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PREFACIO

Los digitdlicos ¢ glicdsidos cardiacos han sido utilizados en
el tratamiento de la insuficiencia cardfaca por més de 200 ahos. A
pesar de su gran utilidad en la clinica, hasta el momento no se
‘conoce el mecanismo de accién para su efecto inotrdpico y sus
acciones téxicas. En la actualidad existen distintas hipdtesis que
inteptan explicar las acciones de estos compuestos. En alqQunas de
ellas se propone a la ATPacsa Na-K como el receptor tanto para la
accidn inctrépica como para los efeclos téxicos. Otras proponen un
receptor intracelular para la accidn inotrdpica y postulan que los
glicésidos deben ser transportados al interior de 1z cé[ula a
través de un mecaniemo active. El transportador propuesto para la
interiorizacidn de estos tompuestos es 1a ATPasa Na-K. En vista de
estos antecedentes, el propdsito de esta tésic fué el de valorar
la participacidn de ta ATPasa Na-K en las acciones inotrdpica y
tonicas de Jos glicdsidos ¥ sus geninas. Se analizaron también dos
inhibidores de la ATPasa Na-K, no digitaiicos: el dcido etacrfnico
y la harmalina. Este trabajo se desarrollé en el departamento de
Fisioiogfa del Instituto Nacional de Cardiologfa "Ignacio Chivez".
Agradezco la asesoria recibida por el Dr, Emilio Kabela y las
facilidades proporcionadas por el Instituto y su director el Dr.
Jorge Soni. De manera muy especial agradezco al Dr. Harol Nufiez por
el apoyo y ayuda que me proporcioné con sus comentarios y

discusiones as!{ como a los Dres. Gustavo Pastelin y Jorge Pedn.
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RESUMEN

Los digitalicos o glicdsidos cardfacos son el tratamiento de eleccidn para
la insuficiencia cardfaca congestiva. El mecanismo de accidn de estos compuestas
hastala fechano esta aclarado. Loc efectos téxicos de los glicdsidos
card{acos pueder: dividirse en dos grandes grupos: {rastornos en el automatismoy
trastormos enexcitabilidad y conduccién, Los primeros se presentan en fases
iniciales de laintoricacidny son secundarios a oscilaciones post-potencial o
despolarizaciones trarsitorias. Los sequndos aparecen en etapas tardfas y son
eonsecuencia de una despolarizacién importante, Engeneral se acepta que la
accidn irotrépica y los efectos tdricos son cecundarios a la inhibicidr de la
bomba de sodio. El propdsita del presente trabajo fue: A) estudiar la
' participacidn de 1a ATPasa Na~K en la accion inotrdpica de dos digitdlicos: la
digitorina y laouabaina, y sus geninas (digitoxigenina ¥ ouabageninaly en
trabéeulas ventriculares de perroy Blern las acciones téxicas de 1a ouabaira.
Ademds se estudiarors dos irhibidores de la ATPasa, no digitélicos: el acido
etacrinicoy laharmalira. Los resultades muestran que corcentraciones de los
digitalicos que producen un claro efecto inotrdpico positive en £ 1o = § mM.,
carecen de efectosers [K1o= 16 mM. Encambio, 1as geninas producen efectos
semejantes enambas situaciones. Con estos experimentos se demuestra que la ATPasa
Na-X no esta directamente relacionada corn el efecto inotrdpico de los digitilicos
estudiados y sus geniras. Para el ardlisis de los efectos tdxicos se efectuaron
dos grupos de experimentos, en fibras de Purkinje. Er estos grupos se armalizé el
efectode: a) Ouabaima; b) Ouabaina mis Ver-'apamil (inhibidor del canal lento); c)
Acido Etacrdnico {irhibidor de 1a ATPasa Na~K) y d) Harmalina. Los resultados del
grupo de estimulacidr comtinua muestran que el tiempo para una despolarizacién
menora - 76 mV, es similar en los 4 subgrupos, En el grupo de estimulacidn con
treres se encontraror los siguientes datos: el tiempo de despolarizacidn es
similar en los 4 subgrupos; el tiempo de aparicidn de las oscilaciones
post-potencial se retarda em presencia de verapamil; con el cido etacrinicoy la
harmaling ro se presentan oscilaciores post-potercial. Con estos resultados se
demuestra que los mecanismos responsables de los trastornos de la intoxicaciéin
digitdlica sor diferenites. La inhibicidn de la ATPasa Na-K es la causa de los
trastornos en excitabilidad v conduccidn, pero no de los trastornos en automatismo.



INTRODUCCION

Indicacidn  terapedtica de los diqitélicos.

La propiedad farmacoldgica més importante de los digitilicos
o glicdesidos cardfacos es su capacidad parz aumentar la fuerza de
contraccidn. En 1a actualidad es la droga de eleccidn en el
tratamiento de ta insuficiencia csrdfaca congestiva. Los efectos o
acciones benéficas de estas drogas en pacientes con insuficiencia
cardiaca son: aumento en el gasto cardfaco, disminucidn del
tamafic d2l corazdn, dieminucidn en la presidn venosa asf{ como en
el volumen sanquineo, incrementa en la diuresis y de esta forms
eliminacidn del edema. Todos estos efectos son secundarios a la

accidn inotrdpica positiva de estas substancias.

Durante muchos anos se pensd que la accidn més importante de
este grupo de compuestos era la de disminuir la frecuencia cardiaca.
Si bien es cierto que estas substancias son capaces de reducir la
frecuencia wventricular en pacientes con <+ibrilacidn auricular o
flutter y en pacientes con insuficiencia cardfaca congestiva y ritmo
sinusal, la accidén Farmacoldgica més importante es gobre ta
contraccidn cardfaca, Los mec;nismos recponcables de  estas

acciones de los digitdlicos se discuten a continuacién.
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Acciones  farmacoldgicss ~de  los diaititices,

Los digitdlicos o glicdeidoe cardlacos son substancias que
producen dive#sas acciones sobre el sistems cardiovascular. Algunas
de ellas con directas, como =) efecto sohee contractilidad y  cobre
algunos parametros del potencial de sccidn v otras indirectas,
mediadas por el sistema nervioso autdnemo (G8illis vy Quest, 17803

Hoffman y Bigger, 1980; Smith y col. 1933,

Como se meciond  anteriormente 1x  accidn farmzcolégica mis
importante de. los digitélicos es su capacidad para aumentar 13
fuepza de contraceidn cardisca, El ofecto sobre contractilidad es
un efecto directo sobre &) misculo tanto zuricular como wentricular.
Est; efecto inotrépico positivo de los digitélices no es  secundario
a cambios en la longitud inicis! de la fibrs o Ley d= "Starling”". EI
mecaniemo mediante el cual estas csubstancias ejercern su efecto
inotrdpico positivo hasta el momento no estd actarado y es objeto

de ecstudio en ecta tésis por lo que se discute ampliamente en

secciones posteriores.

Loz glicdsidos cardfacos, en concentraciomes terapduticas
producen, en pacientes con insﬁficiencia cardfaca y ritmo sinusal,
unz dieminucidn en la frecuencia, mientras que en pacientes con
fupcidn wventricular normal, no se observan cambios en este
parémetro (Antman y Smith, 1983), Esto misme se observa en animales

de experimentacidén (Ten Eick y Hoffman, 1949). A partir de estudios




efectuados en aninales de experimenta;id-n se sabe que  esta accidn
cronotropica negativa es resultado de la cohbinacidn de una
estimulacidn vagal (Toeds y MWest, 1944 y de un efecto

antiadrenérgico (Ménder y col. 1961a; HNadeau y James, 1943>

producidos por loe digitélicos.

Sobre el tejido auricular los digitdlicos ejercen efsctos
directos as{ como, efectos indirectos mediados por el sictema
nervioso autédnome. Como resultado de= estos efectos los cambics en
las propiedades electrofisioldgicas de las fibras auriculares son

variables,

En estudios efectyados en tejido aislado y en animal  intacte,
se ha observado que concentraciones terapelticas tienen una accién
predominante, parasimpaticonimética (Farah y Loomis, {950; Méndez y
Méndez, 1993). La acetilcolina produce un aumento en la
conductancia al potasio en fibras auriculares, la cual acelera 1la
repolarizacién y disminuye el perfodo refractario efectivo
auricular, E! incremento en la conductancia al potasio produce que
la fibra <se hiperpolarite y que lta amplitud del potencial de
accidn asf como la velocidid méxima de despolarizacidn aumenten .
Esto hace que la welocidad ds.; conduccidn aumente, En el apimal
integro estos efectos colindrgicos indirectos se manifiestan por
una disminucidn en el perfodo refractario auricular y un aumento en

1a conduccidn (Méndez y Mendez, 1953).



En estud‘ins én los -cuales e -ha eliminado 1la influencia
nerviosa, "se observa que los digitilicos ejercen efectos directos
sobre el tejido auricular que se manifiestan como wuna prolongacidn
en la duracidén del potencial de accién asf como en el perfodo
refractario auricular (Méndez y Méndez, 1953), despolarizacidn vy
upa disminucidn en 1a conduccidn ¥ en la excitabilidad auricular

(Méndez y Méndez, 1957).

Una de las acciones antiarritmicas mis importantes de los
digitilicos es su accién sobre la conduccidn a nivel del nodo
aurfculo-ventricular., Log digitélicos disminuyen 1a  conduccidn  a
nivel del nodo A-V vy prolongan su perfodo refractario efectivo (Toda
y West, 1969) . Estoc acciones <son indirectas y se atribuyen a
efectos colinérgicos (Ten Eick y Hoffman, 1969) y antiadrenérgicos

(Méndez y Méndez , 1?53; Méndez y col., 1961b).

En la fibras de Purkinje y en e} misculo wventpicular los
glicésidos cardfacos ejercen efectos directos sobre los potenciales
transmembrana, Estas substancias aumentan la conductancia al potasio
de estas estructuras provocando un aumento en 13 fase de
repolarizacidn (Sherlag y col., 19715 Antman y Smith, 1985 . En el
animal intacto estos cambios se m;ni{iestan como una disminucidn en
el perfodo refractario efectivo wventricular (Méndez y Méndez,

1953; Bisset y cal. 1978),

Los digit&licos no <sélo actlan & nivel del cerazédn sino



también a nivel del sistema vidcular,  Ectos compuestos disminuyen

tanto el tona arterial como el venoso. Este es un efecto indirecto,
es decir a trawds del sistema neﬁvioso’ autdnome. El mecanismo
nervicso es e} de wuna inphibicidén simpitics y probablemente una
activacidn de fibras vasodiVitadorac colindrgicas (6illis y Quest,
1780 . %S¢ sabe también que estas subistancias ejercen un  efecto
directo conctrictor, tanto en =) sistema vennso como en el arterial

(Hoffman y Bigger, 1980).

Pars poder entender el wmecapizmo de accion de cualquier
substancia con accidn intrépica positiva, es importante conocer los
mecanismos que imtervienen en la regulacidn de la contraccidn
cardlaca, por lo que en la siguiente seccidn se presenta en forms
resumida lo gue se conoce actuslmente sobre Ja regulacidn de la

contraccidn.

Requlacidn de la contraccion cardlaca.

La regulacidn de la contraccidén cardfaca es un  fendmenn muy
complejo, en el que intervienen dos tipos de procesos: (Steiger y

col., 1978

1) Regulacidn de tipo tdmico. Este tipo de regulacién es
prolongado, es decir, se lleva a cabo en horas, dias, etc. e implica
cambios en la actividad de 1a ATPasa de la miosina, Estos pueden

darse por trastornos en el balance endécrino, como gucede en el hipo



o - hipertiraidismo. Tanbién se observan. en corazones viejos o

expuestos - a umd sobrecarga hemodindmica (Katz, 1977),

2) Requlacidn de tipo fdsico. Esta ce lleva a cabo latide a
latido e implica cambios en el Ca2t libre, disponible para I3
contraccidn. También <& manifiesta cuando ¢e modifica la afinidad
que tienen diferentes estructuras intracelulares por este idén. Las

cituaciones en las cuales esto puede suceder son las siguientes:

a) Alteraciones en la capacidad del calcio para unirce al
complejo de troponina. Ectos cambios se presentan cuando se utilizan
agentes que modifican la produccidn de AMP cifclico. Un ejemplo de |
estos compuestos gon  las catecolamimas (Resink, 1981,

b) Cambios en el medic intracslular que afectan la magnitud de
las interacciones, entre las protefnas contréctiles, En presencia
de aciddsis se observa un efecto inotrdpico negativo. El mecanismo
para esta disminucidn en contractilidad es doble. Por un lado, un pH
4cido produce una disminucidén en 1a corriente lenta de entrada
(Yogel y Sperelakis, 1977) y por otro, modifica tanto las

interacciones entre las protelnas contréctiles asf como la

recaptura de «calcio pbr el reticulo (Kohlhardt y col. 1978,

c) Variaciones en la cantidad de calcio liberado durante el
acople excitacidn—contraccidén (Brady, 1948). Estas variaciones

pueden deberse: a alteraciones en los flujos & través del sarcolema
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o . en '1;,'qan£i@adj‘g Qe{qbidaq dé.moy{m{entordél,calcio,'entre loz

almacenes intracelulares.

Inctropismo

El término "inotrdpice® se wutiliza para definir combios en
contractilidad cardlaca. Un efecto "inotrdpico positive® es aquel
que implica un aumento en contrectilidad; y wun efecto "inotrdpico
negative® o8 el que se manifiesta como una disminucidn en

contractilidad (Katz, 1777).

Hasta &l momento no es posible encontrar en la literstura una
definicidon de contractilidad, Lo que es faci! de reconccer es un
cambio en contractilidad. Un cambio =en contractildad se pueds
definir coma una a|teracidn en la funcidén wentricular que es
independiente de cambios en precarga o en postcarga. (Pedn vy
Kabela, 1981, También puede decirse que hay un cambio en la

contractitidad, cuando existe un aumento o disminucidn en el
desarrollo de tensidn, sin que cambie la longitud inicial de 1a
fibra (Burns y col. 1973). Loc cambios de contractilidad ce deben z

diferentes mecanicmos, entre los cuales estin:

1) Aumento o disminucidn en la wvelecidad de liberacidn de

calcio "activador®

2) Prolongacidn o acortamiento del tiempo de méxima



liberacidn de caleioy

3) Disminucidn o, aumento “en  la velocidad de eliminacidn o

recsptura de caleio (Katz, 1977).
Mavimientos de calcio

Coma <e menciond en paérrafos anteriores el calcio es o] idn
més importante en la regulacidn de la contr? cién. Un efecto

inotrapice positivo implica una mayor disponibilrdad de este idn,

Esta mayor cantidzd de calcio pusde provenir de varias fuentes:

1) Entrada de calcio a través det sarcolema. Ea las célulag
cardfacas, durante la mesets del potencial de accidn, entra calcio
(Langer, 1948; Beeler y Reuter, 197Qa; Reuter, 1974). 8= acepta, en
términos generales, que este calcio no interviene directamente en la
activacidn de la contraccidén (en mamfferos), sino que este idn
dispara un mecanismo intracelular para que ce libere calcio del
reticulo sarcopldemico (Fabiate y Fabiato, 197337 1977y Chapman,

19793 Fabiato, 1931).

2) Aumento en la recaptura de calcio por el retfculo
sarcopldsmico. En el misculo cardfaco, el retfculo
carcopldsmico tiene una gran capacidad parz recapturar y  almacenar

calcio (Solaro y Griggs, 1974; Lewvitsky y col, 1981), Se ha
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“encontrado que ta ATPasa de . calcio del- retfculo sarcoplésmico es
cabaz de unir; alrededor de 76 nmol de calcio por segundo (Levitzhy y
.col, 1981) . Un aumento en la recaptura de calcic, por esta

estructura, da como consecuencia un aumento en el calcio almacenado,

que puede ser liberado en 1z siquiente contraccidn (Katz, 1977).

3 Liberacidn de calcio del reticuld sarcoplésmico. En
relacidn a lta liberacidn de calcio por el retfculo sarcoplismico,
hasta el momento, se conoce poco, Existen dos teorfas para explicar
este fendmeno. Una de ellas establecs que l& despotarizacidn de l&
membrana celular, durante el potencial de accién, ocasiona cambios a
nivel de la membrana del reticulo que favorecen una mayor
liberacidn de calcio, a través de ests estructura (Endo, 1977). La
otra postula que la entrada de calcio durante el potencial de acciédn
dispara un mecanismo que libera calcic del reticulo sarcoplasmico.
Se propone que un aumento en el calcio intracelular produce un cambio
a nivel de la membrana del ratfculo, permitiendo de esta forma una
mayor liberacidn de calcio (Fabiato y Fabiato, 1975; 1977; Fabiato,
1983; Bers, 1985 . Fabiato propone la existencia de canales en la
membrana del retfculo que se abren cuando aumenta la concentracidn

intracelular de calcio (Fabiato, 1933).

4) Por medio del intercambiador NasCa. Como se menciond
anterjormente, durante el potencial de accidn entra calcio a la
céluta, el cual tiene que salir posteriormente. El intercambiador

Na/Ca es un sistema, a nivel del sarcolema, que interviene en la



I

hqmeostégiSICQ1u]éplde{';a\;jd,r~Este normalmente sirve para sacar
calcio ‘y_ meter sodio,  pero tambi én puede funcionar en sentido
inverso (Horackova y Yassort, 1979b; Bers y col. 1980; Caroni y col.
1980; Lee y col. 1930b; Reeves y Sutko, 19803 Bridge y col. 19313

EH

Mullins, 1981; Sheu y Fozzard, 1982; Langer, 1982; Chapman, 1¥8

Winegrad, 1984),

5) Liberacidn de calcio de tas mitocondrias. E} papel de las
mitocondrias en la requlacidén de la contraccidn es discutido. En
algunas condiciones experimentales, no fisioldgicas (sumento
importante del sodio intracelular, en presencia de litio), s& ha
encontrado que las mitocendrias pueden liberar cantidades importantes
de calein. Ezta liberacién aumenta cuando ce efectian los estudios
=n un gH a]caliéo o en presencia de rojo de rutenio (Carafoli y col.,
1974; Carafoli, 1975; Kitazawa, 197é; Bygrave, 1973). Cuando se
compara la velocidad de recaptura de calcic por la mitocondria con la
del retfculo sarcopldsmico, se obserwa que la primera es mucho

menor que 1a segunda (Lee, 1945; Lee y Choi, 1968).

