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EFECTO DEL HALOTANO SOBRE LA FUERZA DE CONTRACCION Y
POTENCIAL DE ACCION DEL MUSCULO PAPILAR DE CONE]JO

|
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RESUMEN

Existen publicados una serie de estudios en donde se muestra que el halotano, agente anestésico ampliamente utilizado, posee un
efecto inotrépico negativo muy importante. Sin embargo, los resultados piblicados hasta el momento no son concluyentes sobre el mecanis-
mo mediante el cual este agente ejerce sus efectos en el corazén, por lo que se decidi6 estudiar el efecto del halotano sobre la fuerza de
contraccién y potencial de accién del misculo ventricular. Los experimentos se realizaron en misculos papilares de conejo colocados en
una cimara de tejidos aislados, y fueron perfundidos con Tyrode y con concentraciones crecientes de halotano. Los registros de la activi-
dad eléctrica (potencial de accién) se obtuvieron con la técnica convencional de microeléctrodos intracelulares y los de la actividad meca-
nica (fuerza de contraccién) con un transductor de tensién isométrica. Los resultados mostraron que el halotano produce una marcada de-
presién de la contractilidad, un aumento en el tiempo de relajacién y una disminucién en la duracién del potencial de accién a expensas
de la meseta, lo que ocasiona que el potencial de accién se triangulice. Estos resultados son concordantes con que el halotano provoca una
disminucién en la corriente lenta de calcio, pero también sugieren una alteracién en el manejo intracelular del calcio, lo que se evidencia

por el aumento en el tiempo de relajacién y tiempo de latencia, siendo estos factores los responsables del efecto inotrépico negativo de este
agente anestésico.
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SUMMARY

There is a series of studies published, where it is shown that the halothane, an anesthetic agent, broadly used, possesses a very
important negative inotropic effect. However, results published to date, are not in agreement on the mechanism by which this agent
affects the heart. Therefore a decision was taken to study the effect of the halothane on the contraction force and action potential of the
ventricular muscle. Experiments were made on rabbit papillary muscles placed in a isolated tissue chamber, and were perfused with tyrode
and with increased concentrations of halothane. Registers of electrical activity (action potential) were obtained with conventional technic
of intracellular microelectrodes and mechanic activity (contraction force) with a transducer of isometric force. Results show that halotha-
ne produces a notorious depression of the contractility, an increase in the time of relaxation and a decrease in the time of action potential
duration. These results are in accordance in that halothane causes a decrease in the calcium slow inward current, but also suggests an alte-
ration in the calcium intracellular movement, that it is made evident by the increase of relaxation time, being these factors responsible of
the negative inotropic effect of this anesthetic agent.
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1 empleo de agentes anestésicos volatiles en la ciru-
a de pacientes cardi6patas o en estado critico,

debe comprender una serie de consideraciones funda-
mentales, entre las que se encuentran los efectos que so-
bre el misculo cardiaco tienen estas drogas. Una prime-
ra consideracién estaria dada por sus acciones sobre la
fuerza de contraccién que se reflejaria en el estado ino-
tropico del corazén y una segunda consideracién seria
la del efecto de esta droga sobre el potencial de accién
lo que se refleja en cambios de la actividad eléctrica de
la fibra miocardica y en arritmias cardiacas." ?

