de uno de 1los paneles senala el potencial de reposo
maxime antes de gue iniciar el tren de estimulacidén (3 x
segundo) . Discusidn en el texto.
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Figura 4.- Efectos de la hipoxia en los experimentos donde
En todos

se valord la electrogenicidad de la bomba de sodio.
los casos, el cero corresponde al potencial de reposo de las
células antes de que se les aplicara el tren de estimulacién
de frecuencia alta. El“mV corresponde al cambio gque sufre el
potencial de reposo como resultado de 1la intreduccién del
tren de estimulacion. Los puntos representan los promedios
obtenidos en estos experimentos con su respectivo error
estandar. Los trenes de estimulacion duraron 2 minutos, por
1o gue todos los puntos, menos los dos ultimos corresponden
al curso temporal de los efectos de la estimulacicén de alta
frecuencia; los dos uyltimos puntos de cada curva fueron
obtenidos después - de terminade el tren. Las graficas
superiores corresponden a los datos de las fibras de
Purkinje, A, Control: B, 15 minutos de hipoxia y cC, 30
minutos de hipoxia. Las inferiores ilustran los resultados
obtenidos del musculo, D, Control: E, 15 minutos de hipoxia y
F, 30 minutos después de hipoxia. n=10.



DI S CUE8S8TION

Los resultados de este trabajo demuestran la importancia que

tiene la metodologia empleada para estudiar las

manifestaciones electrogénicas de la bomba de sodio, ya que

ésta permite analizar detalladamente la actividad de 1la

ATPasa de Nat/k*, en condicicones muy cercanas a las

fisjoldgicas. La justificacién y valoracidn de este método

fueron publicadas hace ya algun tiempo para fibras de

Purkinje (Vasalle, 1970) y ha sido empleada también para el

estudio de las fibras auriculares ordinarias y del tejido de

conduccioén auricular (Glitsch, 1973; Kabela, 1982), pero

hasta la fecha no se habia descrito para el tejido de

trabajo ventricular. De hecho, se consideraba gue en este

tejido no era posible obtener este tipo de informacidn, a
menos que se usaran cambios de temperatura para inhibir a la

bomba y después valorar su recuperacidén (Sperelakis, 1979).

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran gue es

posible explorar a la bomba de sodio en condicicnes

fisioldgicas, siempre y cuando se apliguen los patrones de
estimrlacién adecuados. En nuestra opinion, esta metodologia
ofrece una gran cantidad de posibilidades que creemos van a

permitir esclarecer varias dudas, sobre todo las

relacionadas con el mecanismo de accién de diversos agentes

farmacolodgicos.
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grupo experimental
del

La informacidn adguirida del primer
(figuras 1, 2 y tabla 1) confirma las conclusiones

trabajo de Bisteni y colaboradores (1984) en relacidn tanto

con el sitio en el gque se bloquean los impulsos en el

corazdén isquémico como en lo gue se refiere a la mayor

resistencia del tejido de conduccién ventricular a la

hipoxia. Los hallazgos ilustradeos en las figuras 1 y 2

también permiten sugerir fuertemenie, gque no sdlo es posible

anticipar blogqueos de la conduccidén como ha sido demostrado
por Tan, et al (1989), sino gue la aparicidn de potenciales
lentos en condiciones de hipoxia, como el gue se muestra en

la parte C de dicha figura, pudiera llevar al desarrollo de

arritmias por reentrada.

Los cambios gue se presentan en la morfologia del potencial

de accidn, confirman observaciones de trabajos previos

(ConradQd, et al, 1983) Y han sido
disminucién en la corriente lenta de

interpretados como

secundarios a una
entrada y un aumento en la conductancia al potasio (Nargeot,

1976; Vleugels y Carmeliet, 1976). La evidencia relacionada

con el aumento en la conductancia al potasio es muy clara,
pero la gue sugiere gque existe una disminucién en la
corriente lenta de entrada es controversial. Ya gue los

estudios de Vleugles et al (1980), e Isenberg et al (1983),

han mostrado que la hipoxia o la inhibicidn metabdlica con

2,4 dinitrofenol no afecta la corriente lenta de entrada.



