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Los objetivos de esta tesis fueron varios, primero fue el de astudiar el
afecto del flujo coronarioc sobre la funcién cardfaca, el segundo ver el
efecto del flujo sobre funclones como el intervale A-V, ritmo
ventricular espontéinec y contractilidad; y por (ltimo comprobar ai los
canales de potasio activados por estiramiento estén participando en el
afecto eatimulador del flujo. Es importante aclarar que éste es el Gnlco
pardmetre qua ae est8 comparande, ya que por lo menos exiaten otros
cuatro mecanismos propuestos para tratar de dilucidar los efectos

estimuladcres del flujo en el corazédn.

Para cumplir nueatro objetivo se utilizé el modele de corazén de rata
perfundido a la manera de Langendorff, el cual permite mantener  al
corazén vive y bajo condiciones adecuadas perfundiéndolo con una
sclucién de Krebs-Hanseleit modificada y que contiene todos los

sustratos necesarios para el buen funcionamiento del corazén.

A las ratas ume les extrajo el corazén una vez anestesiadas,
heparinizadas y canuladas a un respirador artificial. £l corazén una vez
axtraido fue colocado adecuadamente en la bomba de perfusidén con el

objeto de que el flujo estuviera controlado.

Se hicieron dos serias de experimientos, una serie control, en la cual
al corazfn sSlo se le tomaron los registroa necesarios, y una segﬁnda
serie en donde se adiclond un lanténido (GdCl;) blogueador de lom

canales de potasic activados por estiramiento.

Los resultados nos hacen pensar que laes hipStesis son correctas y que
los canales activados por estiramiento participan en el mecanismo de
transduccién de la sefial mecénica del flujo coronaric a una safial

metabdlica o funcional sin descartar los otros mecanismos propuestos.
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INTRODUCCION:

Las células andoteliales de los vasos sanguinecs estin sexpuestas
continuamente a fuerzad hemodinimicas: estrés por friccién y presién
intravascular. Existe suficientes avidencia que indica que estas fuerzas
no son sdolamente pardmetros fisicos, sino seflalas reguladoras del
metabolismo y la funcién cardfaca (1-10).

foe estudlos reallizados por Gregg (ll) demostraron que un incremente en
al flujo coronario reseulté en un aumento del consumo de oxigeno, un
hallazgo relacionado es gue la magnitud de la contraccién cardiaca es
modulada por el flujo coronario. La observacién de gque el consumo de
ox{geno cardiaco y la fuerza da contraccién son modlficadas por el flujo

coronario se conoce como fenémeno de Gragg.

R pesar de todos los esfuerzos realizados no se ha logrado establecer el
mecaniamo de transduccién da una fuerza fisica a una seflal metabblica o
funcional. Una posibilldad que no se ha conaiderado es que al flujo
coronario pudiera = estimular al endotelic vaascular para liberar
austancias bicactivas o que pudiera tranamitir seflales fisicas a células
adyacentes que son las responsables, por ejemplo, de los cambios de

contractilidad y el consumo de oxigeno (12).

Adicionalmenta, la contractilidad y el consumo de oxigenc no son loa
Gnicos parimetros que se modifican con el flujo ya que ha sido
demostrado también una estimulacién de la glucélisis por las fuerzas

hemodindmicas en el corazén perfundlido de cobayo (6).

Se sabe que el ondotelio responde al flujo:s 1} Liberando agentes
vagoactivos tales como prostaciclina (prostaglandina PGI2), purinas (4)
Y factores relajantes y constrictores (13); 2)activando canales de X' y -
ca?*; '3) con cambios en la orientacién 'y alineamiento de. células
endoteliales; 4) con la redistribucién de la P-actina del citossqueleto
y 5} eatimulando la pinocitosis y el metabolismo de las lipoprotsinas de
baja cdensidad (14).



Tomand® an cuenta las cualidades del endotelio mencionadas
anteriormente, es posible pensar que la respuesta al flujo coronario por
el corazén pudiera ser mucho m&s amplia gue la estudiada hasta ahora. Es
por eata razén gque nos propusimos estudiar sl otras respuestas como la
transmisién auriculo-ventricular y el ritmo ventricular esponténec

sarian también afectadas por el flujo coronario.

En un intentc por astablecer al macanismo de accién dal £lujo coranario
sobra las funcionas mencionadas, utilizamos un bloquaador de los canalas
activados por estiramiento que pensamos podrian ser los sensores en el
endotelio vascular a los cambios de flujo. Este blogueador es el clorura
<de gadolinio (15).

A continuacién presento una breve ravisién de algunos aspectos. tedricos
de temas que considero relevantes para 8l mejor entendimiento de esta

tusis y de conceptos mencionados anteriormente.

EKDOTELIO VASCULAR CARDIACO

El endotelio no es sflo una barrera fimica pasiva entre -la sangre y los
tejidos, eino més bien desempefia el papel de un 6rgano. Las células

endoteliales como elementos de barrera P acti Bsu

funcién de permeabilidad y requlacién de la microecologfa y son ldnmtu,‘
parte de los complejos mecanismos de la coagulacién de la sangre, de la
diapsdesis, del metabolismo selectivo; participan también en el compleio
sistema Linmunclégico (16). E1l wendotelio ademis de su capacidad
trombogénica pusde modular la reactividad de las células mulculnril

AR

lisas en resp a a varios v tivos; al p

esta funcién la realizan al menos en parte, al secretar una sustancia
vucnctﬁa, segundo mensajero, en respuesta a un estimulo quimico y/o
humoral prasente dentro de 1a luz dsl vaso. Existen en el organismc
algunos Srganos cuya funcién principal ss realiza Gnicaments mediante

los vasos sanguineos capllares, constituidos =s6lo por ~'la  capa



endotelial, tal es el caso de los capilares de los alveolos pulmonares y

de los glomérulos renales (17).
FUERZAS HEMODINAMICAS ABOCIADAS AL PLUJO CORONARIO.

