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RESUMEN 

La célula muscular posee una menbrana excitable capaz 

de generar cambios transitorios de voltaje conocidos como 

potenciales de 
. , 

acc1on, similares, cuando menos durante los 

primeros 15 milisegundos, a aquellos descritos para el 
, 

axon 

gigante de calamar; es decir, poseen una fase despolarizante 

debida al desarrollo de corrientes entrantes de sodio. Una fase 

de repolarización rápida, debida al cese de la corriente de sodio 

y al desarrollo de un corriente saliente retardada de potasio. 

Esta repolarización no alcanza el nivel del reposo original sino 

que termina con una ligera despolarización, desde la cual se 

regresa al voltaje de reposo lentamente (50-70 mseg). A esta 

fase de repolarización lenta se le conoce como postpotencial 

temprano y se a.tribuye a la recarga capacitiva del sistema 

tubular transverso (A. Persson, 1963). 

Si a una célula muscular se le somete a estimulaciÓn 

repetitiva, con una frecuencia de 100 Hz, ·se observa que al 

terminar el Último potencial de 
. , 

acc1on la fibra queda 

despolarizada .. alcanzando el nivel de reposo en varios segundos. 

A este periodo de repolarizaciÓn muy lenta que acontece tras. la 

estimulaciÓn se le denomina postpotencial tard{o_ y se. debe a la 

acumul ac ió'n de potasio en el si ste.ma tubular transverso duran te 

los potenciales de acción tubulares (Kirsch et al, 1977). 

La salida de potasio se atribuye a canales rectificadores 

tardíos (que son los encargados de repolarizar a la célula en el 

potecial de acción) localizados en el interior del sistema 

tubular, por lo que el postpotencial tardío es una consecuencia 
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de la presencia de estos canales en este espacio de difusión 

restringida (Kirsch et al, 1977). Sin embargo, existen 

evidencias que hacen pensar que la acumulación de este ion se 

puede ver afectada por canales de potasio activados por el 

incremento en la concentraci~n interna de calcio dependientes de 

voltaje (Freygang et al, 1964; Adrian et al, 1970a; Fink & 

Luttgau, 1976; Sanchez & Stefani, 1978; Barret et al, 1981; 

Latorre et al, 1982; Latorre y vergara, 1983; Moczydlowsky & 

Latorre, 1983; Cognard et al, 1984; Romey & Lazdunski, 1984; 

!::·_,de:l.:"-~--r~0hmann-Horn, 1985) y fue el propósito del presente 
,:,~< ~·. 

t~ab~jo ~l averiguarlo. 

P·a --.~ ello, se hicieron experimentos en fibras muscul.ares 

esqueléticas enteras de Rana pipiens, de: a) sustituci~n de 
..:::;.. : -~ 

calcio _ ~;,:;;;=:. ·-:·,:..:' por magnesio, el ·cual no pasa a traves de .canales 

de calcio .(Almers.& Palade, 1981), y si lo.hace·no activa a los 

can~les -"".u.~;;otasio activad.os por calcio (Latorre et .. al, 1982), 

encontrandose que hay una gran variación en los datos como para 

poder establecer. alguna conclusi6ri de la dependencia del 

postpotencial tardío respecto al ion calcio extracelular. b) Se 

aplicó -la neurotoxina Apamin, capaz ,de bloquea.r .. a .. _ los canales de 

potasio activados por calcio de. baja conductancia (Hugues et ~l, 

1982), observandose que no altera al.fenómeno que nos interesa. 

c) Se adiciono tetraetilamonio, potente inhibidor de corrientes 

de potasio (Stanfield, 1983), observandose que no permite la 

observacidn del postpotencial tardfo debido a su baja 

especificidad de bloqueo·. d) se añádio cafeina a la solución 

externa con el fin de incrementar la concentración interna de 

calcio, obteniendose que altera al postpotencial tardío debido a 
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los efectos colaterales que produce su aplicación sobre el 

potencial de membrana. 

Los resultados anteriores sugieren que el postpotencial 

tard!o no depende de canales de calcio ubicados en el sistema 

tubular transverso, ni de canales de potasio activados por calcio 

·de baja conductancia sensibles a apamin. 

Queda por esclarecer si este fenómeno eléctrico de la fibra 
l 

muscular se ve afectado por canales de potasio de alta 

conductancia activados por calcio, asi como si estos canales se 

encue!l~f.t·af-F~ en condiciones fisiológicas en el m~sculo esquéld:ico 
. ...:; .. ·, 

de l _• :.:;>:.:":.;:".;t··""" 

Com0 Lesultado adicional del presente trabajo:s.:e concluye 

que el· use:- de soluciones hipertóni~cas para el registi:;o de· 
·-~r,... 

fénomeno::::-,-;.~léctr-ic:os en la célula muscular·- trae efe.etas 

coi·at0rales importantes por lo que los. datos obtenidos por su 

ap}l:.;;:.ación deben ser evaluados con cuidado. 



INTRODUCCION 

La vida en nuestro planeta se desarrollo hace 

aproximadamente 3 500 millones de afios en un mundo que presenta 

cambios tanto en tiempo geológico como real. Estos cambios 

·generalmente no son favorables para los organismos, por lo que se 

hace necesario la capacidad de generar respuestas que conduzcan 

al posterior desarrollo de las especies. En t i e m p o re a 1 , 1 os 

cambios en los organismos deben ser r~pidos_, mientras que para 

aquellos en tiempo geológico las alteraciones del medio acontecen 

de maner-; lenta y prolongada que exceden con mucho a la vida de:. 

los ir. ~:.i.:;iduos, si~:rndo la Selección. Natural la que determina· los 

cambi.•s adaptativos de las es.pecies .al permitir la sobrevivencia 

~e los más aptos. 

c:-..::.ndo 'los cambios son en tiempo real, la respuesta debe ser 
/ ..• ;.. ;."':: ... -

rapl·.lfl .;?or lo ~ue se hace necesaria la presencia de: estructuras 

capace:s _•le pe re i bi r 1 os e informar al resto de 1 organismo de su 
. ·;.~$~. 

ex1sttctg::ia; medios. de conducción de la información; centros 

integrddores que la codifiquen y procesen; y por ~ltimo de 

efectores, que son en si los que aportan. la respuesta. 

I 
De entre. los multiples .efectores .se encuentra el musculo, 

tejido que ocupa mas del 60% del peso seco del individuo ~uya 

principal función es el generar .. contracción, que conjunto con la 

ayuda del tejido esquelético, subjuntivo y del nervioso, produce 

movimiento, calor y .fuerza, contribuyendo así al mantenimiennto 

de la homeostasis. 

I 
El musculo se puede 9ivioir, en base·a sus caracteristicas 

histológicas en: Liso, Cardiaco y Esquelético. El primero lo 
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.... 
encontramos en las paredes de vasos sanguineos, visceras y tracto 

urinario, caracterisandose por carecer de patrones de bandeo. 

Por su parte, el cardíaco y el esquelético poseen estriaciones 

características. La contracción del esquelético esta bajo 

control directo del sistema nervioso, mientras que la del 

cardíaco es espontéÍnea y automa'tica donde la función de su 

inervación es modular su velocidad y fuerza. 