&) Dieminucidn de la salida de calcio a través del sarcolema.
En la célula cardiaca se ha propuesto la existencia de una ATPasa
de calcio, pars la regulacidn de eéte ion (Strosberg y  col. 1972y
Caroni y Carafoli, 19803 Philipson y Nishimoto, 1981}, Hssta el

momento no se conoce bien el papel de esta enzima.
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Mzcanismo de 1a accidén inbtrépita de los diqitilicos.

Se sabe que los digitdlicos aumentan la cantided de calcio
libre dicponible para la contraccién (Lee y Klaus, 19713 Allen y
Blinks, 1978; Wier y Hess, 1984), 1o que no esté aclarado ez el

mecanismo mediante 21 cual ésto sucede.

Durante los Gitimos treinta afios <se ha efectusdo una  gran
cantidad de trahajo experimental intentando aclarar el mecanieme 2
través del cual los digitdlicos sumentan el calcio libre disponible
para {a contraccidn. A contipuacidn se presenta un resimen de los
trabajos publicados en relacidn a Ya influencia de estas  cubstancias

zobre los flujos y movimientos de calcio.

Existe discrepancia en relacidn a, =i Yos digitélicos sumentan
la corriente lenta de entrada (Isi). Algunos autores (McDonald y
col. 1275 no encuentran un aumento en esta corriente,; mientras que
otros s{ (Weingart y col. 1978; Marban y Tsien, 1979) . MHarban y
Tsien, en un trabajo reciente (Marban y Tsien, 1982); encuentran que
en presencia de digitalicos Ta corriente lenta de entrada auments vy
proponen que este aumento es secundario a wn  aumento en el calcio

intracelular.,

Los resultados obtenidos cuando se amaliza si los digitélicos
modifican la recsptura de calcio por el retfculs sarcoplismico,

muestran diferencias. En  algunos trabajos, no se han encontrado
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cambios (Klaus y Lee, 196%), mientras que en otros sf ¢Entman y col,
1949) . Las discrepancias pueden ser debidas a 1a metodologla
empleada para efectuar ¢l estudio (solucicnes utilizadasd y, ademés
a que las preparaciones cbtenidas de retfculo sarcoplésmico no  son

preparaciones puras (Lee y Klaus, 1971).

Klaus y Lee estudian la accidn de los glicdsidos cardlacos
sobre la recaptura y liberacidn de calcio por el retfcule
sarcopléesmico. Encuentran que estos compuestos aumentan la
liberacién de calcio por el retfzulo y de alaqunos otros
compartimientos intracelulares (mitocondria, membrana celulard . No

encuentran modificacién eon la recspturs (Mlaus vy Les, 1949,

En relacidn al mecanicemo de accidn de loz digitdlicos, existe
una hipétesis en la cual se propone que interviens el intarcambiador
Na/Ca (Langer, 1982). Esta hipdtesis postula que los digitdlicos
inkiben a 1a ATPasa Na-K. La acumulacidn de sodic intracelular,
secundaria a la inhibicidn, proveca gue 1og gradientes
electroquimicos se modifiquen ¥ que el intercambisdor funcione en
sentido inverso: sacando sodic v metiendo calcio. Ezto da como
resyl tado un aumento en el calcio libre intracelular (Schwartz v col.
1982) . Esta hipdtesic serd di;cu(ida ampiiamente =n la siguiente

seccidn.

Otro de los orgenelos intracelulares que podrian estar

involucrados en la accidn inteépica de 1oz digitélicos son las
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ﬁitocondrias. Los resul tados obtenidos hééfareste momento no aclaran
¢i estas estructuras participan o no en el mecanismo de accidén de
los digitdlicos. En algunoe casos’ no se observan cambios en
relacién a la recaptura y liberacidén de calcio por {3 mitocondria
(Lee y McElroy, 1959, y en otros <& chserva un aumsnto en la

Viberacién de calcico por estas estructuras (Lee y col. 1969},

Con los datos presentados previamente podemos ver que hasta el
momento no estd aclarado el mecanismo a través del cual los
digitdlicos aumentan la cantidad de calcic libre pars la
contraccidn. Existen dos datos que 1laman la atencién. Uno
de ellos es en relacidn a que los digitilicos aumentan 1a
liberacidn de calcio por el retfcule sarcoplésmico (Klaus y Lee,

1969 y el otro es el f{fendmeno de retrcalimentacidn positiva

retacionado con el calcio intracelular, descrito recientemente por

Marban y Tsien (Marban y Teien, 1982)., Como se verd més adelante
existe la propuesta de que el receptor para la accién de los
digit&licos es intracelular. El organelo intracetular bien podrfa
ser el retfculo sarcoplismico. En relacidén al trabajo de Marban vy
Tsien; serfa interesante poder medir los cambios transitorics de
calcio libre intracelular (sefiales de aequorina) simuitineamente con
la corriente lenta de enirada l(lsi) y cambios en tensidn (en
presencia de digitdlicos), para poder comprobar si su hipdtesis es

correcta,




Hipdtecis cobre el mecanismo de  accidn  de Vas digitdlicos

En la actuzlidad existen varias hipdtesis que tratan de
explicar el mecanismo de accidn inotrdpica de los digitélicos,

cada una de ellas basada en trabajo experimental.

4 continuacibn se presenta un breve resumen de cads una  de

ellas,

Papel do 1a ATPasa Na-K

En 1945, en un estudio efectusdo on misculo cardfaco, se
describe que los digit4élicos producen una inhibicidén de Ta bomba de
sodio (Repke, 1945). A pa;tir de esta fecha han aparecido numercsos
trabajos en los que se propone que esta inhibicidn de Ya ATPasa

Na=-K, es responsable del efecto inotrdpico de los glicdsidos
cardiacos (AKera y col. 1949; Akera y Brody, 1978; Flash y Heinz,
1978; Haustein y GLusa, 1980; Rhee y col. {9813 Schwartz y col,
19495 19743 19753 19825 Daut y Rudel, 19813 19823 Grupp y col . 1987
1983), Existen dos teorfas para explicar porqué la inhibicidn de
1a ATPasa es responsable del efecto inotrépico de los digitalicos:
La primera propone, que la inhibicidn modifica la afinidad, de los
fosfolfpidos de 1a membrana, por el calcio permitiendo que sce wuna
més calcio. Lo que no explica esta hipdtesis, es como ce libera
esta mayor cantidad de calcio unida a la membrana (Gervais y col.

19770, La ceegunda postula que, al estar inhibida la enzima, se



produce una acumulacién ﬂe,sodiér intnétéluléf:;y -que- este aumento
provoca una’ mayor enthada“dg Ealtio‘:al,interior de la célula, a
través del intercambiador Na/Ca (Slitsch, y col. 1920; Langer

Serena, 19707 Langer, 1981; Wasserstrom v col. 1983) .

ia mayor parte de los trabajos que apoyan esta Gltima
hipdtesis, giran alrededor de varios tipos de resultados. 1) Gran
especificidad de la imteraccidn entre los digitilicos y la ATPasa
Na-K. Esta alta especificidad ha dado lugar a que se proponga a 13
enzima, como el candidato més  stractive para ser el receptor
(Schwartz y col. 1?74, 2) La gran concordancia que existe entre
las dosis de estos compuestos que producen inhibicidn de la ATPasa v
las que producen un aumento en la contractitidad (Allen y Schwartz,
19743 Flash y Heinz, 1978). 3> Correlacidn importante entre 1la
sensibilidad que la ATPasa Na-K, de distintas especies animales,
tiene a la accidn de los digitdlicos y las acciones cardfacas de
los digitdiicos, sobre las diferentes especies (Allen y Schwartz,
1974>. 4 Aumento en la actividad intracelular del sodic en

presencia de digitélicos (Biedert y col, 19793 Lee y col . 1980,

Es importante sefialar que en la mayorfa de los trabajos en los
que se encuentra una correlacién entre la inhibicidn de 1a ATPasa
Na-K y el efecto inotrépico de los digitdlicos, la dosis de
digitilico utilizada es una dosie tdxica (Schwartz y col. 1975;
Flash y Heinz 1973; Daut y Rudsl, 1981, En  otros trabajos ce

obtienen las preparaciones para medir 1a actividad de la enzima en el
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momento de méximo efecto inotrdpico positive asociado con cambios
electrocardiogrdficos sugestives de intoxicacidn digitdlica (Akera

y gol. 1970).

En otrs serie de trabajos en los que se registra la actividad de
la ATPasza HNa-K, del sodio intracelular , asl como el efecto
inotrépico, en presentia d= digitdlicos, <¢e obtiensn resultados
que no estén de acuerdo con la hipétesis anterior, Algunos autores
no encusntran  correlacidn entre el efecto inotrdpico de los
digitalicos e inhibicidn de la ATPasa Na-K (Okitz y col, 19735 Ten
Eick y cal. 17233 Dutta y cal. 1974 Bentfeld y col. 1977
Godfraind y Ghysel-Burton, 19805 Barry y col. 1981}, Lo que estos
'trabajos muestran es que la inhibicidn de la ATPasa Na-K persiste
mucho tiempo‘ después de que el efecto inotrdpico positive ha
desaparecido, En un trabajo en el cual se mide la actividad
kntracelu\ar de sodio, s6lo se encusntra un  aumento del {dén,en
presencia de ddsis altas de digit&licoe (Deitmer y Ellig, 1978),
La actividad intracelular de sodio es un fndice de la actividad de
la ATPasa HNa-K. La inhibicidn de la enzima, aumenta el scdio

intracelular,

Con dosis bajas de estos compuestos ce ha encontrado que existe
una estimulacién de bomba (Hougen y col. 19303 Noble, 19803 Sharma
y Banerjee, 1980). Se piensa que este efecto es secundario a una

liberacién de catecolaminas.
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ann&o :se iUti!iién_ inﬁibidoré@, de la ATPaéa Na-K (&cido
eta&b(nico), .en preparaciones de 'mﬁsculo papilar, no se cbserva
efecto inctrdpico positive (Michazels. y Kabela, 1%974). Estos
resul tados tambfén estin en contra de la hipétesic que propone a
Va inhibicidn de la ATPasx como responsable del efectc inotrdpico

posi tive.

Otra de lac hipdtesis acerca del mecanicmo de accidn de los
digitilicoes es la propuesta por el grupo de Lullimann. Estos autores
proponen que el digitalico, 3l unirse a la ATRPasa Na-K, produce un
cambio conformacional de la membrana celular, permitiendn que se
libere calcio de la superficie interna de la membrana. Esto da lugar
a una mayor cantidad de calcio libre para la contraccidn (Lullmann ¢
col. 1975; 1983; Bentfeld y col. 1972)., Esta hipdtesis se basa en
el hecho de que las fosfatidil serinas, localizadas en la superficie
interna de los fosfolipidos de la membrana celular, constituyen una
parte muy importsnte de la ATPasa Ma-K., Se sabe que estaz fosfatidil
serinas tienen una capacidad potencial para unir calcio (10-2 M),
Estos autores proponen que, €n estas condiciones, noc necesariamente
se encuentra inhibida la bomba de sodio, ya que en 1a membrana
celular existe un exceso de ATPasas sensibles al codio y al potasio.

Ecta hipdtesis ha sido dificil de comprobar.

A pecar de que esta Ultima hipdtesis podria explicar algunos
de los hallazgos que no <concuerdan con la hipdtesis de 13

inhibicidn de la ATPaca, existen otra cerie de trabajos en los
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cuales, ademés de no encontrar correlacidn  entre el  efecto
inotrdpico vy 1a inhibicidn de la ATPasa, se encuentra  digitéilico
marcado en fracciones microsomales. Estos hallazgas dan lugar a otrs

hipdtesis acerca del mecanismo de accidn de los  digitdlicos.

Mecanieme de accidn, intracelular

La propuesta de un recepter intracelular para la  accidn
inotrdpica de les digitélicos surge de unz serie de trabajos en los

de zlguno: glicdsidos marcados ¢ su

vt

que se estudian los efecto
Incalizacidn en fracciones celulares., En estos trabaios se describe
que Y@ mayor cantidad de digitdlico marcado se lecaliza en
fracciones microsomales (Smith y Fozzard, 172&83; Conrad y Baster,
1944; Fozzard ¥ Smith, 1943). Estos hallazgos hacen que s& proponga
que los glicdsidoes cardiacos puedsn eétar actusnde a nivel

intracelular, probablemente <n el retfculo  carcopldemico (Dutta oy
col. 1748b; Kim y col 1972). Debido a dificu) tades técnicas no ha
sido posible determinar el sitio exacto de 1a Vocalizacidn del

digitdlico marcada.

fdemds de estos resultados, come se mencionds anteriormente,
existen warios trabajos en los .que no se encuentra una correlacidn
entre el efecto inotrdpico de los digitilices vy ta inhibicidén de
la ATPasa Na-K (Okita y col. 1973; Ten Eick v col. 1973; Dutta v
col 19745 Peters y col. 19745 Rhee y col. 19745 Okita, 19773 Huang

y col. 197%; Rhee y col. 1981 . En ectos trabajos se plantes la
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:bdsibilidad de dué;exis}ah:déé‘sf{ibéfpégeptbfgé, uno para la accidn
'inotrdpicé y “otro pAra‘!bs efectos 1&2icos., Dtro trabajo que apoya
1a existencia de més de un‘ﬁeceptor, es el de Méndez y col. 1974.
En éste se analiza la potencia y reversibilidad del efecto
inotrépica y tdmico de una serie de compusstos semicintéticos con
algunos cambios estructurales. Estos autores encuentran diferencias
importantes en relacidn &l margen de seguridad de estas susbstancias

y concluyen que las acciones de los digitilicos involucran s més de
un receptor, siendo la inhibicidn de l1a bo@ba de sodio responsable
de los efectos tdxicos, pero no de 1a accidn inotrdpica de estas

substancias (Méndez y ccl. 1974,

Como <¢e senald en pirrafos anteriores existen datos
!experimentales que apoyan 1a hipdtesis de gue ta inhibicidn de la
ATPasa da lugar 2 un aumento en el calcio intracetlular y otros an log
cuales no se encuentra corretacidn eptre una inhibicidn de 1la
ATPasa y el efecto inotrdpico de los digit&licos. Estas
divergencias hacen necesaria la propuesta de un mecanismo diferente.
Un mecanismo que pueda explicar, tanto las interacciones entre los

digitélicos y la ATPasa Na-K, como la falta de correlacién entre el

efecto inotrdpico positivoe y la inhibicidn de la ATPasa Na-K.

El mecanismo que podrfa conciliar todos los resyltados
experimentales antes descritos, es el que ha sido propuesto por Dutta
y colaboradores. Ectos autores proponen que el receptor para el

efecto inotrdpico sea intracelular y que el digitilico es
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trénsportado gl interior de la célula por med}o;de la bomba de
sodio, la cual es inhibida al combinarse con el glicésido. (Dutta y
col, 1968a3 1948by 19725 1974 Dutta y Marks, 1949 Y. Durante
varios afios, esta hipdétesis recibid poca atencién, hasta que en
1675, aparece un trubajo en &) que se demuestra que 1z temperatura y
la frecuencia de estimulacién afectan d2 mansrs diferente el curso
temporal de 1oz efectos de los glicdsidos y sue geninas. En este
trabajo (Park v Ulncenzi, 1879 se encontré gque ¢l establecimiento
del efectec inotrdpico de los digitélicos depende de las condiciones
experimentales, es decir, de temperatura y frecuencia, misntras  que
el efecto inotrdpico de las geninas e independisnte de estas
variables, Estos resultados se interprztan sugiriendoc que el
receptor inotrdpico de los digit&licos =< intrzczlular. 22 propone
que estos compuestos deben atraveszasr la membrana celular por medic de
un mecanisme de transporte y que este proce;o es afectado por cambios
en temperatura y frecuencia, mientras que las geninas, al ser mas
liposolubles, pasan por difusidn y ejercen su efecto inotrdpico
positivo independientemente de cambios en temperatura y frecuencia,
Esta dependencia en $recuencia pars la accidn inotrdpica de 1oz
digitalicos ya habfa sido descrita anteriormente (Barb y Penna,

1957; Sanyal y Saunders, 1758,

Acciones texicas de los digitdlices.

Log digitalicos o glicdsidos cardfaces tienen un margen de

ceguridad muy estrecho (relacidn entre dosis letal y dogis
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ter zpéuticad . Lz ‘incidencia de efectoe tdxicos ‘en pacientes
oJigi tal izados. es frecuente, .y éctos se manifiestsn como arritmias
cardfacas que en ocasicnes pueden llegar a ser fatales pary la wvids

clel paciente (Rosen y col. 19735).

