03086

=g Universidad Nacional Autdnoma de México
; ; COLEGIO DE GIENCIAS Y HUMANIDADES '

_ UNIDAD ACADEMICA DE LOS CICLOS PROFESIONAL Y DE POSGRADO
INSTITUTO DE INVESTIGAGIONES BIOMEDICAS

MECANISMO DE ENTRADA DE QUABANA EN LAS
CELULAS  CARDIACAS

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

T E S I S

Que para optar por el Titulo de:

DOCTOR EN CIENCIAS FISICLOGICAS

Preéenta

HAROL lNUNEZ OURAN

—

México, D. F. RO0A 4




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



MECANISMO DE ENTRADA DE LA OUABAINA EN LAS CELULAS CARDIACAS

Laboratorio de Microscopfa Electrdnica,
Instituto Nacional de Cardiologfa,

"lgnacio Chévez". México DF. CP 14080

Harol Nifez Durin

Agosto, 1783



PREFACIO

Algunos problemas bioldgicos van guedando sin respuesta, y sdlo se
be_suelven por medio de un estudio multidisciplinario. En el caso de la
accidn cardiovascular de los digitdlicos, alguros aspectos habfan llegado
a un punto del que no se avanid en mucho tiempo. Uno de estos, es el
~ mecanismo.de entrada de'los digitdlicos en la célula car_diaca, cuyo
abordaje se deb{a hacer de manera multidisciplinaria. Un enfoque
experimental de este tipo exige costosa instrumentacidn, un equipo humano de
apoyo y ciertas condiciones que no se dan facilmente en los laboratorios,

Esta tesis se origind y desarrolld en el Instituto Nacional de
Cardiologia. Alll, desde hace muchos afios el grupo del Dr. Rafael Méndez
ha estado estudiando los digitdlicos, y ha contribuido notablemenite al
conccimiento actual de la farmacologia de estos compuestos. En el Depto.

“de Fisiologfa, el grupo del Dr. Emilio Kabela también ha seguido en esa

misma l{inea. En los seminarios de este Departamento fué donde yo tuve el
primer contacto con algunos de los problemas no resueltos acerca de los

' digitdlicos, y donde expuse por primera vez las ideas que luegp desarrollé

en esta tesis. Mi actividad en el Laboratorio de Microscopfa Electrénica

del Instituto, me permitid plantear alguna hipditesis acerca del mecanismo

por el cual los digitdlicos entrarfan a las células cardfacas. Es asl,

que este trabajo se pudo realizar gracias a las facilidades que me brindd el

Institute, y por haber encontrado en &1, un grupo selecto de investigadores

siempre dispuestos a la colaboracidn y a la discusidn . ‘

Un proyecto de este tipo no se puede llevar a cabo si no es por la
colabaracidn de los companeros de trabajo. Es por eso que quiero agradecer
al Dr, Emilip Kabela el apoyo que me brirndd comu asesor, as{ como a la
Dra. Laura Bircenas, los Dres, José A. Holguin, y Gustavo Pastelin,
por las ensefanzas e innumerables discusiones de distintos aspectos de esta
tesis. También agradezco a la Biol. Erenstina Ubaldo y la Dra. Laura
Riboni la colaboracidn con las preparaciones ultraestructurales de
morfometria y 'autnr‘radingraﬂa. A esta dltima, mi gratitud por su
infinita comprensidn como esposa. A lbs técricos y demds compaiieros del
Instituto que facilitaron la tarea, también va mi agradecimienito.
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iii
ABREVIATURAS,

Las abreviaturas mas usadas en esta tesis son ltas siguientes:

AMP-c = AMP ciclico (5’~adenosin mono-fosfato)

ATP = adenosin tfiv¥os€ato

ATPasa= trifosfatasa de adenosinaj la "bomba de Na* (Na+,K+:ﬂTPasa$
CaM = calmodulina

cpm = cuentas por minuto

ESM = error estandar de la media (SEM)

GERL = la zona de Galgi-Reticulc Endoplidsmico-Lisosoma
Isi = corriente lenta de entrada (o de Ca2h)

LOL = lipoprotelna de baja densidad

L-R = ligando-receptor

MDS = menor diferencia significativa

Nat-K+:ATPasa = Adenosin tri-fosfatasa dependiente de Nat+ y K+
NH4 = cloruro de amonic '

RS = reticulo sarcoplésmico

TEP = clerhidrato de trifluoperacina (Stelazine)

{X1i = concentracion intracejular del idn X

fXJo = concentracion extracelular del idn X



RESUMEN

En esta tesis, se prueba de manera multidiscipiinaria la
hipdtesis de que ta ouabaipa entra a la célula cardlaca por
endocitosics mediada por receptor, Los experimentos se realizaron con
orejuelas afsladas de corazdn de cobayo, perfundidas a 37 0C v
estimuladas a | Hz. 35Se hicieron 4 grupos de experimentos v en todos
se registréd 13 tensidn isométrica. Los experimentos se basan en
el efécto de inhibidores de endocitosis sobre la ouabaina, usando
como testigo 1a ouabagenina, un glicdésido incompleto, liposaluble,
que difunde a través de la membrana. Primero, se hizo morfometria
de Tas vesicylas de endocitosis con glicdsidos y aigin inhibidor
de ta endocitosis. En un sequndo grupo, se midid el efecto
inotrépico de los glicdsidos con los inhibidores. £n el tercer
grupo, se midid ia incorporacidn de SH-cuabaina al tejido. En el
dltimo grupo, se comprobd la presencia del digitdlico marcado en
el interior de 1a célula cardfaca por auterradiograffa. El
estudio morfométrico mostrd un aumento significativo en 1a densidad
de volumen de vesiculas, con ouabaina. Con &) mismo fadrmaca en
[K*loc 16 mM la densidad de vesifculas no varid con respecto al
control. La contraccidn isométrica frente a inhibidores de la
endocitosis ({K+lo 14 mM, trifluoperacina ¥ cloruro de amonio},
también es congruente con la hipdtesis: se inhibe el efecto
inotrdpico de ta ocuabaina perc no el de ouabagenina. El tejido
expuesto a un pulso de SH-ouabaina en condiciones contral, tuvo 4
{tejido/medio) cpm/ 108 g tejido; con inhibidores de endocitosis,
este valor fué de 0,5 a 2,4. Finatmente, la autorradiografia
comprobd fa presencia de #H-ouabaina dentro de las células
cardiacas. Estos resultados: 1) apoyan la hipdtesis de que la
guabaina entra a la célula cardfaca por endocitosis; 2 ) sugieren
que el sitio de accidn de los digitilicos es intracelular.



INTRODUCCION

Los digitilicos o glicdsidos cardiacos tienen una  indicacidn
precisa y muy difundida en la préctica médica: son los fdrmacos
mis empleados en el tratamiento de ta insuficiencia cardfaca  aguda
y crdnica (Moe y Farah, 1978). E} efecto de los digitilicos en
este padecimiento se explica por sy accidn farmacoldgica mis
importante: el aumento en la fuerza de contraccidn del corazdn.
Aunque la descripcidn de tos efectos cardiovasculares de estos

farmacos, fué hecha hace 200 anes (Withering, 1785), tanto el

mecanismo, comg el sitio de accidn, son todavia desconocidos. En
consecuencia, la relacidn causal que tiene la entrada de estos
firmacos a la céluta cardfaca, con el mecanismo de  accidm, es

objeto de activa investigacidn (Lee y Klaus, 1%971; Noble, 1¥80;
Schwartz ¥ col., 1982; Smith y col, 1984; Hansen, 1984;‘ Isenbera,
1984) . Finaimente, el propio mecanismo de entrada a la céiula
cardfacz, tdpico central de esta tesis, es adn discutido (Dutta y
col., 1948a,b; Dutta y Marks, 19495 Park y Vipcenzi 1973; Isenberg,
1934) .

Por esta accidn farmacoldgica en la ingsuficiencia cardfaca,
los digitdlicos toman el nombre de cardiotdnicos o esteroides
cardivoactivos, como también se les conoce. _Estas substancias se
extraen de las plantas donde se encuentran sus precursores |tamados
alicdsidos naturales o genuinos., En consecuencia, sus nombres se

-refieren al origen botinico ¥y no a la estructura quimica; esto hace

que la terminclogia empleada sea confusa. Por ejemplo, la ouabaina,
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Durante siglos se usaron por 1os nativos de América y Africa como
venenos para la caza de animales, o como medicamentos por Egipcios y
Romanos (Fieser y Fieser, 1959). Actualmente se conocen mis de
doscientos  compuestos naturaltes, de las cuales sdlo unos pPocos se

usan en la clinica.

Estruyctura quimics _y propiedades de los digitdticos.

Estos compuestos estan formados por una molécula de aglicona o
genina, y una a cuatro moléculas de azdcar que se  unen por un
.oxigena al C 3. La actividad farmacoldgica depende de 1a aglicona,
pero los azlcares asociados modifican la  solubilidad en aguay
penétrabilidad en la célula y potencia del glicdgido resultante
(Fieser y Fieser, 1959). La estructura bisica de las geninas es el
nicleo ciclopentano perhidro~fenantreno con un anillo lactdnico no

satyrado en C 17 ( fig. .

Los fdrmacos con mayor importancia terapéutica son la
digoxina, la digitoxina, el deslanésido y la ouabaina. E! némero ¥y
la posicidn de fos oxhidrilos son importantes para la solubilidad en
agua, la conjugacidn a protefnas, la eliminacidn metabdlica y ia
duyracid¢n de la  accidn  (OKita, 1949; Smith y col., 1984). En
consecuencia, en el uso terapedtico, la wvia de administracidn
depende en principio, de ta solubilidad en agua. La digitoxina es el
menos  polar de los digitdlicos habitualmente usados,.y ta ovabaina

el mis polar {Greenberger y col., 1969,



: " TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

CARBCHIDRATO"

GENINA O AGLICONA

Fig. i. Estructura quﬁnica'de los glicdsidos cardfacos;
se& muestra la genina con la posicidn det azécar y del anilio

lacténico.

Accignes cardiovasculares.

La actividad farmacoldgica mas importante de los digitdlicos

es la accidén inotrdpica positiva. Hasta hace unos afios prevaltecis

la idea de que los digitdiicos sdlo tenfan efecto en el carazén

insuficiente; actualimente se sabe que 1o tienen adn en el corazén

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

modificada por. los glicédsidos (Moe y Méndez, 1931; Méndez y

Méndez, 1957).

Estos compuestos se unen a la albimina plasmdtica, se fijan en

todos los tejidos vy se excretan por el rifdn y e) higado. Los




digitilicos tienen efectos en practicamente todos los tejidos
incluyendo el sistema nervioso, pero el efecto del digital sohre 1a
fueﬁza de contraceidn es independiente de tos factores

extracardiacos, Todos 1os digitilicos tienen el mismo efecto

cardiaco, =] iguat indice terapdutico: esto es, que la dosis

terapbutica es aproximadamente el S04 de Ya dosis tdwica (Moe g

Farah, 1973 .

Una revisidn de la literatura (Lee y Klaus, 1971} Akera vy
Brody, 19773 Noble, 19803 Schwartz y col 1982; Haustein, 1983;
Hansen, 1784), muestra que existe acuerdo undnime en que el aumento
de [Caz+]i produce el efecto  inctrépice positive de los
digitilicos, Dos tipos de evidencias apoyan esta conclusidn; Por
un tado, en preparaciones estimuladas por  Ca2+ pero sin
sarcotema, no se logra efecto inotrdpico en presencia de  ouvabaina
(Fabiato y Fabiato, 1973; Nayler, 1973). Por otro lado, midiendo las
variaciones de ECa2+t}i coh acuorina, una protefna que emite iuz
en contacta con el catidn (Allen y Blink, 1978; Wier, 19800, se wve

un aumento  de [Caz+}i con el digitdlico (Mier y Hess, 1984).

Identificar el mecanismo de accidn de los digitilicos se

reduce entonces, a encontrar tomo  se produce el aumento de

[Ca2+]i frente al estimulo de estos compuestos. El mecanismo
generalmente aceptado es la inhibicidn de la ATPasa de Nat y K+
(Nat:;K+-ATPasa), la ehzima que mantiene los  niveles

intracéiulares de estos iones. Sequin esta hipdtesis, |lamada del

"retardo del Nat", ta inhibicidn de la enzima produce  aumento de



{Natli, que & traves  del intercambiador Nat:Ca2+ (Langer y
Serena, 17703 Glitsch y col, 1970; Blaustein, 1974) 1leva al aumento

de (Caz+li.

Btra explicacidn al fendmenc surgid con  los  trabajos  del
grupo  de Schwartz y de otros iaboratorios (Besch y Schwartz, 1970;
Gervais y col., 19775 Lullman y Peters, 1974). Se postula gque la
interaccidn de los glicésidos con 1a bomba de Nat+ causarfa la
liberacidn de Cazt de los  fosfolipidos  del sarcolema. Un
tercer mecanisme es el aumento en la corriente lenta de entrada
(Isi), Este mecanismo habla sido propuesto, pere sin base
experimental (Katz, 1972; Fozzard, 1973)3; sin embargo ios hallazgos
de McDonald vy col, (1973) indicaron que no habla aumento de Isi bajo
la accidn de los glicdsidos, pero Marban y Tsien ({982) 1o

demostraron recientemente.

El receptor para los diqgitilicos. : ‘

Los digitilicos se unen especificamente a la Na*:K+-ATPasa
en ia - membrana de Ias-células cardiacas (ver las revisiones de
AKera y Brody 1977; Sweadner y Goldin, 1980; Holguin y Sierra, 1981
Hanszen, 1984) . Esta reaccién tan especffica ha llevado a muchos
avtores a ver un estrecho paralelismo entre la capacidad de los
digitalicos de inhibir ta NatiKt- ATPasa y el efecto

inotrdpico.
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Los argumentos mds. importantes para sosteﬁer este paralelismo
30n (Farah, 194%; Thomas y col., 19803 Holguin y Sierra, 1¥8D: D
Relaci¢n entre estructura quimica y  actividad de distintos
glicdsidos; por ejemplo, un glicdsido cardicactivo, o firmaco
inotrdpico, inhibe facilmente la enzima en preparaciones afstadas.
En  general hay buena correlacién entre la dosis que produce et 504
de inhibicidn de la enzima y la que produce efectos tdxicos. 2)
Relacidn entre el tiempo de comienzo del efecte inotrdpico, y la
1a constante de unidn del glicdsido & la enzima  afslada.
3) La diferencia entre especies con distinta sensibilidad: por
ejemplo, en la rata la enzima es poco sensible a glicdsidos, y estos
tienen poco  efecto inotrdpico. 4 £l efecto de otros agéntes que
afectan la accidn inotrdpica de los digitilicos y la inhibicidn
de fa - enzima, Asi elevando [K*lo, o disminuyendo la [Natlo, o
el pH, se reduce el gfecto de los digitdlicos sobre la enzima ¥y

sobre el inotropismo.