El desarrollo de la contracción en el mÓsculo esquelético es 

1Jn cfénomeno complejo que inc.l,·uye sucesos tanto eléctri._i;::os como 

~'('!;1f,micos, siendo en parte de:-::..1.:PS primeros sobre los qu~ versara 

.el p.resen te trabajo. Para el~a, en la primer~ parte se 0 describe 

a la membrana celular, haciendo enfasis en su participacion en 

le .. ~- fénom·enos ele"'ctricos de la célu-la, como son el .Potencial de 

r·(~~')SO y el potencial de acc..ión, así como de la ex i~s tenci a en 

-ella de canales ioníc~s. ¿Todo ello con especial ioteres en la 

célula. m1,1scular. PQ~teriormente -se describen dos f~nomenos 

electrices importat<::~s en este tipo de célula' el postpotencial 

temprano y el postpoten6ial tard~o~ dando:las causas 
.. 

mas 

aceptadas de su existericia •. _ulteriormente se presentan las 

evidencias que justifican .. el- presente trabajo,"la instrumentac.ión 

necesaria para su desarrollo, así como-la metodología, para 

finalmente,· describir· los experimentos ·realizados.con su 

discu . .s"iÓn y concluiones correspondientes. 
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EL POTENCIAL DE MEMBRANA 

Las membranas son componentes esenciales de los organismos 

vivos. Actuan como barreras altamente selectivas de 

permeabilidad y se caracterizan por diversas propiedades. 

Establecen la individualidad celular y la de los organelos que 

las componen ya que conforman, la frontera de medios distinto~ 

como e~ entre el plasma y el citoplasma, así como entre est~ 

Último y el interior de algún organelo cons~derado. Las membranas 

juegan un papel esencial en la comunicación biolo'gica :.tanto 

dentro .. como fuera de la célula y;a_ que poseen receptores qu;e_ dan 

l l ·d d d d 1 d- · / 1 U'] ar a a capaci a e respon er .a os istintos e.stim:u os.·. Ppr 

o t r a p ar te , p r oc es os v i t al e.s par a l a v i d a como es e 1 de l a 

fosforilaci6n y la fotosíntesis son procesos que dependen de 

memb r an ;;::; ~ 

El modelo de membrana "' mas comunmente empleado para 

<:;.,:;;._:;ribt~fla es aquel propi.:2,q~to simultaneamente en 1969 por Lenard 

& Sing~-?É y por Wallach .& z°?'fu1er conocido como "Modelo de mosaico 

fluido", el cual establece la .presencia de proteínas globulares 

embebidas en-una bicapa lipídica las cuales-pueden atravezarla. 

~;-· Estos· polipéptidos da alto peso-.molecul-ar presentan aL medio 

acuoso,- limitado por la bicapa, sus extremos,_ siendo en-ellos 

donde se encuentran residuos ió'nicos de la proteína, mientras que 

residuos no 
. , . 
ionices son los principales componentes de las 

porciones inmersas en la bicapa. Estas proteínas presentan 

además, como establece el modelo,.un movimiento libre, como si 

estuvieran en un medLo que no presentara fuerzas opuestas.al 

movimiento lateral de las estructuras que la componen. Este 
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modelo aunque establece las propiedades de algunas membranas, 

excluye otras muy complejas. En lugar de ser un mar lipídico 

para el libre movimiento, más bien parece que los lÍpidos se 

encuentran distribuidos en zonas especificas 1 as cu a les pueden 

diferir importantemente en sus propiedades y c.omposicio'n. Po-r 

otra ·part~, la composición. de las dos hojas de lÍpidos que 

componen a la membrana difieren importantemente tanto dentro de 

la misma membrana, dentro de la c~lula y entre los distintos 

tejidos (Benga & Holmes, 1984). 

· El exterior e interior celular difieren en su composición y 

c":-~..?ntraciÓn iónica, eL primero posee altas concentrac·iones de 

ic:~~ sodio y cloruro mientras que el 
. ·. 
segundo las posee de 

pota~io y una mezcla de proteinas ionizadas. Esta diferencia de 

concu~traciones se da gracias a la membrana celular ya que posee 

bo.mbas que retienen o ·retiran del interior de la célula ciertas 

sustanci~~ y iones, así corno la permeabilidad selectiva que posee 

para algtrnos iones, como es una alta permeabilidad para la .salida 

de potasio-y una muy baja permeabilidad para la entrada de sodio 

(Hodgkin .y- Horowicz, 1·959). 

El -·.:;_:;/:timiento,. térmico azaroso:de una partícula en. solución 

determina que las sustancias se mezclen continuamente¡ si la 

concentracion .de una substancia disuelta es .mayor en un punto que 

en otro ma's moleculas de esta substancia se moveran de la zona de 

mayor concentración.· a la de menor en un tiempo dado, dando lugar 

a un flujo neto de la substancia, ello dado que el movimiento 

siempre existe, aun bajo condiciones en las que las substancias 

esten en igualdad de concentraciones. Por ello el sodio.y el 

cloro tienden a entrar a la c~lula mientras que el potasio y los 
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proteinatos tienderi a salir de ella. La vélocidad de difusión de 

estos iones depende no solo de la diferencia en concentraciones 

de los iones a traves de la membrana celular, sino tambien de la 

facilidad con la que sea atravesada. De hecho, la permeabilidad de 

la membrana es tan baja que en si es el factor que más limita el 

movimiento de sustancias a traves de ella. 

Por otra parte, el movimiento de sustancias ionizadas se 

ve afectado tambien por el voltaje transmembranal, esto es, por 

las cargas el~ctricas que se encuentran separadas por la 

membrana. Esta fuerza electromotriz afecta posit~va o 

negativamente ~l movimi~nto de los iones. Dado que la célula es 

nega~iva ri.:!specto al exterior, tiende a atraer cationes y a 

repeler ,J;.;-::'-_ '")":'l. As{, el_ ión potasio tiende a salir de la c~lula 

debido a !:.i~ ::1-ta concentraci6'n interna, pero tiende a quedarse 

en la misma por las car~as negativas que lo atraen desde el 
,,,._ 

interir·r.- Estas dos te•;c~encias casi.se cancelan una con otra 

quedanao solo una ligera tendencia a la salida de este ion. Lo 

mismo acontece para el cloruro¡ pero de manera inversa. 

La situación es muy diferente_para el ion sodio y para los 

proteinátos, ya que tan to __ -la concentración como la diferencia de 

potencial tienden a meter y sacar esto~ iones respectivamente. S~ 

supone que la membrana es-impeimeable a los proteina~os, y es 

muchísimo menos permeable al sodio que al potasio, m¿s existe una 

entrada importante de sodio al interior celular, sin embargo, la 

c~lula es capaz de mantener la concentración de sodio interna muy 

baja respecto al exterior ya que posee un mecanismo que 

continuamente esta retirando este ion del citoplasma. Este 
( 



mecanismo actua en contra de un gradiente el!Íctrico y químico, 

por lo que requiere de energía para poderlo realizar, la cual es 

aportada por la hidrólisis de ATP, dando lugar a un transporte 

activo de sodio a traves de la membrana. Se sabe que esta salida 

esta acoplada a una entrada de potasio de forma tal que se 

intercambian tres iones potasio por cada dos de sodio que salen. 

Es interesante puntualizar que es la misma molécula de membrana 

la que lleva a cabo..esta función. Este mecanismo es importante ya 

que sin el la célula se cargaria irremediablemente de sodio, cosa 

demostrada en células donde se ha impedido la producción de ATP, 

por ejemplo, mediante el uso de venenos metabólicos. Dado que el 

movimiento dt: --~~..tos iones transporta- carga y ·ademas el número de 
. . 

ion.es que se ._'-.::..:msporta no es igual para un lado de la membrana 
-

que· par a el ot~:o, esta bomba de so dio-potasio es e lectrogén ic a. 

As~ la membrana celular d~vide dos soluciones muy distintas una 

de la otra, el medio extracelular (liquido- intersticial) y el 

medio int.¡;:::a.celular {citoplasma). Ambas soluciones difieren en su-

composic±·'-~n e importan.temente en sus concentraciones iÓnicas. 