La interpretacidn clésica del origen de ltas arritmizs de la
intoxicacidn digitilica era la de que estas se originsban de
trastornos en el  automatismoe secundarics a una excitabilidad
aumen tada. N fué §ino hasta que Moe w Ménder (19G1Y demostraron
que Tlos trastornos del ritme, secundarics o la intoricacidn
digitdlica, puedsn dividirse en dos grandes grupos:  tristornos en
2l sutomatismo v trastornos en excitabilidad y conduccidn. En  este
trabajo se muestra que el automaticmo puede estar exaltasdo y la

excitabi lidad deprimida (Moe y Méndez, 1951,

LLos primeras trabajos en los cuales se reportsn los cambios
electrofisioldgicos de la intoxicacién digitéilica son los de
Hoadbury y Hecht (1932), en corazdn de rana y los de Fingl y col,
(1931) , en rcorazones de polio. En el primero se correlacionan los
efectos de la digitoxina <obre la faze de repolarizacidn  del
potenc ial transmembrana corn Jos cambios observados en el interwvalo QT
y ta onda T del electrocardiogrs;ma (Moodbury vy Hecht, 1952 vy en &l
sequndn se sefala que la digitoxina en el corazén de embrién de
pello, prolonga y posteriormente acelers la fase de repolarizacidn,
di sminuye la amplitud del potencial de accién sin observarse cambios

en el potencial de reposc (Fingl v col. 1931,
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Posteriormente sé‘e¥éétﬁan_‘estudios electrofisioldgicos  sobre
las distintas estructuras del corazdén y se encuentra que los
efectos, csobre el potencial  tranemembrina, de la  intoxicacidn
digitdlica son disminucidén en: el potencial de reposo, Va amplitud
total del potencial de accidn, 1z wvelocidad méxima de
despolarizacidn (Umdxd, la duracidn del potencial de accidn y un
aumento en la pendiente de la fase 4 (8anysl vy Saundars, [958;
Cranefield y Hoffman, 1758)., Se encuentra que las fibras de Purkinje
son m&e Sencibles que &l miscule wventricular, & las acciones

tdxicas de los digitadlicos (Vassalle y col. 1982).

Los cambios en el potencial transmenbrans, secundarios o la
intoxicacién digitdlica se han intérpretado de la siguiente forma:
Los glicdsidos cardfacoe producen uni acumulacidn de potacio
extracelular, cecundaria a una inhibicidén de la ATPasa Na-K, 1Lj

dieminucidn en la concentracidn intracelular de potasio y el
aumento en 1a concentracidn extracelular de este idn, son también
causa de la disminucidn =n el potencial de reposoc. Este hecho se
pudo demostrar con la utilizacién de microslectrodos sensibles al
potasio  (Miura y Rosen, 1978), El  aumento en el potasio

extracelular, incrementa la conduciancia al potasic, lo cual da lugar
a una repolarizacidn mis rdpide y a wuna depresidn de 1z meseta

(Rosen, 1983),

El mecaniemo propuesto pars la exacerbacidn del auvtomatismo en
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presenciz- de digitilicos ce atribhyé,vdﬁﬁéhte Casi 20 afios, a una
'éxaltaciﬁn del automatismo normal.” En una se?ie ‘de trabajos se
obgerva un aumento en 1z pendiente de la fase 4 ¢ degpolarizacidn
diastdlicé y s propone que, este aumento, es el responsable de las
arritmize wentriculsres, secundarias & la intodicacidn digitalics
(Uzgsalle y cond.  1942; Davis, 197, Més tarde <e comprobd que
tos  digitélicos disminuyen la corriente de marcapasc (TEDY,

desechindose &1 mecanismo propuesto anteriormente (Aronson v Gelles,

19973 .

A principios de loz 70%, wariocs grupos  trabajanda
independientemente, ercontraron que los digitilicoz, no =dla
aumentaban la pendiente de 12 fase 4, sinc que en precencia de estas
substancias se observaba una acti;idad oscilatoria (Davis, 1973
Hashimoto y Mog, 1973; Ferrier y col 1973b; Resen y col 1773a; 1973t;
Saunders y col, 1973). Este actividad oscilatoria ha recibide
varios nombres: “potencial de baja amplitud" (Resen y col 1973a);
"despolarizacidén diactélica aumentada® (Davis, 1972y; v
"oscilaciones post-potencial® (Ferrier y col. 1973a; Ferrier y Mae,

1773bj; Ferrier, 19773 1980).

Las oscilaciones post—potenc{al son oscilaciones en el potencial
transmembrana, que <se presentan después de una repolarizacién
completa, de la membrana. Lae caractericticas mdc importantes de
estas oscilacionee son: 1) La magnitud v la frecuencia de estss

oscilaciones es dependiente de la actividad previa. Si la frecuencia



de estimulacidn- ddr‘ar-’rte un tren . es  mayor, el tamafio y nimers de
.oscilacioﬁeé aumenta - (Ferrier y tol. 1973b; Karagueuzian y Katzung,
1981), Este fendmeno cscilatorio es totzimente distinto al que e
observx en ausencia de digitédlicos. Cuando se eztimulan las  fibraz
a altxs frecuencias, presentan Vo que se denominz  “depresidn
post-estimulatoria y 2) E1 intervalo de zcople con el potencial de
accién  que lag induce disminuye en formz caxei limeal con la langi tud

del ticlo bésico (Rosen y col, 1973b;  Ferrier y col. 19733) .

Estac oscilaciones ee precentan tanto en tejido especializado de
conduccidén wventricular (Davis, 19723 Ferrier y col.  1973z; Rosen v
col. 197333  1973b; Resen v Danilo, 19800, como =&n micculo

ventricuwlar (Ferrier, 1977; Karagu=suzian  Katzung, 1931,

Mecanismo d= los efectos téwicos

En la mayoria de los trabajos sobre oscilaciones
post-potencialy, se propone que la aparicién de éstas, esta
relacicnada al efecto inhibitorio de Yos digitélicos sobre la ATPasa
sensible al sodio y al potasio. Lo que plantean, es que en presencia
de una inhibicidn de la bomba, existe una sacumutacidn de sodio
intracelular., Este sumento en sc;dio intracelular da lugar 2 un
incremento en el calcio intracelular, szcundario a uns funcidn
al terada del intercambiador Na/Ca y & una liberacidn de calecio de!l
retfculo sarcopléasmico vy de otros almacenes intracelulares, El

aumento en el calcio intracelular dispars una corriente transitoria
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“iones de sodio. Se

de entrada-,trti)f%debida' {undahentalmente;‘i

postula nque_'eéigﬂiééfhléﬁfeKf(it§) fesk?]a; F§sﬁbnsébIe de las

oscilaciones pbst—potéﬁ;iaf (Lédéreb'-yV TSied; 1976; HKass y col.

1278 Tsien y.col. 1979).

En etapas tardfas de la intoxicacidn, 1la inhibicidn da lugar
a uns despolarizacidn importante, responsable de los trastérnos en
excitabilidad y conduccidn., (Dutta y col. 1974; Grupp y col.
1285 . Las arritmias que ce presentan en condiciones mas zvanzadas
de intoxicacidn digitdlica, ce han interpretades como re-entradas v
su aparicidn coincide con el establecimiento de trastornos en
excitabilidad y conduccidn intraventricultar (Moe y Méndez, 1951
Méndezr vy Méndez, 1957). Estas alterscioneg se explican por los

efectos de los digitdlicas sobre la bomba de sodio

Orfqen idmico de lag oscilaciones post-potencial

Estas oscilaciones post-potencial han sido caracterizadas en una
gran cantidad de condiciones experimentales (Wasserstrom y Ferrier,
1981), todas ellas relacionadas con un aumento en )ags concentraciones
intracelutares de calcio (Lin y Vassalle, {983; Vassalle, 1984),
Un hecho que 1lama mucho la a{encidn es que este fendmenc se
presenta no solo en presencias de digitdlicos, sino también cuando
se aumenta 1z concentracidn extracelular de calcio (Ferrier y Moe,

1973b), o en pressncia de «catecolaminas <(Katzung y cal, 1949,
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Este fendmeno oscilatorio tiene como  substrato idnico  una
corriente de entrada de tipo oscilsterio, cuya naturalers no estd
bien establecida (Lederer y Tsien, 1274; Kass y col, 1978a; 1576h;
Teien y col. 1778 Miura y Rosen, 1978; WVascalle y Mugelli 1731 .
Algunos autor-es proponen que ectas oscilaciohes son cecundariss 2 una
corriente de entrads, de calcieo (Ferrier y Moo, 1973b; Rozen y col.
1274) . En estudios efectuados con "fijacidn de voltaje" (Lederer vy
Teien, 1974; Aronson vy Gelles, 1977), se propone que al existir una
inhibicidn de la ATRasax Na-K e zcumula sodio en el interior de 13
célula, dande lugsr a uné reduccidén en el gradiente de
concertracién transmombrana pars  este  idn. Esto ocaziona que la
eliminacidén de calcio, por medio del intercambiador Na/Ca,
disminuya. Ademés de este calcio, que no puede ser eliminada,
existe una liberacién de calcio de alguna estructura intracelular,
que provoca acumulacidn de este idn, dando como resultads

movimientos oscilatorios de calcio intracalular.

Otra hipdtesis plantea que el ion responsable ec el sodio
(Vacsalle y Scida, 1979; Rosen y Danilo, 1980). Esteos autores
mostraron Que en precencia de TTX  (tetrodotoxina), la magnitud de
estas oscilaciones post-potencial, 'disminuye. Este 1os llevd a
plantear que la corriente transitaria de entrada, responsable de - l1as
despolarizaciones, esta mediada por iones de sodic. En algunos otros
trabajos, no <ce observa modificacidn de estas oscilaciones en
presencia de TTX (Kass y Col. 1978b) por lo que no estén de acuerdo

con la hipdtesie anterior.
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Las despolarizaciones. transitoriss ~u oscilacicnes
post-potencial, no estan mediadag }bOF “catecotaminas, va que e
preserntan en preparaciones en las cQaiééyse utitizaron blonqueadores
beta adrenérgicos o en las que se ~depletaron catecolaminas con

é-hidrovidopamina (Karagueuzian y Katzung, 1781).

o

Como Se puede wer con los antecedentes presentados, hasta
momerito no est& aclarado el mecanismo de las
oscilaciones post-potencial, <=cundarias & la intoxicacidn
digitdlica ni existe ewvidencia experimental que aclare i estas dos
variedades de trastornos de la intoxicacidn digitdtica estén o no

relacionadas,
HIPOTESIS

En este trabajo propongo que lx ATPasa Na-K no esté invelucrada
directamente en la accidn inotrdpica de loz digitélicos Vy sus
geninas. Para poder explicar 13 altsz afinidad que tienen estos
coempuestos por la ATP3sa Na-K, pienco que 2zta enzima sirve como
transportador para que el digitdlico pueds alcanzar o0 llegar a)
receptor  inotrépico que puede ger intraceltular. En esta tésis
:éhlo pretendo demostrar que la ATPasa Na-K no estd involucrads

directamente cor el efecto inotrdpico positivo.

En ecta tésis propongo que la inhibicidn de 14 ATPasa Na-K, es
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dnicamente - respaonsable de los trastornos  =n exci{abilidad y

conduccidn qué,se obszrvan  en. etapas tardfas de 1a  intoxicacidn
digitdlica. Esta  hipétesis excluye la participacidn directs de la
inhibicién de ssta enzime en )ac oscilaciones post-potencial. Este

fendmeno  puede ser consecuenciz del  aumento en =2} calcio

intracelular provocado por los digitdlicos,

PROTQCOLD EXPERIMENTAL

Para poder ecstudiar la participacidn de la ATPaza Na-K, en la
accién inotrdpica positiva de los digitélicos y sus geninas, se
utilizaron concentraciones xltas €16 mM)  de potasio evtracelular.
Con estz manicbra se evitd el pogado del digitélico a 1a ATP-s3a

Na-# (Aksra y ¢

(=]

V. 1924). En estas condiciones, =i la hipdtesis de
trabajo es correcta, el digitidlico no serfa transportado hacia el
interior de laz célula y no podris ejercer wu efecto  inctrdpico

ocitivo. Ern cambio, en la
p 3

il

mismas condiciones, las geninas que
difunden pasivamente 3 través del sarcolema, producirfan su  efecto

o

inotrdpico positivo, Se estudiaron dos glicdsidos y sus geninas.

Para estudiar los mecsznismos  invelucrados en las acciones
tixicas de los digitalicos y poder disecar la participacidn de la
ATPasa Nz-K &n ectos efectos, se empled la cuabaina. Se  estudig
este digitélico, solo vy en presencia de= un blogquzsdor o inhibidor

del  canal lento. También se analizaron las acciones de dos
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inhibidores de la ATPasx  Na-H, no digitslicos: el écidp

etacrfnico y la harmalina. - Si Vos trastornos en - automatismo. 9 en
excitabilidad y conduccidn son secundzrics a una inhibicidn de 1a
ATPasa Na-K, se observardn tanto en presencia del digitdlico coma

en precencia del dcido etacrfnico vy la harmalina.

MATERTIAL Y METODOS

L
n
Vad
'L

Los experimentos para comprobar que la ATPasa Na-K no
directamente involucrada en el efecto inotrépico de los
digitalicos, se llevaron a cabo en trabéculas de ventriculo de
perro. Para obtener las preparacionez, se efectud unz toracotomia
a2 nivel del cuarto espacio intercostal derecho vy se extrajo el
corazdn. Posteriormante se abrieron ambos wventriculeos y  se

obtuvieron las trabdculas, Estas

i
L

colocaron en  unz cémara para
érgano  aistado y se registraron simulténeamente la actividad
necinica y eléctrica. Para el regicstro de 1ls actividad mecénica
se utilizé wun transductor de tensidn isométrica GRASS, al cual se
$1jé un extremo de la preparacidn. El otro extremo se mantuvo fijo
a la base de Va cémara., Para el registro de la actividad eléctrica
se emplearon tcnicas convencion;les de microelectrodos. Estas
preparaciones se estimularon mediante electrodos de platine
(estimylacidn de campod), & wuna frecuencia de 1 Hz, En el
osciloscopio se registraron simul tdneamente las sefiales mécanica y

eléctrica y se f{fotografiaron mediante wna cémara quimogrifica o



qr-a‘ Pol aroid,

Psra &l anilisis de los fendmenos arritmogénices de  los
digitilicos, se utilizaron fibras de PurKinje de wentriculo derecho

d= perro. Se eligieron las {fibras del wventrioulo derecho para

obtener preparaciones homogéneas, ya que en la literztura se
menciona que exicten diferentes sensibilidades, entre las fitras de
ventriculo derechc e izquierds, & los digitélicos (Reiser y col.
1981), Estas fibras se colocaron en una cémara para  drgano  aislado
y se registrd el potencial trznsmembrans con técnica cenwencional
dz microelectrodos de vidrio, Las preparaciones se ostimularon  con

electrados de platine (zstimulacidn de puntad.

La solucidn vutilizads en tados los experimsntos tuvo la
siguiente composicidén en mM: MaCl  134.9; KC1 5.0; NaHCO2 11.9;
NaHP04 0.4; Dextroza 5.&; MgCI2 1.0 v Ca012 1.8, En 2l grups de
experimentos en los cuales ce utilizd una concentracidn alta de

potasio, la solucidn tuvo 14 mM de KCI.

Otrae subztancizs utilizadas fueron: propranolol racémico
(Sigmad; werzpamil racémico (KnolDj ouabaina, ouzbagening,

digitovina y digitovigenina (Sigma)j 4cido etacrfnico (Merck) y

harmalina (Sigma). Las désis wutilizadas de cada una de =llas se
describen 2 continuacidn, Los digitalicos y sus gsninac se
dicolwieron en alcohol etflico S04 y agua destilada. La

concentracidn de ta solucidn stock fue tal, que para czda  grype
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estudiado 1a contehtpatjdh[ Final de alcohat fue de 0.1 %.

Brupos experimental es.

Pars cada uno de 1ot glicdsidos cardiscos -y sus geninas  se .
estudid un grupo control (Digitoxina 1 X 10-7M, digitoxigeninag |
X 10-8M, ouabafna 1 XI0-?"M vy cuazbageninz 1 ¥M{0-&4 ). EIn
estoe, una wver que se  tuvieron Yos registros control, se afadid
propranolol (1 X 10-7) at medic de perfusidn con el objeto de
gliminar los efectos de cstecolaminas  endbégenss que pudieran
liberarse, debido & la estimulacidn de campa. Pozteriormente e
afiadid¢ la droga por estudiar y se tomaron registros a diferentes

tiempos para wvalorar el tiempo de =stablecimiento del efecto
inotrdpico positivo, asf como =] efecto méximo 3 eu dur;cidn. Se

waloraron  también los cambios en el potencial de accidn.

Qtro grupo consistid en estudiar los efectos de las
digitdlicos y sus geninas, en preparaciones bafadas con
concentraciones altas de potasio (16 mM. Unz vez que ce tuvieron
los registros control al igual que en el grupo anterior, se afiadid
prepranolel  al  liquids de perfucidn, Postericrmente se cambid la
solucidn que bafia a las preparacioﬁes por- la solucidn con potasio
alto mé¢s el bloqueador beta adrendrgico. Se esperd un minimo de
30 minutos para que se estabilizaran. Posteriormente, se afadid la

droga & estudiar y se  tomaron los registros antes mencionados.
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En 1a tzbla ndmero 1, se recumen los grupos experimentales

estudiados.

TABLA |, Grupos experimentaler pars el escudio del efecto Inotrpico

de los digithlicos y sus geninam. {Trabéculae ventriculares).