Sin embargo, algunos trabajos han mostrado que el inotropismo
no es consecuencia de la iphibicidn de la ATPasa. Al remover los
digitdlicos luego que una preparacidn estuvo expuesta a ellos, el
efecto inotrdpice es transitorio mientras que el arritmogénico es
mds duradero (OKita y col. 1973, 1974); este ditimo se considera
causado por la inhibicidn de Ta ATPasa. Otros autores demuestran
que los glicdsidos a dosis terapéuticas no inhiben a 1a enzima, ¥
critican que  muchos trabajos han sido desarrollados con dosis

tdxicas de digitilicos (Dutta y col, {974).



Se ha reportado la disociacidn entre el efecto inotrdpico y la
inhibicidn de la bomba de Nat (ver ia revisidén de Noble, 19800,
Cuando se registrd la fuerza de contraccidn y el potencial
transmembrana, el efecto inotrdpico fué mis rapido que la
inhibicidn del potencial transmembrana (Lulliman y Ravens, 19?35. El
cambio de potencial transmembrana producido por ouabaina es mas
rapido que el cambio en inotropismo, més adn a bajas  frecuencias
(Diacono, 19795 . En otro tipo de experimento, se compard la
ouabaina, la dihidro- cuabaina y 1a [K+]n.baja, en  su  capacidad
para inhibir Ja bomba de Nat, y producir aumento en la fuerza de
contraccidn, En este caso se vid que la cuabaina tiene efecto
inotrdpico mayor que el esperato para cierta inhibicidn de 1a bomba

de Nat (Godfraind y Ghysel-Burton, 1980).

Otro argumento importante que se opone a la  hipdtesis  del
‘retardo  de Na*", son los experimentos en que se inhibe !a enzima y
no se observa efecto inotrdpico positivo (Michaels y Kabela, 1975;
LaBella y Bihler, 1979), E! hallazgo de nuevas drogas con un mayor
margen terapeitico (retacidn entre efecte inotrdpico y tdxico),
sugiere la existencia de mas de un receptor (Méndez y col, 1974), o
efectos sobre otra enzima sarcolemal (Lullmann y col, 1982), La
bisqueda de farmacos non el mismo efecto, pero con mayor margen de
sequridad es uni de las razones por las que tiene gran interéds

hallar el mecanismo de accidn a nivel molecular.

También hay evidencia muy importante de que el receptor

“ipotrépico”™ de los digitilicos es intracelular. Por ejemplo, al
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mismo tiempo que aparece el efecto inotrdpico, los digitilicos se
.concentran en la fraccién micfosomal de tas células cardiacas
(Dutta y col. 1949a; Dutta y Marits, 1949). Inumerables traSaJos han
mostrade Ja incorporacidén de digitalicos por el tejido cardiace
asi como la relacidén de esta incorporacidn, con el inbtropismo
(ver las revisiones de Lee y Klaus, 1971; Noble, 1980). S$in embargo,
fos experimentos que han buscado el "receptor inotrdpico® intra-
celular han llegado a resul tados contradictorios. Asi, cuando se
intradujo la digoxira a la célula cardiaca, con la técnica del
extremo cortado, no se encontrd efecto inotrdpico (Hess vy Mul!gr,
1982) . En cambio la inyeccidn intracelutar de digititicos en
migcitos aistados, mostrd un clare efecto inotrdpico (}senberg,

1984) .

Como conclusidn, se puede decir que después de 20 afos de
bisqueda del “receptor inotrépico” de los digitidlicos, éste se
desconoce. También se desconoce el mecanismo de entrada de estos
farmacos a la célula cardfaca, prevaleciendo la idea de que entran
por medio de un transportador no identificado, pero relacionado con
la NatiK+ ATPasa del sarcolema o con el sistema de transporte de
los azdcares. Parece entonces, que para resalver el probiema de la
localizacidn det posible ‘“receptor inotrdépico” de tos digitilicos,
se debe comenzar estudiando el mecanismo de entrada de estos, a la

célula cardiaca.




Antecedentes  para el desarrollo de la hipdtesis

Antes de_exponer la hipdtesis de este trabajo revisard: a) la
informacidén sobre la Nat:K+-ATPasa para destacar sU posible
papel como el receptor de ocuabaina en et sarcolemas b} algunas
caracteristicas de 1a membrana plasmitica v de los mecanismos de
transporte de sustancias al interior de ta célula. Uno de estos
mecanismas, la endocitosis mediada por receptor (Brown 'y Goldstein,
197%), es revisado en mayor profundidad pbrque es el mecanismo

hipotético de entrada de ouabaina a la célula cardfaca.

La Nat:K+~ATPacs como receptor membranal de  los  qglicdsidos.

La Nat:K+-ATPasa es una protefna integral de la membrana
plasmitica constitufda por dos cadenas de polipéptidos: una con
actividad catalitica, y atra de glicoproteina (fig. 2). La mayor
de las cadenas, llamada alfa, tiene un pesoc de 100,000 da!tones, y
contiene una gran proporcidn de aminocicidos no-polares (Sweadner | ¥
Goldin, 1980) . Esta cadena tiene un sitio Cintracelular) que es
reversiblemente fosforilado y otro extracelular que se une con la
ouabaina. Esto indica que es una protefna integral que atraviesa la

membrana y estd a ambos lados de ella.

El componente glicosilado, llamado subunidad beta, de 45,000
dal tones de peso, es esencial para la actividad ATPisica ya que los

anticuerpos contra  él, inhiben su actividad (Kyte, 1972; Rhee y
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Exterior

Ester
{ostatlo

e
a

ATP-My

Interior
Fig. 2. Esquema de 1z "bomba de Mat", donde se indican las
subunidades y los sitios -para Nat, K*t, ATP, digitilicos vy
Mgzt vy la. estequeometria de! transporte de Nat y K+,

(esquema del Dr. J.A. Holguin).

Hokin, 1975). La ATPasa es un dimero; cada mondmero  consistirfa
de una unidad catalftica y una glicoprotefna, con un peso molecular

total de 280,000 daltones.

Lz bomba de Mat interactia con Mg2t, ATP, Nat y
Ca2t del lado citopldsmico y con K+ 'y ouabaina detl | ado
exterior, En fantasmas de eritrocitos la estequiometria de la
ATFasa es de 3 Nat transportados hacia afuera y 2 Kt hacia
adentro  por la hidrdlisis de una moldcula de ATP en &l interior.

En otros tejidos se han reportado estequiometrias desde 1:1 hasta
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Fig. 3. Versidn simplificada del esquema de reaccidn de la
"bomba de sodio* (Karlish .y col. 1978). Se muestra un dnico
sentido de funcionamiento y sdélo ha sido incluida la unién del
glicdsido (GG a la forma no combinada E2.P de }a ATPasa. Se ven
dos aspectos de la interaccidn del K+, Nat y los glicdsidos
cardfacos: a) los glicdsidos pueden competir con el K+ por la
forma E2.P de la ATPasa. b) 1a [Natli y [K+lo inftuyen sobre el
tiempo de duracién de la forma F2.P desplazando el equilibric entre
El ¥y E2; esto modificaria la aparente afinidad de wunidn de jos
glicdsidos. '

3:1. El transporte y la actividad ATPasica incluyen un cicle de
fosforilacién y  defosforilacién (fig. 3). E! Nat intracelular
estimufa la fosforilacidn y el K? externo 1la desfosforilacidn a
la que es sensible el ligado de ouabaina. EI Na* es transportado
hacia afuera con la fosforilacidn y el K+ hacia adentro con la

desfosforilacidn  (Sweadner y  Goldin, 19803  Hansen, 1984) .



Los mecanismos de . transporte a través de lag membranas.

La membrana celular forma una barrera al pasaje de moléculas
desde el medio extracelular acuwosa, hatia el intracelular, también
ACUOSO0. En la doble capa lipidica de la membrana, hay moléculas de
proteinas que le confieren a la célula, propiedades como la
permeabilidad selectiva, el reconccimientoc de moldculas exteriores,
la comunicacidn, etc.\ Algunas de estas moléculas proteicas
atraviesan la capa de fosfolipidos ¥ de esta hanera, permi ten que
sustancias que no tienen acceso al interior de la célula  puedan
producir su  efecto, a traves de un mecanismo de serates qu&nicaé.
Otras proteinas membranales, forman camplejos que al atravesar la
membrana  permiten el pasaje pasivo de moléculas cargadas, como los

iones. Finalmente otras proteinas, gracias al aporte de  energia,

pueden transportar estas moldculas de manera activa.

La difusidn de una substanciz a través de wuna membrana, es
pasiva . cuando Tas moléculas siguen un gradiente f{sico-quimicoj es
activa, cuando requiere del aporte de energia (Finean v cal., 1978).
En la forma pasiva de difusidén, la velocidad del pasaje, o sea la
permeabilidad, se relaciona con ta solubilidad de las moléculas en
tos T{pidos y con el tamafioc motecular, La permeabilidad es mayor
cuante mids liposoluble sea Ja molécula y a igual coeficiente de

particidn, penetran mis répido tas mis pequefias.

Una forma de transporte especifico se atribuye a proteinas de

la membrana, }iamadas "permeasas® o acarreadores. Pueden funcionar
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cen un gradiente a favor, en cuyo caso se llama difusidn facilitada,
o haterlo en contra de un gradiente, una forma de transporte activo.
Muchos sistemas dé transporte activo, no son propulsados por energia
en forma de ATP, sino que lo son por gradientes de iones a través de
la membrana; esto es una forma de cotransporte, que puede ser de tipo

“sinpuerto", o "antipuerto®. En general en Tas tédlulas eucariontes el

ién que se co-transporta es el HNat, Ejempios de proteinas
acarreadoras S0n la Nat-K+:1ATP-asa de 1a membrana plasmitica,
varios sistemas de acarreadores de amino-dcidos, el sistema de

penetracidn de glicerol a los eritrocitos humapos, e1 acarreador de

glucosa eh el intestino (Csaky y Thale, 1948), etc.

Algunos criterios que distinguen esta forma de transporte, de la
difusidn pasiva son los siguientes {(Finean y col., 1778): a) tiene
un  compartamiento similar al modelo de Michaelis—Menten para las
eniimas. En consecuencia muestra una cindtica saturable en la que
se alcanza su méxima velocidad de transporte (Umax). As! cada
sistema de transporte tiene una constante de afinidad propia- (Km)
definida como 1a concentracidn de soluto en 1a que se tiene la mitad
de Umax. En contraste la difusidn pasiva se «comporta en forma
lineal, con la concentracidn del soluto; b) es altamente
especifica, {como para excluir isdmeros dpticos) y en  consecuencia
es competitivamente inhibida por otros compuestos estrechamente
relacionados; ¢ es inhibido especificamente de manera no
competitiva por cambios idnicos o substancias que actdan sobre la
protefna de transporte. En el caso del transporte activo, & estos

criterios se  agregat a) la posibilidad de fumcicnar contra un
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gradiente electro—quimico, ¥ b) 1a dependencia en el gradiente

idnico o en el metzbolisme energético.

Para el transporte hacia el interior de la célula de
macromcléculas como  protefnas o  polisacéridos, se requiere un
mecanismo activo mas complejo adn que estos  descritos. Las
células introducen macromoléculas ¢ barticulas por medio de la
formacidn secuencial de vesiculas membrancsas. Este mecanismo
activo consiste en envolwer al material a transportar; en una pequéﬁa
porcidn  de ia membrana plasmdtica que primero se invagina y ltuego
se separa para formar una vesfcula intracelular con el material
ingerido (Atberts y col., 1783). Este proceso se 1lama endocitosis.
Clisicamente, se distinguen dos tipos de endocitosis sequn et
tamafio de la vesicula formada: la fagocitosis, que es la ingestidn
de particulas mediante la formacidn de grandes wesiculas 11amadas

vacuol as, y la pinocitosis, que es la formacidn de peyguenas

vesitulas con contenido liquido. Mientras que todas las cédlulas
ingieren iiquido y solutos por pinocitosis, solamente las células
fagociticas "mrofesionales", ingieren particulas grandes

(Stlverstein y col. 1977). Otra forma de endocitosis recientemente
descrita, la endocitosis mediada por receptor, es el mecanismo por el
que entran & la célula de manera selectiva, proteinas, virus v
hormonas (ver las revisiones de Silverstein y col. 1%77; Goldstein vy
col . 19794 Pastan y Willingham, 1981 a,b; Steinman y col., 1983

Brown y Goldstein, 1784).
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Los receptosomas: mecanismo de transporte.

La endocitosis mediada por receptor tiene 4 caracteristicas
(Goldstein y - eol. 1979 ¢ B El componente de unidn de
la superficie celular es un receptor en sentido estricto; es una
motécula cuya  funcidn es unir un ligando exdgeno y as{ conseguir
un efecto fisioldgicoy 2) La internacidn estd acoplada a la
unidng el tiempo medio de la internacidn, una vez que ocurpid la
unidn, es menor a 10 min.; 3) En todos Yoz casos  estudiados, el
complejo. proteina-receptor estd unido a 2onas  de membrana
recubierta;-4) Las protefnas interpadas generalmente pasan a los

lisozomas.,

Uno de los ejemplos de endocitosis por receptor mejor conocidos
es la internacién de la LDL  {low density lipoprotein} en
fibroblastos  humanos (Anderson y col., 1978 (fig. 4). Los dates
gendticos, bioquﬁnicds v morfolégicos obtenidos en el sistema LoL,
han permitido etaborar un modelo del mecanismo de la endocitosis por
receptor (Brown y Goldstein, 1979, 1984). Todos los receptores
estudiados (alfa-2 Macroglobulina, factor de crecimiento epidérmico,
téxina de seudomona, virus, etc.), estin distribuidos difusamente
sobre  la superficie de los fibroblastos, pero se refnen en cavéolas
recubiertas, después de upirse al ligando. Estas cavéolas son
posib!eménte estructuras  permanentes de la membrana (Witlingham y
Pastan, 1983, en zonas en que ésta tiene, una cubierta difusa en su

cara interna,
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Fig. 4, Esquema de la entrada de LDL-colesteral en la
cétula, El complejo de colesterol-LDL se une a su receptor en las
cavéolas cubiertas y entra a ta céiula en las vesiculas cubiertas,
En el medio dcido de los endosomas se produce la disociacidn del

receptor v el complejo colesterol-LDL. Este dltimo pasa a tos
lisosomas, mientras el receptor es reciclado a la superflc1e celuiar.
Adaptado de Brown y Goldstein, 1984.

Cuando se ponen células libres en contacto con ligandos
apropiados, éstos se disponen en pequefias zonas, como parches, en la
superficie celular. Este proceso (*patching*), es independiente de
Ta generacion de energfa ¥ és previo a un fendmeno, éste sf
dependiente de energla, 1lamado *coronamiento” o formacidn del
capuchdén *capping™) . Este dltimo, consiste en la reunidén de los

compleios L-R en un solo lugar de 1'a céluia, mediante un mecani sino
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que necesita  energia, y que es posiblemente el resultado de la
interaccidn de filamentos del citpesqueléto con la membrana. En
este  lugar los complejos L~-R comienzan a ser endocitados en las
vesfculas recubiertas. Durante estos procesos ocurre un mavimiento
de Ca2+, probablemenfe una  débitl corriente desde el espacio
extracelular (Pozzan y col., 1982). Se supone que e! proceso active
de la invaginacidn de las vesiculas de endocitosis es producida per
actomiosina asociada a la membrana, y que es también activado por

Ca2+ y calmodulina (Salisbury y col. 1980).