El corazfn es una bomba complicada y su funcicnamiento se ve afectado
por una gran cantidad de factores quimicos y fisicos. Para poder
entender las funciones del flujo debemoa considarar que los vasos
sanguinaos son conductos elfaticos multirramificados de dimensionas muy
variables y que el fluido que pasa por ellos es una suspensién coloidal
de células rojas y blancas, plagquetas y una gran cantidad de sustancias
lipidicas.

Dabemos de tener en cuenta que el flujo sanguineo tiene caracteristicas
muy importantes que contribuyen al mejor entendimiento de su funcilén.
Estas caracteristicas son volumen y velocidad, la cuales se encuentran
estrachamente relacionadas entre sl y con la presisn que se desarrollaré

dentro del vaso.

La estructura del aistema vascular tiene variaciones muy importantes an
el calibre de los vasos sanguinsos, por lo tanto, es de esperar que
existan variaciones en las velocidades del flujo dependisndo de la
regidn de estudio,  acdemas de considerar gque los vasos son slésticos y no
tubos rigidos por lo que puede variar su calibre y con sllo la velocidad

del flujo (16).
ESTRES POR FRICCION DX LA PARRD DRL VASO:

El flujo a través del sistema vascular es normalmente laminar y la
turbulencia es relativamente rara. Sin embargo, se presenta -l.b flujo
laminar perturbado en regiones donde el flujo es redirigido en los vasos
ramificados o curvaturas de los miswmos y cerca de las bifurcaciones de
lo8 grandes vasos, Existe una diferencia -entre sl flujo laminar

perturbado y el flujo laminar turbulento, y es que en la turbulencia

existe un rapido r bic en la fr ia, magnitud y direccién que
actian en la superficie endotelial (20).
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Las fuerzas del flujo pueden ser resueltas en dos componentes: Praesién
actuando parpendicular a la superficie y estrés por fricciédn del fluido
con la superficie endotelial (fig. 1). La elasticidad de la coligena y
la musculatura lisa del vasc absorben mucho la presién, sin embargo, el
endotelio eatd sujeto a todo el estrés por friccién., El estrés por
friceidén (fig. 2) causado por el flujo es la fuerza hemodin&mica

principal asociada exclusivamente con el endotelio.

El estrés por friccién as una fuarza orientada longltudinalmente a la
pared del vasc, consacuentemente éata deformari las aestructuras de la
membrana que se encuentren orientadas perpendicularmente a la fuerza
deformante ya que la superficie del endotelio contiene gran diversidad
de cadenas de pollisacé&ridos que pueden ser deformados por las fuerzas
hemodindmicas (12,16,18,19)

El estrds por friccién in vivo varia dependiaendo de la geometria de los
vasod, la magnitud depends de la vimcosidad del fluido,la velocidad del
flujo y el diSmetro del vaso. En grandes vasos sin ramificaciones, por
ejemplo la aorta tor&cica, el estrés por friccifn va hasta 30 dinas/cm?.
En reglones de geometria compleja donde existen bifurcaciones de flujo y

predomina el flujo laminar pexturbado, se p P tar f

como el reflujo con medidas de estrés por friccién de -8 dinas/cm? a 0
dinas/cm?, con un regreso a cifras positivas altas cuando el flujo
retorna ‘a una direccién normal. Estas localizaciones, por ejemplo el
senc carotideo, son susceptibles a desarrollar  lesiones
artericesclersticas. En vasos paquefios, por ejemplo arteriolas de 20 a

40 um da dismatro el astrés por fricclén va de § a 25 dinas/cm?-

Culndo el flujo cambia en las arterias, ocurren dos fenSmenos
interasantes, unoc agudo y el otro crénico. Un incremento de flujo
resulta en una vasodilatacién céplda y reversible, en cambio un
decrementc en el mismo por largos periocdos de tiempo (dfas o semanas)
llevan a una reorganizacién de la arquitactura arterial para producir
una disminucién en el ds.lm.ézo de la luz del ;IHID. Ambas respuestas son
dependientes del andotelio. Taodo esto - ‘ll lor que 'lrleva a tomar li
4



CAPILAR

Figura 1. La figura muestra el efecto del flujo coronaric sobre el
endotelioc vascular, activando a las estructuras de recubrimisnto que se
encuentran sn la superficie del mismo, dando como resultade la
liberacién de sustancias bioctivas.
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CELULA ENDOTELIAL

Figura 2. Las fuerzas hemcdinimicas que actlan sobre el endotelio

vasgular cardiaco relacionadas con el fluje corenaric son: La friceién
y la presién. La primera actGa en forma tangencial scbre las células
endoteliales y la segunda en forma perpendicular a las mismas, las dos
fuerzas provocan la liberacién de mensajeros que van dirigidos hacia las

células parenquimales.



endotelio como un mecancsensor que desencadenari una gran cantidad de

regpuestas (16).