Se sabe que -1a diferencia en conc.entraciones y muy 

importantemente la diferencia en permeabilidades.son los que 

generan el potencial de reposo de las células, siendo para el 

caso del músculo esquelético el potasio (K) _y el -cloro (Cl) los 

que lo rigen ya que la membrana es permeable a potasio y cloro 
, 

mas muy poco a otros iones. El interior celular posee una mayor 

concentración. para .el primer ion mientras que el exterior posee 

más cloro y viceversa. Si se supone que el potasio y el cloro se 

distribuyen pasivamente, l~s proporciones de concentraciones y el 

potencial de membrana en el equilibrio obedecen a: 
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[K]o/[K]i = [Cl]i/[Cl]o = exp(VF/RT). 

donde [ ] o y [ ] i son las concentraciones externa e interna del 

ion en consideración; V es el potencia~ de membrana; F la 

constante de Faraday; R la constante universal de los gases y T 

~a temperatura absoluta. 

Esta ecuaci&n nos permite suponer que la membrana celular se 

comporta corno un electrodo selectivo a alguno de los iones, y 

ello realmente acontece, ya que si se varían las concentraciones 

de cua~quiera de los iones se observa que la membrana es sensible 

a estas alteraciones. 

Cuando la concentración de potasio externa es menor a 10 rnM 

el potencial d:'. .Y1embrana no se ajusta perfectamente a la ecuación 

aüterior, pE:rO a mayores concentraciones se ajusta casi 

pez: fectamen te~ Esto fue demostrado por Hodgkin y Horowicz en· 

1959 e:; experii~•entos con fibras aisladas de B.!!!!..!! temporaria, y 

concluyeron.que el potencial de membrana varia como un electrodo 

de potasi~ cuando la concentraci6n de este ion y el cloro se 

cambi aba11 ·de manera reciproca . manteniendo un· producto. constan te 

entre ellos, .o bien, si la concentración de potasio se alteraba 

en soluciones· sin· cloro. Bajo· una concentracion de potasio 

constan.te, la . . ... variacion del ion cloro externo no produjo 

desplazamiento permanente del potencial de membrana, sino cambios 

temporales de 10 - 60 minutos de duraci6n en forma esperada para 

un electrodo de cloruro. Sus resultados se explican 

cuantitativamente suponiendo un equilibrio de Gibbs-Donnan de 

forma tal que el producto _de las concentraciones de cloruro y 

potasio de ambos lados de la membrana se mantenga constante 
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respecto al otro. Por otra parte, el potasio y el cloro son los 

iones que transportan corriente a traves de la membrana en 

reposo, y la contribuci6n relativa de cualquiera de los dos iones 

al potencial de reposo depende de la dirección en la que el 

potasio se este moviendo. La permeabilidad de este ion es alta 
-6 

(mas de 8 x 10 cm/sec) para su entrada pero muy baja para su 
-6 

salida (menos de 0.05 x 10 cm/sec). Mientras que la 
-6 

(?ermeabilidad del cloro se mantiene en 4 x 10 cm/seg 

aproximadamente. 

~~Asi la membrana se comporta siguiendo a la 
. , 

:ecuacion 

Vm = RT/ZF Ln [K]o/[K]i ). 

dor.d:-: Vm es,el potencial de membrana.y, Ln es logaritmo Neperiano.:,. 

Ahora bien, cuando la concentración de potasio externa es 

meno:!".<'\ 10 mM el.potencial de membrana ya no se comporta. como 

predit-:c ,~·.::;ta Última ecuación sino a una del tipo: 

Vrn -= RT:/ZF Ln ({[K] + <=>c.[NaJ }o/{ [K} + oe:[Na]}i). 

donde e~ es una constante que representa el cociente de 

permeabilidad del sodio respecto al potasio. 

Ello quiere decir que cuando la concentración· de potasio 

externa se reduce a menos de 10 mM la membrana se comporta corno 

un electrodo de.potasio con una pequeña permeabilidad de 0.01 

para el sodio, por lo que el potencial de membrana queda descrito 

por: 

Vm = RT/ZF Ln ({[K] + 0.0l[Na)}o/{ [K] + 0.01[Na]}i). 

Todo lo anterior se puede resumir-en la llamada HIPO.TESIS. 

IONICA DE MEMBRANA que establece: a) El potencial se desarrolla a 

traves de la unidad de membrana, b) depende de la diferencia de 

concentraciones iónica y c) se desarrolla debido a que la 



membrana es selectivamente permeable a algunos iones tanto para 

su ingreso como egreso. un corolario de lo anterior es que la 

corriente electrica que fluye a traves de las membranas se debe 

al movimiento de los iones. Esta teoría se atribuye al fisiólogo 

Bernstein quien sugirio en 1902 que la membrana de las células 

musculares y nerviosas son permeabies selectivamente a los iones 

potasio en reposo (Hille B. 1977) • 

. ··- '· 

·• 



EL POTENCIAL DE ACCION. 

Como ya hemos visto, las células poseen, debido a la 

diferencia de concentraciones iónicas y a la permeabilidad 

~electiva de sus membranas, una diferencia de potencial eléctrico 

entre el interior y el exterior celular. Gracias a ello, el 

organismo puede responder rápidamente a los cambios del medio, ya 

que al ocurrir se estímulan receptores que mediante sus membranas 

excitables los comunican y se generan respuestas. Todo ello con 

la ayuda de centros integradores y de efectores. La comun icac iÓn 

se realiza de dos maneras, químicamente como es por el uso de 

hormonas y neurotransmisores, o bien eléctricamente, mediante la· 

generación de POTENCIALES DE ACCION. ,Ambos sistemas difieren en 

diversos aspectos como es, su velocidad ya que es má"s rápido el 

cambio propagado en polari,'lad electrica que la liberación de una 

molJcula que debe aifundir e interactuaT con un receptor. La 

comunicación química puede dar lugar a potenciales de acción y 

viceversa,·· como ocurre en la unión sináptica. Por otra part~ el 

potencial de acción- puede ser el mediador de la generació'n de la 

respuesta del ~fector, como seria en una fibra muscular o en una 

célula ·glandular. 

El potencial de acc·ión no es otra .cosa que cambios en la 

polaridad eléctrica de membrana cuya duración y magnitud son 

constantes; de tal manera que la informació'n que se envía va en 

forma de pulsos, y es la frecuencia y separacioh entre los mismos 

la que la aporta •. Estos cambios de polaridad· se deben a que en

el estado activo la membrana cambia sus propiedades de 

selecti~idad, de ser poco permeable al sodio se hace muy 
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permeable, incrementandose notáblemente su entrada, el cual lo 

hace ayudado por las dos fuerzas que explicamos anteriormente. 

Dijimos que la c~lula se comportaba en el reposo como un 

electrodo de potasio, ya que su potencial de membrana se acercaba 

al potencial de equilibrio electroqu{mico de este 
. , 
ion; ahora, en 

el estado activo 1 y por un breve periodo de tiempo, la membrana 

celular ya no se comporta de esta manera, sino que se aproxima al 

comportamiento de un electrodo de sodio, es decir, tiende a 

adqu~~ir el potenc~al electroqu{mico de este ion, el cual es 

algunas decenas de milivo·ltios positivas respecto al exterior, 

por lo que, la membrana revierte su potencial eléctrico. Sin 

emb.-1rgo, 1 a membrana no alcanza el potencial de equilibrio del 

sod:i.o y:l •]Ue antes de llegar a él pierde la propiedad de 

perm~a.clo, y al mismo tiempo se incrementa notablemente la 

permeabili~ad del ion potasio, 

al valor de equilibrio de este 

obligando a la membrana a regresar 
. I 
ion. 

Los potenciales de accicÍn son una manera de comunicar 

los diferentes sistemas del organismo, pero además pueden generar 

la respuesta.de ciertos tipos celulares corno son las ~landulares 

y las musculares. El presente trabajo se desarrollo en este 

I ' . ultimo tipo de celulas, por lo que es importante describir su 

potencial de 
. ~ 

acc1on. 

