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PREFACIO

Algunos problemas biológicos van quedando sin respuesta, y sólo se
resuelven por medio de un estudio multidisciplinario. En el caso de la
acción cardiovascular de los digitálicos, algunos aspectos habían llegado
a un punto del que no se avanzó en mucho tiempo. Uno de estos» es el
mecanismo de entrada de los digitálicos en la célula cardiaca, cuyo
abordaje se debía hacer de manera multidisciplinaria. Un enfoque
experimental de este tipo exige costosa instrumentación» un equipo humano de
apoyo y ciertas condiciones que no se dan fácilmente en los laboratorios.

Esta tesis se originó y desarrolló en el Instituto Nacional de
Cardiología. Allí» desde hace muchos años el grupo del Dr. Rafael Méndez
ha estado estudiando los digitálicos, y ha contribuido notablemente al
conocimiento actual de la farmacología de estos compuestos. En el Depto.
de Fisiología» el grupo del Dr. Emilio Kabela también ha seguido en esa
misma línea. En los seminarios de este Departamento fue donde yo tuve el
primer contacto con algunos de los problemas no resueltos acerca de los
digitálicos* y donde expuse por primera vez las ideas que luego desarrollé
en esta tesis. Mi actividad en el Laboratorio de Microscopía Electrónica
del Instituto» me permitió plantear alguna hipótesis acerca del mecanismo
por el cual los digitálicos entrarían a las células cardíacas. Es así»
que este trabajo se pudo realizar gracias a las facilidades que me brindó el
Instituto» y por haber encontrado en él» un grupo selecto de investigadores
siempre dispuestos a la colaboración y a la discusión .

Un proyecto de este tipo no se puede llevar a cabo si no es por la
colaboración de los compañeros de trabajo. Es por eso que quiero agradecer
al Dr, Emilio Kabela el apoyo que me brindó como asesor» así como a la
Dra. Laura Barcenas» los Dres. José A. Holguln, y Gustavo Pastelín,
por las enseñanzas e innumerables discusiones de distintos aspectos de esta
tesis. También agradezco a la Biol. Erenstina Ubaldo y la Dra. Laura
Riboni la colaboración con las preparaciones ultraestructurales de
morfometría y autorradiografia. A esta última» mi gratitud por su
infinita comprensión como esposa. A los técnicos y demás compañeros del
Instituto que facilitaron la tarea» también va mi agradecimiento.
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ABREVIATURAS.

Las abreviaturas más usadas en esta tesis son las s iguientes:

AMP-c = AMP c í c l i c o <5'~adenosin mono—fosfato)

ATP = adenosifí tri—fos-fato

ATPasa= tr i fos-fatasa de adenosina; la "bomba de Na" <Na+,K+:ATPasa)

CaM = calmodulina

cpm = cuentas por minuto

ESM - error estándar de la media (SEM)

GERL - la zona de Golgi-Retículo Endoplásmico-Lisosoma

Is i = cor r iente lenta de entrada (o de Ca2+>

LDL = Hpoproteína de baja densidad

L-R = ligando-receptor

MDS = menor d i ferencia s i g n i f i c a t i v a

Na+-K+:ATPasa = Adenosin t r i - f os fa tasa dependiente de Na+ y K+

NH4 = c loruro de amonio

RS = ret ículo sarcoplásmico

TFP = c lo rh id ra to de t r i f luoperac ina (Stelazine)

t X l i = concentración in t race lu la r del idn X

IX3o = concentración extracelular del ion X
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RESUMEN

En esta t e s i s , se prueba de manera m u l t i d i s c i p l i n a r a la
h ipó tes is de que la ouabaina entra a la cé lu la cardiaca por
endoc i tos is mediada por receptor . Los experimentos se rea l i za ron con
ore jue las aisladas de corazón de cobayo, per-fundidas a 37 °C y
estimuladas a 1 Hz. Se h ic ie ron 4 grupos de experimentos y en todos
se r e g i s t r ó la* tensión isométr ica. Los experimentos se basan en

el e fec to de inh ib idores de endoci tos is sobre la ouabaina, usando
como t e s t i g o la ouabagenina, un g l i cos ído incompleto, l i p o s o l u b t e ,
que di funde a través de la membrana. Primero, se h izo mor-fometría
de las vesículas de endoc i tos is con g f i cós idos y algún inh ib idor
de la endoc i t os i s . En un segundo grupo, se mid ió el e-fecto
ino t róp ico de los g l i cós idos con los i nh ib i do res . En el tercer

grupo, se mid ió la incorporación de 3H-ouabaina al t e j i d o . En el
ú l t imo grupo, se comprobó la presencia del d i g i t a l i co marcado en
el i n t e r i o r de la c é l u l a cardíaca por autorradiogra-í ía. El
estudio morfométrico mostró un aumento s i g n i - f i c a t i v o en la densidad
de volumen de vesícu las, con ouabaina. Con el mismo -fármaco en
[K+]o 16 mM la densidad de vesículas no va r i ó con respecto al

c o n t r o l . La contracción isometr ica -frente a i nh ib ido res de la
endoc i tos is <£K+]o 16 mM, t r i f l u o p e r a c i n a y c l o r u r o de amonio),
también es congruente con la h i p ó t e s i s ; se inh ibe el e-fecto
ino t róp ico de ta ouabaina pero no el de ouabagenina. El t e j i d o
expuesto a un pulso de 3H-ouabaina en condiciones c o n t r o l , tuvo 6
<tej ido/medio) cpm/ 100 g t e j i d o ; con inh ib idores de endoc i t os i s ,
este va lo r -fue de 0,5 a 2 ,4 . Finalmente, la autorradiogra-f la
comprobó la presencia de 3H-ouabaina dentro de las cé lu las
cardiacas. Estos resu l tados : 1) apoyan la h i pó tes i s de que la
ouabaina ent ra a l a cé lu la cardíaca por endoc i t os i s ; 2 ) sugieren
que el s i t i o de acción de los d i g i t i l i c o s es i n t r a c e l u l a r .



INTRODUCCIÓN

Los digital icos o glicósidos cardíacos tienen una indicación

precisa y muy difundida en la práctica médica: son los fármacos

más empleados en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca aguda

y crónica (Moe y Farah, 1978). El efecto de los digital icos en

este padecimiento se explica por su acción farmacológica mas

importante: el aumento en la fuerza de contracción del corazón.

Aunque la descripción de los efectos cardiovasculares de estos

fármacos, fue hecha hace 200 años ÍWithering, 1785), tanto el

mecanismo, como el sitio de acción, son todavía desconocidos. En

consecuencia, la relación causal que tiene la entrada de estos

fármacos a la célula cardiaca, con el mecanismo de acción, es

objeto de activa investigación (Lee y Klaus, 1971; Noble, 1930;

Schwartz y col., 1982; Smith y col, 1984; Hansen, 1984; Isenberg,

1984). Finalmente, el propio mecanismo de entrada a la célula

cardíaca, tópico central de esta tesis, es aún discutido (Outta y

col., 1968a,b; Dutta y Marks, 1949; Park y Yincenzi 1975; Isenberg,

1934).

Por esta acción farmacológica en la insuficiencia cardíaca,

los digital icos toman el nombre de cardiotónicos o esteroides

cardioactivos, como también se les conoce. Estas substancias se

extraen de las plantas donde se encuentran sus precursores llamados

gticósidos naturales o genuinos. En consecuencia, sus nombres se

refieren al origen botánico y no a la estructura química; esto hace

que la terminología empleada sea confusa. Por ejemplo, la ouabaina,
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Durante s ig los se usaron por los nativos de América y A-frica como

venenos para Ja caza de animales, o como medicamentos por Egipcios y

Romanos (Fieser y Fíe&er, 1959). Actualmente se conocen mis de

doscientos compuestos naturales, de loe cuates sólo unos pocos se

usan en la c l ín ica.

Estructura qu troica y propiedades de los d iq f t á l i cos .

Estos compuestos están formados por una molécula de aglicona o

genina, y una a cuatro moléculas de azúcar que se unen por un

oxigeno al C 3. La actividad -farmacológica depende de la aglicona,

pero los azúcares asociados modifican la solubi l idad en agua,

penétrabil idad en la célula y potencia del g l icós ido resultante

(Fieser y Fieser, 1959), La estructura básica de las geninas es el

núcleo ciclopentano perhidro-fenantreno con un an i l l o lactónico no

saturado en C 17 < f i g . 1).

Los fármacos con mayor importancia terapéutica son la

digoxina, la d ig i tox ina , el des)anosi do y la ouabaina. El nfcnero y

la posición de los oxhidr i los son importantes para la solubi l idad en

agua, la conjugación a proteínas, la eliminación metabólica y la

duración de la acción ÍOki ta, \969\ Smith y c o l . , 1984). En

consecuencia, en el uso terapéutico, la vía de administración

depende en p r inc ip io , de la solubi l idad en agua. La d ig i tox ina es el

menos potar de tos d ig i ta l icos habítualmente usados, y la ouabaina

et mas polar (Greenberger y c o l . , 19ó9>.
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Fig. 1. Estructura química de los gl icósidos cardíacos;
se muestra la gen i na con la posición del azúcar y del an iUo
lactónico.

Acciones .cardiovasculares.

La actividad •farmacológica más importante de los d ig i ta l icos

es la acción inotrópica pos i t iva . Hasta hace unos años prevaleció

la idea de que los d ig i ta l icos s i l o tenían efecto en el corazón

insuf ic iente ; actualmente se sabe que lo tienen aún en el corazón

sano (Lee y Klaus, 1971). También la velocidad de conducción es

modificada por tos glicósidos (Moe y Méndez, 1951; Méndez y

Méndez, 1957).

Estos compuestos se unen a la albúmina plasmática, se -fijan en

todos los te j idos y se excretan por el riñon y el hígado. Los



digital icos tienen efectos en prácticamente todos los tejidos

incluyendo el sistema nervioso, pero el efecto del digital sobre la

•fuerza de contracción es independiente de los factores

extracardfacos. Todos los digital icos tienen el mismo efecto

cardiaco, e igual Índice terapéutico: esto es, que la dosis

terapéutica es aproximadamente el 50'/. de la dosis tóxica (Moe y

Farah, 1978).

Una revisión de la literatura <Lee y Klaus, 1971 ¡ Akera y

Brody, 1977; Noble, 1980; Schwartz y col 1982} Haustein, 1983;

Hansen, 1984) , muestra que existe acuerdo unánime en que el aumento

de [Ca2+]i produce el efecto inotrópico positivo de los

digitálicos. Dos tipos de evidencias apoyan esta conclusión. Por

un lado, en preparaciones estimuladas por Ca 2 + pero sin

sarcolema, no se logra efecto inotrópico en presencia de ouabaina

(Fabiato y Fabiato, 1973; Nayler, 1973). Por otro lado, midiendo las

variaciones de [Caz+3i con acuorina, una proteína que emite luz

en contacto con el catión (Alien y Blink, 1978; Wier, 1980), se ve

un aumento de [Ca^+íi con el digital ico (Wier y Hess, 1984).

Identificar el mecanismo de acción de los digitilicos se

reduce entonces, a encontrar como se produce el aumento de

[Ca2+]i -frente al estimulo de estos compuestos. El mecanismo

generalmente aceptado es la inhibición de la ATPasa de Na* y K+

(Na+íK+~ATPasa), la enzima que mantiene los niveles

intracelulares de estos iones. Según esta hipótesis, llamada del

"retardo del Na+", la inhibición de la enzima produce aumento de



tNa+] i , que a través del intercambiador Na+:Ca2+ (Langer y

Serena, 1970; Glitsch y c o l , 1970; Blaustein, 1974) l leva al aumento

de tCa2 +3i .

Otra explicación al -fenómeno surgió con los trabajos del

grupo de Schwartz y de otros laboratorios (Besen y Schwartz, 1970;

Gervais y c o l . , 1977; Lullman y Peters, 197¿). Se postula que la

interacción de los glicósidos con la bomba de Na+ causarla la

l iberación de Ca2+ de los fos-follpidos del sarcolema. Un

tercer mecanismo es ei aumento en la corr iente lenta de entrada

( I s i ) . Este mecanismo habla sido propuesto, pero sin base

experimental (Katz, 1972; Fozzard, 1973); sin embargo ios hallazgos

de McDonald y c o l , (1975) indicaron que no habla aumento de Is i bajo

la acción de los gl icósidos, pero Marban y Tsien (1982) lo

demostraron recientemente.

El receptor para los d ig i ta l icos. (

Los d ig i ta l icos se unen espedíicamente a la Na+:K+-ATPasa

en la membrana de las células cardíacas (ver las revisiones de

Akera y Brody 1977; Sweadner y Goldin, 1980; Holguln y Sierra, 1981;

Hansen, 1934). Esta reacción tan específica ha llevado a muchos

autores a ver un estrecho paralelismo entre la capacidad de los

dieji tal icos de inh ib i r la Na+:K+- ATPasa y el e-fecto

inotrópico.



Los argumentos más importantes para sostener este paralelismo

son (Farah, 1969; Thomas y col., 1980; Holguín y Sierra, 1981): 1)

Relación entre estructura química y actividad de distintos

glicósidos; por ejemplo, un glicósido cardioactivo, o -fármaco

inotrópico, inhibe -fácilmente ta enzima en preparaciones aisladas.

En general hay buena correlación entre ta dosis que produce el 50/i

de inhibición de la enzima y la que produce efectos tóxicos. 2)

Relación entre el tiempo de comienzo del e-fecto inotrópico, y la

la constante de unión del glicósido a la enzima aislada.

3) La diferencia entre especies con distinta sensibilidad: por

ejemplo, en la rata la enzima es poco sensible a glicósidos, y estos

tienen poco e-fecto inotrópico. 4) El e-fecto de otros agentes que

afectan la acción inotrópica de los digital icos y la inhibición

de la enzima. Así elevando [K+]o, o disminuyendo la CNa+lo, o

el pH, se reduce el e-fecto de los digital icos sobre la enzima y

sobre el inotropismo.

Sin embargo, algunos trabajos han mostrado que el inotropismo

no es consecuencia de la inhibición de la ATPasa. Al remover los

digitilicos luego que una preparación estuvo expuesta a ellos, el

efecto inotrópico es transitorio mientras que el arritmogénico es

mas duradero COtíita y col. 1973, 1974); este último se considera

causado por la inhibición de la ATPasa. Otros autores demuestran

que los glicósidos a dosis terapéuticas no inhiben a la enzima, y

critican que muchos trabajos han sido desarrollados con dosis

tóxicas de digital icos (Dutta y col, 1974).



Se ha reportado la disociación entre el e-fecto inotrópico y la

inhibición de ta bomba de Na+ (ver la revisión de Noble, 1980).