El mecanigmo de formacidn de las vesiculas a  partir de la
. cavéolas recubiertas, ain se desconoce. Segin una hipétesis, lta
membrana de la cavéoia serfa estirada hacia el interior de la
célula hasta formar upa vesicula aistada, mientras que su cubierta
seria reciclada (Salisbury y col., 1980), En este mecanismo de
internacidn intervendrian microfilamentos citﬁp!asmicos, en

especial la actina.

El complejo L-R se interna en Ja célula dentro de unas pequehas
vesiculas de unos 200-400 nm de diimetro desprovistas de cubierta.
Estas vesiculas de forma irregutar, se mueven en el citoplasma ¥y
después de 10-30 min. se reunen én la zona perinuclear, en el
aparato de Golgi. Estas vesiculas han sido bien caracterizadas con
el microscopio electrénico y se han llaﬁados 're;epfosomas' o
"endosomas" para indicar su papel en la endocitosis hediada por

receptores  (Pastan y Willingham, 1981 a,b} Steinman y col., 1983).
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l.os receptosomas y 1os tisosomas confluyen hacia la zona de
Golgi y de GERL (Golgi-Reticulo Endopldasmico-Lisosoma) (Farquhar,
1733; de Dyve, 1983). Adn antes de que lleguen & esta Zona los
receptosomas, cuando se unen 1os ligandos al receptor en la membrana,
los lisosomas se desplazan hacia esas zonas (Herman y Albertini,
1983). Se ha visto que la separacién del complejo L-R ocurre en las
vesiculas previas a los lisosomas, donde existe un sistema activo
que disminuye e) pH {(Galloway y-col, 1983), y que esto tiene como
consecuencia que el receptor éea reciclado a la superficie celular
{Gonzalez-Noriega y col., 19805 Tietze y col., 1982; Steinman y cot.,
1783). Una wvez dentro de la célula, la membrana de la wveésicula vy
su contenido son prucesados por separado { de Duve, 1983; Stenseth y

col. 1983,

Inhibicien del mecanismo de. endocitosis por receptosomas.

La endocitosis se puede inhibir en varios momentos del proceso,
Como se sefiald antes, ta formacidn de ios "parches" puede inhibirse
a  40C, y la del capuchdn se evita con los inhibidores de 1a
generacidén de energfa, o los de 1la trans—glutaminasa, como | a
dansil-cadaverina, {Pastan y Willingham, 1981a). La endocitosis
también se impide con los inhibidores de caimoduiina y con los

destructores del citoesqueleto, como la ShCB.

En esta tesis, estudié la relacidn de 'a endocitosis mediada
por  receptor con la entrada de ocuabaina a 1a célula cardlaca. Para

esta, hice los experimentos alterando la endocitosis a tres niveles



de la wvia descrita anteriormente: 1) inhibiendo la formacidn del
L~R, usando concentraciones altas de K+ (14 mM) (Akera vy col.,

19783 Barcenas y col. 1982); 2) impidiendo la interpalizacidn de
ese complejo al inhibir la calmodulina con tri-fluoperazina (Levin y

MWeiss, 19748) 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.

[K+lo alto.

El efecte inotrdpico de los cardiotdnicos esteroideos es
“reducido por un aumento en el Kt externoc (Reiter v col., 1944). La
hipokalemia aumenta la sensibilidad del miocardioc & la  accidn
téxica del digital y la hiperKalemia puede revertir la arritmia
producida por los digitilicos, También la hipokalemia aumenta la
captura de digoxina por el miocardio (Binnion y Morgan, 19715 Dutta y-
Marks, 1972, mientras que 1a hiperkalemia 1a disminuye (Marcus y
col., 1747; Morgan y Binnion, 19703 Prindle y col., 1971). Por otro
1ado, la unidn de la ouabaina a la “"bomba de Na*" es inhibida por
el K+ extracelular y promovida por el Nat* extracelular en  wvarios
tipos cetularegs (Baker v Willis 1970, 1972a). De igual manera la
unidn de la ouabaina a la ATPasa aislada es modificada por el K+ vy

€] Nat (Schwartz y col., 1975; Akera y col., 1978).
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Inhibicidn de }a Calmodulina.

La calmodutina (CaM) es una proteina que $¢ ha encontrado en
todas las cédlulas estudiadas. Es el receptor intracelular mis
importante de Ca2+ en las células no musculares, Y regula una

gran cantidad de enzimas sensibles a Ca2+ {Means y Dedman, 19803

Mearns ¥ col. 1982). En la célula cardiaca la CaM se localiza en
el sarcoplasma, el sarcolema, v el reticulo sarcoplismico, E£n
estas células, el efecto del complejo Ca%+:CaM es  adn

hipotético pero se basa en resultados en otros tipes celulares donde

activa a varias proteina-cinasas.

La CaM interviene en el proceso dependiente de energia de la
endocitosis (Salisbury ¥y col. 1980, 198i), y aunque es un componente
de los "parches” no @s necesaria para su formacion (Nelson y col,,
1982} . La CaM se encuentra asociada a las wvesifculas cubiertas
{Linden y col., 1981), y se proponen dos mecahismos para explicar la
intervencidn de la CaM en la endocitosis (Nelson y col, 1982). Une,
es que CaM regula la actividad contrdctil “gel-scl* del
cifoesqueleto de actomiosinaj ei otro es que CaM regula la unidn del
citoesqueleto a la porcidn de la membrana que tiene los complejos
L-R. En favor de dsto hay observaciones de que la CaM se localiza en
el citoesqueleto de los linfocitos, asi como en estructuras ricas en
actomigsinha, comg 'as microvellosidades (Howe vy col., 1980), en las
bandas A de misculo esquelético, ¥ en el huso mitdtico, etc (Means

y col., 1982).
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La unidn de CaM con las fenotiacinas, que depende de (a2,

inhibe la estimulacidn de la actividad de la enzima fosfodiesterasa
(Levin y Heiss, 1974) . Se ha visto que al interactuar con el
catidn, la CaM - expane una regidn tipofiflica de la molécula. En

este trabajo he usado wuna fenotiacina  (TFP, trifluoperacina,
Stelazine) como inhibidor de la CaM. Salisbury y cal. (1%80) han

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

Las bases débiles como_inhibidores del reciclaje de los receptores.

La endocitosis por receptor, funciona durante periodos largos
de tiempo, adnm con la sintesis de proteina reducida, «como en
presencia de cicloheximida (Gonzalez-Noriega y col., 1980). Se ha
conclufdo que ocurre el reciclaje del receptor: el mismo receptor
vuelve a ser usado mids de una vez. Al bajar el pH en las vesiculas
de transporte, o receptosomas, ocurre la separacién de ligando 'y
receptor vy este Gltimo es reciclado a la membrana plasmitica (Dean
y col, 1984). EI reciclaje de membranas y receptores no son  ideas
puevas y  hay mucha informacidn al respecto (Silverstein y col.,
19773 Pastan y Willingham, 1981b; Farqukar, 1983; Steinman y col.,
1983) .

Algunas suystancias como las aminas  lipofilicas, entran  al
Tisosoma sin carga y una vez alli toman electrones del medio dcido
y se hacen m&s hidrofilicas}; de esta manera se concentran en su
interior. Una de estas .sustancias es 1a cloroguina, un

antimaldrico, gue aumenta el pH al concentrarse en el 1isosoma,
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inhibiendo  asf su funcidén (OhKuma y Poole, 1978); otra aﬁpliamente

usada es el cloruro de amonio (NH4) .

E! pH sube en las wesfcutas endociticas por el efecto de las
bases débiles, y de pH 5 en condiciones control, pasa a é con las
bases (Maxfield, 1982; Geisow y Evans, 1984). E! aumento en el pH es
répido (1-2 min} y es revertido una vez que se quita el agente.
Esta reversibilidad indica que las propias vesiculas tienen un
ﬁecanismo acidificante, esto es, una bomba de protones (de  Duve,

1983) .

HIPOTESIS

ta hipdtesis de este proyecto es que  algunos glicdsidos
cardfacos, en el caso particular de este estudio, la ouabaina, se
unen coh un receptor de membrana, posiblemehte la ATPasa de Kt
MNat, formando un complejo L-R. Este complejo serfa transportado
al interior de ta célula dentro de wvesiculas membranosas, por
endocitosis mediada por receptor (fig. 5Y. Una vez dentro de la
células cardfaca, el descenso de pH dentro de las Qesiculas
separarfa el complejo  ouabaina-ATPasa: la enzima libre del
digitAlico serfa reciclada hacia el  sarcolema, y la ouabaina
tendrfa asfi acceso a  su verdadero sitio de accidn {(*receptor
inotrdpico®) . La aglicona, en este caso la cuabagenina, puede ser
usada como testigo, pues es liposoluble y difunde en forma pasiva a
través de las membranas, ¥ ©n consecuencia no necesitarfa de este

mecanismo., Esta hipdtesis conjuga wmucha de la informacidn
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publicada hasta ahora, que en forma aparentemente controversial,
refaciona por un lado el efecto inotrdpico con la ATPasa de Na+t, y
por  otro, muestra evidencias de un “receptor inotrépico*

intracelular,

Fig. 5. "Esquema que resume la hipdtesis de esta tesis. En
la superficie celular, 1a ovabaina (@ se une al receptor, la ATPasa.
El complejo L-R penetra en la célula dentro de vesiculas hacia los
endosomas o los lisosomas (1). Al separarse et ligando del receptor,
d¢cte regress a la superficie celutar (2), donde es reciclado

(flechas delgadas) . Con bases débiles, amonic por ejemplo, el
complejo es acumulado dentro de la céluta o es reciclado sin
disociarse  (3). Cuande no hay inhibidores, fa ocuabaina llega al

hipotético “receptor” intracelular (4.
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Basado en esta  hipdtesis, el propdsito de este trabajo es
demo_e'.trar' que el mecanismo de entrada de la ouabaina a ta célula

card{aca es la endocitosis mediada por receptor.
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MATERIAL Y METODOS

Para ‘estos experimentos se usaron 180 cobayos machos que pesaron
éntre 350 y 500 g. Los animales se maiaron con un golpe en la cabeza
y se extrajo el corazdn. Este se lavd con solucidn Krebs, vy de
é} se disecd la orejuela izquierda, a la que se até un hilo
delgada a su borde libre. Estas preparaciones se montaron en upha
cdmara de drgano aislado donde se perfundieron durante todo el
experimento con solucidn Krebs oxigernada, con un flujo de 7 ml/min y
a  3&t1.00C, Con un estimulador Grass modelec 44, las
preparaciones se estimularon a 1 Hz, con pulsos cuadrados de 8 mseg
de duracidn, y con vel taje supraumbral, excepto en algunos

experimentos, como se explica mis adelante,

Una limitacidn que se encontrd, fué que la cdmara debia ser

renovada después de cada experimento con radiofarmacos, o después

que una preparacidn se fijaba “in éitu“ con glutaraldehido. Para
elle, la cimara se fabricé con una jeringa desechable de Sml
(Becton Dikenson, México), a la gue se cortd el extremo que 1leva
fa  aguia. Como fondo'de ta cdmara se uso el émbolo de hule,

después de quitar el vastagoc de pldstico. Atravesando el émbolo
de  hule, g2 introdujeron los electrodos de estimulacidn y la
perfusidn, asf{ como una aguja hipodérmica para el burbujec de
carbégeno, y un sensor de temperatura. Exterpamente a )a cémara se
arrolld 1.2 m de alambre de aleacidn de acero  (Alnicro, didmetro
g0.2 mm, resistencia total 80 chms) por donde podia circular una

corriente de 100 mA, para mantener la temperatura de la camara en
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los casos de incubaciones targas, durante las que no se hacfa la
perfusién. La cimara se dispuso vertical, unida rifgidamente a un
blogque de concreto de 30 Kilos, donde tambidn estaba unido un
micromanipulador que permitfa los ajustes de tensidn. Fstos  se
hacfan moviendo el transductor, de manera de mantener siempre el
hilo bien centrado. La solucién Krebs salia por rebosamiento por
un tubo que permitid la recoleccidn de! efluente en algunos
experimentos.
.

La salucidn de perfusidn (Krebs normal), tenfa fa siguiente
composicidn (mM/L): cloruro de sodio, 1375 cloruro de potasio, 3;
bicarbonato de sodio, 11.% j cloruro de magnesio, 1.0} cloruro de
calecio, 1.8; fosfato monobdsico de sodio, 0.4; dextrosa, 5.8. EI
pH final de la solucién fué de 7.3 0.1, y se mantuvo por el
burbujec  conrtfnuo con  una mezcla de 95 X de oxigeno y 5 X de
anhidrido carbénice. La presidn osmdtica de la  solucidn  Krebs,
medida a intervalos irregulares durante Z afios, por el método de
descenso crioscdpica, fud de 285 *10 mOsm/Kg (n=é&). La solucién
usada en algunos experimentos con [K+Jo = 14 mM (Krebs con potasio
alto), 1tevaba i1 mM/L de cloruro de potasio mis que la  anterior,

. quedando los  demds iones a la misma concentracidn, Como la
presidn csmdtica de esta solucidn fud de 300 212 mOe/Kg no  fué

necesaric reducir la concentracidn de otro ién.

Estas preparaciones de orejuela se fijaron a los electrodos de
estimulacidn en el fondo de la cdmara. Su extremo superior atado

con el hilo se unid a un transductor, de manera de obtener un
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registro  de  tensidn iscmétrica., Antes de cada experimento, la
preparacion se dejd estabilizar durante 1-2 horas, mientras se le
perfundid y estimuld en las condiciones establecidas mis arriba.
En todos los experimentos, despuéds del perfodo de estabilizacidn,
se buscd 1a longitud dptima de la preparacidn, Esta se consiguid
con sucesivos estiramientos de la preparacion hasta lograr la
méxima  fuerza de contraccidn, Esta tensidn de base (ltamada
Lmax), fué de 0.5-1 gm en casi todos los experimentos, y una  vez

" alcanzada, ya no se modificd,

Los cambios de tensidn se registraron comn un transductor Grass
tipp FT 03, conectado a un pre—amplifiéador Grass modelo 5P1, y se
inscribieron en papel! con un poligrafo Grass modelo 7. EI sistema
transductor-amplificador se calibrd antes de cada experimento con
una pesa de 500 mg en cada una de las posiciones de amplificacidn
usada. En casi todos los experimentos se llevd un registro de la
temperatura en la cémara, por medio de un diodo de silicic dispugsto
Juntoe  a la preparacidn y que, perfectamente aislado de Ia.solucidh
salina por resina epdxica, estaba conectado a un ampltificador. Este
il timo, amplificd los cambios en conductancia del diodo preducidos
por la temperatura y se conectd al otro canal del sistema de
registro en papel. Con este dispositivo se apreciaron cambios de

.5 ¢C en el interior de la cémara.