Los estudios de fijaci6n de voltaje, principalmente los de 

Adrian, Chandler y Hodgkin de 1970, han demostrado la existencia 

de corrientes de entrada de sodio al despolarizar a la fib~a 

muscular de manera parecida· a como acontece en el ax6n gigante de 

calamar, teniendo una cinética de a et i v a c i ó'n e inactivacibn 



si mi lar, 
.. 

asi como la misma farmacologia, es decir es bloqueada 

por la tetrodotoxina (TTX), y revierte a+ 20 mv en 120 mM de 

sodio a tres grados centigrados. 

Posteriormente le sigue una corriente de po.tasio retardada 

l.a cual es reducid a, corno en el axón, por 1 a apl i caci o'n externa 

de un derivado cuaternario del amonio, el ion Tetraet{lamonio 

(TEA). Este efecto de bloqueo prolonga la fase de repolarización 

del potencial de accidn como acontece, 
., / 

una vez mas, en el axon. 

Posee un potencial de equilibrio de - 85 rnv y es producida por un 

canal con un cociente de permeabilidad potasio/sodio de 30:1 que 

es menor a aquella de la conductan·cia en reposo de la membrana 6 

100:1. A d i fe r e n c i a d e 1 a x c/n p r e s en t a un f é n o m en o d e 

inactiva~ión similar al que ocurre en la corriente entrante 

tempr an + · ~J.€~,:·::;:ood i o. 

En.~esumen, tanto en el axón gigante de calamar como en la 

célul<l ,nuscular la depolarización resulta del incremento de la 

condu~L,ncia al sodio que depende del voltaje y del tiempo, 

mienti:',01'.;> que .la repolarizacio'n obedece a un incremento retardado 

de conducta~cia·al potasio que tambien .depende de ambos factores. 

Estos incrementos· en la conductancias se deben, respectivamente, 

a la apertura de canales de sodio asi como de potasio. La 

apertura de los primeros .en forma masiva, debido a la 

despolarizacio'n de la membrana, provocan una despolarización 

rápida de la misma, desde un potencial de membrana de 60 mv 

(valor umbral del potencial de acción en el axoh) ,- hasta un valor 

cercano al.potencial de equilibrio.del ió'n sodio, dando lugar:a 

que el potencial de membrana cambie de polaridad conocida como 

sobretiro cuyo tamafio, as{ como la maxima velocidad de 

' ,;_ .. ~'>-~ ..!.!' ·''-':-'.,:.,!.,.,_.~·- ' 
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depolarizaciÓn del potencial de ·"' accion dependen de la 

concentración del ion sodio extracelular (por las razones ya 

mencionadas anteriormente). La repolarizaci&'n acontece por el 

cierre de estos canales y por la apertura de los segundos, 

regresando el potencial de membrana al valor de potencial de 

reposo (cercano al del equilibrio del . / . 
ion potasio). Se puede 

observar que la apertura de los canales de potasio es retardada 

respecto a los de sodio. En la fibra muscular los canales de 

potasio presentan inactivaciÓn con el tiempo, cosa que difiere 

con aquellos del axón gigante de calamar (Adr i an et al, 1977). 

El postpotencial temprano. 

Despues de la fase de repolarizaciÓn rápida de la fibra 
.~ , '1 

muscular sobreviene una de repolarizacion lenta, conocida como 

postpotencial temprano <EAP> (Nastuk & Hodgkin, 1950) el cual se 

puede observar en la figura l. Su forma varia mcÍs que la .de la 

espiga; su inicio puede ser suave hacia la caída o bien presentar 

una pequeña _jorob.a-.o aplanamiento,·· siendo ___ lo ' mas comun lo 

primero. Si se presenta-joroba esta alcanza el m~ximo 5 mseg. 

despues del rn~ximo -de la espiga. La transición entre las 

distintas formas es gradual. Presenta un curso temporal de 

decaimiento de tipo exponencial (Frank, 195 7) principalmente en 

los 15 mseg. posteriores a la espiga, ya que para tiempos menores 

su forma es complicada (Persson, A., 1963). Esto Ji timo se puede 

atribuir a que acontecen cambios en las propiedades de 

permeabilidad en el inicio del post-potencial (Frank, 1957) los 

cuales han terminado despues de 15 mseg. ( Persson 1963). De tal 

manera que la membrana regresa al potencial de reposo por un 

."'':-'.'' ":'.\.);-;,'.; ··"~" 
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canal que posee la misma permeabilidad que en el reposo. Esto ha 

sido corroborado por comparar la resistencia en reposo y a. 

tiempos mayores a los 15 rnseg. del EAP, donde ambos valores son 

~uy similares, mientras que para tiempos menores la resistencia 

es menor y se va incrementando hasta el valor que se tiene en el 

reposo. 'La magnitud de este fenómeno depende del Potencial de 

mernbr an a en reposo par a val ores menores. a ;1.00 mV, rn i entras que 

para valores mayores no existe tal dependencia (Persson, 1963). 

Adrian, Chandler.y Hodgkin (¡970a) prop.usieron que durante 

l:a e ~pi g·:a del potencial., de . ; 
:acci on el incremen·.to ·en ,la 

conductancia retardada al potasio lleva el potencial de membrana 

a un valor cercano a aquel del equilÍbrio para este 
. ; 
ion. El 

rt::'gr:-:,:..:o . ....al.nivel. de reposo depende parcialmente. del tiempo que le 

t •..) ,ri o - .,i;-.~c.::·> ta corriente en de c 1 in ar (y a que se in activa) y 

pa.rclaI'.""'-"'i•te a la constante de tiempo de la membrana. 

En e 1 a x Ó n g i g a n te de e al ama :z:: , t a m. b i en a e o n te ce un 

postpotencial, pero a diferencia del descrito anteriormente este 

es hiperpo±ar izan te. La discrepancia entre :ambas-.. -preparaciones 

fue- explicada por ellos debido. a diferenci as ... en selectividad de 

la membrana en reposo, a saber: "En ambos tejidos el potencial 

máximo del postpotenci_al es cercano. al valor de equilibrio del 

rectificador retardado, pero en el axón la selectividad en reposo 

es menor que la de este canal, mientras que en el músculo 

esquel~tico de la rana es mayor". 

Como podemos ver, en el potencial de 
. , 

accion entra sodio p6r 

un cierto tiempo (milisegundos) y sale potasio. un a vez 

terminado el potencial de 
. , 

accion, las bombas que ya hemos._ 



comentado se encargan de sacar sodio y meter potasio regresando a 

la situación original. surge hora la pregunta, dcómo se generan 

estos cambios de permeabilidad? es decir,ic6mo es que la membrana 

cambia de impermeable al sodio a permeable y despues de un cierto 

tiempo se hace otra vez impermeable? La respuesta esta, en 

ciertas proteinas de membrana conocidas como canales i6n~os. 

\' 
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CANALES IONICOS. 

Una membrana lipídica representa una enorme barrera 

energ~tica para el movi~iento de pequefios iones, por ejemplo, el 

trabajo electrost~tico necesario p'ara trasferir un iÓn potasio 

desde un medio de alta constante dieléctrica, como es el medio 

acuoso que rodea a las membranas, al interior de las mismas, 

donde existe un.a con,stante dielé~trica baja·:~~-~d~! ___ º'"P"':"~i de 260 

Kcal/mol (Parsegian, 1969., en Latorre y Miller, 1983). 