Cuando se registró la -fuerza de contracción y el potencial

transmembrana, e? e-fecto inotrópico -fue mis rápido que la

inhibición del potencial transmembrana (Luí Imán y Ravens, 1973). El

cambio de potencial transmembrana producido por ouabaina es más

rápido que el cambio en inotropismo, mis aún a bajas -frecuencias

(Diácono, 1979). En otro tipo de experimento, se comparó la

ouabaina, la dihidro- ouabaina y la CK+lo baja, en su capacidad

para inhibir la bomba de Na*, y producir aumento en la fuerza de

contracción. En este caso se vio que la ouabaina tiene e-fecto

inotrópico mayor que el esperado para cierta inhibición de la bomba

de Na+ <God-fraind y Ghysel-Burton, 1980).

Otro argumento importante que se opone a la hipótesis del

•retardo de Na+", son los experimentos en que se inhibe la enzima y

no se observa e-fecto inotrópico positivo <Michaels y Kabela, 1975;

LaBella y Bihler, 1979). El hallazgo de nuevas drogas con un mayor

margen terapéutico (relación entre e-fecto inotrópico y tóxico),

sugiere la existencia de más de un receptor (Méndez y col, 1974), o

e-fectos sobre otra enzima sarcolemal (Lu)lmann y col, 1982). ta

búsqueda de fármacos ron el mismo e-fecto, pero con mayor margen de

seguridad es una de las razones por las que tiene gran interés

hallar el mecanismo de acción a nivel molecular.

También hay evidencia muy importante de que el receptor

"inotrópico" de los digitálicos es intracelular. Por ejemplo, al



¿¿aafrjtfjm***» •* m •**>*> i*iti#***0XnltWK?Btx¡[,

mismo tiempo que aparece el efecto inotrópico, los digitilicos se

concentran en la fracción microsomal de las células cardiacas

<Dútta y coi. Í?ó8a; Dutta y Mariis, 1969). ¡numerables trabajos han

mostrado la incorporación de digital icos por el tejido cardiaco

asi como la relación de esta incorporación, con el inotropismo

(ver las revisiones de Lee y Klaus, 1971; Noble, 1980). Sin embargo,

los experimentos que han buscado el "receptor inotrópico' intra-

celular han llegado a resultados contradictorios. Asi, cuando se

introdujo la digoxina a la célula cardiaca, con la técnica del

extremo cortado, no se encontró efecto inotrópico (Hess y Muíler,

1982). En cambio la inyección íntrace)ular de digi til icos en

miocitos aislados, mostró un claro efecto inotrópico (Isenberg,

1984).

Como conclusión, se puede decir que después de 30 años de

búsqueda del "receptor inotrópico" de los digital icos, éste se

desconoce. También se desconoce et mecanismo de entrada de estos

fármacos a la célula cardiaca, prevaleciendo la idea de que entran

por medio de un transportador no identificado, pero relacionado con

la Na+:K+ ATPasa del sarcolema o con el sistema de transporte de

los azúcares. Parece entonces, que para resolver el problema de la

localización del posible "receptor inotrópico" de los digitalicos,

se debe comenzar estudiando el mecanismo de entrada de estos, a la

cétul a cardiaca.



Antecedentes para el desarrollo tje la hipótesis

Antes de exponer la hipótesis de este trabajo revisaré! a) la

información sobre la Na*:K+-ATPasa para destacar su posible

papel como el receptor de ouabaina en el sarcolema; b) algunas

características de la membrana plasmática y de los mecanismos de

transporte de sustancias al in ter io r de la cé lu la . Uno de estos

mecanismos, la endocitosis mediada por receptor (Brown y Goldstein,

1979), es revisado en mayor profundidad porque es el mecanismo

hipotét ico de entrada de ouabaina a la célula cardiaca.

LaiNa+iK't-ATPasa como receptor membranal de los ql icásidos.

La Na+:K+-ATPasa es una proteína integral de la membrana

plasmática constituida por dos cadenas de pol ipéptidos: una con

act ividad ca ta l í t i ca , y otra de gl icoprotelna í-f ig. 2 ) . La mayor

de las cadenas, llamada a l i a , tiene un peso de 100,000 d&Hones, y

contiene una gran proporción de aminoácidos no-polares (Sweadner y

Goldin, l?80>. Esta cadena tiene un s i t i o ( in t racelu lar) que es

reversiblemente fosfor i lado y otro extracetular que se une con la

ouabaina. Esto indica que es una proteína integral que atraviesa la

membrana y está a ambos lados de e l l a .

El componente g l icos i lado, llamado subunidad beta, de 45,000

daltones ele peso, es esencial para la act iv idad ATPásica ya que los

anticuerpos contra é l , inhiben su act iv idad (Kyte, J972j Rhée y
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Interior

Fig , 2. Esquema de la "bomba de Na+", donde se indican las
subunidades y los s i t i o s para Na4, K+, ATP, dígi ta] icos y
Mg24 y i a estequeometrla del transporte de Na* y K+.
(esquema del Dr. J.A. Holguin).

Hoííin, 1975). La ATPasa es un dímero; cada morMÍ-mero cons is t i r ía

de una unidad cata l í t ica y una gi icoproteína, con un peso molecular

total de 280,000 daltones.

La bomba de Na+ interactúa con Mg2 + , ATP, Na+ y

del lado citoplásmico y con K+ y ouabaina del lado

exter io r . En fantasmas de e r i t r oc i t os la estequiometría de la

ATPasa es de 3 Na+ transportados hacia afuera y 2 K+ hacia

adentro por la h i d ró l i s i s de una molécula de ATP en el i n t e r i o r ,

En otros te j idos se han reportado estequiometrlas desde l i l hasta
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1 JL
J E5.P <• 1 ' , E2.P.K.

E..K.ATP

Fig. 3. Versión simplif icada del esquema de reacción de la
"bomba de sodio' (Karl ish y cot . 1978). Se muestra un único
sentido de funcionamiento y sólo ha sido incluida la unión del
gl icósido (GC> a la forma no combinada E2.P de la ATPasa. Se ven
dos aspectos de la interacción del K+, Na* y los glicósidos
cardíacos: a) los gl i cosidos pueden competir con el K+ por la
forma E2.P de la ATPasa. b> la CNa+3i y tK+]o influyen sobre el
tiempo de duración de la -forma E2.P desplazando el equ i l i b r io entre
El y E2; esto modificarla la aparente af inidad de unión de los
g] icósidos.

3 : 1 . El transporte y la actividad ATPásica incluyen un c ic lo de

fosfor i lac ión y defosfori lación <fÍ9- 3 ) . El Na+ intracelular

estimula la fos for i lac ión y el K+ externo la desfosfori lación a

la que es sensible el ligado de ouabaina. El Na4 es transportado

hacia afuera con la fos for i lac idn y el K+ hacia adentro con la

desfosfor i 1ac i ón (Sweadner y Gol di n, 1980 f Hansen, 1984).



12

Los mecanismos de transporte a través de las membranas.

La membrana celular -forma una barrera al pasaje de moléculas

desde el medio extracelular acuoso, hacia et intracelular, también

acuoso. En la doble capa lipldica de la membrana, hay moléculas de

proteínas que le confieren a la célula, propiedades como la

permeabilidad selectiva, el reconocimiento de moléculas exteriores,

la comunicación, etc. Algunas de estas moléculas proteicas

atraviesan la capa de fosfollpidos y de esta manera, permiten que

sustancias que no tienen acceso a] interior de la célula puedan

producir su efecto, a través de un mecanismo de señales químicas.

Otras proteínas membranales, -forman complejos que al atravesar la

membrana permiten el pasaje pasivo de moléculas cargadas, como los

iones. Finalmente otras proteínas, gracias al aporte de energía,

pueden transportar estas moléculas de manera activa.

La difusión de una substancia a través de una membrana, es

pasiva cuando las moléculas siguen un gradiente físico-químico; es

activa, cuando requiere del aporte de energía (Finean y col., 1978).

En la -forma pasiva de difusión, la velocidad del pasaje, o sea la

permeabilidad, se relaciona con la solubilidad de las moléculas en

los lípidos y con el tamaño molecular. La permeabilidad es mayor

cuanto más liposotuble sea la molécula y a igual coeficiente de

partición, penetran más rápido las más pequeñas.

Una forma de transporte específico se atribuye a proteínas de

la membrana, llamadas "permeasas" o acarreadores. Pueden funcionar
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con un gradiente a favor, en cuyo caso se llama di-fusión fac i l i t ada ,

o hacerlo en contra de un gradiente, una -forma de transporte act ivo.

Muchos sistemas de transporte act ivo, no son propulsados por energía

en forma de ATP, sino que Jo son por gradientes de iones a través de

la membrana; esto es una -forma de cotransporte, que puede ser de t ipo

"sinpuerto", o "ant ipuerto". En general en las células eucariontes el

ion que se co-transporta es el Na+. Ejemplos de proteínas

acarreadoras son la Na+-K+:ATP-asa de la membrana plasmática,

varios sistemas de acarreadores de amino-ácidos, el sistema de

penetración de gl iceroi a los e r i t r oc i t os humanos, el acarreador de

glucosa en el intest ino (Csaky y Thale, 19<5G) , etc.

Algunos c r i t e r i os que distinguen esta forma de transporte, de la

difusión pasiva son los siguientes (Finean y c o l . , 1978): a> tiene

un comportamiento simi lar al modelo de Michaelis-Menten para las

enzimas. En consecuencia muestra una cinética saturable en la que

se alcanza su máxima velocidad de transporte (Umax). Asi cada

sistema de transporte tiene una constante de af inidad propia (Km)

definida como la concentración de soluto en la que se tiene la mitad

de ktaiax. En contraste la difusión pasiva se comporta en forma

l i n e a l , con la concentración del soluto; b) es altamente

especifica, (como para excluir isómeros ópticos) y en consecuencia

es competitivamente inhibida por otros compuestos estrechamente

reí acionados; c) es inhibido específicamente de manera no

competitiva por cambios iónicos o substancias que actúan sobre la

proteína de transporte. En el caso del transporte act ivo, a estos

c r i t e r i os se agrega: a) la posibi l idad de funcionar contra un



gradiente electro-químico, y b) la dependencia en el gradiente

iónico o en el metabolismo energético.

Para el transporte hacia el in ter io r de la célula de

macromolécuias como proteínas o pol isacáridos, se requiere un

mecanismo activo más complejo aún que estos descr i tos. Las

células introducen macromolécu]as y partículas por medio de la

formación secuencia) de vesículas membranosas. Este mecanismo

activo consiste en envolver al material a transportar, en una pequeña

porción de la membrana plasmática que primero se invagina y luego

se separa para -formar una vesícula intraceluiar con el material

ingerido (Alberts y c o l . , 1983). Este proceso se llama endocitosis.

Clásicamente, se distinguen dos tipos de endocitosis según el

tamaño de la vesícula -formada: la -fagocitosis, que es la ingestión

de partículas mediante la formación de grandes vesículas llamadas

vacuolas, y la p inoc i tos is , que es la -formación de pequeñas

vesículas con contenido líquido. Mientras que todas las células

ingieren líquido y solutos por p inoc i tos is , solamente las células

fagocíticas "profesionales", ingieren partículas grandes

CSilvenstein y c o l . 1977). Otra -forma de endocitosis recientemente

descr i ta , la endocitosis mediada por receptor, es el mecanismo por el

que entran a la célula de manera select iva, proteínas, v i rus y

hormonas (ver las revisiones de Si lverste in y c o i . 1977; Goldstein y

c o l . 197?; Pastan y Willingham, 1931 a,b; Steinman y c o l . , 1983;

Brown y Goldstein, 1984).
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Los receptosomas: mecanismo de transporte.

La endocitosis mediada por receptor tiene 4 característ icas

(Goldstein y c o l . 1979): 1) El componente de unión de

la superf icie celular es un receptor en sentido es t r i c to ; es una

molécula cuya -función es unir un ligando exógeno y asi conseguir

un efecto f i s i o lóg i co ; 2> La internación está acoplada a la

unión; el tiempo medio de la internación, una vez que ocurrió la

unión, es,menor a 10 min. ; 3) En todos los casos estudiados, el

complejo proteína-receptor estA unido a zonas de membrana

recubierta; 4) Las proteínas internadas generalmente pasan a los

lisosomas.

Uno de los ejemplos de endocitosis por receptor mejor conocidos

es la internación de la LDL (1ow density l ipoprotein) en

f ibroblastos humanos (Anderson y c o l . , 197é) ( f i g . 4 ) . Los datos

genéticos, bioquímicos y morfológicos obtenidos en el sistema LDL,

han permitido elaborar un modelo del mecanismo de la endocitosis por

receptor <8rown y Goldstein, 1979, 1984). Todos los receptores

estudiados Calfa-2 Macrogiobulina, factor de crecimiento epidérmico,

toxina de seudomona, v i rus , e t c . ) , están distr ibuidos difusamente

sobre la superf ic ie 'de los f ibroblastos, pero se reúnen en cavéolas

recubiertas, después de unirse al ligando. Estas cavéolas son

posiblemente estructuras permanentes de la membrana (Willingham y

Pastan, 1983), en zonas en que ésta t iene, una cubierta difusa en su

cara interna.



16

'ALIA BE OBIGEI
LDL

LDL RECEPTOR
CHOIESTERVL ESTER

-APOPROTEINS-100

Fig. 4. Esquema de la entrada de LDL-colestero! en la
cé lu la . El complejo de colesterol-LDL se une a su receptor en las
cavéolas cubiertas y entra a la célula en las vesículas cubiertas.
En el medio ácido de los endosomas se produce la disociación del
receptor y el complejo colesterol-LDL. Este último pasa a los
lisosomas, mientras el receptor es reciclado a la superf ic ie ce lu lar .
Adaptado de Brown y Goldstein, 1984.

Cuando se ponen células l ibres en contacto con ligandos

apropiados, éstos se disponen en pequeñas zonas, como parches, en la

super-ficie ce lu lar . Este proceso < "patching") , es independiente de

la generación de energía y es previo a un fenómeno, tfste si

dependiente de energía, llamado "coronamiento" o -formación del

capuchón ("capping") . Este último, consiste en la reunión de los

complejos L-R en un solo lugar de la cé lu la , mediante un mecanismo
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que necesita energía, y que es posiblemente el resultado de la

interacción de -filamentos del citoesqueleto con la membrana. En

es te lugar l o s comple jos L-R comienzan a ser endoc i tados en l a s

vesículas recubiertas. Durante estos procesos ocurre un movimiento

de C&2+, probablemente una débil corriente desde el espacio

extracelular (Pozzan y c o l . , 1982). Se supone que el proceso activo

de la invaginación de las vesículas de endocitosis es producida por

actomiosina asociada a la membrana, y que es también activado por

Ca2+ y calmodulina (Salisbury y co l . 1980).

El mecanismo de formación de las vesículas a par t i r de la

cavéolas recubiertas, aún se desconoce. Según una hipótesis, la

membrana de la cavéola serla estirada hacia el inter ior de la

cétula hasta formar una vesícula aislada, mientras que su cubierta

serla reciclada (Salisbury y c o i . , 1980). En este mecanismo de

internación intervendrían micro-í i lamentos ci toplismicos, en

especial la act ina.