DICITALICO CONCENTRACION [Kﬂ,
(M) (aHK)
Dlgitoxina 1077 5
pigitoxina . 1 xa0”! 16
pigltoxigening v xo1e”® [
pigitoxigenina 1 x 1078 16
Quabaing 1 x0”? 5
Ouabsing 1x 1077 16
Ouabtagening 1 X 10-6 5
Quabagening ' L x 1078 16

Por dltimo, se estudiaron dos grupos experimentales en  fibras
de purkinje de wventriculo de perro. En un primer grupo se utilizé
ectimutacidén contfnua a una frecuencia de 2 Hz. En este grupo ce
snalizaron los efectos de 1 x. 1¢-€M de ouasbaina sola y en
precencia de 4.6 X 10-8 ds Yerapamil. También se estudiaron
las acciones del 4cide etacrfpico (3.3 X 10-4 M) y de la
harmalina (1 X 10-€ M), El  <¢egundo grupo- exper‘irn:-r.’ta] &

estudid con trenes de estimulacidn & una frecuencia de 2 Hz. La
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duracidn tanto d=) tren como del intervalo fue de 4  segundos, En

este grupo  experimental ce  estudisron’ custro condicionez: 8}

Quabxina solay 2) Ouabains mas Verapamily 3) El Acida Etscrinics Y
4) La Harmzlins, En todas los ‘experimentos se  valoraren loz
siguientes parametros: D Potencial de reposc; 2 Tismpo de
aparicidn  de las oscilaciones post-potencial (considesrands  uns
amptitud minims de 5 mitivaitsy vy 3 Tiempo e mivims

despolerizacidn, Para tener un parémetro de compar

3
-
T
u
m

rimentos se  considerd el tismpon en 21 ual
#leznzerors un patencial  de repose igual o mepor & =74 pit. Tambidh
se valorsran 1oz distintos pardmetroz de) potercizl de  secidn. £r

Va tabla IT s2 resuman Tos grupos

i

wperimentales.

TABLA 1], Grupos experimentales para el anidlisis de Jos efectos téxicos de la
Ouabaina y de inhibidores de l& Atpasa, no digitdlicos. (Fibras de.

Purkinje)

CONDICI0N BXPERIMENTAL TIP0O DE ESTIMULACION
Ousbaim Continus

Outbz ins < Verspsxil . Cont inua

Acldo Etecrinico Cont inua
Harralina Cont inua
Dusabaina . Trenes

Ousba ine < Vermpsnil Trenes

Acldo Etacrinice Trenes

Harralins Trenes
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Decarerollo experimentsl

Una vez que las preparaciones (frabéculas wentricularasy fueron

colocadas en  Ya cémars de drgene aiglado v se fijaron <un e«tremo a

"

Va base de 1a cémara vy =1 otro al transdusterd, se estimularon

Cestimulacién de campo) @ una frecuencia de | Hr., v se ¢ ré un

4

promedio de 30 min, Postericrmente se smpezd a dar  tensidn hacta

alcanzar Lméx. (momenta 20 2l que 1a contraccidn ya no aumenta) .

ur

Las preparaciones se dejaron estabilize

iy

- en ests nueva condicidn por
lo menos 4% minutes. Todo este tiempe las preparacianes estuvizreon

beafisdas con una scolucidn Tyrode. Posteriormente, 3 travdz de un

a
"

microelectrado s2 registrd la actividsd eléctriczs v se tamaron

registros control, Deepués se  afladid propranclal  ((XI0-€) 3 1a

solucidn, con =1 abjete de eliminar toz afes de catecolaminas
endbigenas, v se tomaron registros  nusvamente, Pasteriormente ce
afadié e! compuesto por estudisr. En los experimentos en los cuales
se aumentd Ya concentracidn extracetular de potasio, se dejd 2 las
preparaciones por 1o menos 43 minutos en esta tondicién v se tomaron
registros. En todos estos experimentos se  tuwo que  aumentar el

voltaje de estimulacidn. Por dltimo se afadid a 1a solucidn de

perfusidn, =1 digitilico o genina a estudiar.

Las fibras de Purkinje, después de colocadas =n la cémara para
drgano  aiclado, se =stimularon con electrodos do punta y se dejsron
ectabilizar durante 30 - 40 minutos. Una wvez que se obtuvo un

registro del potencial transmembrana estable, se procedid a efectusr



=1 exparimento. 5

detpsés  de

despolarizacidn.

Parz el andlisis de los datas
prueba de “t"  parezda (Spedecor
compararon 1og datos control con los

experimentos,

e tomaron registroe control vy

32

v a Jdifersntes tiempos

hsber administrado &) o tos compuestos por estudiar. En

slectrofisioldgicos se usd

ta

1780 . En todos los casos e2

de los diferentes tiempos de los
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| FESULTANOS

Becidn. inctrdgics de " los” digitilicos vy sus geninas.

'Los efectos de 1a digitoxina y de la ouabaina se. estudiaron y ce
compareron  con  lzs acciones de sus geninsz: la digitoxigenima y la
auzbagenina, El tiempo y» magnitud det efecto inotrdpico méxime,

asl como  los tiempos para el desarrolla de méxzima tenzidn v
retsjacidn, g2 midieron en todos los experimentos, Tambidn ce

valoraron los diferentes parimetros de! potencial  de  aceidn,

-~ 300 [
Qo
L
5 250
8]
s
°
RN 200
[=4
b
v 150
W
[N
=
] 100
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| 5
@ .
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10, 2 3 40 50 & nin.

Fig. 1. DIGITOXINA (I X #0~? M), Curso temporal del efeclo
inotrépico de la digitoxina en presencia de [Klo =5 mM. Los
simbolos popresentan el vxlor promedic de 4 experimentos  con el
error tipo de la media. Este (]l timo solo se dibuja si ez mayor al
valor ocupado por el simbolo. EY tiempo cero correcponde al  control
y en ese momento g5 inicid la administracién de 135 digitorina. La
fuerza decarrol lada en eze mamento se tomd como el 100¥ y  todes los
valores <e expresan =n  p2lacifn s e3¢ punta, El efecto miximo se
presents 2 los 40 minutos con un incremente de 140%.
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Potsciao extracelular: — S oM,

En 4 expeorimentos se ectudiaron los efecta

s

dz 1z digitoxina.
En ectae preparaciones el inicio del efects inotrépica positive =
prezents alrededar de Yoo 10 minutos v aleanzs un mivimo 5 Yos 4N
minutos (fig. . El dncrementa mévimo  de 13 fusrza ds

contraccidn fus de 140 con respecto 3 ls  tensidn desarrollada en
condiciones contraol, Posteriormente 1a fuerza de contrazccidn

enpieza a digminuir. tLas medidzs de los difersnte

He

TABLA 111. Efectos de 1a Digitoxina {1 X ]0'7)4) sobre los porenciales transmem-
brana de Trabfculas Ventriculares.

PR AT DPASD ! DPASD

(V) (V) {mseg) (mseg)

Control $83.12 100.00 151.56 200.00

o= 2,16 - 1.60 ~18,00 *17.92

Dijgitoxina

160 282,50 97,50 159.37 200.00

- 7,00 - 3.50 -13.,25 ~26.,00

20 :59.37 }03.75 145.25 195.3

< 6.60 - 1.3 - 6,70 - 8,00

300 286.28 ,97.50 150.00 181.15
- 1,76 -~ 3,50 - 8,83 i3

0" ;91.25 100.00 ;28.12 163.75

< 1,76 - 1,66 -22,00 -17.67

50" ;35.00 103.75 59,37 ;00.00

= 3,50 - 1,76 -13,25 -17.00

60* MIRH jo7.50 . 159.17 - 18687

- 1,76 ~10,6 <13,20 -20.,00

PR = Potencial de reposo; AT = Amplitud total; DPA;, = Duracién potencial
de accibén al 50t de la repolarizacibni DPAg, = urilisn potencisl de accién
al 90% de la repolarizaciOn. Promedios y erroves p « 4.

pardmetros del potencizl de zccidn: potencial de  repoco, amplitud
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total , duracidn . .al .50 b-—y:'?_Cl‘/{‘ de:la repolarizacién se resumen en la
Tabla 1. Se mwestran 'lns'v'alqr-é's ﬁbofnedios con - su errc-r' estandar
de 4 erxperimentos, ya que en les otros dos no fué pasible mantener

=) registro de uma sola célula  durante toda el ezperimento,

D

Ll (]
W

spushs  de  haber obtenids lose regicstros  control, se  adminitrd
propranclol v & los 30 minotos se obtuvieron nueves registros. En
esta tibla no se muestran los walores en esta condicidn ys que no

wariaron con respecto al  control, En retacidn al potencial  de

by

reposcs, se obssrwa que existid wna ligera  tendencia oz i
hiperpolarizacidén qus no es estadisticaments zignificativa, El  que
ne s= modifique el potencial de reposo, nos indics que 13 bomba de
sodio se encuentra funcionando igual que en condicienss control. En
el resto de los pardmetros no e observin cambicos en el transcurso

de los experimentos,

Las acciones de la ouabaina se estudiaron en 4 preparaciones,
Cuando estas se perfundieron con 3 mM de potacis, el efecto
inotrdspico positivo empieza a los 10 minutos, alcanzando su méximo
alrededor de los 40 minutos. Este sumento en la fuerza de
contraccidin persiste hasta los 80 minutos, EV incremento méximo en
'Ia fuerza de contraccidn es de un -45'/. con respecto al  control  (fig.
2. En  todos estos experimentos se wvaloraron los diferentes
pardne tros  del  potencial de  accidm. Los promedios y wvalores

estandar del potencial de reposo, amplitud total, duracidn al S04 y
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Fig. 2. QUABAINA (1 X 10-7 M), Curso temporal del efeclo
inotrépico de 1& cushsina en presencia de [Kle = 5 mM.
sfmbolos  representan &l walor promedic de 4 experimsntos con sl
errdr tipn de 1a media, Este O0ltimo solo se dibujs i == mayor &l
valor  ocupado por el simbolo. E) tiempo cere correspands al contral
y en ese momento se inicid la perfuzidn con  cuabaina. Ls fuerza
dezarrallzda  en &s2 momento e tomd como @l 1004 v tedos los valares
s= expreean en relacidn a este punto, EV efecto méximo se presenta
alrededor de lot 40 minutos con un  incremento de 459,

at 90X de la repolarizacidn se muestran en 1x Tabla IV,
Durants el transcurso de 1os expsrimentos ne evisten cambios ni en el

potencist de reposc ni oen 13 smplitud  total, En presencis de

propraniclol (1 X 10-€ M) Va durscién de laz potencisles tanto  al

50 cemo al P04 de la repolarizacidn sumenta. Eete e: el dnico

grupe en el cusl existen cambios en Tos psrdmetros del potencial de

Loz
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TABLA IV, Efectos de 1z Ousbaina (1 X 10'7M) sobre los potenciales transmem-
brana de Trabéculas Ventriculares,

PR AT DPASD DP[\90
(aV) (mV) (nseg) (mseg)
Control ;78,80 110.83 115.00 170.50
- 1.07 ©2.23 - 6,90 - 4,458
Propranolel ;80.00 110,70 134,20 188.75
- 1.09 - 2.70 - 8.30 - 5.00
Ouabrina
101 ;80,60 112.40 125,00 180.50
- 0.44 - 2.60 - 5.18 - 8.90
20 ;80.30 j09.30 j26.70 383.75 .
< 1.89 - 3.2 -11.03 -13.10
30° 580,25 112.28 126,28 176.25
- 0,98 - 4,12 S11.70 -14,40
40° £80,78 }10.00 j22.50 115,00
- 2,02 - 5,40 - 9.35 -10.70
60" 179,50 110.75 138.10 194.37
- 1,00 - 4,19 -13.00 - 9.95
8O ;79,00 115.60 31.70 193.30
- 1,20 - 5.30 *13.20 -11.77

PR = Potencisl de reposo; AT = Amplitud total; DPA., = Duracitn potencial
de aceibn al 50% de la repolarizacibng DPAgq ~ Durgsmn potencial de accifn
a1 90V de la repolarizacifn. Promedios y errores n» 6.

accién, @n presencia del blogueador bels adrendrgico. A o 10
minutos de haber adminictrado ta cuzbsing estos pardmziras regresan
a los Qalmres control y, permanecen constantes el reasto del tiempo,
Es importante sefialar  que abn cuando a 1os 40 minutos eviste ya un
aumento en el inotropizsmo el potencial de reposo ne cimbia., Esto nos
indics que ta actividad de la bomba de sodic permanece como  en

condiciones control.

£l efecto inotrdpice positive de 1z digitoxigenina se estudid
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Fig 3. DIGITONIGERIMA €1 X (0-€ MY, Ourso temporal del
Hlo = & mit.

efecto inotrdpico d2 12 digitorigenina en presencisz de
Loz  sfmbclos  representasn el valor promedic de 4 sxperimentos con el
srror tipode lamedia, Este dltimo solo se ditwjs 21 2c mayor &l
walor  ocupsdo por 2l sfmbolo. £l tiempo cero corresponde a3l control
y en esk momento e inicid la perfusidn de la digitorigenina.
fuerza desarrollsda en ese momento =2 tomd comn =l 100V ¢ todss o
valores se expresan en relascidn & eze punto, El  =fecto mivime s
presenta alos 20 minutos con un incremento de 457,

-

#
=3
e

en 4 preparaciones. El inicio del efecto inotrdpico positive se
manifestd a los 10 minutos, alcanzando su méximo a Jos 20 minutos,
El efectoméxime de ecta genina fud menor que el de cu glicdsids
siendo de un 454, £ los 45 minutos la fuerza de contraccidn empieza

a diemimuir (fig., 8. En la Tabla VU, se muecstra un resumen de los



TABLA V. Efectos de 1a Digitoxigenins (3 X ]D'(’N) sobre los potenciales trans
menbrans de Trabéculas Ventriculares.

R AT DPAS, UPAg,
(oV) (nV) (oseg) (mseg)
Control ;90,00 J2.92 185,62 209.37
13 2,16 S 7.0 Z6.78
Digitoxigenina
100 392,00 yz.00 164,95 702.50
MENT - 2.40 -10.76 213,36
20 -91.00 12.50 87,50 207.50
"i01 -3 15 Tyl
30° :93.00 14.50 62,50 02.50
12,85 ! 1.62 %9.60 gw,uz
40 -93.50 15.50 60.00 02.50
1328 %z.os %7.19 §6
50 593,12 Nna.37 159.37 395.30
1379 S 2.16 18.58 s
60 $92.50 113.75 46.87 187.50
T 424 S 1.86 - 9.08 - 5.89

PR = Potencial de Teposo; AT < Amplitud total 3 DPA., = Duraci6n potencial
de acci6n sl 50\ de 1a repolarizacibn; DPAy, = purif e potencisl de accibn
a1 S0t de 12 repolarizacibn, Promedios y crrores n = 6.

valaores encontrados en los diferentes pardmetros del  potencial
de accidn. En este grupo fue posible analizar todes los

experimentos. En relacién al potencial de reposc y 1x ampli tud
total, no existen cambios en el transcurso de los experimentos (&0
minutos). En relacidn a la duracién al 507 de la repolarizacidn
se observa que al final del experimento, existe un  pequeiic

scortamiento del potencial de accidn, Eete atortamiento al 204 de

la repotarizacién ec desds los 350 minutes. A1 igual que en los
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grupos-anteriores no e presentan cambios en el potencial de  reposo,
1o cual nos * indica que 12 actividad de’1a bomba es fguat que al

inicio del experimenta.
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Fig. 4. DUABABGENINA (1 X 10-6 M. Curgo temporal de)

efecto inotripico positivo de 1a ouabagenina en presencia de {Klo =
5 mM. Los simbolos representan el valor promedio de 7 experimentos
con el error tipo de Ya media. Este dltimo se dibuja solo si es
mayor al walor ocupado por el simbolo. El tiempo cero corresponde
&l control y en ese momente ee inicid la perfusidn de Ja
ouabagenina, La fuerza desarrollada en ese momento se tomd como el
" 100% y todos 1os valores ce expresan en relacidn a ese punto. El
=fecto miximo se presenta 3 105 40 minutos con un incremento del
.100%. .

Los efectos de )a muzsbagenina se analizaron en 7  experimentss.
En presencia de 5 mM de potasio la ouabsgenina inicia su efecto
inotrépico positivo a los pocee minutos despuds de  administrada.

El inicio del efecto inotrdpico positivo es mucho més répido que
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cuando se ’a_dm'i n:ishtr“al i_a éu}:{.t:vaina’; Con ia,@uabagenina se observa un _
primer incr‘em.e‘nt-:: enr‘la'",-‘F'u:evr‘_‘z‘a_'_;:de\':’c‘:dh_:t.racrcirdn a 1oz 20 minutos.
‘Estees de alriededor dek uﬁ 407 y:rs;é:t‘rla..niié"ne. A_' los 60v minutos la
tensidn aumenta un 404 m:‘is'.;: El xncre«mento méxirf._o es de alredzdor

dé un 100%.  Posteriormerte™ Ta. fuerza  de-contraccidn  empieza

o

disminuir (fig. 4y, Las. pbar_él‘nretros del- potencial de

TABLA V1. Efectos de 1o Ovabagenina (1 X JO'OM] sobre los potenciales trans
membrana de Trabbéculas Ventriculares.

PR AT DPAcy DPAgy
(V) (mV}) {mseg) (mseg) !
Contrel ;74.00 106.00 29 .58 181.25
- 1.19 - 4.57 -10.91 ~13.80
Ouabagenina
5! ;78.30 115.00 17.50 65.00
T 227 28,86 22,10 22,90 :
10 ;77.00 110.60 M JZLOO 171.00 !
- 2,064 - 5.89 -13.20 213.50 :
j
20t 377.20 107..00 j22.10 }72.00
- 3.07 - 7.22 -13.30 -10.73 :
i
!
a0 371.50 106.25 133.75 185,60
- 1,37 - 5.3 -13.96 - 9,60

PR = Potencial de reposo; AT = Amplitud total; DPA * Duracifn potencial
de sccion al 501 de la repolarizaciGn; DPAg, = Durﬁ:o.i(m potencial de
accién al 904 de la repolarizacilin., Promedios y errores n = 6,

accidn sole fuz posible medirlos en & de los 7 experimentos,
Se midieron en los primeros 40 minutos ya que debido al aumento en la

fuerza de contraccidn no fur posible manmtensr &) registro de una



misma cé!u\a'por‘tiémpoa mée prolongados. Los  datos obtenidos se
mbesfﬁan‘ an . Ta Tab}é Ul. En este grupo de experimentos no cambian
los parémetrds' glectrofisiolégicos Veetddiadoa. Aquf también ec
,:importante cefalar qie aﬁn‘ cuands -a los 20 minutes existe Ya un
efecto inotrdpico positive el‘ﬁotencialyﬁe reposo se mantiens como
en condiciones control, lo 'qde:nos muzstra que la actividad de la

ATPasa Na-K es la miema que en condiciones control.