Muchos .pr:;./c.esos ~.celulares importantes requieren del 

tran!"":;:-nrt:_e pasiv;:, .Je ~::·:c-s a traves:_de las membr.anas biológicas 

p~r 1o que se hace necesario la existencia de mecanismos que 

permi~i:a-n su li.bre paso; ello se logra mediante ciertas 

estructuras de membrana que catalizan este movimiento, los 

canales iÓnicos •. Estos canales, son unidades discretas de membrana 

(proteínas: que la atraviesan y se encuentran presentes en todo 
; . ;:~~ 

tipo de celul;:-;. hasta hoy estudiada •. Intervienen en la generacid'n 

de potenc~ales de 
. , . 

acc1on:, en la liberación de hormonas, 

transducción··visual, ·tr~nsporte: de-· electrolitos al traves de 

epitelios, activación contráctil y regulación del volumen 

celular. Estas proteinas comunican ambas superficies a las que 

se enfrenta una membrana biol6gica. Conceptualmente se les puede 

considerar como enzimas, ya que reducen la energia necesaria para 

poder mover un ion a traves de la membrana (desde 60 Kcal/mol a 
39 

4.8 Kcal/mol), que representa un incremento de 10 veces en la 

velocidad de paso. Ademas comparten con ellas algunas otras 

propiedades importantes, a saber: 

Cinética de saturación con la concentración de su 



sus t r ato (ion) • 

- A n á 1 o g o s de s .u s u s t r a t o p r o d u ce n i n h i b i e i Ó n 

competitiva (bloqueadores). 

- Alta selectividad (selectividad iÓn ica). 

Sin embargo, los canales iÓnicos difieren de las enzimas en 

su alta velocidad de recambio: un 
6 

canal puede transportar de 10 
9 

hasta 10 iones en un segundo. Además poseen una dependencia con 

la temperatura relativamente baja (Q 
10 

de entre 1.2 y 1.4 ). 

Estas car ac ter! st i cas indican que estas pr ote in as se deben 

forman :poros hidrofflicos donde existe un continuo dieléctrico 

entre ~l exterior y el interior de- la membrana y del interiQ.,r de 

~sta a'. su otro extremo. La estru.ctura se puede suponer como un 

r.•ilifidro lleno de ag'ua que at1".aviesa a la membrana, dq.n_de el 

<+'.!ámetr' interno debiese ser de algunos radios iÓnicos en el que 

existen mol¿culas de agua que permit:en el libre paso de los iones 

en una sola fila. 

Los canales tienen la propiedad de regular la apertura, 

cierre y conductancia del cilindro que conforman. Ello se logra 

por ·la capacidad de la proteína del canal de sufrir cambios 

conformacionales que deben· ocurrir espontáneamente con una 

frecuencia que depende de la magnitud de la barrera energética· 

para realizar la transición entre las diferentes conformaciones 

(Bezanilla F., 1985). 

Los canales iónicos se pueden clasificar en función .. del 

fenómeno que favorece l·a activación como: dependientes del 

voltaje, o bien, dependientes de una molécula transmisora. En los 

primeros es el cambio en el voltaje a traves de la membrana el 
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_C)UC regula la frecuencia de transicicfn del estado abierto al 

cerrado y pueden a su vez ser dependientes del tiempo. En los 
1 

segundos es la un io'n de u~a mol~cul a mensajero la qu'e favorece la 

apertura o cierre, donde el receptor puede estar en la misma 

molécula del canal o en algún otro punto; tambien ocurre que un 

mensaje~o se une a un receptor que activa un proceso que a su vez 

produce otro mensajero que finalmente activa al canal (Hille, 

1984). 

Los can a les iónJc.os se pueden tambien clasificar en base a sus 

propiedades de conduccio'n y propiedades de selectividad (Latorre 

& ~iller, 1983) corno: 

a) Canales selectivos a iones, que son aquellos 

capaces de distinguir_iones no solo acorde a su. 

carga eléctrica sino·. además distinguen iones de 

similar valencia. Tal es el caso de los de 

sodio .y potasio r.elacionados en la generación 

del potencial de 
. ,,,. 

accion, así como el 

rectificador de entrada de potas~o presente en 

el . musculo. 

b) Canales selectivos a la valencia de los 

~ones, los cuales son altamente selectivos a 

aquellos de una misma carga, más son poco 
r, 

selectivos a iones de valeñ·<;:ia similar. Tal es 

el caso del canal de Acetilcolina de la unión 

neurornuscular donde pasa sodio y potasio m:s no 

cloruro. 

Los anteriores canales saturan con la concentración iÓnica 

de la solución que los rodea. 

. . 
·'''·"'' 
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c) Canales no selectivos, los cuales poseen alta 

conductancia y poca selectividad, ellos permiten 

el libre paso de iones de reducido tamaño, asi 

como algunos no-electrolitos. Su conductancia 

es proporcional a 1a conductividad del medio 

acuoso. Tal es el caso del canal Porina de 

E. coli, el cual no posee ninguna selectividad. 

d) Canales Maxi-K, los cuales son altamente 

selectivos para el ion potasio (K), pero poseen 

~ha muy alta:conductancia (130 - 200 pS), los 

cuales se han.encont~ado en membranas celulares . . . 

"le ·animales. ~al es el caso del canal de 

potasio activado por calcio insensible a apamin 

de 240 pS de conductancia, encontrado en el 

sistema tubular transverso del musculo de rata. 

Este ultimo grupo difiere con respecto a ·1os tres primeros 

en que se esp~raria que, a mayor selectividad menorconductancia, 

siendo que ellos son altamente selectivos y de alta_conductancia 

(Latorre & Miller, 1983). 

.-·.,;' 
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EL POSTPOTENCIAL TARDIO. 

cuando se aplica a la fibra muscular un tren de estímulos 

tal que se encuentren en el periodo correspondiente al 

postpotencial temprano (100 Hz.) anteriormente descrito, se 

observa, en el registro intracelular que hay una ligera suma de 

los postpotenciales. Despues del 61timo postpotencial temprano 

prevalece una cierta 
, 

despolarizacion respecto al potencial de 

reposo, la cua1 se recupera despues de algunos segundos. A esta 

despolarización. se le conoce como POSTPOTENCIAL TARDIO (LAP), 

vease figura 3; su magnitud aumenta al incrementarse el número 

de .p~lsos en el tren, siendo .de aproximadamente un milivoltio 

por est!mulo durante los primeros ocho, y despues de este 

número, el incremento es menor. El número de impulsos, así como 

la magni i;:~ alcanzada _np influye en su curso temporal de 
-~~ . 

declinación que es de tipo exponencial; su inicio puede poseer 

un·a cierta joroba que llega a un máximo al poco tiempo, 0.3 -

0,5 seg. de magnitud variable; despues de la cual decae 

exponencialmente (Freygang, Goldstein y He~lam, 1964). 

Freygang et al (1964) supusieron que el origen de este 

fenómeno era la acumulación de potasio en algún espacio 

extracelul ar duran te la estimulació'n, el cual fue determinado 

como el sistema tubular transverso por Kirsch, Nichols & 

Nakajima mediante una serie de experimentos donde se cambiaba 

el medio extracelular rapidamente con soluciones de diferente 

concentración del ion potasio, a una fibra unica con registro 

intracelular, donde vieron que el cambio de soluciones de 5 mM 

a 10 mM del anterior ion. producía una repolarizacion lentta,, 

: ~ ,'.,. -



reflejo de la salida difusional de este iÓn desde el sistema 

tubular -transverso. t . l" b . 1 ·' Por otra par e, si ap ica an estimu~acion 

tetánica a la misma fibra observaron que la tasa de declinaci6n 

.del post-potencial tard1o era idéntico a la de repolarizacidn 

len t-a observad a. Al comparar los tiempos de decaimiento a 1 a 

mitad de ambos fenómenos bajo distintas ·condiciones se mantiene 

igual similitu~. Ahora bien, tanto la repolarizaci¿n de potasio 

·y el LAP se hacen mÍs lentos conforme el radio de la fibra se 
, 

increrroen ta, por lo que ambos fenomenos son el mismo y su origen 

es una acumulació'n de potasio en el sistema tubular transverso. 