Es bien sabido que los agentes halogenados como el
enfluorano, el isofluorano y el halotano provocan una
depresién de la contractilidad miocardica.>¢ Sin embar-
go el mecanismo mediante el cual se produce esta de-
presion miocdrdica, es motivo de grandes controversias.
Se ha observado que el halotano, dependiendo de su
concentracién, es capaz de afectar todas las etapas invo-
lucradas en el mecanismo de acople excitacién-contrac-
cion.” En un estudio realizado con el objeto de indagar
el efecto del halotano sobre la disponibilidad de calcio
activador para la contraccién miocardica,® realizado en
misculos papilares de conejo, bajo diferentes protocolos
de estimulacién para poner de manifiesto las diferentes
fuentes de calcio activador necesarias para la produc-
cion de la contracci6bn miocirdica, se observdé que la
contracciébn en estado estable, dependiente principal-
mente del influjo trans-sarcolemal de calcio, se encontra-
ba deprimida, pero lo mismo ocurria con las contrac-
ciones en estado potenciado, dependientes principal-
mente del calcio liberado por el reticulo sarcopldsmico.
Estos autores concluyeron que los resultados sugerian
que el efecto inotropico negativo del halotano estaba
mediado por una combinacién de efectos cuantitativa-
mente similares sobre las fuentes de calcio trans-sarcole-
mal e intracelular. El mecanismo mediante el cual esta
depresién se produce parece estar mediado por una in-
hibiciéon de los canales de calcio del sarcolema. Esto se
sabe por una serie de trabajos realizados con muy diver-
sas técnicas de estudio,® '° en los que se encuentra que
la mayoria de estos compuestos tienen acciones muy si-
milares a las observadas con el empleo de antagonistas
del canal lento del calcio del tipo del verapamil, diltia-
cem y nifedipina, como son: una disminucién en la fre-
cuencia cardiaca, un retardo en la conduccién auriculo-
ventricular, un descenso importante en la presién arte-
rial, etc. Se encontré por ejemplo® que el halotano pro-
longa el tiempo de conduccién auriculo-ventricular en
19.5 ms, en perros instrumentados cronicamente, y que el
verapamil mas halotano ocasiona una proiongacién de
24 ms. Esta prolongacion en el tiempo de conduccién
auriculo ventricular, se produce debido a un retardo en
la conduccién del nodo A-V, ya que el potencial de ac-
cién generado en este nodo, depende principalmente de
la entrada de calcio a la ctlula durante la fase cero del
potencial de accién.!" ' En contraposicién a esto se ob-
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servé que el halotano no deprime la conduccién infra-
nodal en forma significativa, asociado este evento a la
falta de acci6n del halotano sobre los canales rapidos de
sodio.® Todos estos efectos son dependientes de la dosis.

El halotano sin embargo posee una serie de caracte-
risticas que no son comunes a los otros agentes haloge-
nados y es que es capaz de provocar una depresién de la
contractilidad a dosis en las que aparentemente no exis-
te un bloqueo de los canales lentos.!® En este estudio, se
puso de manifiesto que el halotano deprime la corriente
lenta de entrada, sin embargo, los autores para llegar a
esta conclusién tuvieron que realizar sus experimentos
en condiciones no fisiolégicas. Para poder cuantificar el
efecto del halotano sobre los potenciales lentos, depen-
dientes de la entrada de calcio, tuvieron que colocar los
misculos papilares de cobayo en un bafio de perfusién
que contenia una concentracién muy elevada de potasio
(26 mM), siendo la fisiolégica una concentracién de
3.8 a 5.4 mM, esto provocd que la célula no fuera exci-
table, por lo que emplearon para tal fin, drogas que
producian una mayor excitabilidad, como son el isopro-
terenol y la teofilina. A pesar de esto es un estudio lle-
vado a cabo con una metodologia muy rigurosa y se
puede sacar provecho de él, ya que demuestra que el
halotano a concentraciones menores de 1%, no afecta
la corriente lenta de calcio. Algo también interesante,
se deriva del hecho que el halotano no afecta la ampli-
tud ni la duracién del potencial de accién, generado en
concentraciones fisiolégicas de potasio, cuando se utili-
zan concentraciones de halotano menores del 3%, y
concluyen que al no existir una reduccién significativa
de la duracién del potencial de accién a estas dosis, y al
no verse afectada la velocidad méaxima de ascenso de
este potencial (Vmax), nos indica que el halotano no
deprime la corriente rapida de sodio.

