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1. RESUMEN

Los efectos de la adenosina sobre los tejidos cardiacos han sido ampliamente estudiados en las
auriculas, mientras que poco o nada es lo que se sabe de sus efectos sobre las estructuras
ventriculares. Un efecto sobresaliente de la adenosina en las auriculas es el aumento en conductancia
de potasio Dado que la despolarizacion diastélica responsable del automatismo de las células del
Purkinje del corazén de mamifero se ha atribuido a la inactivacién tiempo dependiente de una
comiente de potasio (Tk2), mientras que, las oscilaciones post-patencial (OPP) evento eléctrico
subyacente a un grupo importante de arritmias, son consecuencia de una sobrecarga de calcio
generando una corriente oscilatoria (TOS) de naturaleza idnica no bien establecida, Por lo que se

decidio analizar el efecto de 1a adenosina sobre el automatismo y las OPP. Se realizaron experimentos

en fibras de Purkinje de perro, en un medio que contenfa una baja concentracién de potasio (2.7
mM), esto con el objeto de provocar el automatismo de las fibras de Purkinje de mamifero, mientras
que en los registros de OPP las fibras de Purkinje de mamifero fueron sometidas a una concentracién
alta de calcio (8.1mM) y estimuladas con trenes de duracién fija (10 seg.) y frecuencias de 1 a 6 Hz.
La actividad eléctrica se registré6 mediante la técnica convencional de microelectrodos intracelulares
analizando ¢l efecto de la adenosina sobre la longitud del ciclo basico (LCB) y la morfologia del
potencial de accién. Se abservé que la adenosina provoca una prolongacion del ciclo basico que es
muy importante en los primeros minutos de 1a perfusién y posteriormente 2 los 30 min. de perfusion
con la amina empieza a disminuir a un estado estable, aunque el valor de la LCB sigue stendo
significativamnete mayor que en ¢! control. Por otro {ado, la adenosina disminuye la amplitud de las

OPP, sin que se modifique su patrén de acoplamiento ni la oscilacién lenta que lo acompaiia. Ambos

efectos sugieren que esta amina puede provocar un en la cond ia al potasio y por ende

posee cierto efecto antiarritmico como ha sido propuesto.



2. INTRODUCCION
2.1 Geaeralidades

El corazon de mamifero es una bomba pulsatil impelente que consta de cuatro cavidades: dos
auriculas y dos ventriculos separadas por un tejido fibroso denso de tipo valvular. La funcién del
corazdn consiste en generar una diferencia de presion que impulse la sangre, enviando sangre no
oxigenada al pulmén para ser oxigenada y sangre oxigenada a los tejidos periféricos y de esta manera,

doalasr idades de las celulas en general. (Fozzard H:A:, 1986)

4

tiene un aporte

El corazon esth formado principal por misculo estriado, orientado tridimensional

Los estudios clisicos consideran al corazon como una bomba de volumen-presion, aspirante-
impelente. Fig. 1

Las dos principales propiedades cardiacas que desempeiia este Grgano son la contractilidad y la
actividad eléctrica, La primera se encarga de imprimir fuerza suficiente para que la sangre pueda ser

Isada de las cavidades cardi y conducirla por el sistema vascular; mientras que la segunda
P q

determina la frecuencia y la velocidad del proceso y sirve como gatillo del mecanismo contractil. La
regulacion de estos dos eventos es esencial para lograr que la funcion cardiaca en su conjunto se
pueda llevar a cabo de una manera eficiente.(Fozzard, H:A:, 1986)

El adecuado funcionamiento del corazén como una bomba pulsatil depende del proceso de
excitacion-contraccion y de que éste proceso se lleve a cabo de una manera sincrénica, ésto es la

secuencia de activacion de los tejidos de cada porcion especifica del corazén.



Fig 1. Esquema del corazén de mamifero, mostrando sus cavidades y el sistema de conduccion.

El periodo que va desde el final de una contraccion cardiaca pasando por la fase de relajacton
posterior hasta el inicio de la siguiente contraccién se denomina ciclo cardiaco, El primer
acontecimiento del ciclo cardiaco es la generacién de un potencial de accién en el nodo sinusal, que
es una estructura que se localiza en la pared posterior de la auricula derecha, de donde la
despolarizacion se propaga hacia ambas auriculas, y da lugar a la onda P del electrocardiograma lo

que genera la sistole auricular. Posteriomente, e} potencial de accion se propaga a través del nodo



auriculo-ventricular, que es la estructura que se localiza entre !a auricula derecha y el ventriculo
derecho y conduce el impulso eléctrico de auriculas a los veatriculos, hay un retraso de mas de una
décima de segundo entre el paso del impulso cardiaco a través de los ventriculos. Ello permite que las
auriculas se contraigan antes que los ventriculos impulsando la sangre antes de producirse la
contraccion ventricular, ya que del nodo AV el estimulo continiia por el haz de His, sus tres ramas y,
de ahj a la red de fibras de Purkinje, para llegar al ventriculo, activando primero la porcién media de
la masa septal izquierda, una &rea alta septal y paraseptal anterior y una érea paraseptal posterior en
el tercio inferior del tabique. Posteriormente despolariza toda la masa ventricular que corresponde a
las paredes libres ventriculares y dé lugar al complejo QRS, lo que genera la contraccion ventricular
que se conoce como periodo de sistole ventricular. Las valvulas A-V (tricispide y mitral) evitan el
flujo retrogrado de sangre desde los ventriculos a las auriculas durante la sistole; las valvulas
semilunares (aértica y pulmonar) impiden el flujo retrogrado de sangre desde la aorta y la pulmonar
hacia los ventriculos durente la difstole. Todas las valvulas se cierran cuando un gradiente de presion
en sentido retrogrado las impulsan hacia atris, y se abren cuando un gradiente de presion en sentido
antérogrado envia la sangre hacia adelante (Katz,1992).

La sistole ventricular es dindmicamente la mis importante, donde en primer lugar se contraen los

misculos papilares y las trabéculas, y posteriormente se contrae toda Iz masa del musculo ventricular.

E{ corazén izquierdo es una bomba de presion que trabaja contra altas resistencias periféricas,
mientras que el corazén derecho es una bomba de volumen que vacia su cc ido contra r
- bajas (Katz,1992).

Una mejor comprension de la electrofisiologia cardiaca celular proporciona un importante

.avance en la capacidad de entender y modificar ciertas alteraciones patologicas del corazén. El uso de

e taelnd,

P

microelectrodos en estudios de electrofisiologia llevo al conocimi de las pr

fisioldgicas del corazon como la excitabilidad, el automatismo, la propagacion de impulsos y el



periodo refractario, asi como el acoplamiento excitacion-coateaccion. (Sénchez-Chapula, 1987).

El automatismo, es una propiedad del corazdn, es capacidad de generar actividad ritmica
espontdnea, Hamada actividad de marcapaso, esta reside s6lo en algunos tejidos cardiacos
especializados. Los que exhiben esta actividad son los nodos sino-auricular (S-A), auriculo-
ventricular (A-V), haz de His y las fibras de Purkinje. En ciertas condiciones patologicas se pueden
manifestar marcapasos anormales, provenientes de todos los tipos de tejido cardiaco (Sanchez-

Chapula,1987).
2.2 POTENCIAL DE ACCION

El potencial de accidn constituye 1a actividad eléctrica de la célula cardiaca, este es un cambio

el ismo contrictil y que tiene a capacidad

siibito en el voltaje &1 brana, que d
de estimular a las células contigiias, fendmeno que se conoce como propagacion, El cambio en el
voltaje de la membrana se debe al paso de iones de un lado & otro de la membrana celular, lo que
produce una distribucitn desigual de iones (particulas cargadas) que se mueven a través de proteinas

membranales que funcionan como poros o canales idnicos. La apertura de estos canales depende del

voligje a ambos lados de [a membrana y del tiempo. Los canales idnicos condici los movimi
idnicos de acuerdo a la fuerza electromotriz derivada de los gradientes electroquimicos que se
establecen por 1a distribucion ionica desigual, y a ta vez estos gradientes electroquimicos condicionan
la apertura y cierre de los canales idnicos. (Fig 2). El tamafio y Ia forma del potencial de accién
difiere considerablemente de un tejido excitable a otio, y se propaga con la misma forma y tamafio a
lo largo de toda 1a longitud de una fibra muscular o una céfula nerviosa. El potencial de accién de las

ey

diacas dura aproximad 400 milisegs en contraste con los potenciales de accién

células

del nervio y del mitsculo esquelético que duras unos pocos milisegundos.