- Kirsch et al (1977), a diferencia de Freygang et al 

(19:/), puntuali·zaro·n que la joi;-o~a del LAP observada no e~~ 

producto· de un artefacto de contraaciÓn sino un 
,,,,. . . . 

fenomeilo rea}.-, 

ya que se encuentra-presente aun en condiciones que reducen !a 

con i:raccio'n, como es el uso de soluciones hipertónicas, 

manteniendo el mismo tiempo de caida a la mitad de la magnitud 

alcanzada asi como su polaridad~ 

Esta , 1 • I acumu ac 1 on -a e - p o t as i o en· e 1 sistema tubular 

transverso sobreviene, segun estos ~ltimo~ autores por la 

salida del ·ion desde la c~lula a traves de canales de 

rectificacion tard!a~ ubicados en el ·interior de esta sistema. 



JUSTIFICACION DEL PROYECTO. 

Hemos visto que el postpotencial tardio se debe a la 

acumulacio'n de potasio en el sistema tubula·r transverso y se 

tribuye su salida a can~les de rectificacio~n tardia ubicados 

ahí (Kirsch et al, 1977). Sin embargo, el .desarrollo de es te 

fenómeno podría ser afectado por corrientes de potasio 

activadas po.r el incremento en la concentración interna de 

calcio ya que existen reportadas en la literatura distintas 

evidencias que asi lo hacen pensar las cuales se pueden resumir 

como sigue. 

Se.han observado corrrientes de este tipo en el músculo 

' , 
esque,1.etico de conejo (Barret et,. al,-- 1981; Latorre et al, ).98.2; 

L.a.torr:e & vergara 1983), ré:!ta (Moczydlowsky. & Latorr.e, l!fB3; 

Ro~ey & Lazdunski, 1984). y de rana (Fink & Luuttgau &1976; 

Sanchez & .. Stefani, 1978; Cognard et al, 1984). 

En el músculo esquelético de rana existen cuando menos 

tres sistemas de conductancia al potasio. uno rápido aportado 

por .el rectificador . .t-ard{o,_ ~otro debido al· rectificador·· 

entrante, y un tercer ·lento en el que parece que cierta parte 

es sensible al calcio ya que se desarrolla poco despues de la 

entrada de este iÓn a traves de canales lentos de calcio y 

además desaparece si se retira el calcio externo (Sanchez & 

Stefani, 1978). 

Por otra parte , Fin k y L u t t g a u C 19 7 6) observar o.n un gr an 

incr·emento en la conductancia á potasio en fibras fatigadas, 

donde se supone que la concentración interna de calcio se 

encuentra notablemente incrementada. 



En 1970 Adriart et al demostraron la existencia en el 

músculo esquelético de rana adulta de una conductancia lenta de 

potasio cuyo curso temporal y potencial de reversión es similar 

al del postpotencial tardío (dentro de los primeros ocho 

estimules), pudiendo representar el potencial de equilibrio 

promedio del sistema tubular despues del efÍujo de ion potasio 

asociado con un solo potencial de acció'n _(Barret et al, 1981). 

Freygang et al (1964) observaron que el postpotencial 

tardio desaparece al aplicar 2 mM de níquel (potente inhibidor 

de corrientes de calcio) haciendo pensar en algÚn tipo de 

dependencia de este fénomeno respecto al calcio al traves de 

cambios en la conductancia lenta de potasio. De tal manera 

que la act:ivaciÓn de una conductancia lenta de potasio en la 

membrana.tubular, debida-a un incremento en la concentració"n 

interna de calci.o incrementaría la despolarizacio'.Íl. del 
- o> • _, 

postpotc-n;::··ial tardioa 

Se han observado postpotenciales hiperpolarizantes (HAP) 

en miotubos·y ~iobolas·de rata (Barret·et. al, 1981), los cuales 

carecen- de sistema ttibular transverso y su origen se debe.a 

canales de potasio activados por calcio. 

Por ~!timo, se ha'n ailado y caracterizado canales -de 

potasio activados por el incremento en la concentración interna 

de calcio a partir del músculo esquel~tico de conejo (Latorre 

et al., 1982; vergara & Latorre, 1983) y de rata (Moczydlowsky 

& Latorre, 1983) desde las fracciones correspondientes al 

sistema tubular transverso •. 

Se hace evidente: a) No es claro si la corriente de 

./·_'. 



potasio dependiente de calcio existe en el sistema tubular 

transverso en condiciones fisiológicas y si lo hace, si 

acontecen en la rana. b) Así corno el si participan en el 

desarrollo del postpotencial tardío (Barret et al, 1981) y es 

.el proposito del presente trabajo el averiguarlo a traves de 

registros de este ~!timo f~n¿meno en fibras musculares 

esquel¿ticas de Rana pipiens (Schreber 1872). 



EL CANAL DE POTASIO ACTIVADO POR CALCIO. 

Las corrientes iÓnicas se producen al pasar iones por 

las proteinas de membrana denominadas canales. En el caso de 

·las de potasio lo hacen a traves de aquellos que se abren por 

el incremento en la concentación del ion calcio interno así 

como por la despolarización de la membrana. Estas proteinas de 

membrana se han podido aislar del sistema tubular transverso 

del músculo esquelétic'o del conejo (Latorre et al., 1982; 

vergara & Latorre, 1983) y de la rata (Moczydlowsky & Latorre, 

1983) habiendose descrito sus propiedades (Latorre & Miller 

1983; Moczydlowsky & Latorre, 1983; vergara & Latorre, 1983) al 

incorporarlos a bicapas planas, de donde resumimos: 

' 1 ••••• ,, ».·,.. .. . . 

Poseen muy alta conductancia (>180pS); 

Se pueden bloquear con tetraetilamonio (TEA) 

aplicado tanto en el lado interno (Kb=l0 mM), 

como en el externo (Kb = 0.1 - l mM ); 

- Son altamente···selectivos. (no se encuentra 

potencial de 
. ,, 

revers1on bajo condicones 

bi-ionicas de K / Na ) ya que la curva 

corriente voltaje del canal Único se aproxima 

al eje del voltaje asintóticamente; 

- Su conductancia se incrementa e-veces cada 

12.5 mV; 

- Poseen dos estados cerrados y uno abierto 

cuando menos; 

- La curva de probabilidad del estado abierto 

-~_.,..,;:,,;_~ .. }~<.f..:CJ. .. r'-'M·t...\cf.4\N.~~-V.ru.<l<;;i!t("~';:,M>"'¡.¡uf:.o:ó'l;_>~·'".c#';,,_?...,._\~,••: •'-""""'''~'"'"•"•º~'"º"<"""" 
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(Po) del canal como funci~n del voltaje se 

corre a lo largo del eje de este &!timo al 

cambiar la concentraci~n de calcio interna (65 

rnv a 10 veces mayor concentracioh que el basal 

interno); 

- Se requieren de dos a tres iones calcio para 

abrir un canal; 

- Para obtener Po = 0.5 en el canal 
I . 
un1co se 

requiere de 8 pM de calcio (para ·el del 

sistema tubular de la rata)· a una milirnola 

(para el de conejo); 

- Estos canales operan por un mecanismo 

sencillo de canal único, i.e. el canal puede 

ser ocupado por más de un ion a la vez, (a 

diferencia del retardado y del anomalo). 

Se encuentra descrito otro canal de potasio activado por 

el incremento en~ la. concentracio'n de calcio interno, que 

támbien ese dependiente del voltaje, en el músculo esquelético. 

Es te can al· se d.i ferenci a de 1 otro por poseer a) menor 

conductancia (me~os de 50 pS), b) distinta.farmacología (no es 

bloqueado por tetraetilamonio desde el lado extracelular. a 

concentraciones tan altas como 5 mM, más si lo es por la 

neurotoxina apamina extraída a partir del veneno de abeja), y 

c) dependencia con el vol taje ya que se habre ·a potencial es más 

negativos (Rorney & Lazdunski, 1984). 