El complejo L-R se interna en la célula dentro de unas pequeñas

vesículas de unos 200-400 nm de diámetro desprovistas de cubierta.

Estas vesículas de forma irregular, se mueven en et citoplasma y

después de 10-30 min. se reúnen en la zona perinuctear, en el

aparato de Golgi. Estas vesículas han sido bien caracterizadas con

el microscopio electrónico y se han llamados "receptosomas" o

"endosomas" para indicar su papel en la endocitosis mediada por

receptores (Pastan y Hillingham, 1981 a,b; Steinman y c o l . , 1983).
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Los receptosomas y los lisosomas confluyen hacia la zona de

Golgi y de GERL (Golgi-Refclculo Endoplásmico-Lisosoma) <Farquhar,

1933; de Duve, 1983). Aún antes de que lleguen a esta zona tos

receptosomas, cuando se unen los tigandos al receptor en la membrana,

los lisosomas se desplazan hacia esas zonas (Hermán y A l b e r t i n i ,

1983). Se ha v i s to que la separación del complejo L-R ocurre en las

vesículas previas a los lisosomas, donde existe un sistema activo

que disminuye el pH ÍGalloway y c o l , 1983), y que esto tiene como

consecuencia que el receptor sea reciclado a la superf ic ie celular

ÍGonzalez-Noriega y c o l . , 1980; Tietze y c o l . , 1982; Steinman y c o l . ,

1983). Una vez dentro de la cé lu la , la membrana de la vesícula y

su contenido son procesados por separado < de Duve, 1983; Stenseth y

c o l . 1983).

Inhibic ión del, mecanismo de- endocitosis, por receptosomas.

La endocitosis se puede inh ib i r en varios momentos del proceso.

Como se señaló antes, la formación de los "parches" puede inhib i rse

a 4°C, y la del capuchón se evi ta con tos inhibidores de ta

generación de energía, o los de la trans-gl utaminasa, como la

dansil-cadaverina, (Pastan y Willingham, 1981a). La endocitosis

también se impide con los inhibidores de calmodulina y con los

destructores del citoesqueleto, como la dhCB.

En esta tes is , estudié la relación de la endocitosis mediada

por receptor con la entrada de ouabaina a la célula cardiaca. Para

esto, hice los experimentos alterando la endocitosis a tres niveles
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de la via descrita anteriormente: 1) inhibiendo la formación del

L-R, usando concentraciones altas de K+ (16 mM> (Akera y col-,

1978; Barcenas y col. 1982); 2) impidiendo la internalización de

ese complejo al inhibir la calmodulina con tri—fluoperazina (Levin y

Weiss, 1976); 3) evitando el retorno del receptor a la superficie

celular usando bases débiles que permiten la endocitosis pero

interfieren el reciclaje de los receptores libres.

EK+lo alto.

El efecto ínotrópico de los cardiotónieos esteroideos es

reducido por un aumento en el K+ externo <Reiter y col-, 19á¿), La

hipokalemia aumenta la sensibilidad del miocardio a la acción

tóxica del digital y la hiperkalemia puede revertir la arritmia

producida por los digital icos. También la hipokalemia aumenta la

captura de digoxina por el miocardio (Binnion y Morgan, 1971; Dutta y

Marks, 1972), mientras que la hiperkalemia la disminuye (Marcus y

col., 19Ó9; Morgan y Binnion, 1970; Prindle y col., 1971). Por otro

lado, la unión de la ouabaina a la "bomba de Na+B es inhibida por

el K+ extracelular y promovida por el Na* extracelular en varios

tipos celulares (Baker yHillis 1970, 1972a). De igual manera ta

unión de la ouabaina a la ATPasa aislada es modificada por el K+ y

el Na+ (Schwartz y col., 1975; Akera y col., 1978).
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Inhibición de la Calmodutina.

TESIS COI

La calmodut ina (CaM) es una protelna que se ha encontrado en

todas las células estudiadas. Es et receptor in t racelu lar más

importante de Ca*+ en las células no musculares, y regula una

gran cantidad de enzimas sensibles a Ca2+ (Means y Dedman, 1980;

Means y c o l . 1982). En la célula cardiaca la CaM se local iza en

el sarcopfasma, el sarcolema, y el retículo sarcopiismico. En

estas célu las, et efecto del complejo Ca2+:CaM es aun

hipotético pero se basa en resultados en otros t ipos celulares donde

activa a varias proteina-cinasas.

La CaM interviene en e! proceso dependiente de energía de la

endocitosis (Salisbury y c o l . 1980, 1981), y aunque es un componente

de los "parches" no es necesaria para su -formación (Nelson y c o l . ,

1932). La CaM se encuentra asociada a las vesículas cubiertas

(Linden y c o l . , 1981), y se proponen dos mecanismos para explicar la

intervención de la CaM en la endocitosis (Nelson y c o l , 1982). Uno,

es que CaM regula la actividad cont ráct i l "ge l -so l " del

citoesqueleto de actomiosina; el otro es que CaM regula la unión del

citoesqueleto a la porción de la membrana que t iene los complejos

L-R. En -favor de ¿sto hay observaciones de que la CaM se local iza en

el citoesqueleto de los l i n f o c i t o s , asi como en estructuras r icas en

actomiosina, como las microvellosidades (Howe y c o l . , 1980), en las

bandas A de músculo esquelético, y en el huso mi tó t i co , etc (Means

y c o l . , 1982).
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La unión de CaM con las fenotiacinas, que depende de Ca2+,

inhibe la estimulación de la actividad de la enzima fosfodiesterasa

(Levin y Weíss, 197ó) . Se ha v is to que al interactuar con el

catión, la CaM expone una región l i po f í l i ca de la molécula. En

este trabajo he usado una fenotiacina (TFP, tr i f luoperacina,

Stelazine) como inhibidor de la CaM. Salisbury y co l . (1980) han

inhibido, con este fármaco, la endocitosis mediada por receptores.

Las bases débiles como inhibidores del rec ic la je de los receptores.

La endocitosis por receptor, funciona durante periodos largos

de tiempo, aún con la síntesis de protelna reducida, como en

presencia de cicloheximida (Gonzalez-Noriega y c o l . , 1980). Se ha

concluido que ocurre el rec ic la je del receptor: el mismo receptor

vuelve a ser usado más de una vez. Al bajar el pH en las vesículas

de transporte, o receptosomas, ocurre la separación de ligando y

receptor y este último es reciclado a la membrana plasmática (Dean

y co l , 1984). El rec ic la je de membranas y receptores no son ideas

nuevas y hay mucha información al respecto (Si lverstein y c o l . ,

1977; Pastan yWil l ingham, 1981b; Farquftar, 1983; Steinman y c o l . ,

1983).

Algunas sustancias como las aminas l i p o f l l i c a s , entran al

lisosoma sin carga y una vez a l l í toman electrones del medio acido

y se hacen más h idrof i l icas; de esta manera se concentran en su

in te r io r . Una de estas sustancias es la cloroquina, un

antimalárico, que aumenta el pH al concentrarse en el lisosoma,
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inhibiendo así su -función (Ohkuma y Poole, 1978) ¡ otra ampliamente

usada es el cloruro de amonio (NH4) .

El pH sube en las vesículas endoclticas por el e-fecto de las

bases débiles, y de pH 5 en condiciones control, pasa a 6 con las

bases (Max-field, 1982; Geisow y Evans, 1984). El aumento en el pH es

rápido (1-2 min) y es revertido una vez que se quita el agente.

Esta reversibilidad indica que las propias vesículas tienen un

mecanismo acidificante, esto es, una bomba de protones (de Duve,

1983).

HIPÓTESIS

La hipótesis de este proyecto es que algunos gi¡cosidos

cardíacos, en el caso part icular de este estudio, la ouabaina, se

unen con un receptor de membrana, posiblemente la ATPasa de K+ y

Na+, -formando un complejo L-R. Este complejo serla transportado

al in te r io r de la célula dentro de vesículas membranosas, por

endocitosis mediada por receptor (-f ig. 5 ) . Una vez dentro de la

célula cardíaca, el descenso de pH dentro de las vesículas

separarla el complejo ouabaina-ATPasa: la enzima l i b re del

d ig i t a l ico sería reciclada hacia el sarcolema, y la ouabaina

tendría así acceso a su verdadero s i t i o de acción ("receptor

inot róp ico" ) . La aojicona, en este caso la ouabagenina, puede ser

usada como test igo, pues es l iposoluble y difunde en -forma pasiva a

través de las membranas, y en consecuencia no necesitaría de este

mecanismo. Esta hipótesis conjuga mucha de la in-formación
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publicada hasta ahora, que en -forma aparentemente controversia! ,

relaciona por un lado el efecto inotrópico con la ATPasa de Na+, y

por otro, muestra evidencias de un "receptor inotrópíco"

intracelular,

Fig. 5. Esquema que resume la hipótesis de esta tesis. En
ta superficie celular, la ouabaina (•) se une al receptor, la ATPasa.
El complejo L-R penetra en la célula dentro de vesículas hacia los
endosomas o los Hsosomas C1). Al separarse el ligando del receptor,
éste regresa a la superficie celular <2), donde es reciclado
(flechas delgadas). Con bases débiles, amonio por ejemplo, el
complejo es acumulado dentro de ta célula o es recictado sin
disociarse (3). Cuando no hay inhibidores, la ouabaina llega al
hipotético "receptor" intracelular (4) .



24

Basado en esta hipótesis, el propósito de este trabajo es

demostrar que el mecanismo de entrada de la ouabaina a la célula

cardiaca es la endocitosis mediada por receptor.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Para 'estos experimentos se usaron 130 cobayos machos que pesaron

entre 350 y 500 g. Los animales se mataron con un golpe en la cabeza

y se extrajo el corazón. Este se lavó con solución Krebs, y de

él se disecó la orejuela izquierda, a la que se ató un hilo

delgado a su borde libre. Estas preparaciones se montaron en una

cámara de órgano aislado donde se per-fundieron durante todo el

experimento con solución Krebs oxigenada, con un -flujo de 7 rnl/min y

a 3¿+1.0°C. Con un estimulador Grass modelo 44, tas

preparaciones se estimularon a 1 Hz, con pulsos cuadrados de 8 mseg

de duración, y con voltaje supraumbral, excepto en algunos

experimentos, como se explica más adelante.

Una limitación que se encontró, -fue que la cámara debía ser

renovada después de cada experimento con radiofármacos, o después

que una preparación se -fijaba "in situ" con glutaraldehido. Para

ello, la cámara se -fabricó con una jeringa desechable de 5ml

(Becton Dikenson, México), a !a que se cortó el extremo que lleva

la aguja. Como fondo de la cámara se uso el émbolo de hule,

después de quitar el vastago de plástico. Atravesando el émbolo

de hule, se introdujeron los electrodos de estimulación y la

per-fusión, asi como una aguja hipodérmica para et burbujeo de

carbógeno, y un sensor de temperatura. Externamente a la cámara se

arrolló 1.2 m de alambre de aleación de acero (Alnicro, diámetro

0.2 mm, resistencia total 30 ohms) por donde podía circular una

corriente de 100 mA, para mantener la temperatura de la cámara en
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los casos de incubaciones largas, durante las que no se hacia la

perfusión. La cámara se dispuso v e r t i c a l , unida rígidamente a un

bloque de concreto de 30 k i l o s , donde también estaba unido un

microtnanipuiador que permitía los ajustes de tensión. Estos se

hacían moviendo el transductor, de manera de mantener siempre et

h i l o bien centrado. La solución Krebs salía por rebosamiento por

un tubo que permitió la recolección del ef luente en algunos

experimentos.

«

La solución de per-fusión (Krebs normal), tenía la siguiente

composición (mM/L>: cloruro de sodio, 137; cloruro de potasio, 5{

bicarbonato de sodio, 1Í.9 ; cloruro de magnesio, 1.0} cloruro de

calcio, 1.8; -fosfato monobásico de sodio, 0.4; dextrosa, 5.ó. El

pH -final de la solución fue de 7.3 ±0.1, y se mantuvo por el

burbujeo continuo con una mezcla de 95 V. de oxígeno y 5 7. de

anhídrido carbónico. La presión osmótica de ta solución Krebs,

medida a intervalos irregulares durante 2 años, por el método de

descenso crioscópico, fue de 285 ±10 mOsm/Kg <n=ó). La solución

usada en algunos experimentos con £K+]o - lé mM (Krebs con potasio

alto), llevaba 11 mM/L de cloruro de potasio mis que la anterior,

quedando los demás iones a la misma concentración. Como la

presión osmótica de esta solución -fue de 300 ±12 mOs/Kg no fue

necesario reducir la concentración de otro ion.

Estas preparaciones de orejuela se fijaron a los electrodos de

estimulación en el fondo de la cámara. Su extremo superior atado

con el hilo se unió a un transductor, de manera de obtener un
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reg is t ro de tensión isométrica. Antes de cada experimento, la

preparación se dejó estabi l izar durante 1-2 horas, mientras se te

per-fundió y estimuló en las condiciones establecidas mis ar r iba .

En todos los experimentos, después del período de estabi l izac ión,

se buscó la longitud óptima de la preparación. Esta se consiguió

con sucesivos estiramientos de la preparación hasta lograr la

máxima -fuerza de contracción. Esta tensión de base (llamada

Lmax), -fue de 0.5-1 gm en casi todos los experimentos, y una vez

alcanzada, ya no se modif icó.

Los cambios de tensión se registraron con un transductor Grass

t ipo FT 03, conectado a un pre-amplificador Grass modelo 5P1, y se

inscribieron en papel con un polígra-fo Grass modelo 7. El sistema

transductor-ampl i-f icador se cal ibró antes de cada experimento con

una pesa de 500 mg en cada una de las posiciones de ampl i-f icación

usada. En casi todos los experimentos se l levó un reg is t ro de la

temperatura en la cámara, por medio de un diodo de s i l i c i o dispuesto

junto a la preparación y que, perfectamente aislado de la solución

salina por resina epóxica, estaba conectado a un amplif icador. Este

últ imo, amplificó los cambios en conductancia del diodo producidos

por la temperatura y se conectó al otro cana! del sistema de

reg is t ro en papel. Con este disposi t ivo se apreciaron cambios de

±0.5 °C en el in ter io r de la cámara.

En casi todos los experimentos, se usaron 2 d i g i t i l i c o s (Sigma

Chem., St. Louis, Mo.): ouabaina <1X1O-7M>, y ouabagenina

<l-I.5X10~6 M), en d is t in tas condiciones experimentales, como se
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detal la mas adelante. Los d ig i ta l i cos se disolvieron en alcohol

e t í l i co 50 '/., y luego se llevaron a una solución stock tal que

ambos debían disolverse 1:1000 en la solución sal ina, para alcanzar

las concentraciones arr iba mencionadas. En los grupos control se

perfundió con la solución sal ina con el agregado de alcohol

e t í l ico a la misma concentración -final (5XI0-* v / v ) . Al

comienzo de este proyecto, un ayudante puso una clave a las 3

soluciones "stock" usadas: ouabaina 1X1O-*M, ouabagenina

1X10-3M, y Krebs normal con alcohol e t í l i co 1:2000 v /v . Con

estas soluciones se hicieron 3 replicaciones (animales) de cada

experimento de mor-fometria y de regis t ro isométrico, y una vez

obtenidos los resultados de cada serie de experimentos, se reveló la

clave. Posteriormente, debido a la buena reproducibi1idad de los

resultados, se prescindió de este t ipo de diseño.