Las fuerzas dal flujo juagan un papel muy importante en la morfologfa y
funcién de las células endoteliales. Se ha observado que las célulasg
endoteliales in vivo son elongadas, y eet&n alineadas en diraeccién del
flujo sanguineo local. Este ha sido demostrado por Reidy y Langille
quienaes utilizaron un microscopioc elactrénico para delinear los bordes
de las células endoteliales. Sa ancontrd que en ragicnes donde al estrée
por friccidn es cercano a cero (como en las bifurcaciones iliacas) las
células son de una forma muy parecida a poligonos y no tisnen una
orientacién preferida. Esto significa que la direccién del flujo
coronario influye en la migracién y. proliferacién de células
endoteliales. Dantro de este mismo estudio se midié la liberacién de
prostaglandina a diferentes rangos de estrés por friccién, encentrindose
qua a mayores valores de estrés més grande era la 1liberacién de

proataglandinas (3).

CANALES IONICOS Y REGULACION DEL CALCIO XNTRACELULAR EN CELULAS
ENDOTELIALES

Lag célulae endoteliales in vivo forman una interfase entre el flujo
sanguinec y el tejido vascular respondiendo - a estimulos fisicos 'y
humorales para secretar factores relajantes y constrictores gue
contribuyen a la homeostasis y tono wvascular (21,22,23,24), La
activacién de los receptores de agentes vasoactivos de la superficle
andotelial es acompafada con una elavacién del Ca?' citosSlico, la cual
es causada por la entrada de Ca?* via canales i6nices en la membrana
plasmitica y por 1la 1liberacién de ca®* de los raeservorios
intracelulares, La entrada de Ca?* pusde ocurrir por cuatro mecanismos
dita:gntal: 1) Un canal receptor acoplado a segundos mensajercs; 2) un
capnal de Ca?* dependiente del gradiente electroquimjico de Ca?*; 3) un
canal no delectivo activado por estiramiento y 4) entrada de Na'
dependiente de CaZ* (intercambio Na* '~ ca?*) (25). El'indice de entrada
de ca‘“ a través de eastos mecanismos puede sar modulado por el pot-nc‘_(.nly.‘
de membrana. El potencial de membrana pudde ser regulado’ por al menos .
7



dos tipos de canales de K: Canales activados por hlperpolarizacién o
estrés por friccién y canales activados con €a?* hasta llegar a la
depolarizaclién, el cual puede funcionar para repolarizar la célula

endotelial estimulada con agonistas (26).

Loe mecanismos por los cuales las células endoteliales responden a
estimulos humorales y fisiolégicos incluyen la activacidn de. canales
iénicos y segundos mensajeros para elevar el Ca?' citosélico en una
manara aimilar a otras células no excltables. La entrada de ca?* a
través de la membrana plasmi&tica es controlado por activacidn del
receptor, transporte pasivo y estiramiento mecénico. La velocidad a la
cual el Ca’* entra a la célula por estos mecanismos depends en parte
del potencial tranemembrana, es al gradiente electroquimice para el
ca?*, el cual as regulado por canalea de potasioc sensibles al voltaje,
estiramiento y concentracién del ca?* intracelular. La despolarizacién
reduce la entrada de Ca?' a través del receptor y de los canales y
facilita la entrada del mismo a través del intercambiador Na‘-Ca?' el
cual es responsable de una corrienta de salida. Las hbombas de Ca?*
dependientes de ATP parecen estar relacionadas primariamente con la
homeostasis del Ca’’ como son responsables de la extrusién del ca?* a la
membrana del plasmalema y secuestra del Ca?* dentro del raticulo
endoplaamico. El retfculo endoplésmico es responsable de la liberacisn
moment&nea del Ca2* en el citoplasma hasta la sefial por 1,4,5°inositol
trifosfato IP3, el cual es un intermediaric agonista estimulado . dmel.
metabolismo de fosfolipidos. Este mecanilsmo es en células endotellales y
en células in vivo puede variar, sln embargo, proporcicna sl mecanismo
esencial para un incremento bifdsico del cazt Lntrléllulnz paca - la

homeostasis del Ca’* en el endotelio.
BIOQUIMICA DX LOS LANTANIDOS
Los lanténidos tiepnsn un radic muy parecido al del ca?* y al igual que

&ste forman complejos -idnicos con los. grupos donadores de okxé-no. El

gadolinio tlene un radio de 0.105nm y el calclo 0.106@, ademis el -~




gadolinio inhibe las corrientas en los canalea con afinidad en el rango

micromolar (27).

Los lant&nidos tienen numercosas aplicaclones en estudios de sistemas
biolégicos. Es de principal interéa el estudio de bloqueo dosis

dependiente de los canales activados por estiramiento por Gd’* (28).

La membrana celular es relativamente impermeable a los lantinidos,
debido a esto, me piensa que los efectos de estos cationes trivalentes
en la fisiologia cardiaca son mediados por 1los niveles de &ste en el

sarcolema. Por su alta afinidad i6nica, los lantfnidos ge anlazan

fuer e con h P de la membrana celulac. Los
lant&nidos deeplazan al Ca?' de las superficies negativamente cargadas
de moléculas (ej, ac. aiflico) eliminando esta fuente de calcio. un
gran nomero de investigadores han demostrado que los lanténidos,
incluyendo el Gd3*, son potentes bloqueadores de canales de calcio (27).
Eata es una evidencla indirecta que sugiere qua loa lant&nidos inhiben
al mecanisme de intercambio de Na‘* -~ ca?*, El ¢d** no es un blogueador
especifico de los canales activados por estlramiento, pero si el més
potente conocido, ademks de bloquear sl trandporta de calclo, este es el
inico efecto conocido de los lanténidos en la fisiologia celular

cardfaca.