LIQUIDO LIQUIDO
INTRACELULAR EXTRACELULAR

142mM
4mM
1.2mM
0.6mM
103mM
28mM
4mM
0.5mM
0.5aM
74
2gm/di

el

es. 1omada de: Katz,1992.

Fig 2. Distribucion idnica de los llquidos extra e inty

Se describen cinco fases en el potencial de accion en la fibra de Purkinje de mamifero (Fig3)
La fase de despolarizacion ripida e inversion de potencial (fase 0) es extremadamente ripida, siendo
su maxima velocidad de despolarizacién (Vnax) de aproximadamente 500 V/seg y esth determinada
principalmente por la apertura de un canal que es dependiente de voltaje y que permite un rapido



incremento en la conductancia al ion sodio. La fase 1 consiste en una repolarizacién inicial corta que
precede a la meseta. Esta fase 1 ha sido atribuida en las fibras de Purkinje a una corriente transitoria
de salida de gran amplitud (I;o); la magnitud de Iy, depende muy importantemente de la frecuencia
de estimulacion. Esta fase es seguida por una meseta, caracteristica de las células cardiacas (fase 2)
que es principalmente responsable de la larga duracion del potencial de accién. La pequefia corriente
neta, es ¢l resultado del fino balance de corrientes iénicas de entrada y de salida que son: una
corriente lenta de calcio (Ig;) y el componente sostenido de sodio (INa,s), 2unque también se conoce
que interviene la corriente de potasio con rectificacion retardada (Ig) y la corriente del
intercambiador Nat-Ca** (Igy). Durante la fase 3 el potencial transmembrana es Hevado hacia su
potencial de reposo (repolarizacidn). En esta fase se han identificado dos corrientes de salida de
potasio: la corriente Ix 1, que es una corriente de fondo, independiente de tiempo y la corriente (Ig)
que es dependiente de tiempo. Durante la fase 4 de! potencial de reposo en células que poseen
automatismo, se¢ observa una despolarizacion lenta espontanea o despolarizacion diastolica (Ig4)
donde estd presente la corriente de la bomba electrogénica de Nat-K™ y el intercambiador Na*-
Catts asi como una corriente cuya identidad iénica no esta bien definida que recibe ¢l nombre de Iy
o Igy el resultado de estas corrientes es el proceso de marcapaso. En células que no poseen
automatismo la fase 4 del potencial de accién corresponde al potencial de reposo (§énchez
Chapula,1987).

Los potenciales de accion del resto de los tejidos cardiacos difieren sustancialmente del potencial de
accion de las fibras de Purkinje (Fig 4). Las células de los nodos sino-auricular y auriculo-ventricular
tienen una fage O de ascenso muy lento (1-3 V/seg) y las fases- 1, 2 y 3 no pueden distinguirse
claramente entre si, pero durante la fase 4 presentan en forma similar a las fibras de Purkinje el
fendbmeno de despolarizacidn diastdlica espontineo. En las fibras auriculares y ventriculares de
trabajo el potencial de accion de membrana durante la fase 4 permanece constante (Sénchez-

Chapula,1987).
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Fig 3. Corrientes iénicas de un potencial de accién en una fibra de Purkinje. Umb.(Umbral); INa
(Corriente rdpida de sodio); Hto (Corriente iransitoria de salida, K); Isi (Corriente transitoria de
entrada,Ca);l Na,S(Corriente de sodio no activada); lex(Corriente del intercambiador Na-Ca); IK

Lavimrsnisns elievctesdivrsds

Corriente de potasio con rectificacion retardada); Idd(Corriente de desp ;

IK1(Corriente de base con rectificacion retardada). Tomada de: Vassalle 1991.



Fig 4 Trazos de potenciales de accién de membrana lfpicg::, régisrrada: de las siguientes regiones
(de arriba hacia abajo): nodo seno-auricular, misculo auricular.nodo auriculo-ventriculor, Haz de
His, fibra de Purkinje, fibra terminal de Purkinje y misculo ventricular.(Tomada de Sanchez-
Chapula, 1987).



2.3 PROCESO DE MARCAPASO

El automatismo es una propiedad intrinseca de algunos tejidos cardiacos como son: el nodo
sinusal, el nodo atrio-ventricular y el sistema His-Purkinje. Cada una de estas zonas es {a responsable
de los tres ritmos cardiacos que se conocen: sinusal, nodal e idioventricular. Otros tipos celulares que
presentan esta actividad son las fibras auriculares especializadas de los tractos internodales y fibras
cercanas at orificio del seno coronario. Los tejidos que poseen automatismo se caracterizan por la

aparicién, durante la distole, de una despolarizacién lenta que es capaz de alcanzar umbral y generar

un potencial de accion. Esta despolarizacion es el llamado prepotencial o potencial de marcapaso

(Katz, 1992).

En condiciones fisiolégicas, la {inica zona de marcapaso que funciona como tal es Ia sinusal,
por lo que se considera al nodo sinusal como el marcapaso dominante ya que tiene mayor frecuencia
de disparo, mientras que a los otros se les conoce como marcapasos subsidiarios (Valenzuela y
Kabela, 1984). Estos dltimos no se manifiestan porque su frecuencia de disparo es menor que la det
marcapaso verdadero, y esto permite que los impulsos que éste genera active a los demas tejidos

cardiacos antes de que alcancen el umbral.

Las células de marcapaso son de gran importancia para el corazdn, ya que ellas proveen las
bases para una excitacion repetitiva, la activacién de las células es miogénica y reciben una serie

amplia de influencias regulatorias (Katz,1992).
Existen variables electrofisiologicas determinantes del ritmo de marcapaso que actian
modificando las caracteristicas electrofisiologicas de la membrana, a través de tres mecanismos

fundamentales:

11



1) E! potencial diastotico maximo (PDM), ésto es el potencial mas negativo que se

durante 1a fase 4 y esta dado por un cambio en la conductancia de la membrana a algin ion.

2.) La pendiente de la despolarizacién diastélica.

3) E! voltaje umbral (Vip,), que es el voltaje minimo en el cual se despolariza la célula.

En ténminos generales, se puede decir que no hay algin mecanismo que afecte a sblo una de las
determinantes, sino que en general se afectan dos o mias. El mecanismo méis frecuentemente

involucrado en la modulacién de la descarga membranal, tanto por los factores de modulacion

extrinseca como por los intrinsecos, es la modificacion de la pendiente del potencial de marcapaso,

Los aumentos en esta pendiente anla fr ia de disparo, mientras que la dismimscion de
1a pendiente reducird el nimero de latidos generados. La pendiente del potencial de marcapaso puede
modificarse cuando se afecta la corriente despolarizante de base, cuando cambia 1z corriente de
salida, ya sea en su magnitud o en su constante de inactivacién o cuando se altera la resistencia de la
membrana. Por otro lado, si algin factor provoca la disminucién en la pendiente dipstélica,
disminuye la frecuencia, lo mismo sucede si se desplaza el voltaje umbral a un potencial mas positivo,

Contrariamente, si algin factor provoca el en la pendiente diastoli fima, 4 el

ritmo al igual que resulta de un desplazamiento del voltaje umbral a potenciales mds negativos.
(Valenzuela y Kabela, 1984).
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2.3.1 CORRIENTE RESPONSABLE DE LA ACTIVIDAD DE MARCAPASO

El uso de la técnica de fijacion de voltaje ha permitido conocer los mecanismos idnicos
responsables del fendémeno de marcapaso. En una célula cardiaca, los cambios de voltaje que se
registran son la resultante de movimientos idnicos a través de la membrana. Estos flujos iénicos son
el resultado de que en primer lugar la membrana de las células cardiacas, como todas las membranas
excitables, tienen la propiedad de alterar sus caracteristicas de permeabilidad selectiva en funcion de
voltaje y tiempo, y segundo, porque los iones se encuentran desigualmente distribuidos a ambos lados
de 1a membrana, creando gradientes electroquimicos. Estos factores permiten movimientos de iones y

por consiguiente de cargas trasmembranales.