Se hicieron A t ipos de experimentos: a> estudio morfomé'trico

ul t raest ruc tura l , para cuanti-ficar los cambios en la densidad de

volumen de vesículas de endocitosis producidos por los d ig i ta l icos;

b> regis t ro isomérico de tensión, con el que se estudió el efecto

inotrópico de los d ig i ta l icos, en presencia de los inhibidores de

la endocitosis; O medida por centelleo l iquido, de la ouabaina que

se incorpora en el te j ido también en presencia de los inhibidores;

d) estudio autorradiogra-f ico ul traestructural , de algunos de los

tej idos expuestos a "pulsos" de 3H-ouabaina de d is t in ta longitud.

El anál is is estadíst ico de los resultados var ió con los d is t in tos

experimentos y se detal la en cada uno de e l l os .
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Morfometría.

Después del período de estabi l ización refer ido más ar r iba ,

se comenzó a per-fundir el fármaco. Se hicieron varios tipos de

experimentos. En un primer grupo, para comparar ambos d ig i t a l icos

se les per-fundió durante 10 minutos a las concentraciones antes

mencionadas. En un segundo grupo de experimentos, una vez que se

determinó que la ouabaina producía un aumento de vesículas de

endocitosis, se per-fundió 10 min. este d i g i t i l i c o en presencia de

EK+]of lómM. En el tercer t ipo de experimentos, para analizar la

•falta de formación de vesículas de endocitosis por la genina, se

perfundió conjuntamente ouabaina y ouabagenina a las concentraciones

anter iores.

A los diez minutos de comenzar la perfusión del -fármaco, se

extrajo rápidamente el Krebs de la cámara y se sustituyó por

glutaraldehido al 1.2/í en amortiguador de cacodilato 0.1? M. La

-fi jación se real izó conservando el te j ido a la misma tensión que

tenia durante el experimento. Estos tej idos fueron procesados para

microscopía electrónica de transmisión. Para e l l o se volvieron a

f i j a r en tetróxido de osmio 1 V, en el mismo buf fer , se deshidrataron

en alcohol 70-100 Vi, y se incluyeron en una resina epóxica (Embed

812, Polysciences). En cada experimento se e l ig ieron de forma

sistemática dos trozos del te j ido ya incluidos en resina (bloques),

para tomar cortes. Después que se obtuvieron los cortes f inos

<aprox. 70 nm) , el material -fue codificado por una persona d i s t i n ta

a la que hizo la observación al microscopio, y este código se
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reveló después de hacer la cuant i f icación.

Para determinar la fracción del volumen ci toplasmico

correspondiente a tas vesículas de endocitosis se uso7 una técnica

de morfometria CWeibel , 1979). Esta consiste en estimar la densidad

de volumen <vol . problema/vol. referencia) por la medida de las

áreas correspondientes. Para ésto se aplica una retícula con una

cantidad conocida de puntos, sobre una muestra (en este caso, una

micro-fotografía) tomada bajo condiciones de mu es t reo controlado. De

la relación de puntos sobre la estructura a cuant i f i car , al total de

puntos, se obtiene la relación de volumen de esa estructura con el

volumen de re-ferencia, que podría ser el t e j i do , el \,parénquima, o

et citoplasma. Para ésto, se tomaron siete microgra-flas de cada

corte, en película de 35 mm, a un aumento or ig inal de 5,700X, de

manera que el operador pudiera d is t ingu i r la célula a -fotografiar

pero no pudiera d is t ingu i r a simple v is ta las vesículas a

cuant i f i car . Cada micrografía que incluyó el ssrcolema de dos

células adyacentes, se hizo siguiendo la técnica de muestreo

sistemático al azar <Weibel, 1979), donde se tomó en el ¿rea más

cercana a un ángulo pre-establecido (el superior derecho) en cada

cuadro de la r e j i l l a , o siguiendo las coordenadas indicadas por un

programa de computación que hace un muestreo sistemático con

comienzo al azar (Núñez-Durán, 1985).

El microscopio electrónico se ca l ib ró periódicamente con una

répl ica de cal ibración de 2,157 llneas/mm (54,800 líneas/pulgada,

Ted Pella Inc . , cat . 60¿). Para evi tar variaciones en el aumento de
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la imagen - f inal , durante el proceso de fotografía de un cor te , no

se modificó la corr iente de la lente intermedia. Además, todas las

•fotografías se tomaron teniendo conectado un d isposi t ivo que

normaliza esta última lente, y permite un reppoducibi1idad del

aumento f i na l del 2 V. .

Las micrograf Jas se posi t i varón en transparencias de 35 mm que

se proyectaron a un aumento f ina l de 50,OOQX sobre una pantal la

despulida, juntamente con una retícula de 64X64 lineas que

determinan en las intersecciones, 1024 puntos. Esta ret ícu la , t ipo

0-64 de Weibel (Weibel, 1979), t iene una distancia entre lineas de

5- mm, lo que para el aumento f ina l de observación, corresponde a

100 nm. En las micrografías se contaron las intersecciones de los

puntos con el espacio extracelular y el núcleo y se restaron del

t o t a l . Para calcular la fracción de vesículas se contaron los

puntos, que estaban sobre estas estructuras. Los resultados *©

expresaron en -fracción del volumen ci topUsmico que corresponde a

las vesículas y se evaluaron con un anál isis de varianza. Las

diferencias de las medias fueron examinadas por el c r i t e r i o de la

menor di ferencia s ign i f i ca t i va <MDS) (Snedecor y Cochran, 1980>.

Para determinar la estabi l idad del volumen de referencia, o sea

el citoplasma de la célula cardiaca, en los mismos tej idos de los

experimentos anter iores, se hizo la determinación de la densidad de

volumen del te j ido cardiaco. Para ésto, con un microscopio ópt ico,

se tomaron micrografías de cortes de 0.5 ^m teñidos con azul de

Tolu id ina. Luego de posit ivados, a un aumento f i na l de l,000X se
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apl icó sobre tos posit ivos una retícula de 42 puntos (Weibel ,

197?), y se determinó la densidad de volumen para la célula

cardiaca por cuenta de puntos. El microscopio óptico (Fomi I I I ,

Zeiss) , se cal ibró con una retícula objet ivo.

Registro ispmétrico.

En el mismo t ipo de cámara usada para los experimentos

anteriores se mantuvo a los tej idos estabilizándose después de

disecados. Como inhibidores de la endocitosis se usaron: cloruro de

potasio láXIO-sM (Baker, México); t r i f luoperazina 2.5X10-5M

ÍSmith y K le in , México); cloruro de amonio 5 X 10-3M (Baker,

México). El protocolo var ió según el t ipo de inhib idor . En los

experimentos donde se usó [K+3o normal (5 mM), las preparaciones

se per-fundieron 10 min. con el inhib idor , y luego con el inhibidor

m&s uno de los dos d ig i ta l icos a las mismas concentraciones usadas

en los experimentos de morfometrla. Como control de todos los

experimentos de inh ib ic ión, se reg is t ró el efecto de ouabaína

(1X1O~7M) y de ouabagenina (1X10-*) en solución Krebs

normal .

Estos registros de tensión isómetrica en presencia de

inhibidores de la endocitosis, se hicieron durante 45-60 min. En los

experimentos de ouabaina, al terminar la per-fusión con el inhibidor,

las preparaciones se "lavaron" en solución Krebs normal (sin

inhibidor ni d ig i ta l i co ) , durante 1 hora, y -finalmente se
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per-fundieron con ouabaina, o en algunos experimentos con ouabagenina

durante 30 min. Esta se usó porque tiene efecto inotrópico mis

rápido que la ouabaina; con este control final sólo se quería

demostrar que ningún proceso de la contracción, había sido

alterado irreversiblemente por el inhibidor. Las preparaciones que

no mostraron aumento de la -fuerza de contracción durante esta

segunda incubación con el digital ico -fueron desechadas, porque se

asumió que estaban dañadas.

En los experimentos en los que se usó potasio como inhibidor de

la endocitosis, el protocolo se modificó. Las preparaciones se

per-fundieron durante 1 hora con la solución de \& mM de K4. Luego

durante diez min. se per-fundieron con la misma solución con el

agregado del alcohol etltico a la misma concentración usada en la

solución del digitálico (1:2000 v/v>. Finalmente se incubaron en

el digitálico correspondiente disuelto en la solución de Krebs con

16 mM de K+.

Los cambios en contractilidad se midieron como los mm. de

deflexión del registro en el papel y se expresan en porcentaje

tomando como 100/í el valor al comienzo de la perfusión con el

digitálico. Estos resultados se evaluaron trazando los limites de

confianza a cada lado del punto promedio, tomando de la tabla de la

distribución t, el valor de ¿ce correspondiente al 95 '/. (Snedecor

y Cochran, 1980). Se repitieron los experimentos hasta que en la

mayoría de los puntos de cada curva ambos límites se excluyeran.



Incorporación de 3H-ouabaina

Para estos experimentos se mantuvieron las preparaciones durante

1-2 horas, estimuladas y per-fundidas en las mismas condiciones

establecidas anteriormente. Después del período de estabi l ización

se vació la cámara y se agregaron 2 mi de solución Krebs con

3H-ouabairia (37 C/mmol, Amersham), en una concentración -final

aproximada a 1X1O-7M, lo que equivale aproximadamente a un

total de 0.5-1 X 107 cuentas por minuto (cptn). Esta incubación se

hizo en condiciones control ([K+Jo 5 mH>, o en presencia de algunos

de los inhibidores de la endocitosis.

En los experimentos con los inhibidores, éstos se per-fundieron

durante los 10 min. previos a la incubación con 3H-ouabaina. El

medio de incubación conteniendo el correspondiente inhibidor y la

3H-ouabaina se agregó a la cámara luego de haber sido calentado

para evi tar cambios importantes en la cont ract i l idad de la

preparación. Durante la incubación se mantuvo constante la

temperatura de la cimara mediante la circulación de corriente por

el arrol lado de alambre exter ior , y la oxigenación por un -fino

burbujeo con carbógeno, directamente en la cámara. Después de

incubar tas preparaciones durante 30 min . , se lavaron en la misma

cámara y en las mismas condiciones de estimulación y reg is t ro .

Este lavado se hizo durante 1 hora con la solución Krebs, sin el

inhib idor , pero con ouabaina "-fría" 1 X 10"7 M. Durante este

lavado, hecho con un f l u j o constante de 7 ml/min., el efluente se

recolectó en -fracciones cada minuto. Al -final del experimento, el
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te j ido se pesó húmedo, se homogeneizó y se d i g i r i ó en 0.1 N NaOH

durante toda la noche. Luego se neutral izó y se tomó una alícuota

en t r ip l i cado para el contador de centel leo, para determinar ta

cantidad de ouabaina en el t e j i do . En unos pocos experimentos al

comienzo de este proyecto, también se determinó proteína en el

volumen f ina l del homogenado (Lowry y c o l . , 1951).

Tanto en las -fracciones del lavado como en et homogenado del

te j ido se midió radioact ividad con un contador de centelleo

líquido. Para e l l o se puso en cada irasco del contador, 1 mi de la

solución problema con 10 mi de la mezcla de cente l leo. Esta

solución se preparó con 4,2 g PPO (2,5- d i fen i loxazo le) , 0,084 g

PÜPOP (Í,4~bis-2-<5-fenitoxazoli l)-benceno> , 573 mi de Arfíopai N100

(detergente) en 1 I t . de tolueno. Simultáneamente se midió un

frasco conteniendo 1 mi de solución Krebs sin radioisótopo, para

conocer las cuentas "blanco" del sistema. Los resultados de los

experimentos del homogenado, se expresan como la relación de las cpm

te j i do / cpm medio X 100 gm-i de te j ido y se analizaron con un

anál isis de varianza, y se estimó la signi-ficación de los

resultados por el c r i t e r i o de la MDS CSnedecor y Cochran, 1980). En

el caso del lavado se expresan como cpm en el medio cada 10,000 cpm

in ic ia les en el medio de incubación. El anál is is de las curvas de

lavado se hizo con un programa de computación que permite promediar

las replicaciones de cada experimento, calcular el intervalo de

confianza y la signi-f icación de las curvas, separar los componentes

de una exponencial íSimon, 1970; Feldman, 1977a,b>, y hacer

•finalmente su representación gráf ica.
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AutorradioQra-fla.

Se hicieron los experimentos usando 3H-ouabaina con el

propósito de local izar en que'compartimiento Cintra- o extra-

ce lu la r ) , estaba la act iv idad que se registró en el homogeneizado

del t e j i do . Para ésto se siguió el mismo protocolo de los

experimentos anteriores y se terminó el experimento -fijando la

preparación con glutaraldehido en la misma cámara. Ademas de los

experimentos con Krebs normal, se hicieron otros en los que se uso1

K+ a l to - y tr i- f luoperazina como inhibidores. En otro grupo de

experimentos se incubó las preparaciones en un "pulso" de
3H-ouabaina de 5-10 min. . que fue seguido de un "lavado"

(chase) en ouabaina " f r ía" de 10-30 min. .

Los te j idos se procesaron con la técnica habitual para

microscopía electrónica, hasta obtener tos bloques en resina

epóxica. Durante el procedimiento de inclusión se tomó una

alícuota de los líquidos usados, con el -fin de determinar por

centelleo l iquido, en que' paso del proceso de deshidratación e

inclusión se pierde la mayor cantidad del radio-isótopo. De estos

bloques se hicieron cortes -finos (alrededor de ÍOOnm) y otros

llamados "semi-finos" de 250 nm. Ambos tipos de cortes se montaron en

r e j i l l a s cubiertas con -film de Formvar y carbón.

En el cuarto obscuro, con la técnica del "loop" se preparó una

película delgada con una emulsión de autorradiogra-fía (L4, de
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I l f o r d , 1:4 en agua dest i lada) , que se aplicó a cada una de las

r e j i l l a s (Boute i l le , 1970} Boutei l le y c o l . , 197Ó) . Las r e j i l l a s se

-fi jaron por un borde, a una cinta adhesiva doble, pegada a un

portaobjeto de v i d r i o para f a c i l i t a r su posterior manipulación y se

guardaron, junto con un desecante, en una caja a prueba de luz a

0-4 HC. Las r e j i l l a s con cortes de 250 nm se fueron sacando cada

15 días y revelando hasta encontrar el óptimo de granos. Como esto

ocurrió a los 30 días de exposición, las r e j i l l a s con cortes de

100 nm se expusieron hasta un total de 90 días, antes de ser

reveladas.