En la Fig, 5, s& muzstran los registros  de dos experimentos
t{picos en los que se administraron digitoxina C(cotumna R) y
digitorigenina (columna BY. HNo se observan cambics importantes en &)

i

potencial de accidn.
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Fig. 3. Comparacidn de. 1as accicnes de la Digitoxina {(columna

- =

AY, con las de su genina (columna BY, en presencia de [Klo = S mM.
El  trazo superior de todos los pdneles corresponds al registroa de la
actividad eléctrica y el inferior, al registro de la actiwvidad

mecérica, Aly BY, corresponden a les registros contral. A2, AZ v
Ad, se abtuvieron & tos 20, 30 v 40 minutos despuéds de iniciada la
perfusidn  de  digitoxina, A les 40 minutos (A4), ce obserwva el

efecto inofrépico miximo. B2, B2 y B4, corresponden & 10, 20 ¢ 30
minutos despuds del  inicio de la digitoxigenina. A los 30 minutos
(Bd) se observa =l sfecte inotrdpico maximo. No se cbservan
cambiios importantes en el potencizl de accidn,

Potasio mtracelular: 14 mM,

Com 2Y chivto de impedir el pegado de los digitélicos y  sus

geninas & la ATPasa Na-K, se utilizd una concentracidn alta de
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cloruro de potasio (14 mM) .
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Fig. 6. DIGITOXINA (1 X 10-7 M). Comparacidn d=l efeclo
inotrépico de la digitoxtina en presencia de [Klo = § mM (cuadrados)
y de [Klo = 14 mM (cruces). Los simbolos representan el wvalor
promedio de 4 experimentos en €l caso de los cuadrados y de 11
experimentos en el caso de 1as cruces, con €l error tipo de la media.
At digual que en las grificas antericres, =1 error sélo se dibuja si
es  mayor al wvalor det efmbolo. El tiempo 0 es el control y
corresponde al 1007, En presencia de [Klo = 1§ mM, la digitoxina
pierde su accidn inctrdpica pozitiva, como se we en la curva de
cruces.

Las accicnes de la Jdigitorina, c= estudiaron en 11 experimentos.
En presencia de [Klee = 16 mM, la digitoxins pilerds <0 accidm
inctrdpica  positiva, En este grupo, la fuerza de contraccidn
empieza a casr a los S minutos del experimento, disminuyendo hasta en
un S0 dezpués de unx hora, En contraste con este grupo, se observa

que  en ‘pr-esencia de [Klo = 5 mM el efecto inotrépico miximo se
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alcanza & los 50-55 minutes.  En “la Tabla VI, se. msestran los

TABLA'VI!., Efectos de Ia Digitoxina (1 X 10'7H) més potasio {1imM) sobre los potencia-

les transmembrana de Frabbculus Ventriculares.

PR AT DPAg, DPAy
(V) {mV) {mseg) {mseg)
Control 86,00 104,44 159.02 205.55
t1.82 <224 270,38 $10.90
Propranolol ;57.50 '74,44 118.75 136.30
nds Potaslo - 1.65 - 2,24 - 8,62 - 7.92
Digitoxina :
TR 256.00 L71.00 100.00 18.75 !
72059 273 I10.59 111,89 i
20 254,37 66.87 L9687 11708
- 3,41 - 3,79 -10.30 ~14.40 [
300 -58.12 74,68 16,40 34.37 :
.87 178 ! 8.46 . : 7.28
601 =57.22 74.72 05,55 26.38 i
.67 22,35 ! 6.129 ! 5.82

i
PR + Potencial de reposo; AT = Anmplitud total; IPA., = Duracién potencisl de accibn i
al 50 dec la repolarizacién; DPAgy = Duracidn poteggim de acci6n al 90% <de la repo-
larizacibn. Promedios y errores n = 9. .

valores encontrados, en 9 experimentos, en  los di ferentes

parémetros del potencial de accidn, Al adminictrar el propranciol
y 18 M de potasio, wemos que &) potencial de rcepeeso  disminuye
importantemente. Esto es debido a que la presencia del petasio alie,
despolariza a 1a fibra. Tzmbién se obsefva que tankta la amplitud

del potencial, asl come la duracidn al 50 y 904 de la
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repolarizacidn  diwminuyen, Cuznde e administra la digitoxina, no
e observan cambios importantes en. ninguno de los parimetros

estudi ados,

.
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Fig. 7. OABAINA (1 X 10-7 M) . Comparacidn del efecto

inotrdpico de la ovabains en presencia de [Klo = 5 mM (cruces y de
Klo = 1§ mM (cuadrados), Log simbolos representan =) valor

promecdio de 6 experimentos en el case de Jas cruces y de 7
experimen tos  en el caso de los cuadrados, con &) srror tipoe de la
media, Al igual que en las gréficas anteriorez el error sélo ce
ditwja =i es mayor alwalor del simbolo. EL tiempo 0 ez &t control y
correspomde at 100M . En presencia de [Kle = 14 mM,1a ocuabaina pierde
v accldn  ipotrdpica positiva como s we en ls curva de los
cuadradns,

En 7 preparaciones perfundidas con [Klo = 15 mM, se& estudiaron
tos  efzctos de 1a ouabaina. En estas condicionzs experimentales el
digi tdl iro pierde sy accidn inoirdpica positiva al igual que en el

grupe en el cual se estudid 1a digitoxina. Los datos obitenidos se



en
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rnuestran en’ ‘d Fxg. SPyy s romparan con los efectos obtenidos con
I}(]o #‘-‘ S mM La ouabax ni en presencia de polazio baje ejerce un
efecto in'otrdpico positivo de alrededor de un 4. En contraste

cuando &) potasic aextrac=lul ar ez alto se observa que la fuerzz de
contraccidn de gsfas preparaciones empisza a disminuir = partir de
tos 10 minutos. Esclara la pérdida del efecto inotrépico positivo
d= la ouabaina, Loz pardme tros del potencial de accidnm €2 rasumen

en la tablas WIIT. En  este grupa s8lo fue posible sequir 3

TABLA VIII, Efectos de ln Guabains (1 X 10-7 M) mfs potasio (16aM) sobre los poten~
ciales transmembrina de Trableulas Ventriculares.

PR AT BeAg o DPAgg :_

(av) {my) (mseg) {mseg) :

i

Control 375,50 109,80 320.00 170.00 ;

- 7.70 - 1.80 - 1.07 - 1.07 :
Propranclol ;53,00 L74.00 L90.a0 106,25
nfis Porasio - 4,20 -~ 5.60 . - 3.50 - 170

OQuabaina

10" ;55.00 L7100 55,00 ~9S.00
11,16 Tozs 2.5 - 2.40

20" $56.00 17.00 §7.50 10500 !

- 2,40 T2 ME T 1.7 !

i
Y :56.00 ‘73.00 92 50 105 00
2,40 4.0t 400 -1.1
40 ;53.5¢0 L73.50 L88.75 106 .28
- 4. T A.90 ' 1.6 - 1.7
o0 ;54,00 JaLte L 88.75 105.00
FAPRETS Yalz 1,76 110,60

PR = Potencial de Teposo; AT = Amplitud total; DPJ\SO * Duracibn porencisl de sccibn al
50¢ & 1a repolarizaecibn; UPAy, = Duracitn potencial de sccifn 2l 90V de Is repolariz
¢i6n, Promedios y erroresn = ..



expenimeﬁtos.” Loé'vainres encontrados en condiciﬁnes control. y en
presencia,vderpﬁopraholo1 fueron iguales. Cuando e¢ afade el potasio
alto; se observa que.el potencizl. de reposo disminuye importantemente
(fﬁSVmU).‘ Esio s debido a que con 2l potasic alto lé célula  se
despolariza . Una wezr estabilizadas Vas preparaciones en estas
condiciones experimentales se afadié  la ouabaina  y  durante el
transcurso de  los esperimentos no se observaron cambios importantes

en los pardmetros del potencial de accidn.
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Fig. 3. DIGITOXIGENIMA €1 X 10-€ 1>, Comparacidn del

efecto inotrépico de la digitoxigenina en presenciz de [Klo = 5 mM
(cuadrados) y de [Klo = 14 mi {(cruces. Los simbolos representan el
valor promedic de & experimentes en el casc de los cuadrados y de 4
experimentos en ) caso de las cruces, con 2] error tipo de 1z media.
El error sdlo se dibuja si =5 mayor al valor del sfmboio. El
tigmpo 0 es el contral. y correzponde al 1004, En contraste con las
figuras 6 vy 7, la digitoxigenina en presencia de [Klo= 14 mM,
mantiene su accidn inctrdpica positiva, como seve en la curva de
las cruces.



La digitoxigening en presencia de [Klo'= 14 mM se estudid en 4

preparaciones., En 13 Fig., 8, -¢e comparan las . acciones de esta

TABLA IX. Efectos de Iz Digitoxigenina (1x10-6M) nfs potasio (16mM) sobre los po-
tentiales transmembrana de Trablculas Ventriculares.

PR AT DPAg) DPag,
(nV) (mV) (nseg) {nseg)
Control £85.00 101.25 153.32 184,37
T 3.83 11076 113,258 113,28
Propranolel -64.20 L719.19 J6.87 122,91
nds Potasio t 68 T 3,67 f10.12 2 6.75
Digitoxigenina
10t ;60,00 80 .00 93,75 112,50 .
T 7.00 0 0 - 1.20 I’
20" $65.00 L78.16 ,91.66 120.83 I
* a6 1204 6.7 - 675
|
30° 362,50 77.50 ,90.62 121,87 |
2353 0 13,20 13 |
40° ;63,33 78.33 89.50 20,83 ¢
2,04 1,02 16,75 ! 6
50* £63.50 ,71.50 ,96.87 108,37
L 2.2 l3ss S 4.40 - 4.4

PR = Potencial de xeposo; AT = Amplitud total; DPA;, = Duracibn potencial de
sccién al 501 de 12 repolavrizacién; PPAgy = Duraci6n potencial de accibn ol-
90% de 1a repolarizaci6n. Tromedics Y erveres o= 4,

genina tanto en condiciones de potasio 5 mM, como en potasic  alto.
El inicio del efacto inotrdpice positivo en presencia de [Klo = 14
mM, e& adelanta un poco con respecto al grupo en &l cual  se utilizad
[Kle = 5 mM Un punto impartante es que- en estas condiciones
experimentales la digitoxigenina mantisne su  efecto inotrdpico

positivo al iqual que en condiciones de potasio 5 mM. El incremento



méximo en la tensidn fpé de un 50%. . Los Qa!ﬁrc—s chtenidos " de  los
distintos parémetros del potencial  de accidn;" se muestran en la
Tabla IXN. Loz promedios con €u epror estandar son de 3 experimentos.
Los datos obtenidos con el propr—anolo‘lz solo -no - ce muestran pues
fusron  iguale: @ oz del controly o ‘Cusndoe e administra el

propranclol mis el potasio alto, sé -ohserva que el polencial de

300 1

250 !

]

m | l/]’"\u

m | T/u/1

—

Fuerza de contraccidn (¥ dzl control)

i x/x""x/l\"_‘x/x\ T.1
- 100 L T/‘T"J.
A
4 . . N
10 2 AN 40 50 40 min.
Fig. 9. - OUARAGENINA (1 % 10-6 M), Comparacidn del efeclo
inotrépico de la ouabagenina en presencia de [Kla= 5 mM (cuadrados)
y de [Rloe = 14 mwM (cruces). Los simbolos representan el walor

promedi o de 7 experimentos en el caso de los cuadrados y de 4
experimentos en el caso de las cruces, con el error tipe de 1a media.
Al igual que en las graficas antericres, el erpor s6lo se dibuja i
es mayor al valor del  sfmbolo. El tiempo 0 es e control y
corregponde  al 1004,  En presencia de [Klo = 14 mM, la ouzbagenina
man tiens su accidn inotrdpica positiva como se wve @an la curva de
las cruces, aungue el efecto =s menor que en presencia de [Klo =5
m.

repaso Jdisminuye importantements, Esto es debido a que la fibra se

despolariza. Durante el transcurso del experimento no se observan
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cambios en los distintos parémetros...

Las acciones de la cuabagenina y potasio alto, =e =studiaron en
¢ preparaciones. Al igual que en la figura anterior, en 13 Fig, ¢
se comparan las acciones de esta genina em presencia de [Klo= 5 mH

con las accionss en [Klo = 16 mM, En contraste core lo oheervado

M
]

TABLA X. Efectos de 1a Quabagenina {1 x 10-6 M) zfs potasioc (16:M) sobre los poten-
: ciales transmembrana de Trabculas Ventriculares.

PR AT DPASO nPAgo

{mV) (mV} (nseg) (mseg)

Control ;77.5¢0 il 144.37 303,12

- 1.00 - 2.76 =17.40 -21.90

Propranclol ;52.00 ,67.5%0 j10.00 145,60

nis Potasio - 1.63 £ 2.3 =14 .60 -15 .80
Cuabagenina

10 ;51.25 ’66.75 14.37 157.50

- 1.44 - 2.88 ~13.30 -15.00

20" ;52.25 '70.75 11.87 }32.50

- 1.9 £ 2.120 -12.30 =13.00

30* c52.75 69.75 12.50 33.75

' 115 2.0 §n.3u %13.20

40° ;54.00 ‘68.00 17.50 !41.66

- 1.22 - 3.53 -11.59 =10.65

50 ;50.50 L69.75 112~50 335.62

- 2.4 < 2.3 -13.30 -15.80

60t ;51.00 ,69.00 j20.00 143.75

t1.40 2.0 10.60 1.3

PR = Potencial de reposo; AT = Amplitud toral; DPASO = Duraciém potencial de -
accibn al 50% de 18 repolarjzacién; DPAg, = Duracibn potencial de accibn Bl -
90% de la repolarizacibn, Promedios y erroresn = 4.

presencia de ouabaina, la ouabagenina en condiciones e potasio @l to
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mantiene sy -accidn. inoirdpica’ -positiva. Eh 'poﬁasiol alte 1a.
cuabagenina inicia su efec t<o inotrdpi‘c.o' alos po:ct-;\; .minutés despudés
‘de administrada y este se mantiene hasta 'a"lﬁededob‘de: los 40 minutos,
Posteriormente la fuerza de contraccién disminuye. EV incremento en
estas condicioness ez de un 30/ con respecto al control. Este
incremento es menror que el obserwado con § mM de= potasio

2eto

el
0

extracelular., Llos parémetros de Tos potenciales de accidn  de
experimentos  z2 resumen an la Tabla X, Estos datos fueron obtenidos
de 4 de los experimenios. En condiciones control y en pressncia de
propranolol, Yoz datos son iguales. Cuzndo ze edministra e) potasio

slto, las fibrae se despolarizan obteniéndose un potencial de reposo

il

mucho menor  (~52 @M, Postericrmente on presencia de la genina, no

se observan cambics =n ningno de Yos parémetros medides.

Estos resultados muestran que Yos glicdsidos: la digitoxina y
la ouabaina, pierden su accién inotrépica positiva en presencia  de
potasio  alto (14 w . En contrastz las geninas: digitoxigenina y
ouabagenina, mantienen su accidn inotrépica en las dos condiciones

experimentales: [Klo= SmM v (Klo = {4 mM.

En 1a Fig. 10, se muestran los registros de dos experimentos en
log que =2 adminited digitoins C(eelumna A) vy digitoxigenina

(columna B) con potacsia alto.

En todos los  experimentos
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Smi KCl
1gmld KCl
30 min.
60 min.
5mM KCI
00 mseq
Fig. 10. Comparacidin de | as acciones de la digitoxinag (columna

A y st genina ¢columnz BY, ep presenciz de [Hlo = 14 mM, Los trazes
superiores corresponden 3l registro de la actividad eléctrica v los
inferiores a la actividad mecénica . Los péneles marcados con 30 v
40 minutos, corresponden & Yog tiempos de administracidn  del
digitdlico y & genina. En presencia de potasio alta, 1s digitoxina
pierde #u accidn inotrdpica positiva, misntras gque, la
digitoxigenina VY2 mantiene,

midieron loc tiempos para el desarrollo de méxima tensidn y  de
relajacidn. En ningune de tos geupos se encontraron diferencias

estadfsticamente significativa.
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acciones tdixicas de la auabaina.

Los experimentos. presentados en esta seccidn, fueron disefiados
con el fin de  poder disecar lo% dos trastornos de la intoxicacién
digitdlica y vatorar la participacidn de la ATPaza Ma-K  en  estos

fandémencs, -

Se¢ efectuaran dos ﬁglﬁ}.'xpo'_'sfjgxﬁ;ep'ifgégi!gi;xl.;‘é_:s.i'depenqiel_‘x'do del “patedn
de estimulacién: 1) Estimulacién contfnua (2 Hz) y 2 Trenes

de estimutacidn.

— e

400 mseg

8Omy

|,

4 s5¢9

Fig. 11, QUABAINA (1 X 10-7 M. Experimento en el cual se
utilizéd estimulacidn continuz a 27329, Loz trazes superieores, en
todas 105 péneles, corresponden &l nivel cero del potencial vy los
inferiores al pobtencial  transmembrana, La calumna A, muestra las
cendicianes contral. £) potencial de repdsc en este2 momento fue de
~88 mV. Los trazes marcados con B, s= obtuwieron 50 minu tos después
de la infusidn d2 cuzbaina. Se observan potenciales de marcapaso
muy clarcs, despolarizacidn & -7 V. v disminucidn importante de
la amplitud del potencial de accidn. '
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Estimularidn contihua.