Otro mecanismo de depresién miocardica fue descri-
to por Merin y Kumazawa,'* quienes encontraron que el
halotano era capaz de inhibir a la ATPasa de la miosi-
na,sin embargo esta capacidad inhibitoria sélo se mani-
fiesta a concentraciones muy altas de halotano que no
se utilizan clinicamente. A este respecto, Brodkin et
al,'* demostraron una depresién de la actividad de la
ATPasa de la miosina en suspensiones de miofibrillas
cardiacas de rata, al utilizar concentraciones de halota-
no por arriba de 20 a 100 mM. Ellos observaron una
disminucién del 45% en la actividad de la enzima utili-
zando una concentracion de 40 mM. Hay que hacer no-
tar, que una concentracién de halotano del 1%, en
equilibrio, produce una concentracién en la fase liquida
de aproximadamente sélo 0.4 mM, por lo que la con-
centraci6n de 40 mM, es dos 6rdenes de magnitud
mayor que la utilizada clinicamente.

Otros autores'®!® han postulado que, dada la gran

liposolubilidad de estas drogas, el efecto ademas del que
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se puede producir a nivel del sarcolema, podria tam-
bién explicarse por acciones a nivel de los organelos ce-
lulares. Una de las propuestas,?® es que el halotano
pudiera interferir con los procesos de liberacion y recap-
tura de calcio a nivel del reticulo sarcoplasmico (Rs).
De hecho se ha propuesto, que el halotano puede ser ca-
paz de incrementar la liberacién de calcio del Rs y de
esta forma provocar una deplecién de calcio.?! A este
respecto se ha observado que el halotano y el enfluorano
deprimen la potenciacién post-reposo, lo cual no ocurre
con el isofluorano, agente anestésico que produce una
menor depresion miocardica in vivo e in vitro. Esta me-
nor depresién de la contractilidad miocardica se ha ex-
plicado por ausencia de efectos sobre el Rs.?!

En estudios realizados en Rs aislado, existe contro-
versia sobre el efecto del halotano sobre este organelo.
En uno de los primeros trabajos realizados a este respec-
to por Lain et al,?® se sugiere que hay muy poca correla-
cién entre la capacidad del halotano de inhibir la cap-
tura de calcio a partir del Rs y el efecto inotr6pico ne-
gativo de este agente. Estos autores encontraron que la
concentraciéon de halotano necesaria para inhibir la
captura de calcio en el Rs aislado de perro, era aproxi-
madamente 10 veces mas grande que la requerida para
inhibir la contractilidad en musculos papilares caninos.
En una publicacién més reciente,?® se sefiala que los ex-
perimentos de Lain y cols. fueron efectuados utilizando
una concentracién no fisiolégica de calcio, esto es Ca2
+ > 0.1 mM. Utilizando concentraciones de calcio mas
fisiolégicas, entre 0.4 y 20 um, Malinconico y McCarl,
demostraron que concentraciones de halotano emplea-
das clinicamente eran capaces de deprimir la actividad
de ATPasa activada por calcio del Rs bovino. Su traba-
jo los llevo a concluir que la capacidad del halotano de
deprimir el Rs, podia en parte explicar el efecto inotro-
pico negativo de este anestésico. En otra publicacién,'
se menciona que el efecto del halotano sobre el Rs,
depende del pH y de la concentracién de ATP. En este
trabajo se encontré que a un pH de 7.3 y a una concen-
tracion normal de ATP (5 mM), una concentracion de
halotano de 1.75% no afectaba los niveles de calcio del
Rs, y que en contraposicién de esto a un pH de 6.9 se
deprimia la captura de calcio a partir del Rs. Se encon-
tré6 también que al utilizar una concentracién baja de
ATP (0.5 mM), se incrementaba la captura de calcio en
un 80%. Blanck y Thompson'® concluyen que el efecto
depresor que ellos observaron a un pH de 6.9, no se
presenta en condiciones normales en el que el pH del
corazén es de alrededor de 7.4 y la concentracién de
ATP es de 5 mM. Como puede observarse los resultados
de Blanck y Thompson se contraponen a los de Malin-
conico y cols., esta discrepancia se ha explicado en
parte por el verdadero pH intracelular existente en el
corazén, que se encuentra en un rango de 7 a 7.2.2 Sin
embargo la controversia se mantiene.