Weidmann (1951) fue e! primero en estudiar las corrientes responsables del ritmo de
marcapaso. Posteriormente Noble y Tsien (1968) observaron que estas corrientes al aplicar pulsos
hiperpolarizantes en tejidos que exhiben actividad de marcapaso, desde un potencial sostenido de -
40mV hasta entre -50 y -100mV y observaron una corriente dependiente de tiempo, cuya magnitud
se incrementa en funcion de la magnitud de la hiperpolarizacién y encontraron que esta corriente es Ia
responsable del automatismo en fibras de Purkinje. Elios a identificaron como una corriente saliente
de potasio (IK2). Se ha observado que 1a desactivacion de IKy durante la repolarizacién en el rango
de -50 a-100 mV produce unz despolarizacién diastolica.

Recientemente se ha encontrado que la corriente IK3, que ahora es llamada Ig, muestra gran
similitud en el nodo S-A y en las fibras de Purkinje (DiFrancesco y Ojeda, 1980, DiFrancesco, 1981).
Desde los trabajos de McAllister y Noble (1966); de Pepper y Trautwein (1969) se observo un
cambio en [a corriente tiempo-dependiente en fibras de Purkinje la cual aparece cuando la membrana
es despolarizada a -50mV o a voltajes mas positivos, durante cerca de 200ms. Noble y Tsien (1968)

desarrollaron este concepto dentro de la teoria de las corrientes de marcapaso en las fibras de

13



Purkinje. Estudios realizados por Denyer y Brown (1990) muestran un marcado efecto de la corviente
I sobre 1a corriente de marcapaso. Ellos demostraron que mediante la aplicacion de cesio a un voltaje
de -90mV se disminuia la actividad espontanea de mar<apaso en ¢l nodo 8-A indicando que esta
corriente es dependiente de sodio (Brown, 1982). Sugirieron que las corrientes activadas por
hiperpolarizaciones (If) son corvientes de entrada llevadas por ijones Na' que son inactivadas a -
50mV y son activadas lentammente por hiperpolarizaciones. Aunque estos canales especificos permiten
que ¢l Na* fluya, no son semejantes a los canales de Na* responsables de la excitacion, Asi la

corriente If es un importante modulador en el ritmo automatico del corazon.

Otro mecanismo propuesto (Imanishi y Surawicz, 1976) es en el cual las despolarizaciones
ritmicas autométicas (RAD) en el miocardio ventricular estan asociadas con un decremento tiempo-
dependiente de las corrientes de salida (probablemente corriente de potasio) y con un incremento en
la corriente de entrada de tondo. Esta corriente probablemente fluye a través de un canal lento de
iones calcio, sodio o ambos. Ellos concluyen que el automatismo depende de calcio pero muestran
que las despolarizaciones dependen principalmente de potasio, indicando que ambas corrientes de
entrada y de salida juegan un papel importante en la génesis de la actividad ritmica espontanea en el

miocardio ventricular.

En el nodo S-A la importancia de la corriente I como factor determinante de 1a frecuencia de
marcapaso ha sido cuestionada (Yansgihara e Irasawa, 1980, Noma et al 1980). Factores importantes
en la generacion del potencial de marcapaso en el nodo S-A son la desactivacion de ia corriente
saliente de potasio dependiente de tiempo (rectificacion retardada Iy) y 12 activacion de la corriente
lenta de entrada de calcio (IS;). Otros flujos i6nicos que contribuyen a las corrientes netas durante Ia
despolarizacion de marcapaso son: la bomba de sodio-potasio (Na*-K*), el intercambiador de sodio-

calcio (Nat-Ca*+), la corriente de activacion hiperpolarizante {If) y 1a corriente de calcio (Ica++)-

14



Otros factores que pueden provocar el automatismo en las fibras del miocardio ventricular
durante la experimentacion son la perfusion con solucion libre de potasio libre y de calcio, exposicion
a sales de bario y algunas otras manipulaciones como la despolarizacion a niveles de potencial de
membrana, en donde la corriente de sodio es parcialmente 0 completamente inactivada (Vassalle y

Mugelli, 1981).

Existen factores de regulacion extrinseca que afectan el ritmo de marcapaso y corresponden a :

1) La estimulacidn vagal o efecto de la acetilcolina. Este mecanismo juega un pape! muy
importante en e! controt del ritmo del nodo sino-auricutar. El mecanismo de accion de 1a acetilcolina
es provocar un incremento en la permeabilidad de potasio (pK*). El incremento en la pK* aumenta la
corriente de salida y puede oponerse a la despolarizacion diastélica. Asimismo, la ecetilcolina reduce
la permeabilidad al calcio (pCa*™) en las células marcapaso (Imantshi y Surawicz, 1976).

2) La estimulacion simpética o efecto de las laminas. Por este ismo se incrementa

la frecuencia del corazén. Las catecolaminas inducen un incremento en la despolarizacion diastélica
de las fibras de marcapaso, por un mecanismo relacionado con la corriente de calcio y la de
marcapaso, dependiendo del tejido que se estudie (Imanishi y Surawicz,1976).

3) La concentracién extracelular de potasio. La concentracion alta de potasio, inhibe el
marcapaso y la baja la acelera. El efecto de la concentracidn de potasio es més notoria en las fibras de
Purkinje y menos notoria el las fibras de nodo S-A. Estos hallazgos sefialan la diferente participacion
de las corrientes de potasio en la generacion del potencial de marcapaso en los tejidos sinusales y en
1as fibras de Purkinje (Imanishi y Surawicz, 1976). ’

Aun cuando todavia no existe un acuerdo en las contribuciones relativas de estos factores, una
conclusién que parece vélida es que la generacién del potencial de marcapaso no es el resultado de la
activacion o desactivacion de un solo canal, sino que se debe 2 una combinacién de factores.

Asi, en el misculo cardiaco, las corrientes de membrana durante el potencial de accion son
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funcion de voltaje y tiempo en forma extraordinariamente compleja. Los componentes de la corriente
de membrana han sido separados de acuerdo a particulas ionicas, fo cual ha sido dificil, ya que con Ia
excepeion de la despolarizacion inicial, durante el resto del potencial de accién no hay predominio de
alguno de los componentes. Asimismo, las corrientes de membrana han sido separadas en
componentes individuales de acuerdo a las corrientes que estdn presentes en ciertos intervalos de
potencial de membrana yfo tiempo, y también de acuerdo a corrientes que desaparecen o permanecen

en presencia de ciertas drogas.