En casi todos los experimentes, se usaron 2 dig{talicos (Sigma
Chem. , 5t. Louis, Mo.): ocuabaina (1X10-?M), y ouabagenina

(1-1.5X10-% M), en distintazs condiciones experimentales, como 5@
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detalia mis adelante. Los digitdlicos se disolvieron en alcchol
etilico 50 ¥, y luego se llevaron a uha solucidn  stock tal que
ambos ‘debfan disolverse 1:1000 en la solucidn salina, para alcanzar
las concentraciones arriba mencionadas. En los grupos controtl se
perfundid con . la solucidﬁ salina con el agregado‘de alcohol
etflico a la misma concentracidn  final (5X10-4  w/'w, al
comienzo de este proyecto, un ayudante puso una clave a las 3
solucibnes "stock" usadas: ouabaina 1X10-9M, ouabagenina
i1Xi0-34, y Krebs normal con alcohol etflico 1:2000 vw/v. Con
estas soluciones se hicieron 3 replicaciones <(animales) de cada
experimento de morfometria y de registro isométrico, y una vez
obtenidos los resultados de cada serie de experimentos, s@ reveld la
clave. Posteriormente, debido a 1a buena reproducibilidad de los

resul tados, se prescindid de este tipo de disefio,

Se hicieron 4 tipos de experimentos: a) estudio morfométrico
yl traestructural, para cuantificér tos cambios en la densidad de
volumen de vesfculas de endocitosis producidos por los digitdlicos;
b) registro isométrico de tensién, con el que se estudi¢ el efecto
inctrdpico de los digitalicos, en presencia de tos inhibidores de
la endocitosis; ¢) medida por centelleo lfquido, de la ouabaina que
se incorpera en el tejido también en presencia de los  inhibidores;
d> estudio  autorradiografico ultraestructural, de algunos de los
tejidos expuestos a "pulgos” de 3H-ouabaina de distinta longitud.
El andlisis estadistico de los resultados varid con los distintos

experimentos y se detalla en cada uno de ellos.
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Morfometria.

Después del perfodo de estabilizacidn referido mds arriba,
se comenzd a perfundir el firmaco. Se hicieron varios tipos de
experimentos. ER un primer grupc, para comparar ambos digité!icos
se les perfundid durante 10 minutos a las concentraciones antes
mencionadas. En un seqgundo grupo de experimentos, una vezr que se
determind que 1a auabaina producia un aumento de vesicyias de
endocitosis, se perfundid 10 min. este digitilico en presencia de
[K+lo, 16mM. En el tercer tipo de experiméntos, para analizar la
falta de formacidn de vesiculas de endocitosis por la  genina, se
perfundidé conjuntamente ouabaina y duabagenina a las concentraciones

anteriores,

A los diez minutos de comenzar 1a perfusidn detl firmaco, se
extrajo . rdpidamente el Krebs de Ta cémara y se sustituyd por
glutaraldehido al 1.2% en amortiguador de cacodilato 0.1% M, La
fijacidn s&¢ realizd conservando el tejido a la misma tensidn que
tenia durante el experimento. Estos tejidos fueron protesados para
microscopia electrénica de transmisidn. Para ello se volvieron a
fijar en tetrdxido de osmio 1 % en el mismo buffer, se deshidrataron
en alcohol 70~-100 4, y se incluyefon en una resina epdxica (Embed
812, Polysciences). En cada experimento se eligieron de forma
sistemdtica dos trozos del tejido va inclufdos en resina (bloques),
para tomar cortes. Despuds que se obtuvieron los cortes finos
{aprox. 70 nm), el material fué codificado por una persona distinta

a ta que hize la cbservacidn al microscopiao, y este «cddigo se
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reveld después de hacer la cuantificacidn.

Para determinar la fraccidn  del volumen citopldsmico
correspondiente a las vesfculas de endocitosis se usd una técnica
de morfometria (Weibel, 1979), Esta consiste en estimér la densidad
de  wvolimen {vol. problema/vol. referencia) por la medida de las
dreas correspondientes. Para dste se aplica una retfcula con  una
cantidad conocida  de puntos, sobre una muestra (en este caso, una
microfotografia) tomada bajo condiciones de muestreo controlado. De
la retacién de puntos sobre la estructura a cuantificar, a} total de
puntos, se gbtiene la relacidn de volumen de esa estructura con el
volumen de referencia, que podrfa ser el tejido, el.parénguima, o
el citoplasma. Para dsto, se tomaron_siete micrografias de cada
corte, en pelicuta de 35 mm, a un aumento original de 5,700X, de
manera que e) operador pudiera distinguir la cédlula a  fotografiar
pero ho pudiera distinguir a simple wvista las vesifculas a
cvuantificar. Cada micrograffa que incluyd el sarco!éma de dos
céluias  adyacentes, se hize siguiendo ta técnica de muestreo
sistemitico al azar (Weibel, 1979), donde se tomd en el drea mas
cercana a un éngulo pre-establecide (el superior derecho) en cada
cuadro de la rejilla, o siguiendo las coordenadas indicadas por un
programa de computacién que hace un mue@treo sistemdtico con

comienzo al azar (Ndfez-Durdn, 198%).

£1 microscapio etectrdnico se calibrd periddicamente c¢on  una
réplica de calibracidn de 2,157 lfneas/mm (54,800 lineas/puigada,

Ted Pella Inc., cat..éﬁé). Para evitar variaciones en el aumento de
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fa imagen final, durante el proceso de fotograffa de un corte, no
se modificd la corriente de 1a lente intéermedia. Ademds, todas' las
fotografias se tomaron teniendo conectado un dispositivo que
normaliza esta ditima lente, y permite un reproducibilidad de!

auymento final del 2 % .

Las micrografias se positivaron en transparencias de 35 mm que
se proyectaron a un aumento final de 96,000X sobre una pantalla
despulida, Jjuntamente con una retiﬁula de  44X44 lineas que
determinan en las intersecciones, 1024 punto%. Esta reticula, tipo
D-44 de Weibe! (Weibel, 1979}, tiene una distancia entre ifneas de
5 mm, lo que para el aumento final de observacidn, corresponde a
100 nm. En las micrograffas se contaron las intersecciones de Jos
puntos com el espacio extracelular y el nicleo y se restaron del
total. Para calcular 1a fraccidén de vesfculas se  contaron los
puntos, que estaban sobre estas estructuras. Los resul tados se
expresaron en fraccidn del volumen citopldsmico que corresponde a
las  wvesiculas y  se evaluaron con un andlisis de varianza. Las
diferentias de las medias fueron examinadas por el criterio de ja

menor diferencia significativa (MDS) (Snedecor y Cochran, 1980).

Para determinar la estabiliidad del voldmen de referencia, o sea
el citoplasma de la célula cardfaca, en los mismos tejidos de los
experimentos anteriores, se hizo la determinacidn de la densidad de
volumen del tejido cardiaco. Para ésto, con uh microscopio dptico,
se tomaron micrograffas de cortes de 0.5 ¥m tefiidos con  aul de

Toluidina. Luego de positivados; a un aumento final de 1,000X se
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aplicd sobre los positivos una reticula de 42 puntos (Weibel,
1979, vy se determind la densidad de voldémen para la célyla
cardfaca por cuenta de puntos. El microscopio dptico  (Fomi III,

Zeiss), se calibrd con una reticulia objetivo,

Reqgistro isométrico.

En el mismo tipo de cémara wusada para .los experimentos
anteriores se mantuvo a los tejidos estabilizindose deépuds de
disecados. Como inhibidores de la endocitosis se usaron: cloruro de
potasia 16Xi0-3M (Baker, Méxicod; trifluoperazina  2.5X10-5M
Smith y Klein, México); cloruro de amonio 5 X 10-%M (Baker,
México). E) protocolo varid segun el tipo de inhibidor. En los
experimentos donde se usd [K+lo normal (3 mM), las preparaciones
se perfundieron 10 min. con et inhibidor, ¥ luego con el inhibidor
més  uno de los dos digitilicos a las mismas concentraciones usadas
en los experimentos de morfometria. Como control de todos los
experimentos de inhibicidn, se registrd el efecto de ouvabaina

C1X10-7M) y de ouabagenina  (1X10-6) en  solucién  Krebs

narmal .

Estos registros de  tensidn  isdmetrica en  presencia de
inhibidores de la endocitosis, se hicieron durante 45-é0 min. En los
experimentos de ousbaina, al terminar 1a perfusidn con el inhibidor,
las preparaciones se "lavaron” en  solucidn Krebs normal (sin

inhibidor ni digitdlico), durante 1  hora, vy finalmente se
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perfundieron con ovabaina, o en algunos experimentos con ouabagenina

durante 30 min. Esta se usdé porque tiene efecto inotrdpico més
" répido que la ouabainaj con este control final s6lo se queria
demostrar que ningdn proceso de la contraccidn, habia sido
alterado irreversiblemente por &l inhibidor. Las preparaciones que
noc  mostraron aumento de 1a fuerza de contraccidn durante esta
segunda incubacidn con el digitilico fueron desechadas, porque se

asumié que estaban dafiadas.

En los experimentos en los que se usd potasio como inhibidor de
la endocitosis, el protocolo se modificd. Las preparaciones se
perfundieron durante 1 hora con la solucidn de 16 mM de K+.  Luego
durante diez min. se perfundieron con 1a misma sclucidn con el
agregado del alcohol etilico a 1a misma concentracidn usada en la
saolucidn del digitdalico (1:2000 vw/v). Finalmente se incubaron en

el digitdliceo correspondiente disueito en ta salucidn de Krebs con

16 mM de K+.
Los cambios en contractilidad se midieron como los mm, de
deflexidn del registro en el papel y se expresan en porcentaje

tomando como 100X el valor al comienzo de la  perfusidn con el
digitalico. Estos resultados se evaluaron trazando Tos limites de
confianza a cada lade del punto promedio, tomande de la tabla de 1a
distribucidn t, el valor de tg correspondiente al 95 % (Snedecor
Y bochran, 1980). Se repitieron los experimentos hasta que en la

mayorfa de los puntos de cada curva ambos limites se excluyeran.
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Incorporacidn _de 2H-oyabaina

Para estos experimentos se mantuvieron las preparaciones durante
1-2 horas, esttmuladas y perfundidas ep tas mismas condiciones
establecidas  anteriormente. .Después del perfodo de estabilizacidn
se vacid la camira ¥ se agregaron 2 m} de solucidn Krebs con
3H-ouabaina (37 C/mmol, Amersham’, en una concentracidn final
aproximada a IX10-7M, 1o que equivale apro#imadamente a un
total de 0.5-1 X 107 cuentas por minuto (cpm), Esta incubacidn se
hizo en condiciones control ([K+lo 5 mM), o en presencia de algunos

de los .inhibidores de 1a endocitosis.

En los experimentos con los inhibidores, éstos se perfundieron
durante los 10 min. previos a !a incubacién can 2H-ouabaina. E?
medic de incubacidn conteniendo ¢l correspondiente inhibidor v lé
3H-ouabaina se agregd a la cimara 'uego de haber sido calentado
para evitar cambios importantes en la contractilidad de la
preparacidén. Durante 1la incubacidn se man;uvo constante la
temperatura de la cémara mediante la circulacidn de corriente por
el arrallado de  alambre exterior, ¥ la oxigenacidn por un fino
burbujeo con carbdgeno, directamente en 'a cdmara. Despuds  de
incubar las prepsraciones durante 30 min., se lavaron en la misma
cémara y en las mismas condiciones de estimutacion y registro.
Este lavado sé hizo durante 1 hora con ta solucidn Krebs, sin el
inhibidor, pero con ouabaina "frfa* I X 10-7 M, Durante este
lavado, hecho con un flujo constante de 7 mi/min., el efluente se

recolectd en fracciones cada minuto. Al final del experimento, el
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tejido se pesd humedo, se homogeneizd y se digirid en 0.1 N NaOH
durante toda la noche. Luego se neutralizé y se tomé una  alicuota
en triplicade para el contador de centelleo, para determinar la
cantidad de ouabaina en el tejide. En unos pocos experimentos  al
comienzo de este proyecto, también se determind protefna en el

volumen final del homogenado (Lowry y cal., 1991).

fanto en las fracciones del lawvado como en el homogenado  del
tejido se midid radioactividad «con un contador de centelleo
liquido. FPara ellc se puso en cada frasco del contador, 1 ml de Ila
solucidn problema con i6 ml de ta mezcla de centelleo. Esta
solucidn se prepard con 4,2 g PPO (2,5 difeniloxazole), 0?084 9
POPOP  (1,4-bis-2-(5-feniloxazolil)-bencenod, 573 mi de Arkopal N100O
(detergente) en 1 1t, de tolueno. Simultineamente <€ midid “un
frasco conteniendo { m} de solucidn Krebs sin radivisdtopo, para
conocer las cuentas "blanco” del sistema. Los resultados de los
experimentos del homogenado, se expresan como la‘relacidn de las cpm
tejido/ cpm medio X 100 gm=-! de tejido y se  analizaron con  un
anélisis de wvarianza, y se estimé la significacidn de los
resyl tados por el criterio de Ia_MDS (Snedecor y Cochran, 1980, En
et caso del lavade se expresan como cpm en el medio cada 10,000 cpm
. tniciales en e! medio de incubacidn. EI| andlisis de las curvas de
tavado se hize con un programa de computacidn que permite promediar
Tas replicaciones de cada experimento, calcular el intervalo de
confianza vy la significacidn de las curvas, separar los componentes
dé una exponencial (Simon, §970; Feldman, 1977a,b?, y  hacer

finalmente su representacidn grafica.
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Autorradiografia.

Se hicieron los experimentos usando 8H-ouabaina con el

propdésito de localizar en que’ compartimiento (intra- o extra-
celular), estaba 1a actividad que se registrd en el homogeneizado
del tejido. Para  dsto se siguid el mismo protocolo de ios
experimentos anteriores y se termind el experimento  fijando la

preparacidn  con  glutaraldehido en 13 misma cdmara. Ademis de los
experimentos con Krebs normal, se hicieron otros en los que se  usd
K+ alto -y trifluoperazina como inhibidores. En otro grupo de
experimentos se incubd las preparaciones en un “pulso" de
8H-guabaina de S-10 min.. que fué seguidc de um *lavado"

(chase) en ocuabaina "fria" de 10-30 min..

Los tejidos se procesaron con la técnica  habitual para
microscopla electrdénica, hasta  obtener tos bloques en resina
epdxica. Durante el procedimiente de inclusidn se : tomd una
alfcuota de los liquidos usados, con el fin de determinar por
centelleo liquido, en qué paso del praceso de  deshidratacicn e
inclusidn se pierde ta mayor cantidad de} radio-isdétopo. De estos
blogques se hicieron cortes fines (alrededor de 10%nm> ¥y  otros
11amados “semifinos" de 250 nm. Ambos tipos de cortes se montaron en

rejillas cubiertas con film de Formvar v carbdn.

En el cuarto obscuro, con la tecnica del “loop® se prepard wuna

pelfcula delgada con una emulsidn de autorradiografia (L4, de
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Itford, 1:4 en agua destilada), que se aplicd a cada wuna de jas
rejillas (Bouteille, 1975; Bouteille y col., 1978). Las rejillas se
fijaron por un borde, a una cinta adhesiva <doble, pegada a un
por taobjeto de vidrio para facilitar su posterior manipulacién y se
guardaron, junto con un desecante, en una caja a prueba de luz a
0-4 8¢, Las rejillas con cortes de 250 nm se fueron sacando cada
15 dias y revelando hasta encontrar el dptimo de granos. Como esto
ocurrid a los 30 dias de exposicidn, las rejillas con cortes de
160 nm ge expusieron hasta un total de 90  dfas, antes de ser

reveladas.