Terminado el tiempo de exposición, las r e j i l l a s se dejaron

tomar temperatura ambiente y en el cuarto obscuro, se revelaron

durante 2 min. a 18 SC, en el revelador Defctol (Kodak) sin d i l u i r .

Después de lavadas en agua dest i lada, y de ser f i jadas en

h iposu l f i to al 30X y lavadas nuevamente en agua dest i lada, se dejaron

secar toda la noche. En cada sesión de preparación de la película

autorradiografica se determinó el "ruido" de -fondo de la emulsión,

y el producido por la técnica en general, y se encontró que este

era menor a 1-2 granos/100 I*2. También se comprobó la

homogeneidad de la emulsión preparada en cada sesión, observando en

el microscopio electrónico una r e j i l l a sin revelar .

Las r e j i l l a s con la emulsión revelada, se tiñeron cori uranio y

plomo como habítualmente se hace con los cortes f i nos , y se

observaron en el microscopio electrónico. Para la observación de

los cortes más gruesos (de 100 a 250 nm), el microscopio
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electrónico se usó con 100 KV de voltaje de aceleración.

Para el análisis cuantitativo, se tomaron ó microfotogra-fias a

7,5QQX, siguiendo el muestreo sistemático, de 2 animales distintos

de cada experimento. Primero se halló, por cuenta de puntos

CWeibel, 1979), la densidad de volumen del espacio extra e

intracetular, y luego se contó en ambos compartimientos el número

de granos de ptata. Se fotogra-fió en cada rejilla un pliegue del

corte para medir posteriormente su espesor CWeibel, 1979). Se halló

el cociente de la cuenta de granos por t>m3 de tejido, en

relación a ta densidad de volumen de cada uno de los espacios

analizados <Whur y col 19¿9; Parry, 197ó; Salpeter, \977; Williams,

1977). Se analizaron los resultados con una prueba de chi cuadrado

(Spiegel, 197Ó).



39

RESULTAÜOS

Los resultados de la tes is se presentan en la secuencia en que

se fueron desarrollando loe experimentos: a) el an l l i s i *

morfométrico en distintas condiciones experimentales; b) el registro

isométrico en presencia de inhibidores de la endocitosis; O la

incorporación de ouabaina-3H en el te j ido; y d) el estudio

au tor rad i ogré-f ico.

Morfometría

La orejuela de cobayo tiene una pared delgada, formada por

numerosas trabécuías de tej ido cardiaco en una matriz de tejido

conectivo. Las trabécuías están a su vez formadas por células

cardíacas, que son cortos ci l indros de 7-10 Mm de diámetro

estrechamente unidas (•fig. ¿) . Las células tienen el núcleo

central y gran cantidad de granulos característicos en la zona

perinuclear. La disposición del material contráctil es similar al

de otras células musculares cardiacas <-fig. 7). Las células

están separadas por un espacio extracelular variable de 0.1 - 2 m̂

de ancho. La membrana plasmática está cubierta hacia el espacio

extracelular por una delgada membrana basa) de 50 nm de espesor, que

se continúa con la substancia -fundamental conectiva del espacio

ex trace!ular.
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Fig. á. Micro-fotogra-fía óptica de una zona de la orejuela
de cobayo. Las células cardíacas -forman trabéculas que
constituyen las paredes del órgano. Corte de 0.5 t*m en plástico,
teñido con azul de toluidina. 800 X.

En la zona donde las células tienen acceso amplio at espacio

extracelular se hizo el muéstreo para la morfometría. La

micro-fotogra-flas se tomaron siempre de manera de incluir el espacio

entre dos células; el área de una micro*otogra-fia abarca una zona

de 1-2 mieras det citoplasma de ambas células, adyacente a la

membrana plasmática» Estas células -fueron -fijadas en condiciones

de contracción isométrica. Por esta razón, en ellas se encuentra
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Fig . 7. Micro-fotografia e lectrónica a bajo aumento del
te j ido cardíaco de la orejuela. Las células se disponen en
pequeños grupos separados por te j ido conectivo. 1 500 X.

sólo un l igero acortamiento de la sarcómera y la membrana se ve con

pocos pl iegues, lo que - fac i l i ta el reconocimiento de las pequeñas

caveolas en di-ferentes -fases de -formación <-fig. 3 ) . Además de

caveolas l isas se encuentran caveoias cubiertas, cuya membrana

plasmática tiene por el lado ci topl ismico un espesamiento, que al

observarse a mayor aumento se resuelve en -finos filamentos < í íg .

8) . Ambos t ipos de caveolas se invaginan y -forman vesículas de un

diámetro de 100-500 nm. En general, estas vesículas se ven con la



membrana completamente Usa, y no se distingue si en un

tuvieron su pared -formada por una membrana cubierta.

comienzo

Fig. 8. Microfotograffa electrónica de la superf ic ie de
una célu la cardíaca. Se observan varías caveolas <C> y vesículas
recubiertas <v"R> en proceso de -formación (1 ,2) . La cubierta
int racelu lar de la membrana está señalada con cabezas de -flechas.
LE, lamina externa. 80,000 X.

Se tomó como volumen de referencia para la mor-fometría, el de

la corteza citopUsmica comprendida entre ta membrana plasmática y

un límite aproximado a las 2.0 Cm de esta. Este l imite f u * el

área que abarca en cada célula la micro-fotografía tomada.

La f i j ac ión de las preparaciones para el estudio morfométrico
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Fig . 9. Micro-fotografía de una preparación de orejuela de
cobayo per-fundida durante 10 min. con ouabaina. Se observan parte
de dos célu las; en una de e l las se ve el núcleo y una zona de
Golcji* El citoplasma de tas células cardiacas está ocupado por el
material contráct i l y las mitocondrias. El espacio in terce lu lar
tiene - f i b r i l l as colágenas y matriz del te j ido conectivo. En la

membrana plasmática de las células se observa gran cantidad de
vesículas de endocitosis en varias etapas de su -formación.
(12,000X> .

de la endocítosis se hizo aproximadamente al comienzo del electo

inotrópico de ambos d ig i t a l icos (ver más adelante). Es en este

momento, que según la hipótesis de este trabajo, la ouabaina ya

habría comenzado a entrar a la célula cardíaca y estarla siendo

transportada hacia su "receptor inotrópico" in t race lu la r .
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Tabla I .

Densidad de volumen de vesículas ( X ± ESM)

Ouabaina Cn=8> 12.0 ± 0.13

Ouaba.+ KC) <n-8> 7.7 ± 0.04

Ouabagenina (n-8> 6.9 ±0.11

Control (n=5) 6.36 ± 0.91

Ouab.+Genina <n«á> ¿.25 ± Q.69

HDS = 0.7 <p < 0.02)

En las preparaciones control las vesículas de endocitosis

-forman un 6.36 '/,. del volumen del citoplasma. En las tratadas con

ouabaina ( f i g . ?>, se encontró un aumento de vesículas de

endocitosis. También se encontraron algunas grandes vesículas de

0.5 I1 de diámetro, sin un contenido v is ib le . En estas

preparaciones la -fracción de vesículas -fui de un 12.0 '/.., mientras

que en las preparaciones tratadas con ouabagentna la fracción fue

de 6.9'/.. (Tabla I ) . El aumento en la densidad de vesículas

provocado por Ja ouabaina es si gn i-f i cativo (p < 0.01) ¡ al contrario,
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1 min

Fig. 10. Registro de tensión isométrica durante 40 min.
de un experimento típico de ouabaina. La -flecha indica el comienzo
de la infusión del digitálico; cada segmento (numerado) es de 10
min. La lineas entre los trazos, es el registro de temperatura.



el cambio en ta -fracción de vesículas en las preparaciones

tratadas con ouabagenina no es significativo.

También se determinó la densidad de vesículas de endocitosis

en preparaciones con ouabaina y CK+]o 16 mM, este último como

inhibidor de la endocitosis. En estas, la densidad de vesículas

•fue de 7.7 V..\ cuando se comparó con ouabaina en CK+]o normal se

encontró una diferencia significativa, (Tabla I). Como se verá en

)a discusión, para investigar la ausencia de efecto de la

ouabagenina sobre la endocitosis, en otra serie de experimentos se

incubaron las preparaciones simultáneamente con ouabaina y

ouabagenina, a las concentraciones anteriores. En estas condiciones

no se encuentra un aumento significativo de las vesículas de

endocitosis <x = 6.25, Tabla I).

Registro de contracción isométrica control

En estos experimentos se perfundieron las preparaciones

únicamente con uno de los digital icos, y tuvieron como finalidad

determinar el tiempo de comienzo del e-fecto inotrópico, asi como la

magnitud del efecto máximo. La ouabaina, y los digitAlicos en

general, producen aumento de la -fuerza de contracción. Este efecto

se observa claramente en los registros de contracción isométrica

C+igs. 10 y 11), donde el digitilico aumenta gradualmente la fuerza

y acorta el tiempo al máximo <fig. lt>, mientras aumenta la

pendiente de la fase de acortamiento. La relajación en cambio, se



hace de tal manera que el ciclo de contracción y relajación dura el

mismo tiempo que en las condiciones control (-fig. 11).

0.1 s

Fig. 11. Registro de contracción i sometí" ica de una
preparación en tres momentos sucesivos durante un experimento con
ou aba i na. El registro se tomó en papel de polígrafo < 100 mm.
seg.'1), se -fotografió y se superpuso para ver los cambios
durante una contracción. Se observa un aumento de la pendiente de
la fase de contracción y la disminución del tiempo al máximo. El
trazo está de-formado porque la aguja de registro gira en un eje que
esta aproximadamente a 30 cm a la derecha del registro, a esta
escala. El trazo marcado con I se tomó en condiciones control; el
II a los 20 min, y el III a los 30 min de comenzada la infusión con
el digital ico.



Como el comienzo del electo inotrópico es un evento gradual, se

recurr ió a estudiar la regresión del regis t ro una vez que la

pendiente del aumento de -fuerza estaba bien establecido. En el caso

de la ouabai na, ( f i g . 10) se encontró e] comienzo del efecto

inotrópico entre los minutos 12-18 desde el comienzo de la

per-fusión (S=t5 min . ) . El máximo se encuentra en el minuto 30

correspondiendo a un aumento de 30+10/C, y su acción se mantiene

durante los ¿0 min en que se hizo el registro C-fig. 12).

La ouabagenina tiene un efecto bi-fásicot una primera -fase con

un aumento de) 30 '/. en el minuto 5, (no se muestra en la gráf ica) , y

una segunda, con un aumento máximo que llega a ser de 30+15 V. en

el minuto 30 de la per-fusión < f ig . 12). £1 efecto de la

ouabagenina es mucho más rápido que el de la ouabaina, comenzando

a los 1-3 minutos. En de f i n i t i va tanto la ouabaina como su genina

alcanzan su máximo efecto aproximadamente en el mismo momentos 30

min después de comenzada la perfusión. Sin embargo a las

concentraciones usadas en este trabajo, la ouabagenina tiene un

efecto del 10-20 'A mayor, y actúa 5-3 veces mas rápido.

Registro isométrico en presencia de inhibidores.

En los experimentos con inhibidores se midió el efecto

inotrópico de la ouabina en condiciones control <ÍK+]o 5 mM) y

frente a inhibidores de ia endocitosis. Los resultados de estos
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F ig . 12. Efecto de los d i g i t i l i c o s en solución Krebs normal
([K+Jo 5 mM> y sin inhibidores. En esta, como en las siguientes
gráf icas, se representa en ordenadas la fuerza de contracción
normalizada con la que tenía cada preparación en el momento de
comenzar la perfusión con el d ig i t a l ico; en abscisas el tiempo
desde que se expuso la preparación al d i g i t á l i c o . Cada punto es el
promedio de varios experimentos; la barras indican el error t ipo de
la media. Ambos d ig i tá l i cos llegan al máximo a los 30-35 min. y

se mantiene durante los 60 min. en que se l levó a cabo los
registros.

experimentos se contrastaron con el efecto de la ouabagenina en las

mismas condiciones. En está serie de experimentos se usaron 16 mM de

EK+Üo, TFP, y cloruro de amonio como inhibidores.
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Fig. 13. E-fecto de [K + ]o 1<Í inM sobre el inotropismo de los
digitál icos. En la gráfica superior se ve la inhibición del
e-fecto inotrúpico positivo de la ouabaina. En la infer ior, se
compara el efecto del catión sobre la acción de tos dos
digi tál icos: en los primeros 2S.min. la ouabagenina no es inhibida
(p>0.05>; posteriormente también ocurre una disminución en el
efecto de la ouabagenina.
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16 mM de cloruro de potasio

En estos experimentos, las preparaciones se incubaron 1 h en

[K + ]o lómM previamente a la per-fusión con el d i g i t i l i c o .

Rápidamente, la exci tabi1 i dad y la -fuerza de contracción

disminuyeron. Este -fenómeno se estabi l izó en 10-15 min. y luego se

obtuvo un reg is t ro de contracción que conserva las característ icas

similares al cont ro l , pero hasta 10 veces menos potente. Como se

observa en la parte superior de la -f ig. 13, la ouabaina en estas

condiciones pierde su e-fecto inotrópico, lo que contrasta con los

primeros 25 min. del regis t ro de la ouabagenina en las mismas

condiciones (-fig. 13, abajo).

La per-fusión de ouabagenina <l-2 X 10-* M> en \¿ mM de

[K*Io mostró un e-fecto inotrópico posi t ivo en los primeros

minutos, que luego disminuyó gradualmente para l legar a los valores

control a los 50-60 min (-f ig. 13, abajo). Esta inhibic ión tardía

de la [K+3o sobre el e-fecto de la genina, no está de acuerdo con

la hipótesis y se analiza en la Discusión,

Tri-f luoper-azina.

En los experimentos donde las preparaciones se incubaron durante

tiempos cortos en TFP sin d ig i ta l ico (no mostrados), éste -fármaco

no afectó el inotropismo, ni produjo alteraciones de exc i tab i l idad.
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Fig. 14. Efecto de la TFP sobre lo* digital icos. En 1*
grá-fica superior se observa la inhibición de la TFP, sobr» el
efecto de la ouabaina; la inhibición es significativa a partir del
minuto 15 del experimento <p<0-05). En la gráfica inferior, se
comparan ambos digital icos con el mismo inhibidor.
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Fig. 15. Efecto del cloruro de amonio sobre los dicjitáücos.
En la gráfica superior se ve que la inhibición del efecto de la
ouabaina por el NH4 se hace significativa íp<0.05) después del
minuto 25. En U gráfica inferior se compara el efecto del amonio
sobre el efecto inotrópico de ambos digital icos.



Cuando la TFP se incubó junto con la ouabaina, inhibió el efecto

inotrópico de ésta última (fig. 14). La inhibición de )a TFP

sobre el efecto inotrópico de la ouabaina, es reversible en 10

minutos. Cuando estas preparaciones se lavaron con Krebs normal

([K+]o 5 mti), sin inhibidor durante i hora y se expusieron a

ouabaina o ouabagenina <1X10-6), tuvieron un aumento del

inotropismo, lo que muestra que la inhibición del efecto inotrópico

no -fue irreversible. En contraste con la ouabaina, cuando se

per-funde ouabagenina junto con TFP, se ve un rápido aumento de la

fuerza de contracción que ya los 20 min. es significativo, cuando

se compara con el efecto de la ouabaina y TFP (fig. 14).