2.4 MECANISMOS IONICOS RESPONSABLES DE LAS OSILACIONES POST-
POTENCIAL

Las oscilaciones post-potencial (OPP), son una manifestacion eléctrica anormal en células
cardiacas. Estin dadas por corrientes oscilatorias (log). Estas alteraciones generan aritmias que en
conjunto reciben el nombre de "actividad disparada”. Este fenomeno difiere de la actividad
automética propiamente dicha, en que Iz generacién de la extrasistole depende de la existencia de un
impulso previo (post-potencial). El concepto de actividad disparada comprende dos tipos de post-
despolarizacion:

1) despolarizaciones tempranas

2) despolarizaciones tardias (PDT)

Las despolarizaciones tempranas:

Son oscilaciones de membrana que aparecen a un potencial de membrana relativamente alto, en un
rango de -10 a -30 mV, y en condiciones de frecuencia de estimulacién relativamente bajas. Estas
alteraciones han recibido distintos nombre en la literatura, por ejemplo: "giba® (Coraboeuf y Boistel,

1953) o "segunda meseta" (Trautwein, Goltsein y Dudel, 1954). Estas post-despolarizaciones
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consisten precisamente en un retardo en la secuencia temporal de la repolarizacion normal del

lidad

potencial de accion, haciendo que aparezca una "giba". Son Jas por anorm en las

corrientes ionicas que fluyen a través de la membrana plasmatica durante la repolarizacion (fase 3),
pera sus bases ionicas ain no estan bien entendidas. En el afio de 1953 Coraboeuf registro por
primera vez, con microelecirodos intracelulares, potenciales de accion que se originaban durante la
repolarizacion de un potencial de accién . Posteriormente, Trautwein y Dudel describieron la
aparicion de actividad disparada producida por el estiramiento de las fibras de Purkinje. Dado que la
repolarizacion es debida a una caida en la corriente de entrada de calcio y a un incremento en la

tdad, 1

corriente de salida de potasio, anor en quiera de estas corrientes, asi como la

reactivacion de la corriente de sodio y la corriente de entrada debida al intercambiador sodio-calcio,

pueden contribuir a las postdespolarizaciones tempranas. Los factores que pueden iniciar la PDT

pueden ser, tici de hipocalemia, hipoxia, isquemia, agonistas beta-adrenérgicos y algunas
drogas antiarritmicas. Estas condiciones también pueden contribuir a la formacion de impulsos
repetitivos observados en un grupo de entidades caracterizadas por una anormal prolongacién del

potencial de accion o "sindrome de prolongacién Q-T" (Vassalle y Valenzuela 1994).

Las post-despolarizaciones tardias

Las post-despolarizaciones tardias (PDT) se originan por un aumento en la corriente de entrada
que aparece despuds de que la célula ha sido repolarizada y son generalmente observadas en
corazones sobrecargedos de calcio. El mecanismo por el cual la sobrecarga de calcio induce una
entrada de calcio tardia, se relaciona con la liberacién de calcio del reticulo sarcoplasmico, Ia cual
provoca una oscilacion . El mecanismo responsable de este comportamiento ain no esta bien

entendido (Vassalle y Mugelli, 1981).

Las post-despolarizaciones tardias son causadas por una corriente de entrada llamada corriente
i
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de entrada transitoria (I;j), o corriente oscilatoria (fos). La aparicion de esta corriente durante la
sobrecarga de calcio fue inicialmente interpretada  como una corriente de entrada de caicio.
Posteriormente se encontro sin embargo, que el ion que entra a la célula es el sodio. Alin no esta
claro si la corriente de entrada tardia (l;;) representa una corriente de entrada de sodio que pasa a
través de una clase especial de canal ibnico de la membrana plasmitica o si la I es debida al
intercambiador sodio-calcio. Ambas hipétesis son interesantes ya que la soi)recargu de calcio
incrementa el intercambio de tres iones de Nat por un ion Ca' intracelular, se provoca asi una

corriente de entrada (despolarizante).

Las elevad aciones intracelulares de calcio tienen profundos efectos sobre las

1 T et n b A
¥

propiedades eléctricas de la membrana. La post-potencial, seguida de una

hiperpolarizacién post-potencial, fue descrita por primera vez en un cultivo de células embrionarias
de corazdn de pollo por Lehmkuhl y Sperelakis (1967) quienes cambiaron los trenes de estimulacion
de los potenciales de accidon espontancos por aplicacion de pulsos de corriente despolarizante de
diferentes intensidades. Ferrier y Moe (1973) describieron posteriormente este fendmeno en corazén
de mamifero y lo interpretaron como una post-despolarizacion tardia. Ellos demostraron que los
glucésidos cardiacos generaban este tipo de alteraciones y posteriormente se demostré que las altas
1ul

aciones intr

de Ca*t son las responsables de la post-despolarizacién tardia. Las

drogas antagonistas de Ca*+, deprimen y abolen la PDT tardia, y esto es de importancia para la

arritmogénesis.

Kass y colaboradores {1978) demostraron que 1a PDT no es producida directamente por una
corriente de entrada de calcio, sino indirectamente por una liberacion de calcio del reticulo
sarcoplismico, el cual, en cambio produce un incremento en un tipo de conductancia no especifica

que resulta en una corriente neta de entrada despolarizante, la corriente (Iy;). El potencial de reversa
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(Eqey) para I;j es de -50mV y es sensible a concentraciones de Na* extracelutar y a concentraciones

de Ca** intracelular.

La corriente Ij; aumenta por la accién de los digitalicos, solucién fibre de K™, catecolaminas y
concentracion de Cat™ alto. Los efectos de los digitalicos y de la solucién libre de Kt pueden ser

. t P

explicadas por la inhibicién de la bomba de Na*-K*. Por ¢jemplo: Ia « p ia el efecto de

L por la inhibicion de 1a bomba Nat-K*, por lo tanto incrementa la concentracién intracelular de
sodio, la cua! a su vez incrementa la concentracion de calcio, via el intercambiador Na*-Ca**, En
cambio, la elevacion de la concentracién de calcio provoca una sobrecarga que facilita una liberacion
fasica- de calcio por el reticulo sarcoplasmico, por el mecanismo de "calcio libera caleio™ (Fabiato y

Fabiato, 1979).

La Iyj puede ser abolida con un iento de cafeina (10mM) depletando el calcio de los
reservorios del reticulo sarcoplasmico. La potenciacion progresiva de el PDT o la Iy durante un tren
de impulsos puede ser explicada por la carga de calcio del reticulo sarcoplésmico. Asi, la elevacion de

la concentracién de calcio intracelular, activa dos diferentes tipos de canales idnicos:

1) el canal con conductancia no especifica (gNa*, K(Ca*)) bajo la Iyj y la PDT el cual puede

ser importante en la génesis de disrritmias y en la formacian de la meseta cardiaca

2) la activacion de la corriente transitoria de calcio, a la conductancia del canal de salida de

potasio, la cual puede ser importante en el acortamiento del potencial de accion.

Aunado a ésto, Marban y Tsien (1982) dieron la evidencia que la elevacién en la tracion

de calcio intracelular {pero no en reticulo plasmico) incri la dependencia en voltaje de la
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corriente transitoria de salida (I;;) en fibras de Purkinje y que éstas pueden mediar algunos efectos de
los glucdsidos cardiacos. El mecanismo para este efecto por la concentracion de calcio, puede
involucrar 1a activaciéon de calcio-calmodulina, proteina kinasa C y la fosforilacién de los canales
lentos (Chad J, Eckert R. 1985). Lz alta concentracion de calcio puede inhibir la entrada de calcio
por bloqueo en algin canal y/o por un incremento en el gradiente electroquimico para la entrada de

caleio (Valenzu.eln. y Vassalle, 1985).
2.5 PAPEL FISIOLOGICO DE LA ADENOSINA.

La adenosina es un derivado del metabolismo del ATP. Forma parte de un grupo de compuestos que
se conocen como purinicos entre los que se encuentran: la guanina, la hipoxantina, el acido drico, los
alcaloides de la teobromina (teofilina y cafeina), etc. Todos poseen en su estructura una base purica
que es una estructura quimica ciclica de 5 elementos que, en ¢l caso de la adenosina, se llama
adenina; ésta se encuentrs unida a una molécula de azicar de ribosa. Fig 5. La adenosina configura el
niicleo que sirve de base para formar compuestos de gran importancia biologica como son los 4cidos

nucleicos (ARN, ADN), los derivados del acido fosforico (ATP,ADP,AMP) y segundos mensajeros

como la adenosina monofosfato ciclico (AMP) (Bellardinelli, 1980).