SISTEMA DE REGISTRO E INSTRUMENTACION. 

La célula muscular es una celula excitable y cuyo tipo de 

respuesta a la estimulació'n es .la generación de potenciales de 

acci6n que, gracias a los fénomenos de acople, dan lugar a la 

contracciÓn. Este ú'ltimo fenómeno hace ma"s difÍcil el registro 
1 

del potencial de accio'n,respecto al ax'ón gigante de calamar) y a 

nuestro interes, el registro del postpotencial tard(o ya que el 

movimiento provoca que el microelectrodo se salga del interior 

celular ademas de dañar a la cél u La por lo que en un posterior 

registro el potencial de membrana se ve disminuido. Por ello se 

hace necesario la utilización de procedimientos que eviten el 

desarrollo de la contracción o bien que eviten que ·se salga el 

electrodo de la fibra sin que .esta se dañe. En lo primero, una 

alternativa es alargando la· longitud de las fibras, de .forma tal. 

que la 
. , 

contraccion sea minima debido a que se produce una 

separac i Ón entre los e 1 emen tos -contráctiles_, ·tal que 1 a 

interacción '-entre - ellos es mínima;, ·Otra· ·es:, el- provocar eL 

des acople entre la:. exc i taci ó'n y l_,.a con t racc i Ón como es el 

detubular con glicero-1, ·-más este procedimiento provoca el 

desacople electrico del sistema tubular transverso haciendolo 

in~til para el tipo de registros que se describen. Otra forma es 

el uso de soluciones hipertónicas, procedimiento que se empleo en 

algunos de los experimentos aqui expuestos, las cuales no afectan 

las propiedades eléctricas de la fibra muscular (Hodgkin & 

Horowicz, 1957). Estas soluciones hipertonicas se pueden hacer 

añadiendo sacarosa 350 mM a la soluciÓn Ringer de registro~ 

',•_, 
, .-'. -· 



En lo segundo una alternativa es el utilizar electrodos 

flotantes, los cuales se mueven conjunto la célula y producen un 

daño mínimo a la membrana (para mayor informacion sobre este tipo 

de rnicroelectrodos vease el apendice de microelectrodos). 

Para el registro de las propiedades eléctricas de la fibra 

muscular esquelética se requiere de la utilización de 

microelectrodos intracelulares lo suficientemente finos como para 

no provocar un daño en el sarcolema que afecte los registros del 

potencial de reposo. Estos electrodos no deben de exceder de un 

diametro de punta mayor a la veiriteaba parte del diametro ·ae la 

fibra (Lassen & Rasmussen 1978. en Giebisch et al., 1978). Por 

otra parte, conforme el diámetro de la punta disminuye la 

resistencia del electrodo se incrementa, dando a su vez lugar a 

un aumento del ruido de 60 ciclos que se registra. Por ello es 

más fácil el utilizar microelectrodos de diarnetro de punta mas 

bien grandes, por -lo que es necesario el usar·-fibras musculares 

de radio considerable. El músculo sartorio de la Rana pipiens 

(Schereber, 1872) madura presenta radi_os de· fibra de·l· -orden de 50 

micrornetros p~rmitiendo la utilizacion de microelectrodos de 

resistencia no menores de 15 megaohmios, con los cuales es 

posible registrar el potencial de membrana, potencial de accion y 

postpotencial tardf o. Este músculo presenta ademas la ventaja de 

ser de f¿cil disección ya que se encuentra en el mÚslo por su 

parte ventral siendo el más externo. La cara interna casi no 

posee tejido conjuntivo por lo que las fibras más externas son 

facilmente penetradas por los microelectrodos, evitando as{ daños 

a las mismas por penetracion brusca. 

; Sin embarg_o, la. utilizacion de mu'sculo· ente.ro en. los 



experimentos donde se realiza cambio de soluciones, existe el 

problema de un buen recambio, por lo que lo mC:s recomendable es 

la utilización de fascfculos o de fibras aisladas. Para la 

obtencio'ri de estos Últimos se debe realizar microdisecció'n, 

siendo entonces recomendable la obtencicfu desde músculos donde el 

tejido conjutivo sea reducido. Uno de estos músculos es el 

Tibialis anterior, el cual posee fibras transversales a todo su 

largo, es de fácil extracci6n, por encontrarse directamente por 

debajo de la piel en la parte anterior de la tibia cubierto por 

un grueso perimicio, el cual no representa problemas para la 

disección. 

Las células eléctricamente excitables producen cambios 
, '. : .... 

rapidü:: en el potencial de membrana, los llamados potenciales de 

accirfn# estos 
., , 
~enomenos son de muy baja magnitud y muy rapidos,. 

siendo para los vertebrados de no mas de 150 mV sucediendo en 

alguno~ milisegundos; por ello se requiere para su-registro y 

cuantificacicin- de--s·istemas capaces-de--segui-rlos, esto e.s., q':le 

sean m~s rci'pidos que el .. fénoineno en si. La manera mfs usual .. de 

hacerlo es mediante el uso de amplificacores de alta resistencia 

de entrad a acoplad os a .un ose i l osco pi o (ve ase e 1 apend ice 

correspondiente a electrodos para, mayor informacion). En la 

presente seccion se describe la instrumentacio'n empleada en e1 

pres en te trabajo. 

Microelectrodos. 

- En el presente trabajo se utilizaron dos tipos de 

microelectrodo~, rígidos .Y flotantes los cuales se,._ 



hicieron. Para ambos las micropipetas se hicieron a 

partir de tubo Pyrex de 1.5 mm de diametro externo 

con una fibra de vidrio en su interior, logrando 

con ello ser llenados facilmente con una solución 

filtrada de KCl 3M. 

- Para los electrodos rígidos las rnicropipetas se 

obtuvieron en un paso al estirar el tubo antes 

descrito con un estirador de micropipetas <puller> 

horizontal Sutter P-77. 

- Los electrodos flotantes se hicieron en el mismo 

aparato pero en dos pasos como fue descrito por 

Colomo y Rocchi 

electrodos]. 

(1965) [vease seccio-n de 

- Hecho lo anterior fueron sujetas a un tubo de 

acrílico (holder) en cnyo interior se encontraba 

mas solucion de KCl 3M y un electrodo impolarizable 

de plata-plataclorurada~ Para· el caso de los 

e 1 e c t r o d o s f 1 o t a n te s , . en t r e _e 1 h o-1 d e r y. 1 a 

micropipeta s~ coioc6 un puente-Rin9er-agar del 

cual pendia una gota de solución de Ringer a la 

cual se adhería la micropipeta por ~ension 

superficial [vease seccion de microelectrodos]. 

- AsÍ, la micropipeta por medio de la solucion 

concentrada de KCl hace contacto con el electrodo 

de plata-plataclorurada dando lugar a un 

microelectrodo cuyas resistencias fueron para los 

rigidos entre 5 y 105 megaohmios y para los 

flotantes de 40 a 900 megaohmios. 



Cuando se usaron microelectrodos rfgidos se emplearon 

aquellos de resistencia entre 15 y 35 megaohmios mientras que 

para los flotantes entre 90 y 150 megaohmios 'ya que si poseian 

valores menores dañaban a las fibras y si se usaban con valores 

mayores al limite superior se tenia un ruido de 60 ciclos 

importante. 

- El microelectrodo se conectaba a la entrada de un 

seguidor catódico el cual tiene como tierra real un 

electrodo exterior de plata-plataclorurada 

de_positado en el baño. La salida del seguidor va a 

un preamplificador de alta resistencia de entrada 

Biodyne Electronics AM - 1 desde el cual es posible 

balancear los electrodos. ·para -llevarlos a una 

diferencia de voltaje entre ellos de cero 

milivoltios;.. Digamos aquí que no se utilizaron 

electrodos con diferencia de potencial entre ellos· 

m;¡¡yor a 100 mv. 