OBJETIVOS:

1. Estudiar el afacto del flujo coronaric en la funcién cardiaca del

corazén de rata aielado y perfundido.
2. Demostrar que el flujo coronario ademis de afectar la contractilidad
micchrdica también lo hace en la transmiseién auriculo-ventricular y el

ritmo ventricular esponténeo,

3. Estudiar la participacién de los canales de potasio activados por

estiramiento en algunos de los efectos estimuladores del flujo.

10




HIPOTESBIS:

1) si el flujo coronario estimula la contraccién miocArdica mediada a
través de la estimulacién ;inl. endotelio que a su vez estimula a las
células del parénquima, entonces podrian afectarse mis de una funcién y
asl de eata forma darse un mecanismo de regulacién més general.

2) S5i loa sfectos estimuladores del flujo corenaric en la contraccién y
en la conduccién miocArdica son mediados por la activacién de canales de
potasio activados por estiramiento, entonces al bloquear estos canales

se inhibir& la respuesta tardiaca al flujo.

i1




MATERIALES Y MRETODOS
Preparacién de la solucién da Krebs:

Se prepar$ la solucién de perfusifn con 200 ml de la solucién madre los
cuales se colocaron en un vaso de precipitados con aproximadamente 1000
ml de agua deionizada y se adicionaron 1.8 g de dextrosa anhidra,
burbujear con mezcla gasecsa de carbSgeno ( 95% de oxigeno y 5% de
diéxido de carbono) posteriormente adicionar 4.08 g de bicarbonato de
sodio y agitar magnéticamente, una vez disuelto aforar a 2 litres.
Filtrar con filtroa Millipore de 0.44 um y guardar en fraacos limpios.
Todo el material gue pe ocupa en la preparaciSn de solucionas como a lo
largo del protocolo se anjuagé previamente con agua deionizada. La
composicién final de la solucién de Krebs es de: Fosfato de sodio
0.0012M, etildiaminotetracetato de sodio dihidratado 0.0027 mM, cloruro
de potasio 0.006M, cloruro de calcio dihidratado 0.0016 M, sulfato de
magnesio heptahidratado 0.0012 M, cloruro de sodioc 0.1178 M, dextrosa
anhidra 0.005 M y bicarbonato de sodio 0.0113 M.

se utlilizaron ratas Wistar macho de 250-280 g a las cuales ge les
aplican 500 unidades de heparina junto con el anestésico (0.252mg poer kg
de peso). Una vez que la rata quedd anestesiada, se colocd en la tabla
quirGrgica inmoviliz&ndola por completo. Inmediatamente demspués de la
inmovilizacién se procadis a canular al animal por la triquea. Se abrié
la rata haclendo una incisién por el diafragma y separande la pared dal
térax todo lo posible.

Una vez geparada la pared torlcica se despejé la aorta de todo el tejido
extra y se le pasd un hilo de sutura para poder sostenerla, se hizo una
lazada y se corté la aorta para poder sacar el corazén, inmediatamente
después se lavd el corazén en solucién de perfusién fria y s procedid a
canular, la bomba se enciendid antes de canular el corazén para evitar
que se formaran burbujas y pasaran al corazén. Una vez enjuagado el
corazén se canuld a la bomba de perfusién y se perfundid a - flujo

coronario de 20 ml/min {£ig. 3).

12



lntercambiedo"r' de
calor

Reservorlo

) ﬂ Balén intraventricular

~ Figura 3. Esquema bisico del aparato da perfusién para método de

Langendorff,

A. Reservorios para la solucién de perfumién.

G. 8omba para mantener el flujo coronario controlado.

H. C&mara de airs para amortiguar los cambics de presién.
C. Intercambiador de calor {eerpentin).

D. Recipiente :emocanczélndo.

E. Transductor para registrar prewién {ntraventricular.

" F. Trangductor para ragistrar resistencia al flujo.
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El corazbén debe estabilizarse con un flujo de 20 ml/min durante 10
minutos y después con un flujo de 10 ml/min durante 20 minutos. Una vez

egtabllizado el corazén se procedié a tomar los datos.

14




PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Después de que el corazén fue canulado se colocaron cuatro electrodos de
la siguiente manera, dos en la auricula derecha para astimulacién y de
los otros dos, une se colocd en la auricula izquierda y otzo en la base

del én  rasp iv e, con el objeto de medir la transmisién

auriculo-ventricular (fig. 4). Para podar madir 1la presién de
contraccién se ineertd un balén de latex con agua en su interior y sin
burbujas de aire dentro del ventriculo izquierdo (fig. 5), el balén se

conactd a un tranaductor de prasién.
PROTOCOLO I

EFECTO DEL FLUJO CORONARIO SOBRE LA CONTRACCION MIQCARDICA, TRANSHISION
AURICULO VENTRICULAR ¥ RITHO VENTRICULAR ESPONTANEO.

A, EFECTO DEL FLUJO CORONARIO SOPRE LA CONTRACCION MIOCARDICA. Se
introdujo dentro del ventriculo izquierdo un balén de litex con agua y
sin burbujas de aire para poder monitorear asi la presién de contraccién
miocirdica. La presién diastSlica fue ajustada a 10 mmHg y la presisén
ventricular desarcollada fue monitoreada continuamente. Para esta parte
del protocolo se mantuvo conatante la frecuencia de estimulacién de 5Hz
- y. el flujo coronario se incrementé de 10 a 25 ml/min con aumentos de 5

ml/min en cada ocasién.