En un primer subgrupo se estudiaren las acciones de 1a  cuabaina

(n=8)."“Las preparaciones se dejaron estabilizar, por 1o menos una

TABLA X1. Efectos de la Ouabaina {1 x 10-7M) sobre potenciales transmembrana de Fibras
de Purkinje,

PR M DPAg DPAgq av/i
(nV) (nV) (mseg) (nseg) (v/s)
Control <86.40 107.70 142.80 198.05 386.30
RN T 1190 Tl T f2480
Cuabaina .
30° LB4,70 106,30 136.80 190.30 327.10
1180 LT 93 HESEY f30.60
40! 176,50 L9400 ,97.50 175.00 185.00
1 tdao *76.70 116,20 138.40
50 273,50 . 85,25 97.18 62.80 32,50
1.3 1345 ty.z LT 3e50 |
60 .67.50 66.75 98.12 90.62 73.30
2370 14,03 11038 %11.33 tan
701 -70.30 76.30 97.50 180.00 75.00
T 3.8 2.0 o f1s.a 24,40 g0

PR = Potencial de repeso; AT = Anplitud total; PPAg, = Duracibn potencial de accién
al 50% de la repolarizaci6n; DPAy, = Duracién polencial de asccibn al 90% de 1s repo
larizacitn; dV/dt = Velocidad mixima de despolarizeci6én. Promedios y errores n = 8.

hora, despuds de haber logradoe un registro estable. Se  tomaron
registras control v posteriormente se afadié 1a ouabaina. Durante

el transcurso del experimente se  tomaron registros a  diferentes
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tiempos y - ce c-sper;d v el. bt,iempro. neceéa.r‘ié ﬁara ta despolarizacidn
mixima., . En 13 Fig, 11y .se muéstl;a un ejemplo  de un ex‘per-imento.
En estos experimentos .paulatin‘amen’te, durante la adminictracidn de!
digitdlico, 1 a pendiente de la fase custro empleza a modificarse vy,
posteriormente la fibra se despolzriza. Bl tiempo promedio para uns
despelarizacidn menor & -78 ml. Cfue igual e 49.4:1.87 minutos,
Como resultzds de 1a  apapicidn del fendmeno oscilatorio se pusden
cbzervar potenciales de marcapaso muw claros (columna BY Con  este
protecel o de estimutacidn no fué posible  observar la cscilacidn
post-potencd =l completa, También se observa que la amplitud de los
potencixles  disminuye importantemsnte. En todos estoz exper-imentos
ce valerasron los diferentes pardmetros  del  potencial de  accidn:
potencial d= reposo, amplitud total, durscidn =1 S0y 20 de la
repolarizact én v la maxima velocidad de despolarizacidn  (du/dt),
En 1a tabla I, se resumen .los datog. A los 40' minutos de la
administraci én d= 12 ouabzina =1 potencial de reposc empieza a
dieminuir al igual que 1a amplitud total de los potenciales. La
duracidn al S0% de la repolarizacién disminuye asf{ como el du/dt.
Tanto la disminucidn en el potencial de repozo como la disminucidn
en el dV/dt, indican que la bomba de sodic estd parcialmente
inhibida. A partir de este momento la fibra ce sigue decpolarizando
y el resto de 105 pardmetros dieminuyen de manera importante, con

excepcidn e la duracidn al 20% de 1a repolarizacidn,

En 4 preparaciones se estudiaron las acciones de la ouabaina



63

———
400mseg

80mV

—_—
4segq

-

Fig. 12, QUABATHA <13 10-7 M) més VERARAMIL (8.6 X

10-¢ 1, Experimentc en el cuwal s utilizd ectimlacidn
continua & 2/seg. Les trazoz superiores en todos los péneles
corresponden al  nivel cero del potencial v los infericres al

potencial tramemembrina, La wolumnz A, wuestra lag condicionez

controt. El potencial de reposc en este momento fus de -90 mV.  Los
trazos marcados con B, ce obtuvieron 59 minutos decsps de la
administracidn de la combinacidn. En  estas condiciones

experimentales no ¢e precentan cambicos en el potencial diastdlico
maLimo. '

més 'Jérapamil. Al igual que en el subgrupo asntericr las

preparaciones se dejaron estabilizar y, posteriormente se tomaron los
registros  control  (fig. 12, columna A . Inmediatamente despuds se
inicid la perfusidn con 1a combinacidn y se obtuvieron registros
hasta que 1las fibras se dezpolarizaron (columns B . El tiempo para
una despolarizacién menor 3 -76 mV., =n estos  experinentos, dfue
igual a 47.0+2.4 minutos. Ez impertante s=finlar que en estas
condiciones experimentzles no se observaron cambios durante el

potencial  diastdlico, lo que cignifica que ma =s2 presentaron
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oscilaciones poét?potencial,'. © Tanbién es iﬁ.portanfe resaltar. que- el
tielmpo' de  méxima Vdésp«:\lar‘izacit‘;n, 10 se modifica en préséncia del
i : - : )

inhibidor del canal 1anto (verapamil) y, se mantiene como cuando las

TABLA X11. Efettos de 1a Ouabaina (1 x 10~7M) més Verapamil (6.6 x 10 -8 M)} sobre los po-
tenciales transmenbrana de Fibxras de Purkinje.

PR AT DiAgy DPAgq av e
(m\) (mv) (nseg) (rseg) v/s)
Control ;89.28 113.70 344,00 201.78 352,50 .
t1.98 - 2.48 L 6.65 S 7.40 ~12.60 ;
OCuab + Ver. %
300 ;86,83 110,33 n.m 703.33 65,00 '
T2,49 - 319 - 9.08 - 8.93 “17.40 )
400 ;84.20 310.00 %.00 06.00 6125
t o354 1 3.00 <155 13,74 235,93
500 276,60 01,28 19.64 07.50 30.00
T 2.3 l 3,54 %9.20 3 6,90 §15.6!
60° £75.40 91.00 15.00 09 .00 16.70
.17 1 7.40 %9.40 t 8.10 %so.uo
651 $73.70 L87,00 11416 205.80 .. -
T o2.27 119,60 . +9.07 17,70 .-

PR = Potencial de reposo; AT = Amplitud total; DPASD = Duracibn potencial de mecibn al
50 de la repolarizacibni DPAgq » Burat ibn potential de sceibn 21 00% de la repolarizg
cibn; dv/dt = Velocidad mixima de despolarizacibn. Promedios y trrores n = 6.

fibras ¢e perfundieran con cuzbainag  cola. Loe  parinetros  de
toe potenciales ce rezumen en la Tabla XII. A los 50 minutos de
haberse iniciado la perfusidn con ta conbinacidn ce  cheerwva que el

potencial de repnso ez mucho menor que on condiciones control.
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Tanbidn vemas que 12 aﬁplifbd -to{al, a5l come el dusdt  estan
disminuidos. Estos . datos nuévamentékihdican que la bomba de sodic

estd parcizlmente inhibidé} A los 85 minutos el pﬁiencial de. repozo

Ut

e

Ifi

de - 73 @v"y Ta amplitud total de= les potenciales disminuye
Umpoﬁtantemente'(87‘m93,"En'esfeAtiempo no  fud pozible medir sl

dul/dt,

C 85' 100"

i I

S

63my

N_wﬂ

R I FTT]

Fig. 1{3. DUABATHA (1 X 10-7 M>, Exparimento en =l cual se
utilizaron trenes de estimulacidn a 27¢egq. y una duracidn tanto
del tren como del interwalo de 4 seg. Los nimeros marcades  en la
parte superior de cada panel wmuestran diferentes tiempos del
extperimento v a ta derechs s muestra ! wvalor del potencial  de
repose. £l panel marcado con C, musstrz Jas condiciones control e
irmediatzmente despuds ee  inicid 1z administracidn de 1z
orsabaina. A partir de 1se 85 minutos, despugs del tren <ce
nanifiestan claramente las oscilaciones postpotencial. En ocasiones
¢stas alcanzan wuwmbral y dan lugar 2 una actividad autoscstenina.
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Trenes de.estimilacidn,’ . .

Con el aﬁjéto de ‘poder observar c&n prétisidn 2l - tiempo  de
sparicién de las oscilaciones bost—potencial,' s efectuaron los -
‘experimentos con trenes de estimulacidn.  La frecuen;ia’ uti Thzada
fue de 2 Hz. ¥ la duracidn tanté del tren como def interval o, fue

dz 4 segundos.

En los eupsrimentos en los cuzles =ze utilizd cuabzina =ola
7
(n=3 , el tiempo praomedic para la aparicion de la escilacidn fue de
87.2%7.4 minutos (fig, 13). L3 despolarizacidn menor & -74 ml se

presentd 2 los 102.8%2.%7 minutes. Es  importante mencionar que

ton trenes de estimulacidn el tiempo promedio para la
despolarizacidén se prolanga, en comparacidn con los ssperimentos en

los que se utilizd estimulacidn continua.

Cuando <e wtilizd la combinazidn del digitilice y el
verapamil (n=8), &l tiempo de aparicién de las oscilaciones
pest-potencial &2 prolonga  importantemente C(tisppo promedio =
"135.843.21, sin que se modifique e}  tiempo de  la  decpolarizacidn
menor & =24 mV  (tiempo promzdic = 272 4.54). En la figura 14, se

nuestra un 2jemplo.
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Fig. 14.  OUABAIMA €1 X 10-7 M) mde VERAPAMIL (6.4 X

10-8 M, Exprrimento en 21 cual ee utilizsron trenes de

ectimulacidn a 2/¢eq. y una duracidn  tanto del  tren como  del
intervalo de 4 =z=q, Los  pirel 23 marcados  con !, muestran 13
condiciones contrel ., E1 potEncial de reposo {fue da -38 mV. Los

marcados’ con 2 se obtuvieron 90 minutos despuéds de la
administracidn de Va combinacidn, ¢ obzerva una despolarizacidn
de 8 mY, sin cambios en el potencial diastdlico méxima. A los 110
minutos (paneles 3) se observan camtbieos en &) potencial  diastdlico
y & Jaz poces minvtos (no mostraded , se cobservan las oscilaciones
postpotencial,

En la tabla XITI, <& recomen bas resul tados antee descritos. La

prueba estadistica aplicada fue la pruebz de "t" pareada. En estos

a
"
o
Pe
Ia)
[=]
p= )
i)
—

grupos  de  experimenios se compard el grupo con ouzabain

BN
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TABLA X1L1., Parimetros ohiénidus en la intoxicacién digitalica (Ouabaina 1 X 10-7M)

Tiempo (M in} Ticmpo (Min)
Potencial de Oscilaciones
Reposo {7 &MV Postpotencial £ SMV
OUABAINA  (N*8) 49.4 + 1.87
ESTIMULACTON
OUARATNA +
CONTINUA
VERAPAMIL  (N+6) 47.0 + 1.4
OUABAINA  (N=5) 102.6 + 3.9 87,2 + 9.4
TRENES DE
OUABAINA +
ESTIMULACION
VERAPAMIL  (N=6) 97.0 + 6 .66 135.8 + 3,01 *
*PC.Ons
de ousbaina mis werapamil, Loe datos sstadfsticaments

significativos estén marcados con un asterisco,

Inhibidorse de 1a ATPass Na-K, no digitdlicoz,

Para poder  obtenser  evidencia de que los  trastornes en el
automatiamo no son secundarios a uma inhibicién de 1a ATPasa Na-K se
estudiaron  1as acciones de dos inhibidores de la bomba, no

digitéiticos: el &cido etacrfnico y 1a harmal ina.



Al igual que‘en-los experimentos antes descritos, con  estos

compuestos e . efectusron dos grupos experimen tales, dependiendo del

B

patrén de estimulacidn: 1) Estimulacidn continua y 2 Trenes o d

cestimutacidn.

A

!Ii!!!!!!!!!!
400 mseg

b
. i
:

80OmvV

4 seg
Fig. 15. ACIDD ETACRINICO (2.3 ¥ 10-4 M), Evperimento en el
cual se wutilizd estimulacidn continua a 2 Hz. Loe trazos

superiores de todos loe péneles, corresponden  al  nivel cero  del
potencial v los inferiores 21 potencial trangmembrana. La columna @,

muestra las condiciones confral, El potencial de reposc en =ste
momento fue de -85 m\, Loz trazos marcados con B, =e obtuvieron S0
minutos despuds de ta administracidn del  dcido etacrdnico. En

1
estas condxcxoneH experimentales, no se presentan cambios durante el
potencial diastdlico méximo y la fibra se sncuentra francanente
despolarizada., Lax amplitud del potencial estd muy reducida v la
morfologla es triangular.



Acido etacrin}ico ,

Las ‘acciones del dcido e_rtracrini'co,. con eztimulacidn  continua,
se -estudiaron en 4 preparaciones. Una -.:.ez que s& tweo un registro
intracelular estable, las preparacionss <2 dejaron estebilizir un
promedic de 1 hora, Postericrmente se tomaron registres contral v ze

inicia la infusidn del compussto. Se cbluvieron registres cads 10

TABLA X1V, Efectos del Acido Eracrinico (3,3 X 10 - 4 M) sobre los potenciazles transmem
brana de fibras de Purkinje,

PR AT DPAgg DPAy, av/at
(mV) (mV) (nseg) (mseg) (v/s)
Control $86.00 118.75 125.¢2 197.50 .28
11,63 : 2.46 12.50 > 6.70 -31.80 ‘
Ac.Etacrfinico 1
10 ;83,75 116.50 112.50 188,12 15.00 :
.20 D 4,28 16,20 F13.40 f32.70 ;
200 -B2.50 112.50 L,88.12 166.25 790.00 i
.37 - 3.14 1g.80 t14.00 ’16.30
30! 81.00 }13.50 ,69.37 138.12 185.00
1 1.40 1 2.8% 14,00 117,20 123,20
i
40 80,25 109.00 ,55.00 121.25 746,25
12,62 - 5.60 118,30 218,20 129.00
501 76,50 ,97.50 ,40,00 103.75 730.00
22.90 t7.70 119,40 123,60 52,00
60° ;72,70 LB8.70 , 38,30 300,00 121.70
T ta.00 122,70 S33.70 20,10

PR = Potencisl de reposo; AT = Amplitud total; DPAgy = duracibn potencial de accitn al
50y de 1a repolari:acibn; Ur‘A90 = Duracibn potencial de accién al 90V de 18 repolarizg
cibn; dV/dt = Velocidad mixima de despolarizaci6n, Promedios y errores n s 4,

i
|
|

i
H



minutos hasta que se  obsepvd ,Ia méx ima decpola' ""iénlr En
ta figura 15, se muestra un PJtmp\O de estna eVperlnunt as, -Con esta
drogs a partic de Yos 10 minutas e ‘shservi  una dxsmanC1dn eh‘ el

potencial  de reposo, en ls amplitud total del pntﬂncxul 45{L0m0 en

lavelocidad mdvima de despolarizaciu (dU/dt) Esta dxsmlnuc1én
€= progresiva hasts alcanzar un pofencial de Pepoco promedio de -72
atly un SU/dt de 121 U5 g log 40 minutes (Tabls XID . © También =o

ohzerwa que el potencial se wuelue trfangular (Fig. 15 y la
duracidn  al  50% de la repolarizacidn disminuye de manera muy
importante (Tabla XIW. El tiempo promedio para una despalarizacién
manert 3 =74 mY fue de 51.5%3.4 minutos. Es  imporfante <efalar que

con este compuesto no se observan cambios en el potencial diz¢!ico

w

m&ximo, lo que indica que no se presentan las oscil.oiv
postpotencial., El tiempo promedio para una despolarizacid worar &
- 76 oM. es igual qus en los expsrimentos en laos cuales e utilizd

cusbaina sola y ovabaina mds verapsmil (alrededor de 30 minutos),

Con <) protocole de trenes de estimulacidn se estudiaron S
preparaciones. En estos experimentos el  tiempo promedio para una
despolarizacidn menor a -74 mV  fue de= P1.4622.7 minutos y éen
ningdna fibra se sbservaron oscilacionzs postpotencial (fig. 18) .

En contraste, &1 4cido etacrinico aplanz el potencial diaztdlico

mixima, cuxzndo se compara con &l contraol (fig. 18) . Los efectos
del 4cido =tacrinico con este tips de estimulacidn, sobre los

diferentes parimetros del potencial de accidn, son <cimilares a los
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‘Bombz de sadic.
'Harmafinégf‘

: Eljotﬁb inhibidor de ta ATRasa Wa-K, no. digitilico fue 1a
. harmélina.

A B

80mV

L N
[

|
4 seg

Fig. 17. HARMALINA €1 X 10-€ M), Experimente en =1 cualse
utilizd estimulacidn continua a 2/seg. Los trazos superiores, en
todos los péneles, corresponden 3} nivle cers del polancial y los
inferiores al potencial  transmembrana, La columna A muestra las
condiciones control. El potencial de reposo en este momento fue de
-84 mJ. Log trazos marcados con B, se obtuvieron & los 55 minutos
después de iniciada la infuzidn con la harmalina., En ectas
condiciones =uperimentales ne c2 pressntan cambios durante e}
potencial diastdlico méximo, lo que indica que no <e presentaron
las oscilaciones postpolzncial. La fibra se encuentra daspolarizada
(-7& mV.dy ¢l potencial e triangular oy la amplitud totsl estd
disminuida.