Dado que hasta el momento actual el mecanismo
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inotropico negativo del halotano no estd bien compren-
dido, el proposito de este trabajo fue el de indagar los
efectos de este agente anestésico sobre la fuerza de con-
traccién y potencial de accién del misculo papilar de
conejo in vitro.

MATERIAL Y METODOS

Los experimentos se llevaron a cabo en 19 musculos
papilares aislados del corazén de conejo, los que se ob-
tuvieron después de haber sacrificado al animal por des-
nucamiento. El corazén es extraido y se separan las au-
riculas de los ventriculos. Estos son abiertos y se disecan
los musculos papilares, procurando conservar las cuer-
das tendinosas. Se trabajé con preparaciones de un dia-
metro no superior a los 1.5 mm y de longitud cercana a
1.0 cm. Las preparaciones una vez extraidas fueron co-
locadas horizontalmente en un bafio de tejidos aislados,
la base del papilar se fij6 a la cimara de 6rganos aisla-
dos y la cuerda tendinosa se at6 a un transductor de
tensién Grass, con el objeto de poder hacer los registros
de fuerza de contraccién isométrica. La preparacién fue
perfundida constantemente con una solucién de Tyrode
modificada, de la siguiente composicién (en mM): NaCl
136.9; KCI 5.0; NaHCOs 11.9; NaHyPO,4 0.4; MgCly
1.0; glucosa 5.6; CaCl; 1.8, a una temperatura de
37°C y burbujeada con una mezcla de COy y oxigeno al
95%., con el objeto de mantener un pH estable de 7.4.

Todas las preparaciones fueron estimuladas con
electrodos de campo, utilizando un estimulador Grass y
con voltajes de un 50% por arriba del voltaje umbral y
una frecuencia de un ciclo por segundo. El potencial de
accién fue registrado por medio de microelectrodos de
vidrio convencionales, llenos de KCl 3M y acoplados
un electrometro de alta impedancia. Todos los registros
fueron mostrados en la pantalla de un osciloscopio, de
donde fueron registrados fotograficamente (figura 1).

El halotano fue administrado a concentraciones de
0.5 y 1.0 volamenes %, mediante el empleo de un vapo-
rizador de Halotano Fluotec IV recién calibrado, bur-
bujeado en la solucién de Tyrode que perfundia la ca-
mara de 6rganos aislados.

El protocolo utilizado para registrar la actividad
eléctrica (potencial de accibn) y mecanica (fuerza de
contraccion), en condiciones basales y en presencia de
halotano a las dos concentraciones antes mencionadas,
fue el siguiente:

Una vez montada la preparacién en la cimara de
6rganos aislados se estimuloé ésta con dos electrodos
de campo situados dentro del bafio de perfusién a una
frecuencia fija de un ciclo por segundo y con un vol-
taje 50% arriba del umbral, se encontr6 la longitud
optima para producir la maxima fuerza de contrac-
cién (1 max) y se dejé estabilizar la preparacién por dos
horas sin hacerle ninguna manipulacién experimental.
Una vez transcurrido este periodo se tomaron tres regis-
tros control espaciados 10 minutos, posterior a esto se
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Figura 1.

REGISTROS FOTOGRAFICOS DE LA FUERZA DE
CONTRACCION Y DEL POTENCIAL DE ACCION.

100 mvV

200 ms

C (CONTROL); H (HALOTANO 1%): Se observa

claramente el marcado efecto inotropico
negativo del halotano, y la reduccion en
la duracion del potencial de accion.

agrego halotano al Tyrode por un periodo de 70 mmu-
tos, hasta completar cien minutos de experimento, re-
gistrandose fotograficamente las curvas de contraccién y
el potencial de accién cada 10 minutos. Transcurrido
este segundo periodo se regiraba el halotano del baiio
de perfusién y se perfundia con tyrode sin halotano, re-
gistrandose por 90 minutos mas la actividad eléctrica y
mecanica del masculo papilar.