La adenosina ademas de ser la unidad estructural de compuestos de significado biologico
fundamental, desempefia por si misma maltiples funciones como neurotransmisor, neuromodulador,
cotransmisor y autacoide en la mayor parte de los tejidos humanos, incluyendo al corazén. La
adenosina es liberada en grandes cantidades en los tejidos cardiacos que se someten a situaciones
donde el aporte de oxigeno es inadecuado para las necesidades del 6rpano (ejem.isquemia, hipoxia o

a un aumento de trabajo) (Bellardinelli, 1980).
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Fig 8. Estructura molecular de la ade

La deteccion de la presencia de adenosina en el miocardio y el estudio de su accidn sobre las
propiedades fisiologicas de los tejidos cardiacos se remonta hacia 1929 con los trabajos de Drury y
Szent-Gybrgyi, donde reportaron que la adenosina disminuye la frecuencia sinusal e induce un
bloqueo atrioventricular en el corazén de cobayo. Ellos también notaron que en el corazén de perro
1a adenosina provoca una depresidn del ritmo sinusal y una prolongacién del periodo refractario del
potencial de accion de la células atriales, pero tiene muy poco efecto sobre el potencial de accién det
ventriculo. Ademés encontraron que el bario contrarresta las acciones de la adenosina en la
conduccion atrioventricular. Hoffman en 1925, confirmé la presencia de adenosina en la sangre
mientras que Phole en 1927 la encontrd en el cerebro; Embden (1927) también la identificé en
musculo esquelético y, como se menciond antes, Drury y Szent-Gydrgyi demostraron su existencia en
el miocardio al final de la década de los afios veinte. Estos investigadores no sblo desarrollnro‘n
métodos analiticos para la deteccién de adenosing en el miocardio sino que también anslizaron sus
efectos farmacol6gicos sobre algunas propiedades fisiologicas de los tejidos cardiacos y sefialaron Ia
probable existencia de receptores membranales a la adenosina o receptores purinérgicos. (Ver

Pastelin y Mufioz Martinez, 1987).
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Eetudi

més reci sobre las acci de 1a adenosina y de compuestos derivados de ésta,
en los nodos sinusal y atrioventricular, demuestran un efecto inotropico y cronotrépico negativo
(Bellardinelli, et al, 1980); producen bloqueo atrioventricular (Bellardinelli, Giles; West, 1988;) y
aceleran la repolarizacion en fibras atriales de conejo,

Estudios en relacion a los efectos de 1a adenosina sobre €l calcio, muestran que l1a adenosina
disminuye la recaptura de calcio en tejido atrial (Guthrie y Nayler 1967) y disminuye la respuesta
atrial inducida por una concentracion elevada de potasio extracelular y de catecolaminas (Bellardinelli
y cols. 1990; Schrader y cols. 1975). Esto ha sugerido que la adencsina provoca una supresion en la
conduccidn atrioventricular, resultado del bloqueo del canal de Cat™ de las celulas del nodo
atriovent‘ticulu (Rubio,et al, 1979) o de un incremento de la corriente de repolarizacion de potasio
(Belardinelli,et al 1980). Estudios en fibras de Purkinje reportaron que la adenosina disminuye la
pendiente de la fase 4 de despolarizacién y ¢l automatismo ventricular (Szentmiloski, 1980). Otro

posible papel de la adenosina es la modificacion de las arritmias cardiacas durante isquemia

miochrdica o infarto, Se ha d trado que la adenosina es liberada por las células del miocardio,
indose d condici de isquemia (Rubio ;Berne, 1969; Rubio, Weidneier ;Bemne,
1974).

Diversos estudios muestran que la adenosina y los nuclettidos de adenina tienen un efecto
similar a la acetilcolina, es decir, disminuyen y debilitan el latido del corazdén. Los eventos celulares y
de membrana subordinan la accién de los compuestos adeniticos. Sin embargo, el papel fisiologico de

los compuestos adenilicos en la regulacion del latido del corazén ain no estén claros.

Kl

Se ha propuesto que la y sus derivados fosforilados tienen un fuerte efecto sobre el

q

marcapaso de 1a region sinusal del corazon, prod una bradicardia sinusal. La adenosina y los

compuestos adenilicos producen una hiperpolarizacion de la membrana en miocitos sinusales. Esta

Aind

respuesta es similar a la que produce la acetilcolina y es por un incl > en la

permeabilidad de la membrana & iones K*.
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2.5.1 RECEPTORES DE ADENOSINA

La relacién estructura-actividad sugiere fuertemente que la accién de 1a adenosina es especifica
y es mediada por interaccién con una molécula de recaptura especifica. La hiperpolarizacién

producida por compuestos de adenina requicre moléculas como la ribosa, especificamente el grupo G

amino sobre el anillo de purina y los grupos 2'y 3’ hidroxilo sobre la ribosa.

La aplicacién iontoforética de la adenosina a la superficie de los miocitos sinusales, produce
una hiperpolarizacién cuando la preparacién es bafiada con Mnt* 4mM la cual bloquea 1a liberacion
de neurotransmisores del nervio simpético (Hartzell, 1979). Por lo tanto, los receptores de membrana

que intervienen en la hiperpolarizacién son localizados sobre los miocitos celulares.

La adenosina es ripidamente capturada por los miocitos cardiacos y otras células por un

sistema especifico de difusion facilitada (Hopkins, 1973).

La adenosina estimula fa actividad de la adenilciclasa y produce acumulacién de AMP ciclico en
una amplia vasiedad de tipos celulares incluyendo miocardio ventricular . La estimulacién de la
adenilciclasa por adenosina es mediada por receptores de la superficic celular (Bellardinelli, et
al,1988).

CYy]

, los r t de adenosina han sido

L3

Basindose sobre estudios bioquimicos y far

divididos en 2 subtipos Aj y Ag. Estos receptores han sido localizados sobre la superficie celular de
la membrana. Trabajos recientes muestran la existencia de receptores similares a los muscarinicos
(mACHR) en miccitos atriales, que son los receptores atriales de adenosina A} y que se encuentran

acoplados a canales de K*. Evidencia experimental indica ahora que excepto por la vasodilatacién
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coronaria, todas las otras acci di de la adenosi son mediadas por receptores de

adenosina Aj. Los receptores de adenosina del subtipo A} son mucho menos numerosos en el

corazén que en el cerebro y en el tejido adiposo. Estudios de radioligando especifico para receptores

A} han proporcionado informacion acerca de Ia densidad de los mi y tran que estos
receptores se encuentran en aproximadamente de 600 a 900 finol/mg de proteina en preparaciones de
membrana de tejido cerebral, mientras que en miocardio ventricular, de acuerdo a varios reportes, el

rango es de 15 a 30 fmol/mg de proteina (Bellardinelli, 1980).

Un estudio llevado a cabo por Martens y colaboradores (1987) en miocitos ventriculares

1
Y

derata

quela funcional a la adenosina se inicia por la union de agonistas

| 3

aestados de baja afinidad de los receptores Ay, Ademés, en miocitos ventriculares, mostraron que los

receptores A activan a la adenilciclasa.

La caracterizacion de los receptores Ay de la membrana de corazén de bovino en pruebas de
foto-afinidad indica que estos receptores son polipéptidos con un peso molecular de 35 000 daltones,
este peso es similar al que se reporta para los receptores que se muestran en lzs membranas de tejido
cerebral de rata.