Terminado el tiempo de exposicidn, las rejitlas se dejaron
tomar temperatura ambiente y #n el cuarto obscuro, se revelaron
durante 2 min. a 18 8C, en el revelador Dektol (Kodak) sip dituir,
Después de favadas en agua destilada, y de ser fijadas en
hiposulfito at 30X y lavadas nuevamente en agua destitada, se dejaron
secar toda la noche. En cada sesidn de preparacidén de la  pelicutla
autorradiografica  se determind el “ruidce" de fondo de la emulsidn,
¥ el producido por la técnica en general, y se encontrd que este
era  menor  a 1-2  granos/100 K2z, También se comprobd la
homogeneidad de la emulsién preparada en cada sesidn,‘observando en

el microscopio electrdnico una rejilla sin revetar.

Las rejiltlas con la emulsidn revelada, se tifieron con uranio y
plomo como  habitualmente se hace con las cortes finos, y se
observaron en el microscopio electrdnico. FPara la observacidn de

los cortes mas gruesos {de 140 a 250 nm), el microscopia
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electrdnico se usd con 100 Ky de voltaje de aceleracidn.

Para el andlisis cuantitativo, se tomaron & microfotografias a
7,900X, siguiendo el muestreo sistemitico, de 2 animales distintos
de cada experimento. Primerg se halid, por cuenta de  puntos
(Heibel, 1979y, ia densidad de wvolumen del espacio extra e
intracelular, y Tuego se contd en ambos compartimientos el nimero
de granos de plata. Se fotografid en cada rejilla un pliegue del
corte para medir posteriormente su espesor (Weibel, 1279}, Se hatld
el cociente de la cuenta de granas por Mm3 de tejido, en
relacidn a la densidad de woltmen de cada uno de los espacios
analizados  (Whur y col 194%; Parry, 1976; Salpeter, 1777; Williams,
1977) . Se analizaron los resul tados con una prueba de chi cuadrado

(Spiege!, 1774 .
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RESULTADOS

Los resul tados de la tesis se presentan en la secuencia en que
se fueron desarrollando log experimentos: a) el andtisis
mcrfométrico en distintas condiciones experimentales; b} el registro
isométrico en presencia de inhibidores de la endocitosis) ¢) ta
incorporacidn de ouabaina-3H en el tejido; y d)‘ el estudio

autorradiografico.

HMorfometria

La orejuela de cobayo tiene una pared delgada, formada  por
numerosas  trabéculas de  tejido cardfaco en una matriz de tejido
conectivo., Las trabéculas estan a su¢ wezx  formadas por célulasg
cardiacas, que son cortos «cilindros de 7-10 Km de didmetro
estrechamente unidas (fig. &, Las c¢élulas tienen el nicleo
central y gran cantidad de grinulos caracteristicos en }a zona
perinuclear. La disposicidn del material contrictil es similar  al
de otras célutas muscylares cardfacas (fig, 7). Las células
estan separadas por un espacio extracelular variable de 0,1 - 2 Hm
de  ancho. La membrana plasmitica estd cubierta hacia el espacio
extracelular por una delgada membranz basal de 50 nm de éspesor, Que
se continda con la substancia fundamental conectiva del espacio

extracelular.,
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Fig. . Microfotografia édptica de una zona de la orejuela
de  cobayo. lLas células cardiacas forman  trabéculas que
constituyen las paredes del drgano. Corte de 0.5 Bm en pléstico,
tedido con azul de toluidina. 800 X.

En 1a zona donde las cdlutas tienen acceso amplio al  espacio
extracelular se hizo el muestreo para ta morfometria. La
microfotografias se tomaron siempre de mahera de incluir el espacio
entre das células; el area de una microfotografia abarca una zZona
de 1-2 micras del citoplasma de ambas células, adyacente a 1a
‘membrana plasmdtica. E€stas células fueron fijadas en condiciones

‘de contraccidn isométrica. Por esta razdn, en ellas se& encuentra
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Fig. 7. Microfotografia electrdnica a bajo aumento del
tejido cardfaco de ia orejuela. Las «células se disponen en
pequefios  grupes  separados por  tejido  conectivo, 1 500 X.

sé10 un ligero acortamiento de la sarcdmera y la membrana se ve con
pocos  pliegues, 1o que facilita el reconccimiento de las pequefias
caveolas en diferentes fases de formacidn (fig. . Ademis de
caveol as lisas se encuentran caveolas cubiertas, cuya hembrana
plasmitica tiene por el lado citopldsmico un espesamiento, que al
observarse a mayor aumento se resuelve en finos filamentos (fig.
g)'. Ambos tipos de cavealas se invaginan y forman vesiculas de un

diametro de 100-500 nm. En general, estas vesiculas se ven con la
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membrana completamente tisa, ¥y no se distingue si en un  comienzo

tuvieron su pared formada por una membrana cubierta.

Microfotograffa electrdnica de 13 superficie de

‘Fig. 8.
una célula cardfaca. $Se cobservan varias caveolas (C) y wvesiculas
recubiertas (URY en proceso de formacidn (1,2), La cubierta

flechas.

intracelular de la membrana estd sefalada con cabezas de

LE, l14mina externa. 80,000 X,

Se tomé‘c-:_:mo volumen de referencia para la morfometrfa, el de

corteza cx toplismica comprendida entre la membrana plasmdtica y

la
Este limite +ué el

un Vimite aproximado a las 2.0 Bm de esta. -

en cada célula la microfotograffa tomada.

drez que  abarca

La fijacidn de las preparaciones para el estudio morfométrico
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Fig. ?. Microfotograffa de una preparacidén de orejuela de
cobayo perfundida durante 10 min. con ouabaina. $Se observan parte
de - dos células; en una de ellas se ve el nicleo y una zona de
Golgi. E£1 citoplasma de tas células cardiacas estd ocupado por el
material contréctit y las mitocondrias. El espacio intercetlular
tiene fibrillas coligenas y matriz del tejido conectivo. En la
membrana plasmitica de las células se observa gran cantidad de
vesiculas de endocitosis en varias etapas de sy formacién.
€12,000% .

de ta endocitosis se hizo aproximadamente al comienzo  del efecto
inotrdpico de ambos digitdlicos {(ver mis adelante). Es en este
momento, que segin la hipdtesis de este trabajo, 1a ouabaina vya
habria comenzado a2 entrar a la célula cardfaca y estaria siendo

transportada hacia 3u "receptor inotrdpico® intracelular.
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Tabla 1.

Densidad de volomen de vesfculas ( X * ESM)

Ouabaina (n=8) 12.0 2 0.13
Ouaba.+ KC1 (n=8 7.7 *0.04
Guabagenina (n=8) 6,9 20.11
Control {n=9) 6.36 £ 0.91
Ouab.+Genina (n=4) 6.25 % 0.49

MDS = 0.7 (p € 0.02)

En las preparaciones control las wvesfculas de  endocitosis
forman  un 4.34 4, del volumen del citoplasma. En las tratadas con

ocuabaina (fig. )y se encontrd un  aumento de wvesfculas de

endocitosis. También se encontraron algunas grandes vesfculas de
0.5 % de didmetro, sin un contenido wisible. En  estas
preparaciones ta fraccidn de vesiculas fué de un 2.0 %., mientras

que en las preparaciones tratadas con ouvabagenina la fraccidn fué
de 4.94. (Tabla 1). EI} aumento en la densidad de vesiculas

provecado por ta ouabaina es significativo (p ¢ 0.01); a) contrario,
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0.5 g

1 min

Fig. 10. Registro de tensidn isométrica durante 40  min.
de un experimento tipico de ouabainma. La flecha indica el comienzo
de 1a infusidn del digitdlico; cada segmento (numerado) ¢s de 10
min. La lineas entre los trazos, es e} registro de temperatura.
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el cambio en la fraccidn de wvesfcylas en las preparaciones

tratadas cen ouabagenina no es significativo,

Tambi¢n se determind la densidad de vesfculas de endocitosis
en prepafraciones  c¢on ouabaina v [K+}jo 16 mM, este d)timo como
inhibidor de la endocitosis. En estas, la densidad de wvesiculas
fué de 7.7 %.3 cuando se compard con ouabaina en [K+lo normal se
encontrd una diferencia significativa, (Tabla I, Como se vera en
la discusidn, para investigar la auysencia de efecto de la
ouabagenina sobre la’endncitosis, en otra serie de experimentos se
incubaron las  preparaciones simuttineamente con ouabaina y
ouvabagenina, a las concentraciones anteriores. En estas condiciones
no  $e  encuentra un aumento sighificativo de las vesfculas de

endotitosis (% = 4.25, Tabla D).

Registro de confraccidn isométrica control

En estos experimentos se  perfundieron las preparaciones
unicamente con uno de los digitdlicos, y tuvieron como finalidad
:determinar el tiempo de camienzo del efecto inotrdpico, asf como 1la
magnitud del efecto  méximo. La ouabaina, y los digitdlicos en
general, producen aumento de la fuerza de contraccidn. Este efecto
se abserva claramente en 103 registros de contraccién isométrica
(figs. 10 v 11>, donde el digitalico aumenta gradualmente 1a fuerza
.y acorta et tiempo al mdximo (fig. 11}, mientras aumenta la

pendiente de la fase de acortamiento. La relajacidn en cambio, se
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hace de tal manera gque €l citlo de contraccidn y relajacidn dura el

mismo tiempoc que en las condiciones control {fig. 1.

0.1s

Fig. 11, Registro de contraccidn isométrica de una
preparacidn en. tres momentos sucesivos durante un experimento con
ouabaina, Ei registro se tomd en papel de poligrafo (160  mm,
seg.~ 1), se fotografid y se  superpuso para ver los cambios
durante una contraccidn. Se observa un aumento de la pendiente de
ta fase de contraccidn y la disminucidén del tiempo al miximo. E!
trazo estd deformado porque )a aguja de registro gira en un eje que
estd aproximadamente a- 30 ¢m a la derecha del registro, a esta
escala. E! trazo marcado con 1 se tomd en condiciones control; el
11 a los 20 min, ¥ et III a tos 30 min de comenzada ja infusidn con

el digitalico.
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Como el comienzo del efecto inotrdpico es un evento gradual, se
recurrid a estudiar la regresién del registro una vez que la
pendiente del aumentc de fuerza estaba bien establecidoe. En el caso
de ia ouabaina, (fig. 10} se encontrd el comienzo del! efecto
inotrdpico entre Io§ minutos 12-18 desde el comienzo de la
perfusidn  (¥=13 min.}. El miximo se encuentra en el minuto 30
correspondiendo a un aumento de 30%104, y sy accidn se mantiene

durante los 40 min en que se hizo el registro (fig., 12).

La ouabagenina tiene un efecto bifisico! wuna primeraz fase con
un aumento del 30 X en e! minuto 5, (no se muestra en la gréfica), y
una 'segunda, con un aumento m&ximo que 1lega a ser de 8015 X en
el minuto 30 de la perfusidn (fig. 12) . El efecte de la
vuabagenina es mucho més rdpido que ¢l de 1a ouabainz, comenzando
a los 1-3 minutos. En definitiva tanto la. ocuabaina como su genina
aicanzan sy méximo efecta aproximadamente en el mismo momento: 30
min después de comenzada la perfusidn. Sin embaégo a las
concentraciones usadas. en  este trabajo, la cuabagenina tiene un

efecto del 10-20 %X mayor, vy actita 58 veces mis r4pido.

Reqigtro isométrice en presencia de inhibidores.

En 105 experimentos con inhibidores se midid el efecto
inotrdpico de la ouabina en condiciones control ({K+lo 5 mM) ¥

frente a inhibidores de 1a endocitosis. Los resultados de estos
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Fig. 12. Efecto de los digitdlicos en solucidn Krebs normal
([K+Jo 5 mM) y sin inhibidores. En esta, como en las siguientes
grédficas, se representa en ordenadas la fuerza de contraccidn
normalizada con la que teniz cada preparacidn en el momento  de .
comenzar la  perfusidn con ! digitidlico; en abscisas el tiempo
desde que se expuso la preparacidn al digitdlico. Cada punto es el
promedio de varios experimentos; la barras indican el error tipo de
la media. Ambos digitdlicos 1legan al maximo a 1os 30-35 min. y
se mantiene durante Jos 40 min., en gue se llevd a caba los
registros., .

experimentos se contrastaron con el efecto de la ouabagenina en las
mismas condiciones. En esta serie de experimentos se usaron 14 mM de

{Ktlo, TFP, y cloruro de amonio como inhibidores,
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Fig. 13. Efecto de [K+lo 16 mM sobre el inotropismc de los
digitdlicos. En la grdfica superior se we la inhibicidén  del
etecto inotrdpico positivoe de la ouabaina. En la inferior, se
compara el efecto del catién  sobre  ta accidn  de los  dos
digitdlicos: en los primercs 23 min. 1la ocuabagenina no es inhibida
(p>0.05)3 posteriormente también ocurre una disminucidn en ej
efecto de la quabagenina.
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14 mM de clerurpo de potasio

En estos experimentds, las preparacicnes se incubaron 1 h  en
[Ktlo 1émM previamente a la perfusidn con el digitdlico.
Rapidamente, la excitabilidad y 1a fuerza de contraccidn
disminuyeron. Este fendmeno se estabilizé en 10-13 min., y luego se
obtuvo un registro de contraccidn que conserva las cardcteristicas
similares al control, pero hasta 10 veces menos potente. Como se
cbserva en la parte superior de ta fig. 13, la cuabaina en estas
condiciones pierde su efecto inotrdpico, 1o que contrasta con los
primercs 23 min, del registro de la ouabagenina en las mismas

condicicones (fig, 13, abajo),

lLa perfusidn de ouvabagenina (i-2 X 10-¢ M) en 16 mwM de
[K+lo mostrd un efecto  inotrdpico positivo en los primeros
minutos, que luego dismipuyd gradualmente para llegar a los valores
controtl a los 50-40 min (fig. 13, abajo). Esta inhibicién tardia
de la [K+lo sobre el efecto de la genina, no estd de acuerdo con

la hipdtesis y se analiza en la Discusidn,

Trifluoperazina.

En los experimentos donde las preparaciones se incubaron durante
tiempos cortos en TFP sin digitdlico (no mostrados), éste firmaco

no  afectd el inotropismo, ni produjo alteraciones de excitabilidad.
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Fig. 14. Efecto de 1a TFP sobre los digitilicos. En 1a

gréfica superior se observa la inhibicidn de la TFP, sobre el
efecto de la ouvabainaj la inhibicidn es significativa a partir del
minute 15 de) experimento (p{0.0%. En la grifica inferior, se
comparan ambos digitilicos con el mismo inhibidor.
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Fig. 1S3, Efecto del cloruro de amonio sobre los digitdlicos.