B QoS _ D FLU CORQ o __ SO T S| URICULO-
VENTRICULAR. Para definir los efectos del flujo coronaric scbre la
tranamicién aurficulo-ventricular se generaron dos tipos de gréficas: 1)
A flujo coronario conitanta se detarmind el intervalo A-V a wvariaas’
frecuancias de estimulacién (Hz). Esta grd&fica se construyd scbre los
datos de dos flujos coronarios (10 y 25 ml/min), 2) A fracuencia
constante de estimulacién de 5Hz se varls el flujo desde 10 hasta 25
ml/min con incrementos de Sml/min en cada ocasién y en cada aumento ae

tomaron los datos del- intervalo A-V.

15



Baldn

=g Tntraventricular

Figura 4. Dlagrama de la posicién del balén dentro dal ventriculo
izquierdo para registrar la presién dentrc del corazSn aislade y
perfundido (el balén de litex est& conectado a un catéter flaxibla)

Figura 5. Arreglo de lag electrodos ean el expsrimento. Para la medicién
del d.imetro c:unsvatﬁl del ventriculo izquierde el t:inmhor o8
colocado en el epicardie, el receptor correapondiente es conectado ia
través de la aurfcula derecha, se colocan otros dos slactrodos an la

base del corazén y-en el &pex.
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C. EFECTO DEL FLUJO CORONARIO SOBRE EL RITMO VENTRICULAR ESPONTANEQ.
El ritmo ventricular espontaneo es inducido deatruyendo el &rea dal nodo
A-V. La destrucclén del nodo se logrd "machucando™ prasionando el tejido
superficial que se encuentra entre al ostium y las vAlvulas cardiacas
con unas pequefias pinzas. Esta manipulacién dio como resultade el
bloqueo de impulesos de la auricula al ventriculo y la disociacidn de las
actividades eléctricas. El ritmo ventricular espontinec fue determinado

a dos diferentes flujos 10 y 25ml/min y expresados como latidos/minuto.

PROTOCOLO I

EFECTO DEL CLORURO DE GADOLINIO EN LOS EFECTOS ESTIMULADORES DEL FLUJO
SOBRE LA CONTRACCION NMIOCARDICA, TRANSKISION AURICULOVEMTRICULAR Y RITMO
VENTRICULAR ESPONTANEO.

En este protocolo antes del inicio de la toma de datecs (smegin se indique
en cada parte del protocolo), se conecté al sistema de perfusién una
bomba de infusién para poder inyectar la solucién de cloruro de

gadolinio, la concentracién final de este fue de 10 pM.

. CLORURO GADO] 0_S0 QS '0S_ESTIMULADORES D
ELUJO EN LA CONTRACCION MJOCARDICA. Igual que en sl protocolo I se

coloca un balén de l&tex dentro del ventriculo izquierdo y se ajusta la

presién diastdlica, primerc se tomaron los datos basales en donde el

protocole se sigue igual que en pro lo I, después de tomad éaton,
se conecta al sistema la bomba de infusién y se permite que pasen- 10
minutos para que el cloruro de gadolinio sea distribuido y tomar los
datos con el efecto del gadolinio. La frecuencia permanece constante y
los incrementos del flujo son acompahados por incrementos en la infusién
del cloruro de gadolinio de 0.5 ml/min en cada ocasién con el fin de
mantener la concentracién del gadolinio constante, El flujo coronario va

deade 10 haata 25 ml/min con incrementos de S ml/min en cada ocasién.

B. D! CLO! 0 GADD! O_S0 0S_EST 0]
FLUJO SOBRE LA’ TRANSMISION A-V. Se generaron al igual que ol en
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protocolo I dos tipos de griflcas, se tomaron primero las basales y
posteriormente se procedlé a tomar los datos con el efecto del
gadolinio: 1) Se conectdS la bomba de infusién de cloruro de gadolinio
con 0.15 ml/min a un flujo coronario de 10 ml/min y trascurrieron 5
minutos antes de iniciar la toma de datos y una vez transcurrido eate
per!.or.:lo ge tomaron los datos de intervalo A-V a diferantas fracuencias
de estimulacidn, este mismo paso se realizé a 25 ml/min con un flujo da
cloruro de gadolinio de 0.30 ml/min. 2)Antes de la toma de astos datos
a8 dejé perfundir el corazén con solucién de perfusién sin clorurc de
gadolinio por un perfcdo de 10 minutos, después de este tiempo ee inicié
la toma de datos con una frecuencla de estimulacién constante de 5 Hz y
al flujo se varid desde 10 ml/min hasta 25 ml/min con incrementos de
Sml/min en cada ocasién con respectivoa incrementos de la solucién de
¢loruro de gadolinio de 0.5 ml/min hasta llegar a flujo coronario de
25ml/min con 0.30 ml/min de gadolinic. En cada incremento sa tomS la
lectura del intervalo A~V incluyendo la inicial y la final.

c G 0_ 80 '0_D. UJOo CO|
EN_EL.RITMO VENTRICULAR ESPONTANEO. AL igual que en el inciso C del
P lo I se degpertd el ritmo ventricular espontinec y antes de

conectar la bomba de infueién de cloruro de gadolinio se tomaron las
basales. Se conects la bomba de infusién de cloruro de gadolinio con un
flujo de 0.15 ml/min para tomar los datos de flujo coronario de 10
ml/min y después de "lavé" el corazén antes de tomar los datos del ritmo
ventricular espontfneo a 25 ml/min de flujo coronario y 0.30 ml/min de

cloruro de gadolinio,
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RESULTADOS

EFECTO DEL PFLUJO CORONARIO SOBRE LA CONTRACCION MIOCARDICA, TRANSNISION
AURICULO-OBSERVANTRICULAR Y RITMO VENTRICULAR ESPONTANEO.