En tejido atrial, 1a adenosina tiene efectos muy marcados, tanto mecénicos como eléctricos. Los
efectos de la adenosina en tejido atrial son diferentes al miocardio ventricular y pueden ser

observados ain sin estimulacid

por catecolaminas. Las acciones de la adenosina en tejido atrial que
son debidas a la activacién de los receptores A1, parecen ser independientes de cambios en el AMPc

celular,
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2,52 PAPEL FISIOLOGICO DE LOS RECEPTORES DE ADENOSINA

El papel fisiologico de los receptores de adenosina en el corazon es desconocido, La hipotesis
de que la adenosina actita como un neurotransmisor es interesante. Se ha propuesto a los nucledtidos
de adenina como neurotransmisores en el sistema nervioso central y periférico (Bumstock, 1972;
Kinjevic, 1974). Los nucledtidos de adenina son almacenados junto con los neurotransmisores en las
vesiculas sindpticas de neuronas tanto colinérgicas como adrenérgicas y son liberados durante [a

actividad nerviosa (Ribeiro y Sebastiao, 1988).

La adenosina, ademas de presentar efectos directos sobre la excitabilidad y ritmicidad cardiaca,
es también un potente vasodilatador y se ha propuesto que juega un papel importante en la regulacién
del flujo sanguineo coronario en respuesta a la demanda de oxigeno del miocardio (Beme, 1963).

Este hecho apoya la hipétesis de que la adenosina es liberada | ite del miocardio normoxico y

que su liberacion se incrementa de 4 a 5 veces en condiciones de hipoxia (Schrader et al, 1977) o
durante la oclusién coronaria (Foley, Herlihy, Thompson, Rubio y Berne, 1978). Se ha postulado que
la adenosina interactiia con sus receptores en el misculo vascular liso para producir vasodilatacién;
de esta manera, el flujo sanguineo hacia el corazén se incrementa durante periodos de requerimiento
de oxigeno. Asi mismo, la adenosina liberada por el miocardio puede actuar sobre los receptores en el
marcapaso sinusal para disminuir la frecuencia y reducir la longitud del ciclo cardiaco. Esto puede
revertirse al reducir el consumo de oxigeno (Hartzell, 1978).

P

Ademés del papel de Ia adenosina en el corazén sano, al parecer la y los nucledtido

adenilicos son liberados por las células dafiadas durante periodos prolongados de anoxia o infarto;
este estado puede tener una profunda influencia sobre el ritmo cardiaco.

El significado fisiologico de los receptores de la adenosina en varios tipos celulares es atn
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desconocido, pero diversas hipotesis sugieren que la sensibilidad a la adenosina puede ser una

propiedad comiin de las células y puede reflejar un rasgo basico de la maquinaria bioquimica de la

superficie de fas células {tal como un sitio regulador sobre la adenilciclasa). Otro fend > en el que
se sugiere fuertemente la participacion de la adenosina es en la comunicacion intracelular. Es bien
conocido que los compuestos adenilicos son constituyentes comunes de [as células y que estas células’
pueden capturar y liberar nucledtidos. La habilidad de Jas células para producir un compuesto
especifico y liberarlo dentro de! liquido extracelular, Ia presencia de un receptor de membrana
especifico para inactivar al compuesto y terminar su accion, son caracteristicas bien establecidas en ¢l

sistema de comunicacion quimica intracelular (Bellardinelli, 1983).

Dentro de los efectos de la adenosina estudiados a nivel de auriculas se ha reportado que se
acorta el potencial de accion y se produce una hiperpolarizacién. La magnitud de la

hiperpolarizacion depende del potencial de membrana en reposo previo a la aplicacion de la

adenosina. Ambos efectos pueden ser demostrados en preparaci multicelulares atriales. Estas
acciones sugieren que la adenosina i la conductancia de membrana a K* (Beltardineli,
1983).

Es importante {onar que el acortamiento del p ial de accion atrial provocado por edenosina

ha sido postulado comio la causa del efecto inotrépico negativo en el miocardio atrial, ésto es, €l
acortamiento del potencial de accién indirectamente reduce el flujo de calcio dentro de la célula y
esto puede influir para el decremento en la contractilidad (Belfardinelli o Isenberg, 1983). Por lo
tanto, la adenosina incrementa las corrientes fijas de salida de K+ en miocitos atriales y células del

nodo S-A.

E! incremento de las corrientes de potasio provocado por adenosina es dependiente de la

concentracién y pueden ser antagonizadas por teofilina. También se¢ ha observado que si las
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corrientes de calcio son bloqueadas (por ejemplo, ¢n ausencia de Ca™™ o Cd*™), la adenosina ain
causa efectos directos, esto es, un cambio en las subidas de corrientes netas de entrada de la misma
magnitud.

Los canales de K* sensibles a acetilcolina se caracterizan por tener una conductancia de 32 pS
y un tiempo de apertura de 20 ms; se cree que la adenosina y la acetilcolina actian sobre la misma
poblacion de canales de K* en las células de tejido atrial, pero utilizando diferentes receptores de
membrana. Ademas, el mecanismo de union del receptor de adenosina Aj y del HACHR a estos
canales de potasio parecen scr similares, esto es, la activacion de los canales de K inducido por la
adenosina en miocitos atriales no es mediada por AMP y esta acoplada a canales de K+ via el

nucledtido de guanina ligado a una proteina reguladora (Bellardinelli e Isenberg, 1983).

Ademas del incremento de la IK* en miocitos atriales, la adenosina puede también reducir la
ICa™* basal (las corrientes de canal L pero no las de canal T), en un 30%, siendo esto de importancia
secundaria para los cambios en el potencial de accién, pero importante desde el punto de vista de la

contractilidad.

Estudios realizados por Schrader y Gerlach, (1976), demostraron que Ia adenosina tiene una
influencia importante sobre el flujo coronario, el ritmo cardiaco y la fuerza contractil atrial, ademas

ateniia el efecto inotropico positivo de las catecolaminas en corazones aislados de cobayo. Esta

aceion inhibitoria parece ser a una infl directa de [a adenosina sobre el miccardio.

Factores indirectos como son cambios en la presion de perfusién y perfusion no homogénea del
ventriculo parecen no tener efecto.

La influencia de la adenosina sobre parametros mecanicos del funcionamiento del corazén fue
paralelo a un efecto inhibitorio en algunos cambios metabélicos en catecolaminas. La adenosina

atenia el aumento inicial de los niveles de AMP, en tejidos provocados por isoproterenol y
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cons dismi la formacion de G-jp y G-Gp del miocardio.

J

Bellardinelli et al (1988), plantea 2 efectos de la adenosina. El primero es un efecto directo o
independiente de AMP,, como es la activacion de Ia corriente de potasio y el segundo un efecto
indirecto o dependiente de AMPc, responsable de la inhibicion del flujo de calcio, cuando este se
aumenta por algin agonista beta-adrenérgico. Se especula que los receptores de adenosina que
intervienen en los efectos directos e indirectos son los mismos y que pertenecen al subtipo A}, En el

efecto directo; los receptores se unen a canales de potasio, y en el efecto indirecto: los receptores

el e hindt,

posiblemente se acoplan y activan a la adenilciclasa del AMP, intr. r. Una p p

sobre el efecto indirecto sobre la I es que también involucra la modulacién de AMP, intracelular,
sugerido también para efectos de acetil-colina sobre la Iy (DiFrancesco, 1986). Las bases moleculares
para las diferencias en los mecanismos directos e indirectos puede residir en ¢l acoplamiento del
receptor a la proteina G reguladora. Recientemente los efectos directos e indirectos de la adenosina

han sido mostrados para involucrar proteinas unidas a GTP (Kurachi, et al, 1986).
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3. HIPOTESIS