Amon i o.

El NH4 produce un descenso de la fuerza de contracción a los

10-15 min. de comenzar su per-fusión, s imi lar a la tK + ]o a l ta

aunque menos pronunciado. Sin embargo, en los primeros 2-3 min. de

per-fusión se regis t ra una elevación t rans i to r ia del inotropismo,

que posiblemente sea causada por un cambio en el pH int raceluar . En

unos pocos experimentos en que se midió el pH de la solución Krebs

burbujeada con carbógeno, se encontró una descenso no s ign i f i ca t i vo

de 0.1 de unidad con el agregado de NH4. La presión osmótica de

estas soluciones midió 290 mOsm/Kg, por lo que también se excluye
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este factor como causa del cambio en el inotropismo.

Los registros de contracción isométrica de ouabaina en

presencia de NH4 muestran que el digital ico no tiene efecto

inotrópico positivo. En general se encontró un descenso de la

-fuerza de contracción por debajo del control. Sin embargo en 4 de 7

experimentos, a los 20-30 min. se presentaron irregularidades en el

registro que se interpretaron como -fenómenos de intoxicación (fig.

Í6> . Cuando estas preparaciones se lavaron en la solución de Krebs

sin NH4 durante 1 hora y se pusieron nuevamente con ouabaina o en

algunos casos con ouabagenina Experimentos no mostrados), las

preparaciones tuvieron un aumento en la -fuerza de contracción, lo

que indica que la inhibición producida por NH4 no es irreversible.

Durante estas incubaciones, la ouabaina tiene efecto menor que en las

condiciones control, pero su comienzo de acción es algo más

rápido. Estas observaciones no se continuaron estudiando

sistemáticamente.

Los registros de lps experimentos de ouabagenina y NH4 <fig.

15), muestran que a los 30 min. las preparaciones alcanzan un 707. de

incremento de la -fuerza de contracción con respecto al control.

Este aumento, cuando se compara con las preparaciones perfundidas en

ouabaina y amonio, es significativo (p<0.002>.
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Fig. 16. Registros representativos de los digítilicos con
NH4. En el superior, en un experimento con ouabaina a. los 35 min.
aparecen irregularidades del reguistro, sin que previamente se
registre un aumento en el inotropismo. En el inferior la ouabagenina
no es inhibida y tiene el e-fecto inotrópico máximo a los 25-30
min.
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Incorporación deMpuabaina en el te j ido .

Con estos experimentos se intentó demostrar el efecto de los

inhibidores de la endocitosis sobre la cantidad de 3H-ouabaina que

se asocia al t e j i do , mientras se realizaba un reg is t ro de tensión

isométrica. Ya que todos los experimentos se realizaron con un

órgano aislado de muy poca masa, las cantidades de -fármacos que se

podrfan incorporar o asociar a este, en los tiempos habituales de

experimentación, son muy bajas. Por esta razón se e l i g i ó esta

técnica de radioisótopos, que sin duda, es la técnica de mayor

sensibi l idad para' la determinación de cambios en la concentración

de -fármacos.

En condiciones cont ro l , o sea sin inhibidores de endocitosis, la

relación cpm tejido/cpm medio -fue 5.9+1.09/100 9 de te j ido

(+ESM). En presencia de \6 mM CK+]o se obtuvo 0.7+0.22; de

tri-f luoperazina 2.5+0.57; de NH4 2.Ó8+0.16. El anál is is de

varianza mostró que la di ferencia de los experimentos en presencia

de inibidores es s i gn i f i ca t i va , con una p<0.004 ( f i g . 17).

Estos resultados se normalizan en relación a la cantidad de cpm

in i c i a l (en el medio), ya que la act iv idad de la 3H-ouabaina es muy

a l t a , y su dosif icación in i c ia l puede tener mucha variación entre

experimentos. También se expresan en relación al peso del te j ido

húmedo, ya que las determinaciones de protelna, posiblemente debido

a su di-fíe i I homogeneización, dio mucha dispersión. El peso de

las preparaciones húmedas osci ló entre 35 y 50 mgr para la mayoría
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Fig. 17. Captación de 3H-ouabaina en el te j ido de
orejuela. En ordenadas se expresan las cpm obtenidas en los
homogenados de te j ido en las d is t in tas situaciones experimentales,
normalizadas por 100 gr. de te j ido húmedo, y por cada 10,000 cpm en
el medio. Las columnas representan la media de por lo menos 4
animales (experimentos) y Jas lineas, su error t ipo de la media.
Las abreviaturas debajo de las barras indican el t ipo de experimento:
C, con t ro l ; P, potasio \6 mM; T, tr i- f luoperazina; A, cloruro de
amonio. * <p<0.05>; ••<p<0.02)

de las preparaciones. La variación en peso de las preparaciones

entre experimentos se puede a t r ibu i r a diferencias en la técnica de

disección.
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TESIS CON

20 30 50 mn.

Fig. 18. Lavado después de un pulso de 30 min.
3H-ouabaina. En ordenadas el logaritmo natural de las cpm promedio
obtenidas en el efluente de la cámara durante el lavado, y en
abscisas tiempo. Cada punto es el promedio de por lo menos 4
experimentos y representan las cpm de 1 min, para la cámara de 2 mi ,
y con un -flujo de 7 ml/min. Aunque la escala es logarítmica, loe
datos se agrupan en una recta sólo a partir del min. 30; esto
indica que desde allí se puede considerar una exponencial <t=22
min, R=G.?). El análisis del resto de la curva mostró que estaba
formada por otras dos exponenciales cuyas pendientes se indican en la
gráfica.

El análisis de las curvas obtenidas durante el lavado de 1 h de

estas preparaciones mostró algunos aspectos interesantes. Las

curvas control, así como las de inhibidores, no son exponenciales

simples C-fig. 18). El análisis de componentes mostró que se trata

de la suma de 3 exponenciales, que representan posiblemente 3

compartimientos en el tejido. El primer componente es muy rApido, y
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aunque es difícil de determinar debido a la imprecisión en la

recolección de las primeras muestras, es similar con los 3

inhibidores y tiene una constante de tiempo de 1-2 min. Este

componente seguramente corresponde al espacio extracetular. La

cinética del segundo componente muestra diferencias entre

experimentos, y tiene una constante de tiempo entre 8-11 min. El

último componente con una constante de tiempo de 22 min es igual

para los experimentos control y con inhibidores C-fig. 18). Aunque

los experimentos de lavado no se siguieron más que 1 hora, la

correlación de este último componente con una exponencial en el

caso de CK+Jo mostró un índice de determinación, R>0.98; esto

indica que no se trata de una suma de componentes, sino de una

monoexponencia).

El análisis del último componente de la curva de lavado parece

dar información sobre el compartimiento celular correspondiente. La

extrapolación a tiempo 0 de este último componente de la curva de

lavado, muestra diferencias entre los tejidos control y tratados con

inhibidores. Esa extrapolación indica la cantidad de ¿H-ouabaina

que estaba unida a ese compartimiento celular en el momento de

comenzar el lavado con ouabaina "fría". En los experimentos control

la intercepción con el eje Y es de 3.82; este valor cuando se

corrige a valores reales dá ¿.32 X 104 cpm. En los experimentos

de [K+]o alto este valor es de 3.25, que corregido dio A.06 X

104 cpm. Esto indica que el [K+]o 16 mM inhibió en un 36'/. la

unión de la ouabaina a este componente, que por su cinética, como

se discutirá, parece ser la Na:K-ATPasa.
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Fig. 1?. Curvas de lavado después de la incubación en
3H-ouabina. Los ejes son como en la gráíica anter io r . La cgrva
promedio (n= 4) de preparaciones expuestas a ouabaína y NH4,
comparada con la curva del experimento cont ro l . A pa r t i r del min.
35-40 la curva de NH4 de hace i r regu lar . Esto se interpreta como la
aparición de radio—fármaco que no estuvo expuesto al lavado en los
primeros 30 min.

Por úl t imo, del estudio de este mismo componente de las curvas

de lavado se puede estimar la proporción del radioíármaco que

estaba aún unida al te j ido en el momento en que se procesó para la

determinación de 3H-ouabaina. En pocas palabras, se t rata de ver
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la ef icacia del lavado. Si la cantidad de sH-ouabaina unida a un

compartimiento extracelular -fuera muy a l t a , perderían fuerza los

datos de la determinación del gl¡cosido en el homogenado, como

Índice de captación por la célua. Esta proporción es la

•fracción que el valor de la ordenada a los 60 min, es de su valor a

tiempo 0. Así calculada, a ¡os 60 min. de lavado, quedaba menos de

un 5 X de la ouabaina total que había estado inicialmente unida (el

parámetro A de la última exponencial).

El lavado -fue ef icaz: quedó menos del 5 '/. del radiofármaco

unido a ese componente. Esto indica que la cantidad de 3H-ouabaina

que se determinó en el te j ido después de 60 min. de lavado ( f i g .

17), corresponde prácticamente toda O95JÍ) a un componente que está

relativamente aislado del espacio extracelular, como puede ser un

componente in t race lu la r . Es interesante que tanto en los

experimentos control como en los de potasio a l to se encontró un

valor s imi la r , menor al 5/í.

En el caso de TFP y NH4, las curvas de lavado tienen una primera

parte, hasta el minuto 30 aproximadamente, s imi lar a la curva de

IK+]o \6 mM. Luego, los valores se hacen i r regulares, con una

dispersión aumentada alrededor de una curva con una pendiente

similar a la de potasio í f i g . 19).
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Fig. 20. Autorradiograffa de 3H-ouabaína. Micrografl
electrónica a bajo aumento donde se observan loe granos de plata
ei citoplasma y núcleo de las células cardiacas; algunos se ven G
el espacio ex t race]ular . La exposición de la emulsión antes
revelar fue de 45 días. ó,000X.

AutorradioQra-fla.

Las preparaciones que se incubaron 15-30 min. con 3H-ouabain



y se lavaron durante 1 hora, muestran gran cantidad de granos de

plata d is t r ibuidos sobre el citoplasma de las células cardíacas

(•fig. 20). La cuanti-f icación de estos experimentos mostró que la

densidad de granos de plata -fue de 35/Hro2 en el citoplasma de

las células cardíacas, mientras que en el espacio extracelular fue

de 8/Mm2, en cortes de 0.05 Vm de espesor. Los granos de plata

también se encuentran en las células del te j ido conectivo, asi

como en los- capilares í-f ig. 21).

F ig. 21 . Autorradiograíía con el microscopio electrónico
Los granos de plata se encuentran sobre las células cardíacas, las
células del te j ido conectivo y los capi lares. 12,000 X.



Las preparaciones que se incubaron con 3H-ouabaína en

presencia de inhibidores tienen una densidad de granos menor que los

experimentos cont ro l . Esta disminución es evidente tanto en el

citoplasma como en el espacio extracelular < f ig . 22). Sin embargo

no se encontraron prácticamente granos en el espacio in t race lu lar ,

siendo la di-ferencia altamente signi-f icat iva cuando se compara con

los experimentos cont ro l . La menor cantidad de granos de plata en

esta preparación indica que probablemente el glícosido no unido a

la Na:K-ATPasa sea más -fácilmente removido del te j ido durante el

procedimiento de preparación.

Por último la determinación de radioactividad de los líquidos

usados en el procesamiento de los tej idos con 3H-ouabaina mostró

que el óxido de propileno es el que mas extrae el radiofarmaco.

Le siguió la mezcla de resina y el mismo solvente. El efluente de

la f i j ac ión con tetróxido de osmio no se pudo determinar, debido a

que la reducción del f i j ador impidió su lectura por el aparato de

centel leo.
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Fig . 22. Anál is is cuant i tat ivo de las autorradiogra-fias.
En ordenadas granos de plata por unidad de área en los dos
compartimientos del te j ido cardíaco: in t ra y ext race lu lar . Las
barras representan las dos situaciones experimentales: las blancas
el control y ías punteadas la preparaciones incubadas en 3H-ouabina
en CK+Io 16 mM. Cada barra es ©1 promedio de 6 -fotos tomadas <d,e 2
experimetos d is t in tos en cada caso, -k <p<0.05)
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DISCUSIÓN

En este trabajo estudié et posible mecanismo de entrada de la

ouabaina a la célula cardiaca, basando el desarrollo experimental

en la acción de inhibidores de la endocitosis. Los resultados más

importantes son: a) un aumento de vesículas de endocitosis en

preparaciones tratadas con ouabaina; b) inhibición del e-fecto

inotrópico de la ouabaina, por inhibidores de la endocitosis; c>

disminución de ouabaina asociada al tejido causada por los mismos

inhibidores; y d) localización autorradiográfica de la ouabaina en

el interior de la célula cardíaca. Estos resultados apoyan la

hipótesis propuesta: los o, 1 i cosí dos no-1 iposolubles, en este caso

ouabaina, entran a la célula en el interior de vesículas de

transporte específica.

Como testigo de estos experimentos usé la ouabagenina que es

una molécula igual a la ouabaina pero sin la cadena de azúcar en

C3. Esta diferencia hace que las geninas sean moléculas menos

polares, más 1 iposolubles, y di-fundan a través de las membranas.

Los resultados de esta tesis se apoyan en: a) que la ouabagenina

entra a la célula por di-fusión, y b) que actúa en el mismo sitio

que la ouabaina, para producir el e-fecto inotrópico. Para una

exhaustiva discusión de estos puntos ver los trabajos de Vinceníi

<Appet y Uincenzi, 1973; Park y Vincenzi, 1975, 197Ó).

El plan general de esta sección es discutir: a) los resultados

y su concordancia con la hipótesis; b> los datos en la bibliografía
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y su relación con la h ipótes is ; y c) los puntos que no han sido

suficientemente explorados en la tes is .

Los resultados y la h ipótes is .

El aumento de vesículas de endocitpsis.

Los resultados morfométricos muestran que la ouabaina aumenta

un mecanismo, que en la célula cardiaca parece funcionar

continuamente en condiciones básales, al igual que en otros tipos

celulares (Si lverstein y c o l . , 1977; Goldstein y c o l . , 1979; Steinman

y c o l . , 1993). El aumento de endocitosis se interpreta, como el

reconocimiento por la célula de la formación del complejo L~R. En

respuesta a esa señal se produce la endocitosis de este complejo.

Para el caso de los digi ta l icos, mi hipótesis supone que el

receptor en la membrana es la Na+:K+-ATPasa qué tiene a l ta

af inidad por los d ig i ta l icos.

Aunque no hay acuerdo acerca de la necesidad de la cubierta de

membrana en la endocitosis mediada por receptor (Steinman y c o l . ,

1983), este estudio ul t rastructural no da evidencias como para

afirmar que la ouabaina entra por endocitosis mediada por receptor,

ya que no se cuantif icaron las vesículas cubiertas exclusivamente.