Los. efectos. de és‘te, compuesto se estudizron en 3 experimentos
con”estimulacién continta. - Se -temaron registros control, y se
afisdid  1a. harmalina, Se obtuvieron regi stros cada S minutes y se
wal OI"E;!"GFI los diferentes paramztros del potencial de accidn (Tab‘la

R, hasts observar la mixima despolarizaci dn. En estas

TABLA XV. Efcctos de la Harmalina () X 10-4 M) sobre los poterictales transmembrana de -
Fibres de Purkinje.

PR AT DPAL DRy avrdt
(mV) (mV) (mseg) (mser) (V/s)
Control ;85.00 116.53 }22.50 }94.16 330.00
.70 T 13,53 S04 ]
Harmalins
100 ;B5.00 115.67 118.33 195.00 323.33
- 1.41 - 0.40 - 2.70 - 176 -8
150 ;83,66 j13.00 100.00 700,00 53.33
- 1.08 - 1.87 « 3.53 - 353 -26.77
200 ;33.33 109.00 300.00 198,33 343,83
- 1,47 - 2.54 -« 5.30 - 114 . «21.,60
30 ;80.00 100.33 ‘95.00 }10.83 126.66
- 1.4 - 1,08 - 3.53 - 102 -14,71
a0 $78.00 ,93.33 L91.66 70133 106.66
- 0,70 - 2.27 -vS.JO - 1,02 - B.6
50 H 74,50 ‘92.50 !OZ.SU gOl.ZS 90,00
0,70 tha.ss 1383 s 1Te 0

PR « Potencial de reposp; AT = Amplitud total; I)I’Am « puracifn potencial de accibn al
501 de la repolarizacidng DPAgy = Duracibn porencial de accién al POV de 1a repolariza
cibn; d¢/dt = Velocidad mixima de despolarizaci6n. Promedjios y criores n o« 3.

preparaciones el tiempo promedio para una maxima despolarizacidn

fue  igual  a 44.312.5 minutos, En la figura 17, se muestra un
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ejemplo de estos éxperimehtos. Es importahte tefialar que  con este
compuesto no se obeervan cambios en el potencial diastdlice mévima,
1o que indica que no <& presentsron oscilaciones postpotencial  (fig.
17, paneles marcados con BY.  Los datos rezumidoe de los valorez
encontrados en Jes diferentes pardmetros del potencial de  acoidn ce
presentan en la Tabla XITI. En esta tabla wemos que a partir de los
13 minutes de iniciada Vla infusidn de ta harmalinz, la duracidn 3l
S04 de la repolarizzcidn  asf come 1z mhximz welocidad de
repolarizacidn empiezan 2 dizminuir, Ls morfologiz  del
potencial es triangular (fig. 17, pénel supsrior B) Lz disminucidn
en el potencial de reposo se observa a partir de los 20 minutos  asd
como on la amplitud total. Al igual que en el caso del icido
etacrinico  estos pardmetros  siguen disminuyendo durante el
desarrollo del experimento. La disminucidn tan importante en el
potencial de reposo, as{ como en el dU/dt, nos in&ican que la

actividad de la bomba ha disminuido.

Las acciones de la harmalina, con trepes de estimulacidn se
estudiaron en 3 preparazciones. EY tiempc para una despolarizacidn
menor a ~74 mM. se prolonga en comparacidn con los experimentos en
los chales se utilizd estimulacién continua. Este fué de &2:B.B
minutos. En ectas fibrae, al igual que con el &cide etacrinico, la
harmalina produce un aplanamiento en el potencial diastdélico miximo

(Fig. 19) ., Tambidn 2 observa que los potenciales se wuslven

triangulares y existe una despolarizacién importante,
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1
2
3
=]
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<
—
300mseq
Fig. 18. . HARMALIN® (1 X 10-¢8 D). Experiments en el

cuzl se utilizaron tremes de estimulacidn & 2/¢eg. v una duracién
tanto del tren como del intervalo de 94 seg. Los phneles marcado con
1, muestran 1as condiciones control y el potencial d= reposo fué de
-88 mV, Los marcados con 2, se cobtuvieron 325 minutos despugs de
iniciada ta infusidn con la harmalina. GSe observa que ta amplitud
del potencial estd Jdieminuida y la fibra ecté ligeramente
despolarizada. Se obserwa un aplanamiento del potencial diastélico
méximo. A los &5 minutos (pineles 3, 1a fikbra estd francamente
despolarizada, =l potencial &s triangular yexiste un alargamiento al
P04 de la repalarizacidén. No ee  observan oscilaciones
postpotencial.

En la Tabla XUI, <¢e resumen los resul tados en relacidn &l
tiempo de wuna despolarizacidn menor x ~74 mJ. y el tiempo de

aparicidn de Tas oscilaciones postpotencial. En la parte superior
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se muestra e\”grupo de estimulacidn continus, E] tiempo en el cual
se alcanza una despolarizacidn menor & -746 mY., es sinflar en  todos
los . subgrupes - (ouabaina, ouabaina mds verapmmil, 4cido etacrinico
y harmzlina). En el grupo con trenes de estimulacidn se observe qué

el tiempo en el cual ee alcanza una despolarizacidn menor a 74 mY,

ez cimilar enlos tres primeros subgrupos, siends este mayor . que.

TABLA XVI, PARAMETROS OBTEMIDOS ENW LA INTOXICACION D1GI TALY CA Y N
PRESENCIA DE INHIBIDORES DE LA ATPasa Ha-K, K0 DEGITALICHS

TIEMPO (min) 11 EHPE (min)
POTENCIAL DE 05 CILACIONES
REPOSD C76mV POST POTEKCIALS Spv
OUABATNA (HeB) 49,8 ! 1@
ESTIMULACION g0 ‘
YERAPAMIL  (Re5) 41,0 ! 2.40
CONTIRUA ACLDO
ETACRINICO  (Ne4) 51,5 1 340
HARHALINA  (H=3) 48,3 ¥ 2.0
QUABALNA (H-5)  102.6 ! 3.99 9g.2 ! 9.40.
TREHES DE OUABAINA +
VERAPAKIL  (H=6) 97.0 ¥ 6.6 135,86 ¢ 3,21
ESTIMULACION o0
ETACRINICD  (H=5) 91,6 ! 2.70
HARMALINA  {Ne3) 62,0 ! 8.8
“p < 005

cuando se wutilizd estimulacidn  continua, E1 tiempo paraz la
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harmalina _es -menor: .que.en flos,su’b‘grupos antericres, pero mayor Que

cusnde z2 ubilizd eskimulacion continva. En relacidn. al tiempo  de

jo

apuricidn de= las wicilaciones postpotencial, cuande se utitizd I3
combinacidn de 1a ouabaina mds el wverapamil, =acte se prolongd  de
manera  importanie, En contrasts, cuando se utilizaron 1oz Jos

inhibidores de la ATPasa MNa-K no digitdlicos, no se ochser.an

oscilaciones postpotencial.,
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DISCUSION

! PFopﬁgifgz;d? Jesta o otésis Hfue et de eztudiar 13 a
participacién .dz la ATPa%R Ma-K. en: Ly sccidn inotrdpica
PesitiLJa de  dos Qlicdaid}:ﬁ,sﬁ?“lrsu‘; gani nast 1z digitozina, la

ousbaina, 13  digitowigenina .y. 1z ousbageninzy 2) Los fendmenos

arpitmogénicos de la intexicacidn digitdlica.

Ecta zeccidn =sté dividida en doz partes fundamentales: D
Accidn inotrépica de los glicdsidos »  suz geninas; O Acciones
tdxicss de 13 cuabaina. En cedx una de ellas =ze dizcuten los
resultados abtenidos en relacidn & las hipbtezis planteadas: v 2 la

bibliagraffa que exicte actualmente sobre &1 tems.

Accidn  inetrdpica de lems  gliedzideoz v sue  geninas

Loz cuatro compuestos se estudiaron en condicions: de [Klo =S

aM, v los resultados obtenidos .en estos grupos  experimentalec

zirvieron como  controles. 3= utilizzroen dosis que produjeron un
efecto inotrdpico positivae importante v reproducible. Estas ddsis

no fueron =quipoientes. las difsrencizz encontradas en relacidn al
efecto inotrépico positive méximo producide por los  diferentes
glicdsidos y sus geninas zon bien conocidas, ya que han sido

reportadas con anterioridad (Lol tmann p eol. 192D .

grupas  experimenkales  se obserwd que  las  geninas

m
3
0
11l
-+
<
ur



: producen“ sy efecto inotrdpiqd positive. mévims, antes - que  los

§litdéi&qé;f Fztos resultados estin de  acuerdo con los reportados
anteriormente  por . Appel, WVincenzi y Parl (Appel v Vincenzi, 19723
Park'y‘wintenzi, 19755 1976) . Esto: autores postulan que el receptor
ingtrépico setd localizado en un compartimiento membrancso, 2l cual
lag geningg, al ser mis liposolubles que los glicdsidos, tisnen
aocesa por difusidn. Esto explica &1 porqud Yas geninas ejercen su
accidn  inotrépics: positivae més répido. Dutta y col. desde 1948,
propusiercn que 2! receptor  inotrdpico de los glicdsidos podeiz
ser intracelular y que los glicésidos son transportados al interior
de la cdlula por medic de la bombz de sodie, la cual ez iohibids 2
combinarse con el glicdzido (Dutta y colb, 1948z 1948h; 1949
19723 1974) . Park y Uincenzi, encuentran que la accidn inotrdpica

positive de= loz glicésidos &5 dependiente d= 1a temperatura y
fresuencia de estimulacidn, 1o cual apoyx la hipdtesis de entrada
de los glicdsides =z trawvés de un mecanismo activo, postulade por
Dutta y col. <(Par¥ y Vincenzi, 1979 . Para poder aceptar esto, es

necesario considerar qus el sitio de accidn tanto parz los

glicdsidos como pars las geninas, es o1 misma.

En todes los  experimentos se valoraron los  pardmetros  del
potencial de  accidn: patencial de reposc, amplitud total, duracidn
al S0% y 90% de la repolarizacide. En ningunce de los pardmetros
setudiados se encontrazron  diferencias ectadisticzments

significativas.



En los cuatro grupss experimentales no g2 ohservaron cambios en
€] potencizl de reposo dursnte tedo el tiempo de los experimertos
(wer figura 5, Este es un punto importante que reguiere discutirse

amplizments,

El pehencial de reposn, ectd dado fundimentalmente por un
gradiente de concentracidn de potasic y por Yz actividad de ta
bomba de sodio (Sperelakis, 1779). Una inhibicidn de la homba  de

sodie <e menifiesta como una disminucidn en el potencial de reposc,

El  efecto inotrdpico positive de los wuatro compusgtos
estudiados se manifiesta sin que existan cambicz en el potencial de
reposa &5 decir, 1z actividad de 1a bombs se mantiene igual que en
condicicnes control, Eeta falta de correlacidn entre ol efecto
inotrdpice de les glicdeidos v cambios electroficioldgicos va ha
sido dzserita por otros investigadores (Lullmann v Ravéns, 19725 Ten
Eick y ool 1973 . Esto nos muestra que no existe wuna  correlacidn

directa entre efacto inotrdpico pesitivo e inhibicidn de bomba.

Ademis de estos rezultados existe evidenciz biocquimica que
demuestra que no exizie un: correlacidn directs entre Vo inhibicidn

de2 1z ATPass Me-H y el efecto inotrdpico positive de l1ie

-

glicdsidez (Dutts y col. 19274 . Usrios grupos  (Bodfraind y
Ghyeel-Bur ton, 1920 Godfrzind, 1922; Okita, 1749; 12773 Okita v cal,

19735 19743 Rhee v col, 1924), efectuando  estudios en las  que

~
a

corpelecionan =1 efectn inotrdpico de los glicdsidos



52

actividad de 13 bomba de endin, emcusntran que la bomba  continda
inhibida -5 ~pesar de que el sfecto inotrépice ecta eliminzda, Eetos
trabajos postulan que existe upa dizeciacidn entre la inhibicidn de
Va ATPasa Na-K y =l efecto inotrdpico pozitivo, basados en
considerzcionss cingtjcas. Es decir el tienpo medio parzx  obzsrvar
1 efecto inotrdpice pasifivo, en presenciz del glicdsido, =s muy
corto, =n relacidn al tiempo en 2) que s= slimine la inhibicidn de
12 bomba, en ausenciz del glicdsido, el cual ez muy largo. En
terminns gensrales se obeerva que e) sfecto inctrdpico pozitivo ce
presenta 3 loz pocos minutes  deepués  de hiber  administrado el
glicdsido y 12 inhibicidn dessparecs despuds de varias horas,
después de haber quitsdn =1 glicdside. ‘

Por otro lado exizten otros grupos CAkera y cal. 17475 19703

b

19785 Allen y col. i??S; Besch y mol. 19703 Schwartzly col. 19493
1974 1979; 1974; 1782) que apoyan la hipdtesis de que el =fecto
inotrdpica positivo es secundarico a una inhibicidn de ta ATPRasa
Na-K. En general en estos trabajoz se utilizan concentraciones al tas
de glicdsido (mayorss a 1 X 10-?2 M) y se efectian las
absasrvationes sobre achtividad de )z bomba  despuds  ds)
establecimiento de efectos tdwicos. En general se acepta que los
fendmenos  tdxicos son  secundarios & wuna inhibicidn de la ATPasa

Na-K. Este punto c# discutird con detalle en la prdxima  seccidn.

Con =stos primeras resultados, més la evidencia existentsz en la

literatura, se puede afirmze que la inhibicién de la ATPasa no esta



83

directamznte relacionada “con el efecto  inotrdpice de los

gl jcésidos.

Con el propdzito de ampliar 1a evaluacidn de la participacidn
de la ATPasa Na-K en lz accidn inotrdpica de los gl icdsidos  sus

genines == utilizaron concentraciones altas de  potasio C((Klo = 14

Desde hace mihs de 20 afioz ¢z conece &l elecho anliacrfimice
del  potasio en oz trastornos de Yz intosicacidn digitélica (Garh v

sta

i
o

Venturi, 19345 Caprio y Farah, 19247). A particr de
obeervzciones a8 han efectuads un: sarie de 4rabajes en los que so
setudia 12 accidn del potsio sobre Va  caplacidn, por el corsudn,
de glicédsido marcado  (Puitz vy Marks, 19423 Prindle vy col. 1‘9?1)
asl como sobre la umidn & la ATPasa Na-K  aizlada (Aksra y col,
1974 1979 . En todos estoz trabzjos se demuestra que con
concentracionzs crecienter de potf:eio, tanto 1= osptura por &)
corazén como la  unién del glicésido a 1a ATPasa, disminuyen de
manery impor tante, Esto tambidn == ha observade parz las geninas
(Atera y col 1979) .

La ATPass Ma-K es unz protefna localizada en la membrana
celuler; v ez 1z responsable del transpartes e tive :del Nz y 21 K,
Tante el tranzporte como la zctividad de 1z ATPasz incluwen un ciclae
de  fosforilacidén vy dasfosforilacidn. Se eabe que la actividad de

estz enzima depends de las concentracionss intracziulares de sodio,



de magnezin y niveles de QTP rAVern y Brud/, 1°87)._ Tambzén 1n4luye
sobre' §ta Ctl”ldad rl thAS]ﬁ ext 3lu1¢r (VAFI! h y col, . 19873,
Al pirecer &l mecanismo m~dtante el cual nl pat 10 impide ta-unidn
el glicdside ala enzxma, es por que tanto 2l potasio come los
glicdsidos se upen, por 1z superfi'ciefxterna; a un mismo eztado
-fostforilado de s enzima.r Al existir‘un exceéa de potasio, por ley
de masas este ocupa o1 sstado fosforilado de 13 enzima, impidiendo de
esta forma la unidn del glicdside a la ATPaza (Harlish y col.
1972, €1 sitic de unidn pzra el potasio ez difsrents a2l s

224) . Tambidn <e =zbe que el petasio alto

—

glicdeidn  fHansen,
impi de el pegads de laz geninae & 1a ATPaza Ma-K (Hest v col,

1997,

En base a sstoz datos, en este trabajo, e utilizd potasic
alt para  impedir Ya unidn de los glicdsidos v sus geninas & la

ATPzcsa Ma-K,

En los experimentoz en Jos que s utilizaren los  glicdsidesg
digitoxina y ouwabsina, no se ohservd efecto inotrdpico positivos en
contraste cuando se ytilizaron ltas geninas: digitorigenina

cuwabagenina el efectn inotrdpico percistid,

Para Va interpretzcidn de los resultados obtenide:r en esta
primera  seccidn =2 considerarcn  los  siguientes  hechos: 1) Las
geninas con mic liposolubles que los glicdeidos vy pueden  atravesar

13 nmembrans por  difusidn (Park y VUincenzi, 1978 . 2) Tanto Jos



)
n

glicd%idos—cbmq sus genfnééinacfﬁanA'sobre “Uncomisme” receptor para
ejercer eu - accidn indfrdpica  pdéitiva. 3 En base a los datos
reportados en la litaratura, anfég mercionades, cun el Eotasio a1to
g2 impidid 1a unién, tsnte del glicédside como de zu genina 3 la
ATPags Ma-K (AWera v zol. 19745 1972; Wiest v cal. 1977, 3i la
ATPazs  Na-K  fuera el receptor para 1z sccidn inntrdpica positiva,
como postulan warioz grupos (Schuwsrtz v col. 1¥22;  Grupp » col
1985 &l impedir 1z unidn del glicdeido y Ta genina = esta enzims,
deberfa de haberse eliminado &l efecto inotrdpico de  ambos
compuastos, lo cual no suceds. Las geninas mantienen su accidn

inotrdpica positiva adn en prezencia de [KIo = a4 mM.