Si la actividad eléctrica cardiaca anormal como son las ¢ iones post-potencial y el

ismo en condiciones patolégicas son producidas por un aumento en la corriente de calcio,

entonces al administrar adenosina, la que produce un aumento en la corriente de potasio, provocara
un aumento en la corriente de salida que tendera a disminuir 1a magnitud de la oscilacion (corriente de
entrada) y a provocar un efecto inhibitorio del automatismo anormal inducido por sobrecarga de

calcio. Para comprobarla nos propusimos lo siguiente:
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4,0B) ETIVOS

El objetivo del presente trabajo s estudiar los efectos de la adenosina sobre ¢l automatismo
normal y sobre las oscilaciones post-potencial en fibras de Purkinje de corazén de mamifero. Se
analizarén los cambios en Ia actividad eléctrica, con el objeto de ver cuales son las posibles corrientes

idnicas que son modificadas por la accién de esta amina purinérgica.
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5. MATERIAL Y METODOS

Con el proposito de los eft de la adenosina sobre al automatismo y las oscilaciones

post-potencial sobre el tejido ventricular, se realizaron una serie de experimentos sobre fibras de
Purkinje de corazones de perro con un total de 20 experimentos, 5 por cada dosis (10-8, 10-7, 10-6,
10-5). Las preparaciones se obtuvieron de perros de sexo indiferente, con un peso de 7 a 12 Kg
aproximadamente, anestesiados con pentobarbital sodico (35mg/Kg I.V.) a los cuales se les practicé

una toracotomia lateral izquierda y se extrajo el corazon. Los ventriculos fueron abiertos y los falsos

A d

tendones (fibras de Purkinje) de ambos ventriculos cuidad Las prepar

fueron montadas en una cimara de tejidos aistados, perfundida constantemente con una solucion de
Tyrode modificado, de la siguiente composicion (en mM): NaCl, 136.9; KCL, 5.0; NaHCO3, 11.9;
NaHPOy4, 0.4; MgClp, 1.0, glucosa 5.6; CaCly, 1.8; burbujeada con una mezcla de O3 al 95% y de
CO3 al 5% a una temperatura de 37°C. Se usd una bomba (Sigmamotor) para perfundir la solucién

de Tyrode a una velocidad constante.

Con el objeto de favorecer la actividad eléctrica itica la ion de potasio se

mantuve a 2.7 mM. Las pr i fueron estimuladas electricamente mediante electrodos de

¥

campo, conectados 4 un amplificador de caja (Grass SIU5A). El registro de los potenciales de accion
se realizo mediante microelectrodos convencionales de vidrio de borosilicato (W:P:I:, Inc.) con una
resistencia de 30Mohms conectados a un preamplificador de alta impedancia (Grass $88), la seiial se
trasmitia a un osciloscopio digital (Tektronix 5223) y de éste a un registrador grafico (Graphtec
finearcorder F WR 3701).

Para los registros de las oscilaciones post-potencial, las fibras fueron electricamente estimuladas

mediante microelectrodos convencionales de vidrio de borosilicato, con pulsos cuadrados de una
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intensidad 50% arriba del umbral y de una duracion de 4ms. La frecuencia de estimulacion se cambié
de | hasta 6 Hz. La concentracion de calcio de la solucionn Tyrode se aumentd hasta 8,1mM para
favorecer la sobrecarga de calcio y asi provocar las oscilaciones post-potencial. La actividad eléctrica

se registro de igual manera a la mencionada para los experimentos de automatismo. En todos los

experimentos se utilizaron c iones de adenosina de 10-8 hasta 10-5 M. La adenosina se

prepard inmediatamente antes de ser perfundida; los experimentos se llevaron a cabo una vez que se
obtenian potenciales de membrana de-80 a -00 mV, los registros se tomaron durante 35 minutos
después del inicio de fa perfusion de la amina para cada concentracién empezando con la de menor

concentracion,
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6. RESULTADOS
6.1 EFECTOS DE LA ADENOSINA SOBRE EL AUTOMATISMO.

La figura 6. muestra los resultados porcentualizados de 20 experimentos (5 por cada dosis)
observando el curso temporal de distintas concentraciones de adenosina (10-8 a 10-5) sobre la
longitud de ciclo basico (LCB) en fibras de Purkinje de perro en relacion al tiempo. La gréfica se
realizo tomando el control como el 100 % y los valores se obtuvieron al final de un periodo de 35
min de perfusion. Nétese que la concentracion de 10-8 M no provoca cambios significativos sobre la
LCB. Con el resto de las concentraciones mayores a 10-8 M se observa un doble patron. Dur.ame los
primeros 2 minutos de la perfusion existe un incremento abrupto de aproximadamente el 50% de la
LCB y posteriormente se observa una progresion hacia un estado estable. Con la concentracion de
10-7M se presenta, después del incremento inicial una caida exponencial monotnica desde el punto
méaximo alcanzado en los primeros minutos de la perfusion, hasta el valor estable; la concentracion de

106 M produce un incremento inicial rapido para después mantenerse estable sobre esos valores,
mientras que con la concentracion de 10-°M se observa un incremento igualmente monoténico que
alcanza su valor estable a los 25 minutos de iniciada la perfusién. Debe observarse que el valor

méximo alcanzado durante la primera fase es siempre el mismo para las difrentes concentraciones.
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Fig 6. Curso temporal de distintas ¢ jones de adenosina sobre la LCB.
La figura 7. muestra una curva dosis-respuesta de los efectos de la adenosina sobre la LCB. Esta
curva se graficd con los resultados obtenidos de 20 experi (5 por cada concentracién) a los 20

minutos de perfusion, tiempo en el que se alcanzé la fase estable. La resultante de graficar la
concentracion de adenosina contra el porciento del efecto es una curva sigmoidal tipica que semeja a
fas curvas de ocupaci6n de receptores. De csia curva se deriva que la concentracién minima necesaria
para producir un efecto estd entre 10-8 y 10.7 M y que el efecto maximo se alcanza a

concentraciones superiores a 10-3.
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Fig 7. Curva dosis-respuesta de los efectos de la ade sobre la I 1 del ciclo bdsico.
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La figura 8. muestra los efectos de la adenosina sobre la despolarizacion diastélica. Los primeros
Tegistros corresponden a potenciales accion de una fibra de Purkinje de perro, latiendo
espontaneamente debido a una concentracion baja de potasio (2.7 mM). El segundo registro se
obtuvo a los 20 minutos de perfisién con una concentracién de 10-6 M de adenosina. Se observa que
existe una depresion importante de la LCB y que Ia pendiente del potencial de marcapaso tiende a
disminuir. Estos resultados nos indican que ia adenosina podria estar actuando sobre los tejidos
ventriculares, provocando un aumento en la comiente de potasio dependiente de esta amina

(IKADO).
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Fig 8. Efectos de la adenosina sobre la despolarizacion diastolica. La letra C corresponde al

control y la A corresponde a la administracion de la adenosina.
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6.2 EFECTOS DE LA ADENOSINA SOBRE LAS OSCILACIONES POST- POTENCIAL.

En la figura 9. se muestran los registros de las oscilaciones post-potencial (OPP) por trenes de
estimulacién (10 seg) a dos distintas frecuencias (2 y 4 Hz) en presencia de una concentracién
extracelular de calcio de' 8.1 mM, y los efecios provocados por diferentes concentraciones de
adenosina (10-8 2 10-5 M).

En ambos pancles los registros marcados con la fetra C corresponden al control con.OPP
provocadas por un aumento en la concentracion de calcio (8.1 mM), mostrando los potenciaies de
accidn, mientras que los registros marcados con los numeros del 1 al 4 muestran solo I parte inferior

de los potenciales de accion y muestran los efectos con aciones de

adenosina (de 10-8 a 10-5M respectivamente).