En la grifica superior se ve gue la inhibicidn del efector de 1la
ouabaina por el NH4 se hace significativa (p{0.0%) después del
minuto 25. En la gr&éfica inferior se compara el efecto del amonio
sobre el efecto inctrdpico de ambos digitdticos.,
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Cuando 1a TFP se incubd junto con la ouabaina, inhibid el efecto
inotrdpico de  ésta  gitima (fig. 14). La inhibicidn de ta TFP
socbre el efecto inotrdpiceo-de la ouabaina, es reversible en 10
minutos. Cuando estas preparaciones se lavaron con Krebs normal
([K+]lo S mt), sin inhibidor durante §{ hora y se expusieron a
ovabaina o ouabagenina (1X1i0-6), tuvieron un  aumento del
inotropisme, lo que muestra gue la inhibicidn del efecto inotrdpico
no  fué irreversibtle. En contraste con la cguabaina, cuando se
perfunde cuabagenina junto con TFP, se ve un ripido aumento de la

fuerza de contraccidén que ya los 20 min. es signiticativo, cuando

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

El NH4 produce un descenso de la fuerza de contraccidn a ios
{0-13 min. de  comenzar su perfusidn, simitar a la [K+]o alta

aunque menos pronunciado. $Sin embargo, en los primeros 2-3 min. de
perfusién se registra una elevacién transitoria del inotropismo,
que posiblemente sea causada por un cambio en el pH intraceluar. En
unos  poOCoS experimenios en que se midid el pH de la sblucidn Krebs
burbujeada con carbdgeno, se encontrd una descense no significative
de 0.1 de unidad con el agregado de NH4. La presidn osmética de

estas soluciones midid 270 mOsm/Kg, por 1o que tambidn se excluye
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este factor como causa del cambio en el inotropismo.

Los registros de contraccidn isométrica de ouabaina en
presencia de NH4 muestran que el digitdlico no tiene efecto
inotrdpico positivo. En general se encontrd un  descenseo  de ia
fuerza de contraccidn por debajo del control. Sin embargo en 4 de 7
experimentos, a los 20-30 min. se presentaron irreqularidades en el
registro que se interpretaron como fendmenos de intoxicacidn (fig.
16} . C(Cuando estas preparaciones se lavaron en la solucidn de Krebs
sin  NH4 durante 1 hora y se pusieron nuevaménte con ouabaina o en
algunos casos con ouabagenina (experimentos‘ no  mostrados}, las
preparaciones  tuvieron un aumento en la fuerza de contraccidn, lo
que indica que 1a inhibicidn producida por NH4 no es  irreversible.
Durante estas incubaciones, la ouabaina tiene efecto menor que en las
condiciones control, pere Su comienzo de accidn es algo mas
répido. Estas observaciones - no se continuaron - estudiando

sictemdticamente.

Los registros de ips experimentos de ouabagenina y NH4 (fig.
15) , muestran que a los 30 min. las preparaciones alcanzan un 70/ de
incremento de ja fuerza de contraccidn con respecto  al control.,
Este aumento, cuando se compara con las preparaciones perfundidas en

ouabaina y amonjo, es significativo (p£0.002).
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Fig. 14. Registros representativos de los digitdlicos con
NH4. En el superior, en un experimento con ouabaina a los 35 min.
aparecen irregutaridades del reguistro, sin que previamente se
registre un aumento en el inotropisme. En el inferior la ouabagenina
no  es inhibida y tiene e! efecto inotrdpico méximo a2 los 25-30
min.
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Incorporacidn de guabaina en el tejidg.

Con estos experimentos se intentd demostrar el efecto de los
inhibidores de la endocitosis sobre la cantidad de 3H-ouabaina que
se asccia al tejido, mientras se realizaba un registro de  tensidn
isométrica. Ya que todos los experimentos se realizaron con un
organo aisiado de muy poca masa, las cantidades de firmacos que se
podrian incorporar ¢ asociar a este, en los tiempos habituales de
experimentacidn, son muf bajas. Por esta razdn se eligid esta
técnica de radioisdtopos, que sin duda, es la técnica de mayor
sensibilidad para' ta determinacidn de cambios en la  concentracidn

de fé&rmacos.

En condiciones control, o sea sin inhibidores de endocitosis, ]a
relacidén -cpm tejido/cpm medio  fué 5.9%1.89/100 g de tejido
(ESM) . En presencia de 16 mM [Ktloa se obtuvo 0.740.22; de
trifluoperazina 2.5#0.57; de NH4  2.4840,14. El andlisis de
varianza mestré que la diferencia de los experimentos en  presencia

de inibidores es  significativa, con una p<8.004 (fig. 17.

Estos resultados se normalizan en relacidn a la cantidad de cpm
inicial (en e! medio), ya que la actividad de la 3H-ouvabaina es muy
alta, v su dosificacidn inicial puede tener mucha wariacidn entre
experimentos. También se expresan en relacién al peso del tejido
himedo, ya que las determinaciones de proteina, posiblemente debido
a su diffcil homogeneizacidn, did mucha dispersidn. El peso de

las preparaciones hiumedas oscilid entre 35 v 50 mgr para la mayoria
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Fig. 17, Captacidn de 2H-ouabaina en el tejido de
orejuela. En ordenadas se expresan las c¢pm obtenidas en les
homogenados de tejido en tas distintas situaciones experimentaies,
normalizadas por 100 gr. de tejido hémedo, y por cada 10,600 cpm en
el media, Las celumnas representan 13 media de por lo menos 4
animales (experimentos) y tas lineas, su error tipo de la media,
Las abreviaturas debajo de las barras indican el tipo de experimento:
C, <control; P, potasio 16 mM; T, trifluoperazinaj A, cloruro de
amonio. Y {(p<0.09); ¥k (p<0.02)

de las preparaciones. La variacidn en peso de fas  preparaciones
entre experimentos se puede atribuir a diferencias en }a técnica de

diseccidn.
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Fig., 18. Lavado despuéds de un  pulso de 30 min.

3H-guabaina. En ordenadas el Togaritmo natural de las cpm promedio
cbtenidas en el efluente de la cdmara durante el lavado, Y en
abscisas tiempo. Cada punto es el promedio de por o menos 4

experimentos y representan las cpm de ! min, para 1a cdmara de 2 ml,

¥ con un flujo de 7 mi/min. Aunque la escala es logaritmica, los
datos se agrupan en una recta séio a partir del min. 303 esto
indica. que desde allf se puede considerar una exponencial (T=s22
min, R=0.9). E! anilisis del resto de la curva mostrd que estaba

formada por otras dos exponenciales cuyas pendientes se indican en la
gréfica.

E! andlisis de las curvas obtenidas durante el lavado de 1 h de
estas preparaciones  mostrd algunos aspectos interesantes. Las
curvas control, asi como las de inhibidores, no son exponenciales
simplies (fig. 18 . EI apdlisis de componentes mostrd que se trata
de la suma de 3 exponenciales, que representan posiblemente 3

compartimientos en el tejido. E! primer componente es muy ripido, vy
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éunque es dificil de determinar debido a ia imprecisidn en la
recoleccidn  de tas primeras muestras, es similar con los 3
inhibidores y tiene una constante de tiempo de 1-2  wmin. Este

compenente  sequramente  corresponde  al espacio extracefular, La
cindtica del segundo compdnente muestra diferencias entre
experimentos, y tiene una constante de tiempo entre 8-1{ min. EI
gltimo componente con una constante de tiempo de 22 min es  igual
para los experimentos control y con inhibidores (fig. 18). Aunque
los experimentos de lavado no se siguieron mids gue i hora, fa
correélacidn de este dltimo componente con una exponencial en el
caso de [K*lo mostrd un Indice de  determinacidn, R>0.98; esto
indica que no se trata de una suma de componentes, sino de una

monocexpohenciatl .

El apalisis del GOttimo componenté de la curva de Javade parece
dar informacidn sobre el compartimiento celular correspondiente. La
extrapolacidn a tiempo 0 de este dltimo componente de Ta curva de
lavado, muestra diferencias entre los tejidos control y tratados con
inhibidores. Esa extrapolacidn indica la cantidad de 84-ouabaina
que  estaba unida a ese compartimiento celular en el momentou de
comenzar el lavado con ouabaina "fria". En los experimentos control
la intercepcidn con el eje Y es de 3.82; este valor cuando se
corrige a valores reales dd 4.32 X 104 cpm. En tos experimentos
de [K*lo alto este wvalor es de 3.25, que corregido did 4.08 X
104 cpm, Esto indica que el [K+lo 16 mM inhibid en un 384 ta
unidn de la ouabaina a este componente, que por su cinética, como

se discutird, parece ser la Na:K-ATPasa.
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Fig. 17. Curvas de tavade despues de la incubacidn en
¥4—guabina. Los ejes son como en Ja gridfica anterior. La curva
promedio n= 4 de preparaciones expuestas a cuabaina y NH4,
comparada con la curva del experimento control. A partir del min.

35-4¢ la curva de NH4 de hace irregular. Estc se interpreta como la

aparicidn de Padio—férmaco que no estuvo expuesto al lavado en los
primeros 30 min.

Por Gltimo, del estudio de este mismo componente de las curvas
de 1avado se puede estimar la proporcidn del radiofiarmaco que
estaba aldn unida al tejido en el momento en que se procesd para la

determinacidn  de 3H-guabaina. En pocas palabras, se trata de ver

k_,
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la eficacia del lavado. 8i la cantidad de S3H-ouabaina unida a un
compartimiente  extracelular fuera muy alta, perderifan fuerza jos
datos de la determinacidn del glicdsido en el homogenado, como
indice de taptacidn por Ta cétua. Esta proporcién es la
fraccidn que &) wvalor de la ordenada a3 los &0 min, es de su valor a
tiempo 0. @Asl calculada, a los &0 min. de lavado, quedaba menos de
un 5 X de la ouabaina total que habfa estado inicialmente unida (el

parametro A de §a dltima exponencial),

El lavado fué eficaz: quedd menogs del 5 4 del radiofirmaco
unido a ese componente. Esto indica que‘la cantidad de S®H-ouabaina
que se determind en el tejido despuéds de &0 min. de lavado (fig.
17}, corresponde practicamente toda (2934 a un componente que estd
relativamente aislado del espacio éxtrace!ular, como puede ser un
componente intracelular., Es interesante que tanto en los
experimentos control como en los de potasio alto se encontrd un

valor simitar, menor al 54.

En el caso de TFP y NH4, las curvas de laQado tienen una primera
parte, hasta el minuto 30 aproximadamente, similar a la curva de
[K+lo 16 mM. Luego, los valtores se hacen irregulares, con una
dispersidén aumentada alrededor de una curva con upa pendiente

simitar a la de potasic (fig. 19.
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Autorradiografia de SH-ouabaina,
bajo aumento donde se observan los granos de plata

el citoplasma ¥ nicles de las células cardiacas; algunos se ven
La exposicidn de ta emulsién antes

Fig. 20.

electrdnica a
€

el espacio  extracelular.
revelar fueé de 45 dias. &,000X.

Autorradipgrafia.

Las preparaciones queé se intubaron 15-30 min. con 3H-ouabain
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y se lavaron durante | hora, muestran gran cantidad de granos de

plata distribuidos sobre el citoplasma de las células cardfacas
(fig. 20). La cuantificacidn de estos experimentos mostrd que la
densidad de granos de plata fué de 35/Pm2 en el citoplasma de
las células cardfacas, mientras que en el espacio extracelular fué
de 8/Pm2, en cortes de 0.05 Mm de espesor. Los granos de plata
también se  encuentran en las cédlutas del tejido conectivo, ast

como en los capilares (fig. 213,

Fig. 21. Autorradiograffa con el microscopio electrdnico
Los granos de ptata se encuentran sobre ltas células cardiacas, las
célutas  del tejido conectivo .y jos capilares. 12,000 X. -~
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Las preparaciones que se incubaron con 3H~ouabaina en
presencia de inhibidores tienen una densidad de granos menor que los
experimentos control. Esta disminucidén es evidente tanto en el
citoplasma como en el espacio extracelular (fig. 22). $Sin embargo
no se encontraron pricticamente granos en e} espacio intracetular,
siendo Ja diferencia altamente significativa cuando se ¢ompara ton
los experimentos control. La menor cantidad de granos de plata en
esta  preparacidn indica que probablemente el glicdsido no unido a
la NaiK-ATPasa sea miés facilmente removido del tejido durante el

procedimiento de preparacidn.

Por dvitimo la determinacidn de radiocactividad de los liquidos
usados en el procesamiento de los tejidos con 3H—ouahaina mostrd
que el dxido de propileno es el que mis extrae el radiofirmaco.
Le siguid ja mezcla dé resina y €] mismo salvente. EI efluente de
la fijacidn con tetrdxido de osmio no se pudc determinar, debido a
que Ia‘reduccidn del {iJador‘impidid su lectura por el aparato de

centelleo.
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Fig. 22, Andlisis cuantitativo de las autorradiografias.
En crdenadas grangs de ptata por unidad de area en ios dos
compartimientos del tejido cardfaco: intra y extracetular. Las
barras representan las dos situaciones experimentales: Jas blancas
el control y las punteadas la preparaciones incubadas en 3H-ouabina
en [K+lo 16 mM. Cada barra es &) promedio de & fotos tomadas de 2
experimetos distintos en cada caso. W (p<0.0%)
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DISCUSION

En este trabajo estudié el posible mecanismo de entrada de la
ouabaina a la célula cardiaca, basando el desarro)lo experimental
en la accidn de inhibidores de la endecitosis. Los resultados mds
impar tantes Son: a) un aumento de vesiculas de endocitosis en
preparaciones tratadas con ouvabaina; b} inhibicidn det efecto
inotrépico de la cuabaina, por inhibidores de la endocitosis; <
disminucidn de ouvabaina aéociada al tejido causada poﬁ log mismos
inhibidores; y & localizacién autorradiografica de la oyabaina en
el interior de la célula cardfaca. Estos resultados  apoyan ta
hipétesis propuesta: los glicdsidos no-lipesciubles, en este caso
ouabkaina, entran a la célula en el interior de’ veskulgs de

transporte especifica.

Como testigo de estos experimentos usé la cuabagenina que es
una malécula igual a la ouabaina pero sin la cadena de aziécar en
£3. Esta diferencia hace que las geninas sean motéculas  menos
polares, mis liposoiubles, y difundan a través de las membranas.
Los resultados de esta tesis se apoyan en: a) que la cuabagenina
entra a la célula por difusidn, y b) que actda en el mismo sitio
que la ouvabaina, para producir el efecto inotrdpico. Para una
exhaustiva discusidn de estos puntos ver los trabajos de Vincenzi

(Appet vy Vincenzi, 19733 Park y Vincenzi, 1973, 1974y,

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

y sU concordancia con la hipdtesis; b) los datos en la bibliografia
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y sS4 relacidn con la hipdtesis; y ) los puntos que no han sido

suficientemente explorados en la tesis.

Log resultados v la hipétesis.

E]l aumento de vesiculas de endocitosis.

Los resul tados morfométricos muestran que la ouabaina aumenta
un mecanismo, que en Ta célula cartﬁaca parece funcionar
continuamente en condiciones basales, al igual que en otros tipos
celulares (Silverstein y col., 1???; Goldstein y col., 1979; Steinman
y col., §#83). E) aumento de endocitosis se interpreta, como el
reconocimiento por la célula de la formacidén del complejo L-R. En
respuesta a esa seflal se produce la endocitosis de este complejo.
Para el caso de los digitidlicos, mi hipétesis supone que el
receptor en la membrana es - la NatiK+-ATPasa que tiene alta‘

afinidad por los digitalicos.