También se debe señalar que la cr io f rac tura hubiera permitido la

cuant i f icación de las vesículas de endocitosis. Con esta técnica

se midió el área que ocupan vesículas y caveolas en el músculo

esquelético (Dulhunty y Franzini-Armstrong, 1975).



La falta de endocitosis y de efecto inotrópico con ouabaina en

[K+3o 16 mM, por contraposición, lleva a pensar que el aumento de

vesículas en CK+3o 5 mM, es por aumento de inotropismo. Esto se

descarta porque la ouabagenina no aumentó las vesículas. La

explicación de los dos fenómenos es que la velocidad de unión de

los digital icos está directamente relacionada con la [K+lo.

La inhibición del efecto inotrópico.

El segundo paso en el desarrollo de la tesis fue comprobar el

efecto inotrópico de ambos digitáUcos frente a los inhibidores de

endocitosis. La falta de efecto inotrópico positivo en los

experimentos con ouabaina, sugiere que ésta entra a la célula

cardíaca por el mecanismo propuesto. Al final de cada experimento,

se mostró que la inhibición del efecto inotrópico no es

irreversible. De la mi$ma forma, ta combinación de ouabagenina e

inhibidores indica que ninguno de estos interfiere con la

contracción y que el efecto máximo se alcanza a los 20 min., al

igual que con la gen ina sola.

Con NH4 no hay efecto inotrópico de la oubaina; pero tanto el

Rb+, como el K+, Cs+, NH4+, y Li + , en ese orden, promueven

desfosforilación de la forma E2.P de la ATPasa y asi afectan la

unión de la ouabaina (ver una discusión en Daut, 1983). Esto le

hace perder valor al NH4 como inhibidor de la endocitosis si se

argumenta que actúa igual a K+, impidiendo la asociación del
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d ig i ta l ico a la ATPasa. Pero en los registros de amonio con

ouabaina, y en menor grado con ouabagenina, se encuentran con

•frecuencia -fenómenos de intoxicación, que indican que la

interacción digitalico-ATPasa no fue in ter fer ida por el NH4. En

los experimentos de K+ 16 mM y d ig i ta l icos, nunca se ven

•fenómenos de intoxicación.

En otros trabaos se ha comunicado el d i s t i n to efecto de la

[K+3o sobre la acción de los d ig i ta l icos y sus geninas (Wiest y

c o l , , 1977; Barcenas y c o l . , 1932). Sin embargo, en tos resultados

que se comentan, un punto que merece atención es la inhibición

parcial del efecto de la ouabagenina por ÍK+]o lá mM. Es bien

conocido el hecho que la IK]o actúa sobre la contract i l idad (Katz,

1977). El efecto inotrópico negativo del ion parece ser debido a

una repolarización acelerada del potencial de acción, y a su

consecuente acortamiento. Este hecho de por sí podría explicar que

la concentración de \6 mM de K+ inhiba parcialmente el efecto

posi t ivo de la ouabagenina.

Captación de H3-ouabaina por i a célula cardíaca.

Si bien los resultados morfométricos y de regis t ro isométrico

estaban de acuerdo con la hipótesis, su interpretación se basó en

especulaciones: a) El aumento de las vesículas como evidencia de)

transporte del d ig i ta l ico hacia el in ter io r de la célula. En la

práct ica, no se puede determinar con buena resolución si las

vesículas tienen d ig i ta l ico: se debe correlacionar endocitosis con
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ouabaina in t race lu la r , en situacions experimentales donde se permita

o se inhiba la endocitosis. b) La interpretación de la inhib ic ión

de efecto inotrdpico, se basó en suponer que los d ig i t a l icos

tienen su s i t i o de acción in t race lu lar : interpreté la ausencia de

efecto de ouabaina, como -falta de endocitosis, Aunque las

substancias usadas son inhibidores de endocitosis en otros sistemas,

la -falta de inotropismo ante los inhibidores, podría ser soto la

•falta de unión de ouabaina con el "receptor" (p . e j . la bomba de

Na+) .

Debía demostrar tanto que: a) cuando la ouabaina tiene efecto

inotrópico está dentro de la cé lu la ; y b) cuando la ouabaina no

entra la cé lu la , no tiene efecto inotrópico. Una solución a ese

problema, fue el estudio de captación de 3H-ouabaÍna. Estos

experimentos tienen la ventaja, que en el mismo te j i do , se hace el

reg is t ro de tensión isométrica y el anál isis para cuant i f icar

ouabaina. Los resultados mostraron que la incubación de la ouabina

con los inhibidores: a) impide el efecto inotrópico del -fármaco;

b) disminuye mas del 50VÍ la cantidad de ouabaina que tiene el te j ido

(o más aún en el caso del ttOo \6 mM); c) no afecta la c inét ica

del lavado poster ior .

El lavado con ouabaina " f r ía " (no t r i t i a d a ) , se hizo para

desocupar el gl icósido marcado de los posibles s i t i o s super f ic ia les ,

tanta la Na + ,K+:ATPasa, como los s i t i o s inespecl-f icos. El

anál isis de las curvas de lavado mostró que queda menos del 5VÍ del

total de ouabaina unida al 01 timo compartimiento que se lava. Lo
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importante es que la diferencia de cantidad de ouabaina en los

tej idos con inhibidores, no -fuera porque se impidió la unión de

ouabaina a los s i t i os superf iciales (o sea, la Na+,K+:ATPasa>.

Es evidente que la diferencia de) 50'/. en la cantidad de ouabaina en

los te j idos, no tiene relación con et 5'/. de ouabaina, que según se

extrapoló del anál is is del lavado, quedó unida posiblemente a la

Na+,K+:ATPasa.

Por el anál is is de las curvas obtenidas durante el lavado no es

fác i l adjudicar los compartimientos a estructuras t isulares

(Feldman, 1977a,b) . Una posibi l idad que debe ser explorada es que

los dos últimos compartimientos sean dos s i t i o s de unión de los

d ig i tá l i cos a la membrana yz que se han descrito dos lugares de

d is t i n ta af inidad para los d ig i ta l icos <Godfraind, 1975; Kazazoglou

y c o l . , 1983; Grupp y c o l . , 1984).

AutorradioQrafia u l t ras t ruc tu ra l .

Luego de los experimentos de captación de 3H- ouabaina queda

la incertidumbre, de si se determinó et d ig i t á l i co in t race lu lar , o

el que quedó unido a la superf ic ie de la cé lu la . Aunque las curvas

de lavado indicaron que la primera eventualidad es la más probable,

pareció necesaria ta local ización de la H3-ouabaina por medio de

autorradiocjrafia en cortes de microscopía electrónica. Es

evidente que para determinar s i la marca se hal la a un lado u otro de

la membrana, la autorradiografia óptica, no hubiera resuelto el

problema. La cuanti-ficacidn de la autorradiografía, una técnica
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estadíst ica, muestra claramente la localización in t racelu iar del

d ig i t i l i c o . Sin embargo, se debe señalar que la autorradiografla,

en este proyecto, podría haber dado mucha mas información, sobre

todo para la localizador» precisa del camino in t racelu iar seguido en

la in ter ior izac ión de la ouabalna.

Modelo de entrada de ouabafna a la célula cardiaca.

A par t i r de los resultados discut idos, intentando hacer

coherente gran parte de la información bibl iogra-f i ca , e inspirados

en el modelo de la endocitosis mediada por receptor comentado en la

Introducción, voy a proponer un modelo para la entrada de los

d ig i ta l icos no 1ipo-solubles a la célula cardíaca. Un modelo con

algunas características similares a este -fue propuesto por Dutta y

c o l . (1968a,b, 1969), complementado en los trabajos de ParK y

Vincenci (1975) y apoyado recientemente por experimentos de

inyección in t racelu iar de d ig i ta l icos (Isenberg, 1984).

Según el esquema de la f i g . 23, en la super f ic ie de la

célula, la ouabaina se asocia con la Na + ,K + :ATPasa, y el

complejo se reúne en vesículas de endocitosis. Este complejo L-R

internal izado en vesículas, llega a un compartimiento int racelu iar

de pH bajo, los endosomas o los lisosomas, donde ocurre la

disociación del complejo L-R. Desde acá el l igando, o sea la

ouabaina, siempre dentro de una vesícula membranosa, sigue hacia el

supuesto "receptor inotrópico".
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Fig. 23. Esquema resumiendo el modelo de ubicación del
sitio de acción de los digital icos. Desde que entra a la célula,
la Guaba i na (o) se conserva siempre del mismo lado de la membrana,
hasta llegar a su sitio de acción (?), mientras el receptor es
reciclado a la membrana. Siguiendo este modelo el sitio de acción
debe estar dentro de un organoide membranoso; pero si estuviera en
uno de doble membrana como la mitocondria, aún estarla separado por
una membrana de la matriz. El bloqueo de la salida < X > por bases
débiles como el NH4, causarla la 'falta de receptores desocupados en
la superficie.

El modelo establece que el supuesto "receptor inotrópico",

será accesible a la ouabaina, sólo si está dentro de un organoide

membranoso. Ya que la ouabaina, no puede atravesar la membrana,

conservará siempre su posición respecto a esta membrana, y su
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interacción con et "receptor inotrdpíco" ocurrirá por fusión de

membranas. Este punto es importante porque si bien una genina puede

tener acceso al "receptor inotrópico" aunque esté dentro de un

organoide membranoso, un digital ico completo sólo lo puede hacer

por -fusión de membranas. Esto explicaría la -falta de efecto

inotrópico de glicósidos completos cuando se introducen

intracelularmente (Hess y Mullen, 1982). En experimentos recientes,

Isenberg (1934) inyectando intracelularmente los digitálicos,

concluye que el sitio de acción debe estar en el citosol. A pesar

de que son experimentos bien controlados, la inyección puede dañar

la membrana de algún organoide intracelular (ver la fig. 1 de

Isenberg, 1984). Una vez que se disocian del ligando, los receptores

son reciclados a la superficie celular. Esto se hace siempre dentro

de vesículas membranosas, ya que la ATPasa es una protelna integral

de la membrana. La disociación del complejo L-R se haría en

organoides de pH bajo, que el complejo de digital ico con la ATPasa

de Na+ se disocia más fácilmente en pH bajo (Baker y Willis,

1972a) .

Este modelo para digitálicos, postula: a) que el transporté es

del tipo de endocitosis mediada por receptor; y b) que el "receptor

inotrópico", o lugar de acción de los digital icos, es intracelular

y está ubicado dentro de un sistema membranoso. Esto excluye a la

matriz mitocondrial y al citosol como lugar de acción de los

digitálicos (fig. 23). En este sentido este modelo se opone al que

propone Isenberg (1984)



La diferencia entre los digital icos hidrosolubi es y los

1iposolubles, es que estos últimos alcanzarían e! sitio de acción

por otras vias, esto es, por di-fusión a través de las membranas.

La distinta -forma de acceso al receptor marcarla la diferencia en

tiempo de comienzo de acción (Dutta y col., 19óSb).

Inhibición de la endocitosis por la ouabaqenina.

En la endocitosis mediada por receptor, la unión del ligando al

receptor en la membrana inducirla un mecanismo activo de

endocitosis. Los datos morfométricos en los experimentos de

ouabaina coinciden con el modelo propuesto en esta Discusión. No

queda claro, sin embargo, el -fenómeno en el caso de la genina que

también se une a la enzima (Akera y col., 1978). Entonces, a pesar

de que la genina difunda a través de la membrana, parte de ella debe

unirse a la ATPasa; ¿como esta unión no aumenta el número de

vesículas, del mismo modo que lo hace el glicósido completo ?.

Algunas posibles explicaciones del fenómenos son: a) la

ouabagenina produce algún cambio en el sarcolema que impide el

proceso de la endocitosis en cualquiera de sus pasos, b) sólo el

azúcar de la ouabaina estimula el mecanismo de la endocitosis.

En cuanto a la primera posibilidad, se sabe que algunos ácidos

grasos insaturados, cuando se disuelven en la membrana, inhiben el

mecanismo de la endocitosis por receptor (Klausner y col., 1980).

Hay algunos reportes acerca del comportamiento de los glicósidos
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cardiacos que pueden ser interesantes en este sent ido. As i , la

dihidro-ouabaina anula el e-fecto inotrópico de la ou aba i na, pero no

su e-fecto inhibidor sobre la Na + ,K+iATPasa (God-fraind y c o l - ,

1982) . La aldosterona inhibe el e-fecto inotrópico de los

gl icósidos, pero no de las agliconas (Kim y c o l . , 1972; Appel y

Mincengi, 1973). Para intentar aclarar este punto, se deberla

estudiar la captación de 3H-ouabaina por el te j ido cardíaco

expuesto a d is t in tas geninas y d ig i tá l i cos .

En cuanto a la segunda posibi l idad planteada, en otras células

algunas azúcares sirven como "marcadores de reconocimiento" y

estimulan la endocitosis por receptor de enzimas lisosomales (Kaplan

y c o l , 1977; Neu-feld y Ashwell, 1930; Reitman y c o l , 1981). Se puede

especular que si bien ambos gl icosidos, ouabaina y su genina se unen

a la ATPasa inhibiéndola, el azúcar se uniría al lugar i n h i b i t o r i o

en la enzima, a otro s i t i o de ta enzima, o a otra molécula en la

membrañasque podría funcionar como la señal para in i c ia r la

endocitosis. Se ha v is to que un d ig i ta l ico compite con otros en la

inhibición de la ATPasa (ver la revisión de Hansen, 1984). Un

experimento para probar esta posib i l idad debería estudiar la

endocitosis de estos azúcares, solos o unidos a alguna otra

molécula. Otro experimento en el mismo sent ido, puede ser el

estudio de ta inhibic ión competitiva de la endocitosis de ouabaina,

por los azúcares.
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La biblioQrafia y la hipótesis.

Los estudios para localizar el sitio de acumulación

tntracelular de los digitálicos concuerdan con los hallazgos

discutidos. En preparaciones aisladas se encontró que los

digitálicos son tomados por el músculo cardiaco (Harvey y Pieper,

1955; Spratt y Okita, 1958; Kuschinsky y col., 1967; Godfraind y

Lesne, 1967). Los estudios pioneros de autorradiograffa permiten

también confirmar los hallazgos de esta tesis. En la mayor parte de

estos estudios et objetivo -fundamenal fue correlacionar el momento

de máximo efecto i notrópico con la localizacion det

radio-isótopo.