Efecto de) fluijo coronario sobre la contraccién miocfrdica. EL flujo
coronario aumentd la contraccién mioccArdica como se puede obeervarr en
las figuras 6A y 7. La presién de contraceién miochrdica aumentaba en
relacién al flujo, pues a mayor flujo corcnarioc mayor era la presidén de
contracclén. Con el primer incremento da flujo la estimulacién en la
contraccién dio como resultado que la presién de contraccién a flujo de
10 ml/min subiera de 62mmHg haeta B2mmHg y con el dltimo incremento de
flujo coronaric la presién subid de 103mmHg a 1ll4mmHg con 1o que se
observa que los aumentos en la presifén de contraccidn causades por el
flujo no son siempre de la misma magnitud y que tienden a disminuir

conforme se va aumentando el flujo.

EFECTOS DEL _FLUJO CORONARIQ SOBRE LA TRANSMISION AURICULO-VENTRICULAR.
Los aefectos del flujo coronario sobre la transmisidn aurfeulo-

ventricular se muestran en las figuras 6R, BA y 9.

El efecto dromotrSpico positive del flujo coronaric Be muestra en las
figuras 8A y 6A. Los resultados sobre el intervalo A=V (fig 8A) muestran

que a todas las frecuencias de estimulacién el intervalo mids corto es a

que la méxima frecuencia de estimulacién en donde no se presentaron
arritmias se logré a flujo alto. A una frecuencia de estimulacién
constanta (5Hz n=B8) los incrementos en el flujo disminuyeron el
intervalo A=V (fig. 6A}.

EFECTO DEL_ FLUJO CORONARIO SOBRE EL RITMO VENTRICULAR ESPONTANEO. Los
ofactos del flujo coronaric se muestran en la figura 10. ELl . flujo
incrementa el ritmo ventricular espont&neo, pues B8i comparamos los
latidos por minuto a flujo coronario de 10 ml/min con los obtenidos a

flujo coronario de 25 ml/min se cbserva que estos aumentan.
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EFECTO DEL CLORURO DE GADOLINIO SOBRE LOS EFECTOS ESTIMULADORES DEL
FLUJO CORONARIO SOBRE LA CONTRACCION MIOCARDICA, TRANSMISION AURICULO;
VENTRICULAR Y RITHO VENTRICULAR ESPONTAMEO.

CTOS CLORURO C! S 13 (o]
CORO 0 C, OC . Lom efsctos del cloruro de

gadolinio en los efectos del flujo en la contraccién miocdrdica se
muestran en las figuras 68 y 7. Como se puede observar en la figura 6B
el cloruro de gadolinlo disminuye la presidn de contraccelén cardiaca la
cual va de 50mmHg a un flujo de 10 ml/min a 80mmHg a flujo de 25 ml/min,
cen lo cual el incremento total es de 30mmHg, en comparacién con el
control en donde el incremento es de 50mmHg. Se observa también que la
disminucién gradual del aumentoc de presién de contraceidn que se da en
los corazones sin clorure da gadolinio aparece mas ripldo en los
corazones con gadolinio como se ve en la figura 7 en donde se obsarva

una fase de meseta.

EFECTO DEL CLORURO DE GADOLINIO SOBRE EL EFECTO ESTINULADOR DEL FLUJO EN
LA_TRANSMISION AURICULO-VENTRICULAR. EL cloruro de gadolinic bloques

parcialmente el efecto del flujo scbre la conduccién A-V como as musstra
an lae figuras €B y 9. En el primer aumento de flujo de la figura 6B se
ve una dieminucién en el intervalo A-V pero esta reducclén se ve
blogqueada a los otres flujos en donde el intervalo A~V permanece en una
fase de meseta con valores constantes independientemente de la magnitud
del flujo, esto me ve mis claraments en la figura 10 en donde la gréfica
fue construida en base a los dscrementos del intervale A-V en donde los
resultados se van hacia cifras nagativas, con lo que se observa que el
gadolinio. inhiba eata propiedad dei flujo coronaric sobre el intervalo
A-V, En la figura 8B observamos qus el gadolinio disminuye la capacidad
del miocirdio para tolerar frecuencias mis altas a flujo alto (25
ml/min)en comparacién con el flujo bajo (10 ml/min),pues a los dos

flujos, la frecuencia més alta tolerada es de 6Hz.

EPECTO DEL CLORURO DE_GADOLINIO SOGRE EL EFECTO DEL FLUJO CORONARIO EN ‘ EN-
'EL_RITMO_VENTRICULAR ESPONTANEO. El efecto del gadolinio sobre el ritmo
20 '



ventricular espontfnec se muestra en la figqura 10B. Como puade
cbservarse, el gadolinio th.i.ba completamente el efecto del flujo ya gue
el ritmo ventricular espontineo permanece constante 8in importar la
magnitud del flujo coronaric y en ocasiones no s&lo permance constante
sino.que incluso disminuye.
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Figura 6A. Efecto estimulador del flujo coronario sobre la contraccién
miocérdica y el intervalo A-V a una frecuencia de estimulacién constante
de 5 Hz. La figura muestra que al aumentar el flujo coronario, la
contraceién mioclrdica (circulos vacios) se ve aumentada y el intervalo

A=V (cuadros vacios) se ve disminufdo.