En los registros fotograficos se cuantificaron los si-
guientes parametros (figura 2): 1) la fuerza de contrac-
cién, medida desde la base del trazo de fuerza al pico
miximo de la curva; 2) el tiempo de relajacién al
50% ., medido sobre el eje horizontal desde el pico del
trazo de fuerza hasta un valor correspondiente al 50%
de la fuerza pico; 3) tiempo de relajacién al 90%, igual
que en el inciso anterior pero ahora hasta un valor co-
rrespondiente al 10% de la fuerza generada o 90% de
la relajacién; 4) tiempo a la fuerza pico, es el tiempo
transcurrido desde el inicio de la contraccién a la
méixima fuerza generada; 5) tiempo de latencia, es el
lapso entre el inicio del potencial de accién y el inicio
de la contraccién muscular; 6) duracién del potencial
de accién al 50% de la repolarizacion, tiempo transcu-
rrido entre el inicio del PA y el 50% de la repolariza-
cion; 7) duracién del potencial de accién al 90% de la
repolarizacion, tiempo entre el inicio del PA y el 90%
de la repolarizaciéon; 8) potencial de reposo, potencial
de la ctlula registrado antes de la estimulacién; y 9)
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amplitud del potencial de accién, registrado desde la
base del PA al pico de la fase 0.

Para el analisis estadistico de los resultados se utilizé
el andlisis de varianza de una sola via, Anova One Way,
la prueba de Tukey de comparacién multiple y la t de
Student para muestras pareadas y no pareadas.?®

RESULTADOS

En los experimentos realizados se observé que el ha-
lotano produce un efecto inotrépico negativo depen-
diente de la dosis. Con la dosis de 0.5% se produce una
depresion de la fuerza contractil de 57%, y con la do-
sis de 1% se produce una depresion de 76%, a los se-
tenta minutos de administracién de halotano (Anova,
Tukey p < 0.05). En la figura 3 se puede observar el
curso temporal de 1a depresién de la contractilidad del
musculo papilar, ésta se manifiesta desde los cinco mi-

Figura 2.
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nutos de exposicion y llega a un valor maximo de depre-
sion acentuada a los treinta minutos, posteriormente la
depresion se mantiene practicamente constante. Cuando
se retira el halotano del medio de perfusion la recupera-
ci6n de la contractilidad practicamente es completa en
un periodo de una hora. La duraciéon de la relajacién al
50% de la fuerza pico no se ve afectada por ninguna de
las dos concentraciones de halotano empleadas (figura
4), sin embargo la duracién de la relajacién al 90% de
la fuerza pico sufre un aumento estadisticamente signifi-
cativo (t de Student con p < 0.05) a los 70 minutos de
administracién de halotano al 1% (figura 5), pasando
de un valor control de 126.8 ms a 166 ms después de 70
minutos de exposicion del agente halogenado y con re-
cuperacién a su valor control a los diez minutos de reti-
rado el halotano del bafio de perfusién. La duracién de
la relajacion al 90% de la fuerza pico no se ve afectada
en forma estadisticamente significativa, con la concen-
traci6n de halotano de 0.5% (figura 5). El tiempo de
latencia de la contraccién también sufre un aumento es-
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tadisticamente significativo p < 0.05, con halotano al
1%, cambiando de un valor control de 17.6 ms a 27.6
ms a los 70 minutos de halotano, también se observo
una tendencia a aumentar con las dosis de 0.5% sin ser
estadisticamente significativa (figura 6). El tiempo a la
fuerza pico no se vi6 estadisticamente afectada a ningu-
na de las dos concentraciones, sin embargo se observo
una tendencia a la disminuci6én.

En lo que respecta al potencial de accién, se observa
que hay una reduccién muy importante (p < 0.05) en la
duracién medida al 50% y al 90% de la repolarizacién
con la dosis de halotano al 1%, sin embargo esta reduc-
cion es minima con la dosis de 0.5% y no es estadistica-
mente significativa a pesar del descenso tan importante
de la fuerza de contraccién (figura 7 y 8). El potencial
de reposo ni la amplitud del potencial de accién sufren
ningin cambio a las dosis estudiadas (figura 9).