Los resultados de este trabajo no apoyan la hipdtesis que
propone a la disminucion en la corriente lenta de
entrada come uno de los mecanismos para explicar la
diminucidn en la duracidén del potrsncial de accidn, vya gque la
presencia de potenciales lentos, aun después de 30 minutos
de hipoxia, sugiere que debe de haber una proporcion
importante de canales lentos funcionales para ser capaces de
generar un potencial de accion, especialmente en las
condiciones de estos exper.mentos, en los que la

estimulacidn era a traveées de electrodos de punta.

Los resultados del segundo grupc de experimentos confirma
las diferencias tan importantes (que ya se discutieron para
el primer grupo experimental) gque existen entre las fibras
de Purkinje Y las células musculares, yva que estos
resultados demuestran gque mientras gue la hipoxia produce
una inhibiciodn muy importante en la actividad de la bomba
de sodio en las células musculares de trabajo, no modifica

dicha actividad en las fibras de Purkinje (figuras 3 y 4).

Los datos obtenidos en ambos grupos de experimentos
demuestran que las células de tejido de conduccidén
ventricular no se afectan de manera importante por la
hipoxia, ya que no se modifican las caracteristicas
morfoldgicas de sus potenciales de accidn ni la actividad de
la bomba de sodio. En contraste, las células musculares se

despolarizan y tanto la amplitud como la duracidén de sus
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potenciales de accidén se reducen, adicionalmente, la bomba

de sodio se inhibe. Estos resultados no apoyan la hipodtesis

de Friedman et al (1973) y de Lazzara et al (1973), qgue

proprie que la mayor resistencia de las fibras de Purkinje.

se puede explicar por el oxigeno gque reciben de la sangre

contenida en la cavidad ventricular, mientras gQue por otro

lado apoyan los datos de Allison y Holsinger (1977), asi

como los de Lundsgaard et al (1967), los cuales sugieren que

las células del tejido de conduccion tienen una mayor
capacidad para el metabolismo anaercbico gue las células

musculares.

Los resultados de este trabajo también sugieren claramente,

gque la inhibicidén de la bomba de sodio contribuye de manera
importante en 1la despolarizacidén gque se presenta en 1los

tejidos cardiacos sometidos a hipoxia.

Por 1lo tanto, la explicacion tradicional que atribuye al

incremento en la conductancia al potasio la acumulacisén de
éste ion en el espacio extracelular (Harris et al 1954 ¥y
Gettes, 1977), es incompleta, ya gque la inhibicidén del

transporte electrogénico de Nat/K' puede contribuir en esta

alt:racion.



2.-

C ONCLUSTIONTES

Es posible determinar Y analizar las manifesta-—

ciones electrogénicas de la actividad de la bomba de

sodio en el musculeo ventricular, usando la técnica de

sobrecarga de sodio por estimulacidn de

alta frecuencia, descrita para las fibras de Purkinje.

La hipoxia produce cambios muy importantes en 1la

morfolocgia de los potenciales transmembrana de las

células musculares y no afecta a los potenciales de

las fibras de conduccidn ventricular.

La hipoxia produce una inhibicion de 1la bomba de

sodio en el musculo de trabajo, pero no afecta 1la

actividad de la bomba en las células de Purkinje.

Los resultados apoyan que las fibras de Purkinje

tienen una mayor capacidad para el metabolismo

anaerdbico gque el misculo ventricular de trabajo.

Los bloqueos de la conduccidén ventricular producidos

isquemia son secundarios a la despolarizacioén

por
gque sufren las cdélulas musculares lo que
resulta Qe la acumulacidn de potasio en

el intersticio, secundario a un incremento en 1la

conductancia al potasio pero también a la

inhibicion en la actividad de 1la bomba de sodio.
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