Figura 6B. Efecto dal cloruro de gadolinic en el efecto estimulador del
flujo coronario sobra la contraccién miocérdica y el intervalo A-V.
En corazones tratados con cloruro de gadolinio, el efecto estimulador
dal flujo coronaric esobre la contraccién miocdrdica {circules llencs) se
observa disminuido considerablemente, de igual forma ocurre en el
estimulo sobre el intervalo A-V (cuadros llenss), ya que éate en lugar
de disminuir con los aumentos de flujo coronario, sélo lo hace en el
primer incremento y posteriormente permanece constante, con lo que se -
observa que el cloruro de gadolinio interfiere en el efecto estimulador

del flujo coronario.
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Figura 7: Efecto del cloruro de gadolinic en la estimulacién de 1la
-contraccién mioc&rdica pioduc:.dn por @l flujo corcnaric. En la figura
.sa muestra que la contraceién miocdrdica {mmHg) en los corazones
controal {circulos vacios) es mayor que la presentada por loam couzo,no-i
tratados con clorurc de gadolinio (circules l;enou), lo que muaestra el
efacto blogueador del cloruro de gadolinio sobre las p;opi.dldo-
estimuladores del flujo coronaric. Asi mismo se observa que la presién
de contraccién permanece més bien constante en. los. incrementos de !Iujo
coronaric desde 15 ml/min hasea 25 mi/min, contrabiaments a 1o que’

ocurre en laos corazones control.
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Figura 8. Efecto del cloruro de gadolinioc sobre el intervalc A-V a
diferentes rangos de estimulacién en dos diferentes flujos coronarios.
En el panel A, observamos que a un flujo coronarico de 310 ml/min
(circulos vacios) al aumentar el rango de eastimulacién el intervalo A-V
aumenta y 1o mismo ocurre en el flujo coronario de 25 ml/min (triingulos
vacios), con la diferencia de que los valores del intervalo A-V en este
Gltimoe con el mismo rango de estimulacién son menores que el primero,
con 1o que se cohserva el eafecto estimulader dal flujo coronaric osobre
el intervalo A-V. En el panel B ocurre algo similar, peroc con una
diferencia menor, ya que comoc se puede cheervar en la figura las valores
a los dos diferentes flujes coronarios (10 ml/min, circulos llenocs y 25
ml/min tri&ngulos llencs) ee aencuentran m&s cercanos con lce gque se
observa que el cloruro de gadolinio inhibe, aunque no totalmente, el

efecto estimulador del flujo coronario.
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Figura 9: Efecto del cloruro de gadolinio scbre el intervalo A-V (mseg)
estimulado por. el flujo coronario. En corazones control, al aumentar el
flujo coronarlorol intervalo A-V se ve_disminnldo, lo contrario ocurre
en corazones tratados con cloruro de gadolinio en donde al intervalo
A-V aumenta como 8se puede deducir de 1las cifras negativas que _se
observan con la curva de cloruro de gadolinio. Adem&s en esta figura.se
muestra la disminucién en el intervalo A-V -al aumentar el flujo
‘coronarie con respecto al valor del intervalo A-V'a un flujo coronario
de 10 ml/min. La estimulacién fue constante durante todo el experimento

de 5 Hz.
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Flgnra 10. Efecto c_!el clorurc de gadolinio aobre la estimulacidén del
ritmo ventricular aaponﬁinec producida por el flujo coronaﬁo. En” los -
corazones control al aumentar el flujo coronario existe un incremento
en los latidos por minuto (panel A), en forma contraria los corazones
tratados con cloruro de gadolinio los latidos por anutb permanecen

iguales en algunos casce y @n otros incluso disminuyen (panel B).
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Figura 11. .Efecto del cloruro de gadolinic en 1la Vconduccién A-V a
diferentes frecuencias en flujo coronario de 10 ml/min, Esta figura en
el aje de las Y muestra los intrementos en el intervalo A-V causados por
el cloruro de gadolinio con respecto a los valores del control en éuntrq

diferentes frecuencias probadas.
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DISCUSION

El control metabslico del flujo coronario ha sido bien aestablecido,
adem&a, existen indicios de que la relacién inversa, es decir, de que el

flujo coronaris controla el metabolismo mioc&rdico (11).

Los resultados demuestran que el flujo coronario estimula la contracecién
miochArdica, la transmisitn A=V y el ritmo ventricular esponténeo, por lo
tanto, el flujo coronaric no es un par&metroc f{nicamente de las
dimensicnes de transferencia de masa, sino también de sefial reguladora
que afecta varias funciones cardiacas y el metabolismo. Esto implica que
a pesar de que la funcién cardiaca/metabolismo determina el "flujo
coronario (9, l0) é&ste también determina la funcién/metabolismo, con lo
que nos encontramos ante un clelo que eat& continuamente en

raetroal imentacién.

Los estudlics agqul realizados no son hechos al azar, sino que tienen una
base bastanta fuerte en estudios anteriormente realizados en corazones
de cobayo {12) en donde se observa el efecte estimulador del flujo en
las funciones ahi probadas, por tanto se daspertdé el inter&s de la
observacidn de estos efectos en el corazdén de rata y ademds tratar de
dilucidar el mecanismo por el cual el flujo estimula las funciones

antariormente sefialadas, o al menos descubrir una parte del mismo.