DISCUSION

Este estudio demostré claramente que el halotano

Figura 6.
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Figura 8.
EFECTO DEL HALOTANO SOBRE LA
DURACION DEL POTENCIAL DE ACCION
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produce un marcado efecto inotrépico negativo depen-
diente de la dosis y que este efecto es reversible (figura 1
y 3). Este efecto inotrépico negativo se ha atribuido a
una interferencia con varias de las etapas involucradas

en el mecanismo de acople excitacién-contraccién del
miocardio ventricular.” ! Por los resultados obtenidos
en el presente trabajo se puede afirmar que por lo me-
nos son dos mecanismos diferentes los involucrados en la
depresion de la contractilidad por este agente anestési-
co, ya que a la dosis baja de halotano de 0.5% se en-
cuentra una disminucién significativa de la fuerza de
contraccion sin verse afectada la duracion del potencial
de accién al 50% de la repolarizacién (figura 7), esto
habla de un posible mecanismo depresor que no involu-
cra el paso de Ca+ + a través del sarcolema, ya que
cuando esta corriente de Ca+ + se ve afectada, como
ocurre por ejemplo con los bloqueadores de Ca+ +,
una disminucién de la corriente se traduce en una dis-
minucién de la duracién cel potencial de accién,? even-
to que no ocurri6 con esta dosis. En contraposicién a es-
to, con la dosis de 1% se registrs una disminuciéon esta-
disticamente significativa (t de Student p < 0.05) de la
duracién del potencial de accién al 50% vy al 90% de la
repolarizacién (figuras 1, 7 y 8), disminuyendo notable-
mente la meseta del potencial de acci6n, esto nos habla
que a esta dosis el halotano si interfiere con la corriente
lenta de Ca+ +, y esta interferencia es seguramente la
responsable del mayor efecto depresor de este anestésico
a dosis altas, ya que al disminuir el paso del Ca+ + al
interior de la célula miocirdica, hay menos Ca+ + dis-
ponible para la contraccién cardiaca y al ser la fuerza
de contraccién directamente proporcional a las concen-
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Figura 9.

EFECTO DEL HALOTANG SOBRE LA
AMPLITUD DEL FOTENCIAL DE ACCION
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traciones de Ca+ + citos6lico, la fuerza de contraccién
disminuye.!!- #’

La relajacion miociardica es un proceso complejo,
cuyo curso temporal depende: 1) de la velocidad de dis-
minucién de la concentraciéon del Ca+ + citoplasmico
(un reflejo de la actividad de captura del reticulo sarco-
plasmico); 2) de la liberacién del calcio de la proteina
reguladora, troponina C (determinado esto por la afini-
dad de la troponina C para el Ca+ +); 3) de la res-
puesta miofibrilar a la ocupaciéon de la troponina C por
el Ca+ +; y4) de la dindmica de formacién y desapari-
cion de los puentes cruzados de actinomiosina.?® No se
puede saber con seguridad por los resultados obtenidos
cudl es el mecanismo inotr6pico negativo del halotano a
dosis bajas, sin embargo por la tendencia al aumento en
el tiempo de relajacién y el aumento en el tiempo de la-
tencia, probablemente la disminucién en la fuerza con-
tractil sea un reflejo de la alteracién de los mecanismos
de liberaciéon y recaptura de Ca+ + a partir del reticu-
lo sarcopldsmico.

Al no observarse cambios en la amplitud del poten-
cial de accion (figura 9), se puede pensar que la
corriente de sodio (Na) responsable de la fase de ascenso
del potencial de accién en el masculo ventricular, no se
encuentra afectada a las dosis de halotano empleadas,
sin embargo existen reportes a este respecto que men-
cionan que el halotano si puede interferir con esta co-
rriente en misculo esquelético humano.* Seguramente
la interacci6én del halotano con el canal de Na no es la
responsable del efecto inotrépico negativo observado
con este anestésico.
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