Los resultados obtenide: apoyan 13 hipdtecsis propuests por
Dutta y col. Eetos autores proponen que el receptor para el
efecto inotrdpica positive e intracelular y qus los glicdsidos
son transportados al interior de ta célula por un mecanisme activo,
propeniéndose a la ATPasa Na-K como &1 transportador (Dutta v col.
176823 1969 . Al impedirse la unidn del glicdsido a la ATPasa
Na-K, este no puede ser transportado al interiaor de 1a célula y no
tiens accesn a su receptor intracelular, las geninas en cambio entran

por difusidn pudiendo ejercer sy accidn inotrdpica positiva,

En ralacién ] mecanismo de  entrada de los glicdsidas,
ultimamente se ha propuesto que este e & través de endocitosis
mediada por receptor (Nufez, 1939, Este mecaniemo puede explicar la

inhibicidn transitoria de la ATPasa Na-K y: que se propone a la



En los‘experimentos en \oércuaieg sekestudid ia accidn  de 13
ouabagenina en pf gsencia. de [Klo =158 mM, se obzervd que 21 efscto
inotrdpice misime, s menor que on condicion2s de [Hlo = § mM.
Esta dieminucidn en el efecto inotrépico de la ouabagening en
presencia de potacio z2lto puede explicarse en base a los resultados
reportados por Miedergerke (Niedergerke, 1954 en los cuales ze
cheerva que =) potasio alto dizminuve la contraccidn disminupends 1a
liberacidn de calcin del retfcule. Como se menciond al inicio de
esta ssccidn las ddsis de glicdsido v geninz no son  =quipotentss vy
esto puedes explicar la disminucién en =t sfecto inotrdpico positive
de la ousbagenina en [Klo = 14 mM., Lz cuazbageninz es un  compuesto
con &1 cual <=2 obtienen efectos muy wvariables vy es diffcil
determinar la ddsis dptima parz =1 efecto inotrdpico positive
(Kabeta vy Pasteln, comunicacidn personsl). Este factor puede

estar influyendo sobre los resultadoe obtenidos con potasio alto,

lﬂ

La pregunta gue queda por resolver es en cual de los organelo
intracelulares estd &1 receptor. Recientemente lesenberg publicéd wun
trabajo en el cual postula que Tos glicdsidos pueden 2star actuando,
facilitando Ta liberscidn de c2lcio  activador del retfculo
sarcopldsmico (Izenberg, 19724) . Esta propuesta esté de acuerde con
Tos trabsjos en loz cuales se sncuentra  glicdeido marczda unido &
fracciones microsomsles (Smith y  Fozzard, 194635 Conrad y Banter,

1264; Fozzard v Smith, 1949 Dutta v cal.  {2462a; Kim v rol. 1972y .

¢
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Con 1oz resultades presentsdos en ssta primers parte, mde 1a
_evidentié~existonte en 1a Viterztura, se puede zfirmar que 1a ATPass
no ests directamente relacionada con =l efects inotrdpico posi tivo
de 1oz glicdsidos v sus geninas. Ls ATPasa puede =star  actuande

como receptor para =21 trancportzs de los glicdsido

P}

~2
o

L
=
il
e

impedir su pegado a la ATPasa Na-K con potasio alto, ectos pierdsn sy

efedto inotrdpico positivo.

Accicnes tdwicas de 1z cyabaina,

L intoxicacidn Jdigitdlica =e manifiesta como arritmias

kY

cardfacas, secundarias = trastornos en el zutomatismo y trastornos
en  excitabilidad y «conduccidn  intraventricutar (Moe y Méndez,
1

1750 .

En V& actualidad existe evidencia de qus 1oz trastornos en el
sutomatiemo son secundarics s un fendmeno oscilatorio denominado
sciiacione; post-potencizl o despolarizaciopes transitoriae (Ferrier
y col. 1973ay Ferrier y Moz, 1973b; Ferrier, 1977; 17203 VUidal y
col. 1781 . Un  hecho que 1lams mucho la atencidn es que este
fendmano  oscilatoric no es  exclusiva de la intoricacidn
digit&lice, ys qua ha sido descrito en diferentes condiciones
aperimentales, todas ellas relacionadss con una sobrecarga
intracelular de calcio (Ferrier y Moz, 19733 Katzung v col. 19493

Lin ¥ Vassalle, 17233 Vassalle, 19849, Los trastornos en



as

aucitabilidad -y - conduccidn inir—a\:rent.ricu!ar, son g2cundarios a una
despvc'bl'ax;irzacid'n importante. Ern”el tcééor de los digitaticos tanto
loc trastornos en el automatismo cono los traztornos de 1a
excitabilidad y conduccidn se atribuyen = wuna inhibicidn de 1z

ATPaca Ma-K (Ten Eick y col. 1978; Schuartz y 2ol 17824 Antman v

Smith, 1985; Fozzard y Sheets, 1925; Grupp vy col. 1285) .

En esta seccidn se discuten les resultados cbtenidos &n
relacidn & las efectas tdnicoe de le ouabzina 0la v en presencia
de un inhibidor del canal lento (veraganil), Tambidn s& diccuten
los efectos de dos inhibidores de 1a ATPa=a Na-Hy, no digitdlicos:

2! dcido etacrinico v la harmalina.

Loz efectos tdwicos de Yoo digitdlices sobre el potencial de
accidn de  fibras de Purkinje son una disminucidn importante tanto
de! potencial e reposo come oO9 ls welocidad mdximas  de
despolarizacidn o dW/dt (Massalle yp col. 19427 Kassebaum, 1943),
También se obzervs un acortsmiznto impartanté a1 S0y 04 de la
Vr\epcdarizacif-n (Cranefizld vy Hoffmin, 1958; Hoffman y Singer, 19443
Hoffman, 198%; Rosen y col.  1975; Miura y  Rosen, 1978} Foxzard ¢
Sheets, 1983, Loz datos slzetrofisioligicas obtenideos en 21 grupe
de estimulacidn contfnua, con ocuabainag sola vy la combinacidn
Couabaina mds werapamil), concverdwn con los reportados

obesrwd gue el potencial de

id

anteriorments. En ectos  grupos S
reposo, la duracidn al S0 y ?0Y d= lz repolarizacidn v la welocidad

mixima de despolarizacidn (dU/dh) disminuysn, de manera impartante,
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40 'y S0 minutns respectivamente, despuds. de! inicio de la perfusidn

con ouwabaina y ouabains miz verapamil.

Todos =:tos cambios son  secundarios & una inhibicidn de 1a
ATPasa Ha—K, La presencia de una inhibicidn de 1a bomba de =odio
produce wna acumulacidn de <codio intracelular y wna pérdida de
potasio (Lee v Flaug, 1971 . Esto ditimo ocasiona que el potasio
ertracelular aumente provocands que ba célula se despolarice. Por
otra lzde 2¢ bhien conocido que un sumanto en el potasio extracelular
provoca un awmentoe en la conduchtzncia a2l patsziao fHeble, 1970),
ocasionandn  gque la welocidad de repolarizacién ze  incremente
(disminucidn en la duracién del potencisl de  sccidn).

El tiempo en el cual las fibras alcanzaron una despolarizacidn.

menor 2-75 ) fud de 4%9.4%1.27 minutos para el grupo de ouzbaina
cata, y de 47.0%£2.4 minutos para el grupo en el cual se estudid ta
combinacidn. El  tiempo ez &) misme en 1o¢ dos  grupos. La

diferenciz  encontrada entre estos dos gruopos fud que en presencia de

1

ousbaina zola se observd un cambie importante en la pendiente de la
fage 4, secundario & la aparicidn de oscilaciones post-potencial, en
cambia con la combinazidn no se abservaron cambics en el potencial
diastdhlico méximo, 1o cuwal indica que no =& presentaron las

oscilaciones post-potencial.

En vista de que con el protocolo de estimulacidn  continua no

fue posible walorar el tiempe de  aparicidn d2 las oscilaciones
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post-potencial, se efectuaron dos grupos de éxperimentos con  trenes
de estimulacidn, Con este protocolo experiental si fué posible
wvalorar con exectitud el tiempo de aparicidn de ‘las oscilacicnes

post-potencial vy el tiempo de mixima  despolarizacidn.

En el grupo en ¢l cual se estudid la ouabaina sola, se observd
que el tiempo promedic psra 3 aparicién de laz  oscilaciones
post-potencial fué de 97.249.4 minutos, EL  tiempo pzrz  unz
despalarizacidén menor & -74 b se prolongd  importantemsnis  en
relacidn al grups  =2n 2l cual g otilizd estimulacidn  contfnua.
Es bien conocido que 1y accidn de los digitdlices es altamente
dependiente de temperaturs p  frecuencia  (Park y Uincenzi, 1979).
Debido al protorolo de estimulacién la frecuencia es mucho menor en
aste grupo v, esto explica porquéd el efecto de  inhibicidn de la

bomba se presente més tards.

En el grupo en =1 cuwal se .estudiaron las accionss de 1la
combinacidn, se observé que <! tiempo de aparicién de las
oscilaciones post-potencial se retarda, de mansra importante en
relacidén al grupo en &) cual ee¢ estudid la ouabaina sola. EI
tiempo en el cual Yas fibras se despolarizaron fué similar al  del
grupn  de ouabaina sola. Lo efectos del wverapamil  sobre las
oscilaciones' posi-potencial secundarias a la administracidén de
ouabaina ya han cido descritos por ctros autores (Rosen v col, 1774;
Rosen y Danilo, 19800, Rosen y cal. encusntran que las oscilaciones

posi~potencial desaparecen en presencia del inhibidor del canal lento
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mientras que “nosotros: uemas~Lun—retnasor{mportante en et-tiempo de

aparicion, La concentracidn de venapam1l que'”utiliian ‘estos

dutores es dn 20X 10 € M ddsxs mucho mayor que ]d Ufllllada en

este trabajo (6.6 bd 10' 73,‘H)37 k Ecte hecho eypllra el purqué

ellos eliminan 1las oscilaciones post-potenclal ¥y nogotros. no.
El mecanismo por el cual suceds un retraso en 1z aparicidn  de

tas oscilacionss post-potencial en presencia del inhibidor del canal

I werapamil &l bloquear ta

311

lento puede cer debido a: 1} Rue

corriente de entrads de caslcio, haga que se retrase la sabrecarga

intracelular de estz idn v por 1o tanto VYa oscilacidn aparezca
tardiamente; 2Y Que el inhibidor bloguee directimente 1z corriente
de entrada responssble de la cescilacidn. Con  los resul bados

obtenidos en este trabsjo, no ez posible szaber cual de los dos
mecanismes es &l responszble del relrase 2n la aparicidn de las

nscilaciones post-potencial,

Se hz propuzsto que las oscilaciones post-potencial  son
cecundariszs & una zobracarga intracelular de calcio. (Ferrier y Moe,
1973b;  Katzung v col. 12693 Lin v Vazsalle, 19335 Yazsalls, 1984).
Eeta sobrecargs intracslulsr de calcic hs  cido swplicada por el
efecto  inhibitorio de 1as digitdlicos sabre la ATPasa Ma-K. Lo que
e propone ec que la  inhibicidén de la hombz: de sodie dd¢ coms
consecuencia una acumulacidn de cadic intracelutar, la cual a su vez

provoca una aumento en el calcio libre intracelular. Este incremento

en el calcio intracelular ez cecundaric 2 una alteracidn en el



' {uHcioﬁamientd del inter- ambiader Ha/Cé (saca ?Od?Q Yy mefe calciod v,
4. una’ liberacidn de calcio del.retfculg sarcoplésmico y de otros
almacenes intracelulares. Este incremento en el ﬁalcio intracetular
diepara wuna corriente de entrads transitoria que se piensa 23 debida

fundamentalments z jones de sodic. Se propone que esta corrientes &3

la causa principal de Yas oscilaciones post-potencial (Hass y col
1978a; Lederer y Teisn, 19743 Rosen, (7689, EV werapamil, puede
estar  evitsndo Vs zobrecargs  intracslolap de caloio blogueznda 1a
corrients lenta de entrada o tambidn blogueando 1a  corriente de

sodio propuesta antzriomente,

La  sobrecarga  intracelulzr de calcio pueds  también  cer
debida =2 una Tiber:cidn importante de calcio de almacenes
intracelulares cecundaria a la estimulacidn del receptor inotrdépico

positive de los digitilicos.

Con los datoc obtenidos con ouabaina v ocuabaina mds wverapamil,
no es positle diferenciar o valorar la participacién de 1: ATPasa
Na-K en el fendmene oscilatorio. S puede pensar que los mecanismos
responsables son diferentes: uno para los trastornos en automatismo
y otre para los trastornos en conduccidn y excitabilidad, ya que uno
(oscilaciones postupotenciaI; == afecta con el inhikidor del canal
lento y el atro no (deepolarizacidn secundaria a uma inhibicion de
la ATPasa MNa-Kd, La pregunta que queda abierta, es la siguignte:
Realmente son mecanizmes diferentes o sdlo g estd impidiendo o

retrasando la sobrecarga de calcin? Para responder a esta pregunta



se efectuaron otra serie . de

ATPasa MNa-K, . no digitdlicos: . e

Inhibidores de la ATPzsa Na—K.‘ﬁo dioitéjjcnsl

81 como ha sido propussio la inhibicidén de la ATPasa Ma-K, es
ta responsable  de los trastornos de la intoxicacidn digitéilics (Ten
Eick v col. 1973; Schuwartr y col. 1982; Fozzard y Shzete, 1735;
Grupp v cal. 1985, stilizandes inhibidores de la ATPazs Ne~H, no
digitélicos, tendrfamos que obhzervar tankto loz  trastornos  en
aytomatiemo como los trazternos en excitabilidad v conduccidm.  Pars

paczr  comprabar ssto, e estudiaron Yzs accionss  del dcido

etacrinico ¥ 82 la harmalina.

Existen una zerie de trabajos en los cuales se ectudia 1a
accidn del dcido etacrfnice sobre 1a actiwvidad de 1z ATPasa Na-K.
En  todos ellos e2 encusntra que ecta substancia produce  una
inhibicidn de esta enzima C(Duggan y Moll, 1945; Mechay y col. 1767;
Gibson ¥ Harris, 1770). En los experimentos  con estimulacidn
continus  <e observd que = partir de los 20 minutos de

administracidn de) 4cide stacrinico e potencial de reposc empisza
a disminuir asf como, la duracidn al 850 y 204 d= la
repolarizzcidn. Tambfen ze obzervd unz disminucidn  importante de

la wslocidad mdxime de despolarizacidn o dW/dt, Lz morfologfa de

sencia de egzte compuesto ez triangular, Todos

4]

los potenciales &n pr

eetos cambics  son zecundsrics & ouna inhibicidn de s ATPaza Ma-K,
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como s= dizcutid en pirrafos antericresz. Er presenciz del  Acido
gtacrinicn no s oheervaron cambine an & pendiente de & faze 9, 1o

cual indica que no

Lz harmalina &< un compuesto oque inhibe 13 ATPaza Na-K
(Canessa vy col. 19733 Sepulveda p Robinson, 1274 Rabinszon, {975;
Samarzijs v cal. 1877y A1 igual que con el dcido etacrfnico, con
la harmzlina s observd una dizminucidn del potencizl de reposo, de
ta duracidn al S0y 90 de Vi repalarizacidn y de Iz welocidad
maxima de despolarizacidn o dM/dt, Unz irhibicidén de 13 ATPzsa
Na~K da como rezultzdo los cambios mencianadas snteriormente.  En
zste grupo no e observiran cemhios en 12 pendients de la faze 4, la
que indica &l igual gque con el Acido etacrfnico, que no sE

presentaron oscilacicnes pozt-potencial.

En estos dos subgrupes el tiempoe para una despolarizacidn menor
a=-76 mMJ, es similar 21 qua se ohtyvo =n 1os subgrupos con ouskains
sela y con la sombinacidn (ausbiine més wverapamil), Ezto indica
que las désiz utilizads zon equipotentes en cuants & 1z inhibicidn

de la ATPzza Na-K,

Con ectoe dos compusst

el dcido =stacrfnico » T2 harmalina,

tambign se efectuaron experimentos con trenss de estimutacidn. E)
tiempz en o} cux! se obtiene una despolarizacidn ‘menor & 74 mV. se
retarda en comparacién  con Yos subgrupos de estimulacidn continua.

Ecto puedes interpretarse como qgue la inhibicidn de 1a ATPasa Na-K



por- estaz substanciss también we dependiente de frecuencia, Mo

exitten datos previss sobre szte punto,

Un punta muy importants es que con los inhibidors: g 1a ATFasa
Ma-K, ro digitilicos (icido etacrfnico y harmalins) utilizadas en

este trabzjo, no se observaron oscilacionss post-potencial,

Lo resultado: de esla sequnda seccidn demuestran clarsments

-

que  los  Afendmencs  arritmogénicos de la  intowicacidn digitalica

tx afirmacidn esté

]

gon independientes. £

17 EY cur=o lemporal de las oscilacionss post-potencisl
afectade  imporkantemente en presencia del inhibidor de2l canal tento,

sin que se modifique el tiempo de apzricidn de Ya despolsrizacidn.

o)

i estos fendmenos  fuerzn  secundaric: & 1a Dcupaciﬁn de un mismo
receptor, deberﬁn habar sido afectados de Ya misms  forma. 2) En
presencia  de  los inhibidores de la ATPzza Na~-K (dcido etacrinico y
harmalinad , no =2 observan oscilacidnes post-polencial, 3 E!
4cido stzerlnico v la harmaline producen wna  despolarizacidn

importante d= las fibr cundariz % una inhibicidén de 1a bomba de

sadio. 51  =stos dos fendmenoz arritmogdnicos fueran secundarios a

una  inhibicidn de Nz Na-H, en prezencia del dcide

stacrinico { como de 1s harmalina  deberfzn  de  haberge

manifectsdo ademis de 13 despolarizacidn laz oscilaciones

pogt-potercizal, lo cuzl no zuceds,

A
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