Aungue no hay acuerdo acerca.de la necesidad de la cubierta de
membrana  en 1a endocitosis mediada por receptor (Steinman y col.,
1983); este estudio ultrastructural no di  evidencias como para
afirmar que la ouabaina entra por endocitosis mediada por receptor,
ya que no se cuantificaron las vesfculas cubiertas  exclusivamente, .
También &e  debe sefialar que la criofractura hubiera permitido la
cuantificacidn de las vesfculas de endocitosis. Con esta  técnica
se midid el drea que ocupan vesfculas y caveolas en el mésculo

esquelético (Dulhunty y Franzini-Armstrong, (773).
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La falta de endocitosis y de efecto inotrdpico con ouabaina en
EK+lo 14 mM, por contraposicidn, lleva a pensar que el aumento de
vesiculas en (Ktle 5 mM, &5 por aumento de inotropismo. Esto se
descarta porque la ouabagenina no aumentd las vesiculas. La
explicacidn de los dos fendmenos es que la velocidad de  unidn de

los digitilicos esta directamente relacionada con la [Ktlo.

La inhibicidn del efecto inotropico.

El segunde paso en el desarrollo de la tesis fué comprabar el
efecto inotrdpico de ambos digitdlicos frente a los inhibidores de
endocitosis. La falta de efecto inotrépito positive en los
experimentos con  ouyabaina, sugiere que ésta entra a la célula
cardfaca por el mecanismo propuesta. lﬂl final de cada experimento,
sé mostrd  que la inhibicidn del efecto inotrépico no.es
irpreversible, De la migma forma, la combinacidn de ouabagenina @
inhibidores indica gue ninguno de estos interfiere con la
contraccidn v que el efecto maximo se alcanza a fos 20 min., al

igual gue con la genina sola.

Con NH4 no hay efecto inotrépi;o de la oubaina; perc tanto el
Rb+, coma el K+, Cst, NH4+, y Lit, en ese orden, promueveﬁ
desfosforilacidn de ta forma E2.P de 1a ATPasa vy asi afectan la
unidn de la ouabaina {ver una discusidn en Daut, 1983). Esto le
hace perder valor al NH4 como inhibidor de 1a endocitosis si se

argumenta que actla igual a Kt, impidiendo Ja asociacidén del
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digitdlico a Va ATPasa., Perc en los registros de amonio  con
ouabaina, % en  menor grado con ouabagenina, se encuentran con
frecuencia fendmenos de intoxicacidn, ﬁue indican que ia
interaccidén digitdlico~ATPasa no fué interferida por el NH4. Ep
los experimentos de K+ 16  mM y digitalicos, RUNCa se ven

fendmenos de intoxicacidn.

En otros trabaos se ha comunicado el distinto efecto de la
[K*+lo sobre la accion de los digitilicos y sus geninas (MWiest y '
col., 1977; Barcenas y col., 1982). Sin embargo, en los resultados

que se comentan, un puntc que merece atencibn es la inhibicidn
parcial del efecto de la cuabagenina por [K*lo 16 mM, Es bien
conocide el hecho que la {Klo actia sobre ia contractilidad (Katz,
19773 . E! efecto inotrdpico negativc del idn parece ser debido 2
una repolarizacién acelerada del potencial de accidn, y a su
consecuente acortamiento. Este hecho de por si podria explicar que
la concentracién de 146 oM de K+ inhiba parcialmente el efecto

positivo de 1a ouabagenina.

Captacidn de  H8~-oguabaina par ja__ célula cardfaca.

5i bien los resul tados morfométricos y de registro isométrico
"estaban de acuerdo con la hipétesis, su inferpretacidn %2 bhaséd en
especulaciones: 2) £l aumento de las vesfculas comn evidencia del
transporte del digitilico hacia el interior de la célula,. En 1a
practica, no se puede determinar con buena resolucidn si tas

vesiculas tienen digitialico: se debe correlacionar endocitosis con
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ovabaina intracelular, en situacions experimentales donde se permita
o s inhiba la endocitosis. b)Y La interpretacidn de la  inhibicidn
de efecto inotrdpico, se basd en suponer ﬁue los digitaticos
tienen su sitio de accidm intracelular: interpreté 1a ausencia de
efecto de cuabaina, comoe  falta de endocitosis, Aunque las
substancias usadas son inhibidores de éndocitosis en otros sistemas;
la falta de inotropismo ante los inhibidores, podria ser sd&lo 1a
falta de unidn de ouabaina con el “receptor' (p. ej. la bomba de

Na+) .

Debia demostrar tanto que: &) cuando la ouabaina tiene efecto
inotrdpico esté dentro de 1z célulay ¥ b} cuando Ta ou;baina no
entra la cdlula, no tiene efecto inotrdpico. Una solucidn a ese
problema, fué el estudio de captacidén de %H-ouabaina. Estos
experimentos tiemen 1a ventaja, que en el mismo tejido, se hace el
registro de tensidn isométrica v el andlisis para cuantificar
ouabaina. Los resultados mostraron que la incubacidn de la ouabina
con ins inhibidores: a) impide el efecto inotrdpico del farmaco;
b) disminuye mds del 30X la cantidad de ouabaina que tiene el tejido
(o0 mids aln en el caso del [Klo 16 mM); c) no afecta la cinética

del lavado posterior.

- El tavado cop ouabaina "fria* (no tritiada), se hizo para
desocupar el glicdsido marcado de los posibles sitios superficiales,
tanta la Na*,K¥:ATPasa, como los sitios inespecificos. £l
anatisis de las curvas de lavado mostré que queda menos del 94 del

total! de ouabaina unida al ¢ltimo compartimiento que se lava. to
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importante es que la diferencia de cantidad de ouwabaina en los
tejidos con inhibidores, no fuera porque se impidié Ja unidn de
cuabaina a los sitios superficiales (o sea, la Nat,K+:ATPasal,
Es evidente que la diferencia det 3504 en la cantidad de ouvabaina en
tos tejidos, no tiene relacidn con el 9% de ouabaina, que segin se
extrapold del andlisis del lavado, quedé unida posiblemente a i3

Nat,Kt:ATPasa.

Ror el anilisis de Jas curvas obtenidas durante el lavado no es
facil adjudicar los  compartimientos a  estructuras tisulares
(Feldman, i?77a,b). Una posibilidad que debe ser explorada es que
los dos Gltimos compartimientos sean dos sitios de unidn de los
digitdlicos a 1a membrana ya que se han descritoc dos lugares de
distinta afinidad para los digitilicos (Bodfraind, 1975; Kazazoglou
y cal., 1983; Grupp y col., 1984},

Autorradiografia ultrastructural.

Luego de los experimentos de captacidn de 3H- ouabaira queda
la incertidumbre, de si se determind el digititico intracelular, o
el que quedd unido a la superficie de ta cdliula. Aunque las curvas
de lavade indicaron que ia primera eventualidad es la més probable,
parecid necesaria la localizacidn de 1a H3-ouabaina por‘ medio de
avtorradiografia en cﬁrtes de microscopfa - electrénica. Es
evidente que para determinar si la marca se halla a un lado u otro de
ta membrana, la awtorradiograffa dptica, no hubiera resuelto el

problema. La cuantificacidn de la autorradiografia, una técnica



73

estadistica, muestra claramente la localizacidn intracelular del

digitalico. 5in embargo, se debe sehalar gque la autorradiografia,
en este proyecto, podria héber dado mucha mis informacidn, sobre
todo para la lacalizacidn precisa del caminog intracelular seguido en

{a interiorizacidn de la ouabaina.

Modelo de entrada de ouabafna a la célula cardfaca.

A partir de los resultados discutidos, intentando hacer
coherente gran parte de la informacidn bibliografica, e inspirados
en el modelio de la endocitosisjmediada por receptor comentado en la
Introduccidén, voy a propener un modelo para la  entrada ae los
digitdlicos no lipo—solubles a la célula cardfaca. Un modelc con
algunas caracteristicas similares z este fué propuesto por Dutta ¥
col. (1948a,b, 1949), complementadoc en los trabajos de Park v
Vincenci (1975) y apoyado recientemente por experimentos de

inveccidn intracelular de digitdlicos (Isenberg, 1984 .

Segdn el esquema de la fig, 23, en la superficie de ta
célula, la ouabaina s asocia con ta Nat,K+:ATPasa, y el
complejo se reune eén vesfculas de endocitosis. Este complejo L-R
internalizado en vesiculas, 1lega a un compartimiento intracelular
de pH bajo, los endosomas o los lisosomas, donde  ocurre la
disociacidn del compiejo L-R, Desde acd el iigando, 0 sea la
ouabaina, siempre dentro de una wesicula membranosa, sigue hacia el

supuesto "receptor inotrépico®.



Fig. 23. Esquema resumiendo el modelo de ubicacidn del
sitio de accidén de los digitilicos. Desde gque entra a la célula,
la cuabaina (o) se conserva siempre del mismo lade de ia membrana,
hasta llegar a su sitic de accidn (), mientras el receptor  es
recictade a la membrana, Siguiendo este modelo el sitio de accidn
debe estar dentro de un organvide membranoso; pero si estuviera en
uno de doble membrana comc la mitocondria, adn estaria separadoc por
una membrana de la matriz. El blogueo de ia salida ¢ X ) por bases

débites como el NH4, causarfa la falta de receptores desocupados en
la guperficie,

£1 modelo establece que &l supuesto  "receptor  inotrdpico”,
serd  accesible a la puabaina, sdlo si' estd dentro de un organoide
membrancso. Ya que la ouabaina, no puede atravesar ia membrana,

conservari siempre su posicidn respecto a esta membrana, y su
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interaccidn con el “"receptor inotrdpico® ocurrird por  fusidn de
membranas, Este punto es importante porque si bien una genina puede
tener acceso al "receptﬁr inotrdpico® aunque esté dentro de un
organoilde  membranosa, un digitilico complete sdlo 1o puede hacer
por fusidn de membranas. Esto explicarfa la falta de efecto
inotrdpico de glicdsides completos «cuando se  introducen
intracelularmente (Hess y Muller, 1982). En experimentos recientes,
Isenberg (1734 inyectando intraceluiarmente los digitélicos,.
concluye dque el sitio de accidn debe estar en el citosol. A  pesar
de que son experimentos bien controlades, la inyeccidn puede dafiar
la membrana de alguin organoide intracelular (ver ia fig. 1 de
Isenberg, 1984). Una vez que se disocian del ligando, los réceptores
son reciclados a2 Ja superficie celular. Esto se hace siempre dentro
de vesiculas membranosas, ya que 1a ATPasa es una proteina integral
de la membrana. La disociacidn del complejo L-R se haria en
organoides de ﬁH bajo, que el complejo de digitdlico con 1a ATPasa
de  Mat se disocia mds facilmente en pH bajo (Baker y Willis,

1972a) .

Este modelo para digitdlicos, postula: a) que el transporte es
del tipo de endociteosis mediada por receptor; y b} que el "receptor
inotrdpico”, o lugar de accidn de los digitdlicos, es intracelular
y  estd ubicado dentro de un sistema membranoso. Esto excluye a la
matriz mitocondrial v al citosol como lugar de accidn - de los
digitdlicos (fig. 23. AEn este sentido este modelo se opone al gue

propone lsenberg (1984)
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La diferencia entre los digit&lices hidrosolubles y las
ifiposolubles, es que estos Ultimos alcanzarian el sitioc de accidn )
por oftras vias, esto es, por difusidn a traves de las  membranas.
La distinta forma de acceso al receptor marcarfa la diferencia en

tiempo de comienzo de accidn (Dutta y col., 1948b).

Inhibicidn de la endocitosis por ta ouabaqenina,

En ia endocitosis mediada por receptor, ta unidn del ligando al
receptor en la membrana induciria un mecanismo activo de
endocitesis. Los datos morfométricos en los experimentos de
ouabaina coinciden con el modelo propuesto en esta Discusidn. HNo
queda claro, sin embargo, e1 fendmeno 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 1a membrana, parte de ella debe
unirse a Fa ATPasa;  écomo esta unién no aumenta el nimero de

vesfculas, del mismo modo que lo hace el giicdsido completo 7.

Algunas posibles expiicaciones de)l fendmenos son: aj) la
ouabagenina  produce algin cambio en el sarcolema que impide el
proceso de la endocitosis en cuaiquiera de sus pasos. b) sdélo el

azdcar de ta ouabaina estimula el mecanismo de la endocitosis,

En cuanto a la primera posibilidad, se sabe gque algunos dcidos
grasos insaturados, cuando se disuelven en 1a membrana, inhiben el
mecanismo de la endocitosis por receptor (Klausner vy col., 19807 ,

Hay algunos reportes acerca del comportamiento de los glicdsidos
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cardiacos gque pueden ser interesantes en este semtido. Ast, ta
dihidro-ouabaina anula el efecto inotrépicc de la cuabaina, pero no

su efecto inhibidor sobre la WNat*,K+t:ATPasa  (Godfraind vy col.,

1782) . La aldosterona  inhibe el efecto inotrdpico de los.
glicdsidos, pero no de las agliconas (Kim y col., 1972; Appel y.
Vincenzi, 1973 . Para intentar aclarar este punto, se deberia
estudiar la captacidn de 2H-ouabaina por el tejido cardfaco

expuesto a distintas geninas y digitdlicos.

En cuanto a la segunda posibilidad planteada, en otras céluias
algunos  azidcares sirven «como  “marcadores de reconocimiento” y
estimulan la endocitosis por receptor de enzimas lisosomales‘(Kaplan
y col, 19773 Neufeld y aAshwell, 1980; Reitman y col, 1981). Se puede
especular que si bier ambos glicdsidos, ocuabaina y su genina se unen
a la ATPasa inhibidndala, el azdcar se unirfa al lugar inhibitorio
en la enzima, a otro sitio de ta enzima, 0 a otra moldcula en la
membrana-que podria funcionar como la  sedpatl para . iniciar la
endoci tosis. Se ha visto que un digitdlico compite con otros en la
inhibicidn de la ATPasa (ver 1a revisién de Hansen, 1984) . Un
experimento para probar esta posibilidad deberfa estudiar la
endoci tosis de estos azlcares, solos o unidos a alguna otra
molécula. Otro  experiments en el mismo sentido, puede ser el
estudio de ta inhibicidn competitiva de la endocitosis de ouabaina,

por lags azdcares.
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La bibliografia v la hipdtesis.

Los estudios para localizar el sitio de acumulacidn

intracelular de les digitilicos concuerdan con los hallazgos
discutidos. En preparaciones aisladas se encontrd gue los

digitajicos son tomados por el misculo cardlaco (Harvey y Pieper,
19953 Spratt y Okita, 1958; Kuschinsky y col., 1947 Godfraind vy
Lesne, 19473 . l.os estudios pioneros de autorradiograffa permiten
tambidn confirmar los hallazgos de esta tesis, En la mayor parte de
astos estudios el objetivo fundamenal! fué correlacionar el momento
de miximo efecte inotrdpico con la localizacidn  del

radio-isdtopo.