Estos primeros estudios autorradiogrAficos tenian muy baja

resolución espacia! como para localizar con cierto grado de certeza

el lugar donde se acumulaban los digital icos. En alguno de estos

trabajos (Conrad y Baxter, 1958), se congelaron las preparaciones

para evitar la posible di-fusión del radio—fármaco, y la -falsa

loca!izacion. En los trabajos del grupo de Fozzard (Smith y

Fozzard, 1963; Fozzard y Smith, 1965) los tejidos se deshidrataron en

acetona, y no en alcohol, para evitar la extracción de la digitóxina

por este último solvente. Sin embargo, en estos estudios -falta un

análisis cuantitativo. En un trabajo posterior (Tubbs y col.,

1964), se hace simultáneamente con la autorradiografía, un estudio

morfométrico, donde se muestra que si bien los granos están en el

75X sobre la sarcómera, estas son el 54X del volumen total de la

célula cardíaca.
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El transporte de los d iq iU i t cos

Los estudios de autorradiogra-fia, así como los de captación

de gl icósidos marcados por -fracciones celu lares, estimularon la

hipótesis del "receptor int racelu lar" de los d ig i ta l i cos (Dutta y

c o l . , 1968a). Algunos trabajos demostraron que el comienzo del

e-fecto inotrópico de los gl icósidos depende de temperatura

(Uincenzi, 1967; Byrne y Dresel , Í969) . Por ot ro lado se encontró

que el e-fecto inotrópico posi t ivo se correlaciona con la

acumulación de d ig i ta l ico marcado en la fracción microsomal (Dutta

y c o l , 19¿8a,bj Rotb-Schechter y c o l . , 1970; Kim y c o l . , 1972). El

estudio de ia acumulación de digoxina mostró dos componentes en la

entrada del d ig i ta l ico, uno saturable y el otro no (KuschinsKy y

c o l . , 1967). Se i n i c i a asi una serie de trabajos que buscan el

mecanismo de entrada de los d ig i ta l i cos a la célula cardíaca.

Una hipótesis representativa de la in-formación relevante de

ese momento, propuso que el mecanismo de entrada de los d ig i ta l icos

a las células cardiacas se hace por medio de un transportador

ubicado en el sarcolema. Este sistema de transporte primero es

propuesto como ta ATPasa sarcolemal (Dutta y c o l . , 19ó8a,b), y

porteriorménte comparado al transpoortador de azúcares de otros

tej idos ÍDutta y Marks, 1969). La observación de que et e-fecto

inotrdpíco de la ouabaina es inhibido por la f l o re t i na íBailey y

Dresel, 1971), y que la insulina promueve el e-fecto de la digoxina

así como la unión de este d i g i t á l i co marcado a los microsomas

ESTÁ TESIS NO SAL*
DE IA BIBLIOTECA
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cardiacos CKim y Dresel, 1970), llevaron a apoyar que et transporte

de los digitálicos estarla relacionado directamente con el

transporte de azúcar. Sin embargo, estudios posteriores en los que

se inhibieron las vías de producción de energía, tanto oxidativa

como glicolítica de ta célula cardiaca, mostraron que el mecanismo

de acumulación intracelular de ouabaina y digitoxina depende de

energía CDutta y col., 1972) .

Posteriormente esa hipótesis -fue re-forzada y per-feccionada por

otros hallazgos. Estos mostraron, que en ciertas condiciones, la

aldosterona puede antagonizar el efecto de los glicósidos pero no el

de las agliconas (Kim y col., 1972; Appel y Vincenzi, 1973). Este

resultado sugirió que las agliconas difunden pasivamente hacia el

hipotético "receptor intracetular", mientras que los digitálicos

llegan al mismo receptor, posiblemente por medio de un mecanismo

activo sensible a la aldosterona.

De gran interés para el estudio del mecanismo de entrada, es el

comportamiento de los digitálicos y las agliconas -frente a cambios

en temperatura y en -frecuencia de estimulación <Park y Vincenzi,

1975). El inotrnpismo de los digital icos depende de temperatura y

frecuencia de estimulación, mientras que }a acción de las geninas

es independiente de estos -factores. La interpretación de Park y

Vincenzi (1975) -fue que el receptor está separado del medio

extracelular por una membrana, y que el acceso de los digitálicos a

ese receptor, es distinto en los gticósidos y en las geninas. La

diferente dependencia en [Ca^+lo, del comienzo del efecto
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inotrtí-pico de los d i g iU l i cos y las geninas (Park y Vincenzi,

\976> , iué interpretada como dos mecanismos de acceso al receptor

inotrópico in t race lu lar : la genina d i fundi r la a través de la

membrana mientras que el d ig i ta l ico entrarla mediante un

transportador dependiente de Ca2+ (ver Lee y Klaus, 1971; Partí y

Vincenzi, 197Ó; Fricke, 1978; Isenberg, 1984).

Por otro lado los estudios de absorción in test ina l de los

d ig i tá l i cos marcados indicaron que el transporte es pasivo y que

depende en consecuencia de la l iposolubi l idad de los compuestos

(Greenberger y c o l . , 1969; Haass y c o l . , 1972). Como algunos de estos

compuestos tienen circulación entero-hepática, se ha estudiado su

captación por células hepáticas. Así la ouabaina es acumulada

activamente por los hepatocitos mientras que la digi tóxina es

trasnportada pasivamente (Wiedman, 1979; Schwenk, 1980; Schwenfc y

c o l . , 1981).

Por otro lado algunos estudios u l t raestructurales previos

resultan de interés. Asi un trabajo histoquimico ha mostrado que

las vesículas de endocitosis tienen act iv idad de ATPasa (Strosberg y

c o l . , 1970), Un estudio mor-fométrico ul t raestructural del efecto

agudo de la ouabaina " in v i vo " , mostró un gran aumento del área de

Golgi asi como de! número de vesículas cubiertas en el miocardio

de cobayo (Lindower y Marks, 1977). Es importante la concordancia

con algunos de los resultados de el presente estudio mor-fométrico.

Sin embargo, los autores interpretaron que el e-fecto de la ouabaina

es aumentar el área del sistema de tubos T.
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Esta rápida revisión de la bibliografía muestra que los

estudios previos hablan determinado tanto la cinética como la

dependencia de energía de la entrada de los digital icos a la

célula cardiaca. Estos resultados habían llevado a interpretar

que la entrada de tos digitálicos se hacia por un sistema activo,

•facilitado, y relacionado de alguna manera con la ATPasa de Na+

sarcolemal. Parte de las discrepancias en los trabajos se puede

deber al estudio de glicósidos con distinto coeficiente de

partición. La mayoría de los estudios comentados se realizaron en

mementos en que se desconocían algunos mecanismos de transporte

celular. Recientemente en otros tipos de células no cardíacas,

también se estudió el transporte de los digitálicos.

Es conocido el hecho que distintos tipos celulares en cultivo

acumulan glicósidos. Células Girardi y HeLa puestas 24 h en

presencia de ouabaína, incorporan el digital ico de manera

dependiente de la concentración del mismo, y de la [K+]o (Baker y

Willis, 1972a; Boardman y col., 1972). Esta acumulación llega a ser

de hasta 100 veces la concentración del digital ico en el medio, y

es consecuencia de que la liberación es mucho mas lenta que la

internación (Boardman y col., 1972).

En células HeLa, en rebanadas de riñon y axón • gigante (Baker

y Mil lis, 1972a,b), se describen dos componentes en la unión de la

ouabaina a la células. Uno de ellos es saturable a muy bajas

concentraciones, lo que se interpretó como la unión con la ATPasa;
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el otro es no-saturable. Este último que se atr ibuyó a la entrada

de la ouabaina a! in ter io r de la célula, tiene un Q10 de 2.5, en

contraste con un Q10 de 4 para et componente saturable.

La disociación de los d ig i ta l icos de la super f ic ie de estas

células aisladas se ha medido y tiene una vida media de 5 h

aproximadamente (Cook y c o l . , 1975). La internación también tiene

una vida media de 5 ti (Wil l y c o l . , 1977; Pol 1 ack y col . , 198!a> ,

mientras que la l iberación de la droga de las células tiene una

vida media de 20 h en unos trabajos (Lamb y Ogden, 1982), o de 70 h

según otros autores (Cook y c o l . , 1982). La l iberación de ouabaina

por las células, se hace sin que haya su-frido transformación (WilJ

y c o l . , 1977).

Uno de los hallazgos mas interesantes de los experimentos

comentados más ar r iba , en los que se expone durante varios días a

células en cu l t i vo a d is t in tas concentraciones de d ig i ta i icos, es

que tanto la unión del d ig i ta l ico a la bomba de Na*, como la

acumulación de aquel dentro de la célu la, tienen la misma

sensibi l idad a la [K+lo (Boardman y c o l . , 1972). Esto sugiere que

la entrada del d ig i ta l ico se hace junto con la bomba de Na + . Otro

hecho es que los s i t i o s de unión del d ig t tá l i co en la membrana se

estimulan por incubaciones prolongadas con ÍK3o baja o gl icósidos

(Pollack y c o l . , 1981a). No menos interesante, es que en c ier tas

circunstancias el número de moléculas de ouabaina internalizadas

superan al número de bombas de Na+ disponibles, lo que indica que

las bombas se "recic lan" (Pollack y c o l . , 1981b; Lamb y Ogden, 1982).
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En estos mismos experimentos, se describe la acumulación de tos

digitalicos internados, en los lisosomas (Pollack y col., 1981b).

En este mismo tipo celular, recientemente se ha descrito un

mecanismo de "limpieza" de las bombas de Na+ inhibidas por ouabaina

(Lamb y Ogden, 1982). Estos autores describen que normalmente las

bombas se recambian a un ritmo de VA por hora y que la inhibición

con ouabaina acelera el proceso unas 4 veces. Los resultados que se

obtuvieron en este mismo tipo de células en presencia de inhibidores

de los lisosomas, llevan a proponer un modelo por el cual en las

células HeLa los digitalicos son internalizados junto con la bomba

de Na+, llevados a los lisosomas y luego excretados (Gri-f-fiths y

col., 1983).

La entrada de digital ico y el "receptor inotrópico' intracelular.

Son interesantes algunos de los resultados de la tesis, con

respecto a la hipótesis del receptor intracelular. Parece evidente

que si al inhibir el mecanismo de entrada del digitálico a la

célula cardiaca, el -fármaco pierde su efecto inotrópico,, el

"receptor" para este efecto, es intracelular (Lee y Klaus, 1971).

Los resultados de la tesis, indican que cuando se impide la entrada

de la ouabaina, no hay efecto inotrópico; ademas, cuando el

digital ico tiene efecto inotrópico, esta dentro de la célula

cardíaca. Por eso pienso que estos resultados apoyan la hipótesis

del "receptor inotrópico" intracelular (Dutta y col., 196Q a,b; Park

yVincenzi, 1975; Méndez y col. 1974; Isenberg, 1984).
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A pa r t i r de la observación or iginal de Repke (1965), una serie

de estudios intentaron demostrar ia relación causal entre la

inhib ic ión de la Na:K,ATPasa y el e-fecto inotrópico de los

d ig i tá l icos (Schwartz y c o l , 1975; Akera y Brody, 1977). Sin

embargo, el hecho de que algunos experimentos muestren lo contrar io,

hace que la teoría pierda su -fuerza Crevisado por Noble, 1980).

Por los experimentos presentados en esta tes i s , sin embargo, la

unión a la ATPasa, y su consecuente inhibición parcial pasa a ser

de necesidad, por lo menos en cuanto al transporte y posterior efecto

inotrópico de la ouabaina. Esto explicarla el paralelismo

encontrado en muchos trabajos entre el e-fecto inotrópico y la

inhibición de la "bomba de Na+".

Algunos puntos no examinados en la tes is .

Para -f inal izar esta discusión expondré algunos aspectos

planteados pero nü analizados experimentalmente, y otros que emergen

a pa r t i r de la hipótesis postulada. Algo esbozado en esta tesis es

el estudio de otras parejas de d ig i t á l i cos , a la luz de este modelo

de endocitosis. Posiblemente se encuentren di-ferencias en el

comportamiento de otros d ig i t á l i cos , dependiendo -fundamentalmente de

su coeficiente de par t ic ión . Otro aspecto a estudiar, es el

comportamiento de otros tej idos cardiacos.

En la tesis abordé el problema de la entrada de la ouabaina por
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Podría intentarse la estimulación de la endocitosis. Este aspecto

del mecanismo de la endocitosis ha sido menos estudiado. En el caso

específico de los gl icósidos, se podría ensayar el efecto de la

insul ina, que se ha reportado como estimulador del e-fecto de los

d ig i tá l i cos (Kim y Dresel, 1970). Este efecto de la insulina

podría ser por estimulación de la endocitosis, o por otro

mecanismo.

Otro t ipo de estimulación se podría hacer en ENa*3o a l t a ,

que al aumentar la velocidad de asociación del d ig i tá l i co con la

Na+:K+,ATPasa (Lindenmayer y Schwartz, 1973; Wal1ick y Schwartz,

1974; Akera y c o l - , 1978), estimularía la endocitosis del fármaco.

La estimulación también se podría hacer en [K+]o baja, que se

sabe aumenta la acumulación de ouabaina tres veces (Outta y Mariis,

1969). Por últ imo, un estímulo no específico se lograría con

proteínas como las lectinas que se unen a c ier tos grupos de la

membrana. Esta estimulación de la endocitpsis, hecha en presencia

de ouabaina debe aumentar el e-fecto inotrópico del d ig i ta l ico.

Fatta también mostrar sin duda que la endocitosis que

in te r io r i za a la ouabaina en la célula cardíaca es realmente

mediada por receptor y no la llamada endocitosis const i tu t iva

(Si tverstein y c o l . , 1977). Para analizar este aspecto se deberla

estudiar ambas formas de endocitosis con gl icósidos marcados y

marcadores apropiados í p . e j . peroxidasa), en células cardíacas

aisladas (miocitos) y no en te j idos.
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Un punto que debe ser estudiado, es si el transporte de

vesículas es responsable de la asociación del e-fecto inotrópico

con -frecuencia de estimulación, que se observa con gl icósidos, pero

no con agliconas (Park y Vincenzi, 1975). Deberla hacerse

moríornetría de preparaciones sometidas a d is t in tas frecuencias de

estimulación en presencia de d ig i ta l icos y gen i ñas.

Resta por último probar que la ATPasa de Na+ es endocitada

junto con la ouabaina. Esto se ha observado para el complejo

glicósido-ATPasa de Na, en células aisladas, y de comprobarse en

las células cardíacas podría mostrar un mecanismo novedoso de los

fenómenos tóxicos.
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CONCLUSIONES

1. Empleando var ias técnicas, he sometido a prueba la

hipótesis de que la ouabaina es endocitada por la célula cardiaca.

Con c ie r tas l imi taciones metodológicas, el conjunto de resultados

concuerda con la h ipótes is .

2. Se deben conocer mejor los aspectos básicos del mecanismo,

para poder general izar estos resultados a otros d ig i t a l icos. Hasta

ahora, la ouabaina seria la única molécula no-proteica

transportada mediante endocitosis por receptor.

3. Estos resultados concuerdan con la extensa b ib l iograf ía del

tema, apoyan la h ipótes is de un mecanismo act ivo de entrada para

los d i g i t á l i c o s polares y sugieren un lugar de acción in t race lu la r

para los d i g i t á l i co s en general .
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