El tratar de dilucidar un mecanismo tan complejo es una tarea un poco
diffecil y no con una sola perie de estudios se puede llagar a la
respuesta, es mAs, muy posiblemente no sea s6lo una respuesta, sino la
compinacién de varios mecanismos necesarios para la realizacién o

culminacién del efecto estimulador del flujo coronario.

Anteriormente se ha dicho que las célulaa endotel;ales ge encuantran
‘expuestas continuamente a fuerzas hemodindmicas: preaidén y - friccién.
Debido a que se conocen que el fiujo causa vasoconstriccidn y relajacién
de los vasos sﬁnguinaos y que laa células endotellales sgon capaces de
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responder a fuerzas hemodinimicas por la liberacién de varias sustanclas
bicactivas, el papel del endotelio come mecanctransductor de las fuerzas
relacionadas al flujo, pacticularmente el estrés por friccién, es de
gran interés y raviste una gran importancia, Ahora ge conoce que las
células endoteliales son capaces de responder al flujo por diferentes
vias. Loa mecanismos propusstos son: 1) La liberacisn de agentes
vasocactivos tales como prostaclclina (prostaglandina PGI2}, purinas y
factores relajantes y constrictores; 2)activacién de canales de K+ y
Ca2+; 3} cambics en la orientacin y alineamiento de cé&lulas
endoteliales; 4) redistribucién de la F-actina del citoesqueleto y 5)
con la estimulacién de 1la pinocitosis y el metabolisme de las

lipoproteinas de baja densidad.

Con el objeto de conocer el efecto del flujo en corazones de rata
aislados y perfundidos, @e probd el efecto del flujo corcnario sobre
diferentea funciones miocdrdicas, contractilidad, conduccién auriculo-

ventricular y ritmo ventricular espontineo.

El efacto dal flujo coronarico en la contractilidad miocirdica es
inotrépico positivo a todos los aumentos de flujo, aunque dgiempre
guardando una relacifn, ya que al primer aumento de flujo el aumantoc as

m&s grande que en los siguientes.

" ‘con reapecto a la conduccién A-V, el flujo Cu;vo afecto dromotrépico
positivo ya que siempre redujo el intervalo A<~V a mayores valores de
flujo con lo que se chserva el efecto estimulador del flujo sobre esta
funcién y ademés permitid que el corazén scportara maycres valoras de

frecuencia de estimulacién sin presentar arritmias.

En-el ritmo ventricular espontdnea, el flujo coronario también tuvo un
efecto estimulador, ya que aumentaron los latidos por minuto a flujo

coronario alto en relacién con el flujo coronario bajo.

La bibliograffa (28) informa que .el cloruro de gadolinio es un
blogueador de los canales de K+ y Ca2+ activados por . estiramiento 'y
tiene la ventaja de poderse usar en un rango micromoclar. Se han hecho
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ensayos sobre arritmias provocadas por estos canales en ventriculos de
perro en donde los resultados han demostrado la exjstencia del efecto
blequeador del gadolinio en dichoe canales. Se conoce también por
experimentos realizados en corazén perfundido de cobayo y por los
resultados aqui presentados que el flujo coronario estimula las
funciones miocirdicas, por lo que se pensd que si los canales activados
por estiramiento estaban propuestos como poeible mecanismo para
"traducir" loa estimulos del flujo en respuestas. concretas al bloquear

estos canales se inhibirian estas respuestas.

Con el propésito de comprobar esta hipétesis, se decidié perfundir el
corazén con saolucidn de Krebe-Heneeleit modificada adicionada con
cloruro de gadolinio 10 MM para observar los efectos de este lanténido

sobre los efectos estimuladores del flujo ya antes demostrados.

El cloruro de gadolinio tuve efactos inhibidores sobre los efectos
producidos por el flujo coronario. En el efaecto scbre la contraceién
miocirdica esta se vié disminuida en relacién con al control, lo misme
ocurri6é con el efecto dromotrépico positivo producido por el flujo
coronario ya que el intervalo A=V en lugar de disminuir por el etacto
del flujo aumentaba o permanecia constante. Con respecto al ritmo
ventricular esponténec el flujo coronaric no tuvo efecto estimulador en
presencia del cloruro de gadolinio, ya que en relacién con el flujo bajo
los latidos por minuto permanecieron constantes o incluso di.smi.nuye;on,
con lo gque se observa que el cloruro de gadolinio blogquea los efectos

estimuladores del flujo.

Debide a que el cloruro de gadolinio se encargé de disminuir y en muchos
cagos de bloguear completamente los efectos estimuladores del flujo
coronario en todas las funciones ensayadas, proponemog que loe canales
de K' y ca’' activados por estiramiento estén involucrados con el o loa
mecanismos que permiten la traduccién de la seial enviada por el flujo -
coronario en una propiedad estimuladora sobre las £unc£onesr ya descritas

anteriormente.
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Sin embargo esta posibilidad no excluye a las otras y seria muy
importante realizar experimentos que estudiaran las otras hipStesis ya
que el sistema no solamente puede constar de un solo estimulo, sino que
seguramente es una gerie de complejos pasos y reacciones gque son
necesarios para que el o los mecaniemos por loe que el flujc coronario
produce sus estimulos se lleven a cabo. Es de importancia mayiscula el
dilucidar el mecanismo o los macanismos estimuladores del £lujo
coronario, ya que el flujo es una constante en el organismo y puede
llevar a grandes descubrimientos en &reas tan Limportantes como la

fisiologia y farmacologia.
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