"Estos primeros estudios auvtorradiogrificos tenian muy  baja
resolucidn espacial comg para localizar con cierto grado de certeza
el lugar donde se acumulaban los digitilicos. £n alguno de  estos
trabajos (Conrad y Baxter, 1998), se congejaron Jas preparaciones
para evitar la posible difusidn del radio-farmaco, ¥ la falsa
localizacidn, En los trabajos del grupo de Fozzard (Smith y
Fozzard, 1%763; Fozzard y Smith, 1943 los tejidos se deshidrataron en
acetona, ¥ no en alcohel, para evitar la extraccidn de la digitdxina
por este Ultimo soivente. Sin embargo, en estos estudiags falta un
andlisis cuantitative. En un trabajo posterior (Tubbs vy col.,
1944} , se hace simultaneamenie con la autorradiografia, un estudio
morfométrico, donde se muestra que si bien 1os granos estan en el
754 sobre la sarcdmera, estas son el 34 del woldmen total de Ia_

célula cardiaca.
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El_transporte de los digitilicos

Los estudios de autorradiografia, asf como los de captacidn
de glicdsidos marcados por fracciones celulares, estimularon la
hipdtesis de! “receptor intracelular” de los digitdiicos (Dutta y
cot., 1948a) . Algunos trabajos demostraron que el comienzo del
efecto inotrdpico de los glicdsidos depende de temperatura
(Vincenzi, 1967; Byrne y Dresel, 1949). FPor otro lado se encontrd
que el efecto inotrdpico positive se correlaciona con la
acumulacidn de digitilico marcado en la fraccidn microsomal (Dutta
y col, 1948a,b; Roth-Schechter y col,, 1970; Kim y col.,, 19??). El
estudio de la acumulacidn de digoxina mostrd dos componentes en la
entrada del digitilico, uno saturable y el otro no (Kuschinsky vy
col., 1267) . Se inicia asi una serie de trabajos que buscan el

mecanismo de entrada de los digitdlicos a la célula cardfaca.

Una hipdtesis representativa de la informacidn relevante de
ese momento, propuso que el mecanismo de entrada de ltos digitdlicos
a8 las células cardlacas se hace por medio de un transpor tador
ubicado - en el sarcolema. Este sistema de transporte primerc es
propuesto como ta ATPasa sarcolemal (Dutts y col., 1948a,b) , "
porteriormente comparado al transpoortador de aziécares de otros
tejidos (Dutta vy Marks, 196%). La observacidn de que el efecto
inotrdpice de la cuabaina es inhibido por la floretina (Bailey y
Dresel, 19?1),-y que la insulina promueve e! efecto de la  digoxina

as{ como la unidn de este digitdlico marcado a los microsomas
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cardlaces (Kim y Dresel, 1970), llevaron a apoyar que et transporte
de las digitialicos estaria relacionade directamente con el
transporte de azdcar. Sin embarqo, estudios posteriores en los que
se inhibieron las ylas de produccidn de energia, tanto oxidativa
come glicolitica de ta célula cardiaca, mostraron que el mecanismo
de  acumulacidn intracelutar de ouabain; y digitéxina depende de

energfa (Dutta v col., 1972).

Posteriormente esa hipdtesis fud reforzada y perfeccionada por
otros hallazgos. Estos mostraron, que en ciertas condiciones, ia
aldosterona puede antagonizar el efecto de los glicdsidos pero no el
de las agliconas (Kim y col., 1972} Appel y Vincenzi, 1973). Este
resul tado sugirid que las agliconas difunden pasivamente hacia el
hipotético “"receptor intracelular®, mientras que los digitalicos
tlegan al mismo receptor, posibliemente por medio de Un ‘mecanismo

activo sensible a 1a aldosterona.

De gran interéds para el estudio del mecanismo de entrada, es el
comportamiento de los digit&licos ¥ tas agliconas frente a cambios
en temperatura y en frecuencia de estimulacidn {Park vy Vincenzi,
1979 . E} inotrnpismo de los digitdlicos depende de témperatura b
frecuencia de estimuiacidn, mientras que 'a accidn de las geninas -
es  independiente de estos factores. La interpretacidn de Park y
Vincenzi {1975 fué gue el receptor esta‘ seﬁarado det medio
extracelylar  por una membrana, y que el acceso dée los digitélicos a
ese receptor, es distinto en los glicdsidos ¥ en las geninas., - La

diferente dependencia en [Ca?+lo, = del comienzo del efecto
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inotrdpico de los digit&iicos y las geninas (Park y Vincenzi,
1978}, fué interpretada como dos mecanismos de accesoc al receptor
inotrépico intracelular: 1la genina difundiria a traves de la
membrana mientras que el digitdiico entraria medianté un
transportador dependiente de Ca2t (ver Lee v Klaus, 1971; Far¥ y

Vincenzi, 19743 Fricke, 1978; Isenberg, 1984).

Por otro lado los estudios de absorcidn intestinal de los
digitalicos marcados indicaron que el transporte es pasivo ¥y que
depende en consecuencia de la liposoiubilidad de los  compuestos
(Greenberger y col., 1949; Haass y col,, 1972). Como algunos de estos
compuestos  tienen  circulacidn entero-hepidtica, se ha estﬁdiado su
captacion por células hepiticas. Asf{ la ouabaina es acumulada
activamente por los hepatocitos mientras que la digitdxina es
trasnportada pasivamente (Wiedman, 1979; Schwenk, 1980; Schwenk y

col., 1980,

Por otro tado algunos  estudios ultraestructurales previos
resul tan de interés. As{ un trabajo histoguimico ha mastrado que
las wvesiculas de endocitosis tienen actividad de ATPasa (Strosberg vy
cal., 19703 . Un estudio morfométrico ultraestructural del efecto
agudo de |a ouabaina "in vivo”, mastrd un gran aumento del &rea de
Golgt as{ como del pimero de vesfculas cubiertas en el miocardio
de cobayo (Lindower y Marks, 1977). Es importante la concordancia
con algunos de los resultados de el presente estudio morfométrico.
Sin embargo, les autores interpretaron que el efecto de la ouabaina

es aumentar el area del sistema de tubos T.
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Esta répida revisidn de la bibliograffa muestra que fos
estudios previos hablan deferminado tanto la cinética como la
dependencia de energla de la entrada de los digitdlicos a la
célula cardiaca. Estos resultados habfan llevado a interpretar
que la entrada de tos digitidlicos se hacia per un sistema  activo,
facilitado, v relacionado de alguna manera con la ATPasa de Na+t
sarcolfemal. Parte de las discrepancias en los trabajos se  puede
deber  al estudio de glicésidos con distinto coeficiente de
particidn. La mayoria de tos estudios coméntados se realizaren en
momentos  en que se desconocfan alguncs mecanismos de transporte
celular. Recientemente en otros tipos de celulas no cardfacas;

también se estudid el transporte de los digitadlicos.

Es conocide el hecho que distintos tipos celulares en cuitivo

acumulan glicdsidos. Células Girardi y Hela puestas 24 h en

presencia de ouabaina, incorporan el digitdlica de manera
dependiente de la concentracidn del mismo, y de la [K+]lo (Baker y

Witlis, 1972a; Boardman y col., 1972}, Esta acumulacidn ilega a ser
de  hasta 100 veces la concentracidn del digitalico en el medio, v
es consecuencia de que ta liberacidn es mucho més Jenta gque la

internacidén (Boardman y col., 1972).

En células HeLa, en rebanadas de rifidn y axdn - gigante  (Baker
y HWillis, 1972a,b), se describen dos componentes en la unién de ia
ouabaina a la células. Uno de ellos es saturable a muy bajas

concentraciones, lo que se interpretd come la unidn con la ATPasaj
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el otro es no-saturable. Este ditimo que se atribuyd a la ' entrada
de la ouabaina al interior de la céluta, tiene un Q10 de 2.5, en

contraste con un Q10 de 4 para el ~componente saturable.

La disociacién de los digitdlicos de 1a superficie de estas
células afsladas se ha medido y tiene una vida media de S h
aproximadamente  {(CooK y col., 1973). La internacidn también tiene
una vida media de 5 h (Will y col., 1977; Pollack y col., 1981a),
mientras que Ja liberacidn de la droga de ias células tiene una
vida media de 20 h en unos trabajos (Lamb y Ogden, 1982), o de 70 h
seqln otros autores (Cook y col., 1982y, La libéracidn de ocuabaina
por tas células, se hace sin que haya sufrido transformacién- (Wil

y col., 1977,

Unp de lTos hallazgos mis interesantes de los experimentos
comentados m&és apriba, en los que se expone durante varios dlas a
células en cuitive a distintas concentraciones de digitdlicos, es
que tante 1a  unidn Vdel digitidlico a la bomba de Na*, como la
acumulacidn de aquel dentro de la célula, tienen la misma
sensibilidad a la [K*lo (Boardman vy col., 1572). Esto sugiere que
ja entrada del digitidlico se hace junto con la bomba de Nat. Otro
hecho es que los sitios de unidn del digitdlico en la membrana se
estimulan por incubaciones prolongadas con [Klo baja o glicdsidos
{(Pollack y «col., 198ia). No menos interesante, es que en ciertas
circunstancias el ndmero de moléculas de  ouabaina internalizadas
superan  al nimero de bombas de Na+ disponibles, 1o que indica que

las bombas se *"reciclan" (Pollack y col,, 1981b; Lamb y Ogden, 1982).
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En estos mismos experimentos, se describe la acumuylacidn de tos

digitdlicos 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 normaimente  las
bombas gse recambian a un ritmo de 14 por hora y que la inhibicidn
con ouvabaina aceleri 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 jas
célufas HeLa lTos digitdlicos son internalizados junto con la bomba
de Na+t, llevados a los lisosomas ¥ luego excretados (Griffiths y

col., 1983).

La entrada de digitdlico v el “receptor inotrdpico® intraceluiar.

Son interesantes algunos de los resultados de Ta  tesis, con
respecto  a la hipdtesis del receptor intracelular, Parece evidente
que si al inhibir o) mecanismo de entrada del digitilico a la
célula cardfaca, el firmaco pierde su efecto inotrdpico,. e}
*receptor” para este efecto, es intracelular (Lee y Klaus, 1?71,
Los resul tados de ta tesis, indican que cuando se impide ta entrada
de la ouabaina, ne hay efecto inotrdpicos ademaé, cuando el
digitéiico tiene efecto inotrédpicao, estid dentro de 1a célula
cardfaca. Por eso pienso que estos resultados apoyan la  hipétesis
del “receptor inotrdpico” intracelular (Dutta y col., 1948 a,b; Park

y Vincenzi, 1975; Méndez y col,. 1974; Isenberg, 1984) .
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A partir de la observacidn original de Repke (1943), una serie

de estudios intentaron demostrar ia relacisn causal entre la
inhibicidn de la NaiK,ATPasa y el efecto inotrdpico de los
digitdticoes (Schwartz y col, 197535 Akers y Brody, 1977) . Sin

embargo, ] hecho de gue algunos experimentos muestren io contrario,

hace que la teoria pierda su fuerza (revisado por Noble, i9780) .

Por los experimentoes presentados gﬁ esta tesis, sin embargo, la
unidn 2 la ATPasa, ¥ su consecuente inhibicidén parcial pasa a ser
de necesidad, por 1o menos en cuanto al transporte y posterior efecto
inotrépico de la ouabaina. Esto expiicarfa el parélelismo
encontrado en muchos trabajos entre et efecto inotrdpico ¥ fa

inhibicidn de la “bomba de Na+t".

Algunos puntos no examipados en la tesis.

Para finalizar esta discusidn eprndré algunos aspectos
planteados pero no analizados experimentalmente, y otros que emergen
a partir de la hipdtesis postulada. Algo esbozado en esta tegis es
el estudio de otras parejas de digitdlicos, a la luz de este modeio
de endocitosis., Fosiblemente se encuentren  diferencias en el
comportamiento de otros digitalicos, dependiendo fundamentalmente de
su coeficiente de particidn. Otro aspecto a estudiar, - e% el

compor tamiento de otros tejidoes cardfacos.

En la tesis abordé e} problema de la entrada de la ouabaina por
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Va endocitosis, mediante la inhibicidn selectiva de este mecanismo.
Podrfa intentarse la estimulacidn de la endocitosis. Este aspecto
del mecanismo de la endocitosis ha sido menos estudiado. E£n el caso
especifico de los glicdsidos, se podria ensayar el efecto de la
insulina, que  s& ha reportado como estjmu!ador del efecto de los
digitalicos (Kim y Dresel, 1970). Este efecto de la insulina
podria ser por estimulacidn de Ja  endocitosis, o per otro

mecanismo.

Otro tipo de estimulacidn se podria hacer en ENatlo alt53
que  al aumentar la velocidad de asociacidn del digitdlico con la
Na*:K+,ATPasa (Lindenmayer y Schwartz, 1973; Mallick y  Schwartz,
19743 Aera y ﬁol., 1978), estimular{a 1a endocitosis del firmaco.
La estimulacidn también se podria hacer en [K+lo baja, que se
sabe aumenta la acumulacidn de ouabaina thes veces (Dutta y Marks,
19692 .  Por d}'timo, un estimulo no especifico se lograrfa con
protefnas como las lectinas que se unen a ciertos grupos de la
membrana. Esta estimulacidn de 1a endocitepsis, hecha en  presencia

de ouabaina debe aumentar el efecto inotrdpico de! digitalico.

Falta también mostrar sin duda que Ta . endocitosis que
interioriza a la ouabaina en la céluila cardiaca es realmente
mediada por receptor y no la 1'1amada endocitosis constitutiva
(5ilverstein y col., 1977). Para analizar este aspecto se deberfa
estudiar ambas formas de endocitosis con glicdsidos marcados y
marcadores  apropiados (p.ej. peroxidasa), en células cardiacas

alsladas (miocitos) y no en tejidos.
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Un punto que debe ser estudiado, es si el transporte de

wvesiculas es responsable de la asociacidn  del efecto inotrépico
frecyencia de estimulacidn, que se observa con glicdsidos, pero

cof
1975 . Deber{ia hacerse

no ton agliconas (ParkK ¥y  Vincenzi,

morfometria de preparaciones sometidas a distintas frecuencias de

estimulacion en presencia de digitdlicos y geninas.

Resta por dltimo probar que la ATPasa de Nat es  endocitada

Junto  con la ouabaina. E£sto se ha observado para el complejo

glicdsido-ATPasa de Na, en células aisladas, y de
cardfacas podria mostrar un mecanismo novedoso de los

comprobarse en

las  células

fendmenos téxicos.
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CONCLUSIONES

1. Empleando wvarias tdcnicas, he sometide a prueba Jla
hipdtesis de que la ovabaina es endocitada por la cédluta cardfaca.
€Con ciertas timitacioenes metodoldgicas, el <conjunto de resultados

concuerda con fa hipdtesis,

2. 3Se deben conocer mejor los aspectos bidsicos del mecanismo,
para poder gaeneratizar estos resultados a otros digitdlicos., Hasta
ahora, la ouabaina serfa §a Unica molécula no-proteica

transportada mediante endocitosis por receptor.

3. Estos resultados concuerdan con Ja extensa bibliograffa del
tema, apoyan l!a hipdtesis de un mecanismo active de entrada para
jos digitdlicos palares y sugieren un lugar de accidn intracelular

para fos digitalicos en general.
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