2 Hz

R
0

Fig 9. Regis de las osilaci POt ial a distinias frecuencias (2 y 4 Hz) y los efectos

provocados por la ADO,
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Los registros obtenidos con trenes de frecuencia de 2 Hz, muestran como el incremento en la

pendiente de la despolarizacion diastolica, que es una manifestacion de la oscilacién post-potencial, se

Tonrimid
¥

1

ve con la c acion de de 10-8 M, y en menor medida con las
concentraciones de 10-7 a 10-5 M. Las flechas indican el lugar donde el cambio inducido por la
amina se hace mas notorio, Los registros obtenidos a 4 Hz (panel inferior) muestran con mayor
claridad este efecto (flecha), ya que a frecuencias mayores la sobrecarga de calcio es mas importante

y por lo tanto la manifestacion de la misma.

La figura 10. muestra una curva promedio del efecto de la adenosina, 5 experimentos por cada
concentracion (10-83 a 10-5 M) sobre la oscilacién postpotencial a distintas frecuencias de
estimulacién. Los resultados de esta grafica sefialan que solo la concentracién de 10-8 M provocod
cambios significativos con respecto al control, de la magnitud de la oscilacion post-potencial. Las
curvas obtenidas con concentraciones superiores se sobreponen y no indican cambios significativos

con respecto al control (100 %).
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Fig 10. Curva de fr ia de estimulacion con la oscilacion en presencia de distintas

) de ad.
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7. DISCUSION

Los resultados mostrados anteriormente demucstran que la adenosina  provoca una
disminucion de la frecuencia del automatismo de las tibras de Purkinje de perro en una forma
dependiente de la dosis. Los efectos de 1a adenosina sobre 1a longitud de ciclo bisico (LCB) tiene un
doble comportamiento. Durante los primeros minutos de la perfusion se observa un significativo
aumento de la LCB de alrededor del 50% con la dosis superiores & 10-8 M. A partir de este

3

momento, la LCB o inuye dependiendo de la dosis, hasta alcanzar un valor estable,

como s¢ observa en la figura 6, Los valores estables son francamente dependientes de la dosis y 1a

curva dosis-respuesta es sigmoidal figura 7.

Los mecanismos mediante los cuales una sustancia puede provocar una depresion de la
actividad avtomética son muy variadas. Un factor comiin a estos mecanismos es el incremento 4 la
conductancia a potasio, esto provoca que el potencial diastélico maximo se haga mas negativo y que
la despolarizacion diastolica disminuya su pendiente; la conjuncién de estos 2 efectos provoca que la

1 q

frecuencia disminuya. Una posible explicacién a los resultado: s indican que la adenosina

provoca un incremento en la corriente de potasio tiempo-independiente.

Los resultados encontrados se ven reforzados por estudios previos realizados por varios
investigadores. Imanishi y Surawicz fueron los primeros en reportar que el potasio extracelular
elevado reduce o abole el automatismo por una despolarizacién inducida en el misculo papilar de
cobayo. Los resultados encontrados por Katzung y Morgenstern (1976), muestran que este efecto
invelucra tanto un cambio para un mayor potencial diastolico despolarizante y una reduccidn en la
pendiente de marcapaso lo que indudablemente involucra varios factores. Bellardinelli y

colaboradores muestran los efectos de la adenosina sobre tejido auricular, en el cual la amina va a
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acortar el potencial de accién y causar hiperpolarizacion en miocitos atriales de cobayo y esta

hiperpolarizacion es dependiente de la acion, correlacionando linealmente con un marcapaso

lento. Estas acciones sugieren que la adenosina incr ta la conductancia de b a potasio.
El acortamiento en e potencial de accion indirectamente reduce el flujo de calcio dentro de la célula v
esto puede contar para el decremento en la contractilidad. Isenberg y colaboradores (1984)
reporteron que 10 pM de adenosina inducen o estimulan los canales de potasio con una conductancia
unitaria de 56 pS con un tiempo de abertura de 2.9 ms. valores similares a los reportados para la
acetilcolina en células nodales y atriales. Esto parece indicar que la adenosina y Ja acetilcolina regulan
la misma poblacion de canales de calcio en las células del nodo atrial pero via diferentes receptores de

membrana,

El hecho de que Ia adenosina tenga un curso temporal bifasico como se muestra en la figura 6
se podria explicar por la existencia de diferentes receptores purinérgicos con afinidades y constantes
de disociacién distintas. En las primeras fases de la perfusién, cuando las concentraciones en la
camara ain no ha legado a un nivel estable, se ocupan los receptores de alta afinidad, lo que
explicaria 1a gran magnitud de la respuesta inicial, como se¢ muestra en la figura 6, tiene una

gnitud similar, independi 1ente de 1a concentracién. La segunda fasg de la respuesta, que es

una fase estable, podria ser secundaria a la estimulacion de los receptores de baja afinidad.

Bellardinelli y colaboradores (1983, 1988) basados sobre estudios bioquimicos y

farmacolégicos tran a los ptores de adenosina en dos subtipos: A} {0 R1)y Az (o Rp), enel

AL

cual la activacitn de los receptores A en miocitos os causa la inhibicién de 1a adenil ciclasa,

mientras que la activacion de receptores Ay en células endoteliales coronarias causa Ja estimulacion
de 1a adenil ciclasa. Estos receptores se localizan en la superficie extracelular de la membrana, En

adicion, indican que estos receptores son similares & los receptores muscarinicos que se encuentran
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para la acetilcolina en miocitos atriales, los cuales son directamente acoplados a canales de potasio.
Evidencia ;’.xpcrimental indica ahora que excepto por la vasodilatacion coronaria, todas las otras
acciones de [a adenosina sobre el misculo cardiaco,son mediadas por receptores Aj. Bellardinelli
(1988) muestra que la adenosina tiene efectos tanto directos como indirectos sobre tejidos de
marcapaso cardiaco en el nodo S-A de concjo. En un caso (efecto directo) los receptores estan
unidos a canales de potasio, como en otro caso (efecto indirecto) los receptores estan acoplados a la
activacion de la adenil ciclasa del AMP, intracelular, La bases moleculares para explicar las
diferencias en los mecanismos directos e indirectos, puede residir en el acoplamiento del receptor a la

proteina ¢ reguladora. Recient te los efectos directos e indirectos han sido utilizados como

evidencia para involucrar a las proteinas G en el mecanismo de accion de la adenosina,

Las oscilaciones post-potencial son una manifestacion eléctrica de Ia sobrecarga de calcio de

ilaciones post-p ial se presentan en cualquier condicid

i

células . Estas que favorezca
que las concentraciones intracelulares de calcio se vean aumentadas. La comiente oscilatoria
responsable de este efecto se puede modular de varias maneras, una es la disminucion de la
sobrecarga y la otra es un aumento en las corrientes de potasio. Dado que en estudios previos en
nuestro laboratorio se habia demostrado que la adenosina provoca un aumento en las comientes de
potasio, se pensd que podria tener también un efecto sobre las oscilaciones post-potencial. Sin
embargo, en el presente estudio se encontrd que este era el caso, solo cuando se empleaban
concentraciones de adenosina de 10-8 M y que no habia efecto con concentraciones superiores
(figura 10). Este hecho puede seilalar que existe un receptor de alta afinidad que sea el responsable
de este efecto y que con concentraciones superiores este efecto se pierda. Sin embargo, el hecho de
que bajas concentraciones de adenosina sean capaces de provocar una disminucion en las oscilaciones

post-potencial podria significar que la adenosina estd participando en condiciones fisiolégicas en la

regulacion de la actividad eléctrica de los tejidos ventsiculares,
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8. CONCLUSION

La importancia de estos resultados son que la adenosina tiene un efecto importante sobre tejido
ventricular, provocando un aumento en la corviente de potasio (I ADO), produciendo la reduccion
en la frecuencia del latido del corazén y de su contractifidad, resultados que no se habian observados
unicamente en tejido auricular y nodal. La magnitud de estos resuitados son dependientes de la parte

4

y de las condici fisiolégicas de las células.
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