- La s~lida del preamplificador era llevada a: a) 

La entrada de un amplificador de un osciloscopio 

Tektronix 5133.b) Un voltí'rnetro digital Sympson 

2840 del cual se obtenía el potencial de reposo de 

~embrana con una precision de decimas de 

milivoltio. c} Un graficador Gould 2200 S con el 

que ie registraba en papel al postpotencial tardío. 

- El registro permanente del osciloscopio se hizo 

fotograficamente con una camara Nihon Kohden PC-2A. 



- La estimulaciÓn se hizo con un estimulador Grass 

SD9, o bien con un est!mulador digital programable 

EP 11 hecho en el Instituto Nacional de 

Cardiologfa (México) acoplado con una unidad de 

aislamiento de estímulos Grass SIUSA. Ambos 

estimuladores produjeron pulsos cuadrados de 

corriente de intensidad variable que ademas 

sincronizaban al osciloscopio. 

- La salida de estimulaciÓn de cualquiera de esto,s, 

aparatos se cone~to a un electrodo bipolar de plata 

cuyas terminales estab~n aisladas excepto en su 

extremo distal, que terminaba libre y muy cercan de 

las fibras. La punta de cada terminal tenia la 

forma de pelotita con lo cual se estimulaba un 

n~mero reducido de fibras. 

Con este sistema de registro fue posible obtener el 

registro del potencial- de membran-a, potencial de 
. ,, 

accion y 

postpotencial. tardío de~solamente una -fibra muscul~r-tanto ~e' 

músculo sartorio entero o bien fasciculos aislados e del tibialis 
,·1. . 

anterior de R~!!_~ pipiens (Schreber ,1872). La estimulació'n se 

hizo, para el m~sculo entero, con los electrodos bipolares ya 

descritos colocados muy cerca de la c~lula a registrar y 

suficientemente alejados del microelectrodo evitando, con esto 

Último, la aparició'n de un artefacto producido por la salida de 

corriente del electrodo de estimulacidn. Para los fascículos 

aislados se estfmulo con dos alambres de plata ubicados en la 

base de la camarita dando igualdad de condiciones que las 



anteriormente descritas. 

SOLUCIONES. 

En el presente trabajo se utilizaron las siguientes 

soluciones de Ringer cuya composicion ionica (rnM) es la 

siguiente: 

Ringer 
Normal 

Magnesio 

2+ 
Ca 
2. 0. 

Na 
117 

117 

K 
• 2.5 

• 2.5 

Cl 
• 121.5 

• 121.5 • 

2+ 
.Mg 

3.0 

• MOPS • 
4.0 • 

4.0 • 

•:. . .;::~~ 
MOPS = Acido 3-[N-Morpholino]propanesulfonico 

T~~a~ a un pH de 7.2 ajustado con NaOH o HCl. 

Para las soluciones donde se emplearon bloqueadores la 

composicion . " . 
l Oil ica fue aquella del Ringer Normal añadiendose la 

cantidad milirnolar del bloqueador. 



EXPERIMENTOS DE SUSTITUCION DE CALCIO POR MAGNESIO. 

Con la información expuesta en las paginas 29-33, se hace 

patente que la acumulacio'n de potasio tubular que da origen al 

postpotencial tardío se puede ver afectada por canales de potasio 

que se activan por el incremento intracelular de la concentraci¿n 

de calcio. ahora, ¿de donde pudiese provenir este calcio?. Una 

respuesta es del interior celular ya que para el desarrollo de la 

contracción sucede un incremento 

la conceptració'n intracelular de este ion, 

importante 
-7 

desde 10 a 

en 
-4 

10 M 

(Endo M., 1977) debido a que el retículo sarcoplásmico lo libera 

en el conjunto de fénomenos que acontecen eh el acople excitación 

contracció"n. Otra posibilidad es que provenga del exterior 

celular, Pntrando por medio de canales ionices específicos para 

este io•~. (Beaty & Stefani, 1976b; Stanfield, 1977; Sanchez & 

Stefani, 1978; Almers & Palade, 1981; S an ch e z & S te f an i , 1 9 8 3) 

los cuales se encuentran en el interior del sistema tubular 

trans-:;::_,,·,so (Gage & Eisenberg, l969a,b; Eisenberg & Gage,. 1969; 

Nicol.::. siri,··sanchez -&· Stefani, 1980).De·hecho se pueden producir 

potenciales de acci~n dependientes de calcio (Beaty & Stefani, 

1976a). 

Si suponemos que existen canales de potasio dependientes de 

calcio en el interior del sistema tubular transverso de la rana, 

que pu~iesen ser activados por el ion calcio extracelular que 

penetra a la célula por los canales de calcio dependientes del 

voltaje que se encuentran en el interior de dicho sistema(Nicola 

Siri, Sanchez & Stefani, 1980)_,al sustituir este ion por 

·41 
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magnesio, el cual es poco permeable por los canales de calcio 

(Almers & Palade, 198la; McCleskey & Almers, 1985) no bloquea a 

los canales de potasio dependientes de calcio ni los activa 

(Latorre et al, 1982), el postpotencial tardío debiese afectarse 

~i esta originado por estos canales de potasio. 

La sustitución del calcio por magnesio representa ademas 

multiples ventajas como son: 

- Es poco permeable por los canales lentos de calcio 

dependientes del voltaje (Almers & Palade, 1981; McCleskey & 

.· Almers, 1985) por poseer el. siguiente orden en select:,ividad: 

B a > Sr > ,:,Ca > Mn > M g. 

no siendo permeables el Co ni el Ni (Almers & Palade l98la}. 

- No penetra al interior celular en la gama de 

concentraciones_l a 4 mM (Flatman, 1984) 

- Se sabe que existen sistemas que mantienen el nivel basal 

de este ion por debajo de su equilibrio electroquÍmico 

independientemente de la 
·. f 

con ce n t r-a c i o n ex t r a ce 1 u l ar 

(Flatman, 1984}. 

- La con:centració'n de este ion dentr:o y fuera de .la célula 

así como su bioquímica parecen hacer ·poco probable su 

participación como un "disparador" de alguna función como 

las realizadas por el calcio (Flatman, 1984). 

- Es el segundo o tercer catión intracelular máS abundante y 

es un cofactor importante en multiples sistemas enziméticos 

jugando un papel relevante en la síntesis de p~oteinas 

(Flatman, 1984). -



RESULTADOS. 

En vias de probar la hipótesis planteada se realizaron 

I experimentos en los que se registro al postpotencial tardio (LAP) 

sustituyendo el calcio extracelular por magnesio en 

-entero bajo soluciones hipertónicas. 

' musculo 

En paralelo con esto, se registro el potencial de accicfn y 

el postpotencial temprano en las distintas soluciones evaluando 

las posibles diferencias entre los testigos y los experimentales. 

Los experimentos descritos a continuacioh se realizaron 

de Mayo a Octubre de 1985 en músculos sartorio. 

En la figura l se presentan tres tipos de postpotenciales 

temprano observados en solucio1n de Ringer normal con 350 mM de 

sacaros.:1·~:... siendo el primero el méÍs frecuente (40% de un total de 

77 regii,;Lros) ,·y donde se ilust:'':.;~~ además los distintos tipos de 

evaluaciones _que- se hicieron a- todos -Y .cada uno de los registros 

realizados en el transcurso de este proyecto, a-saber: 

- pctenci al de reposo, (-Emr que es la lectura de l.a 

difere_ncia de pótencial _entre el microelectrodo en - el 

interior celular y el electrodo -da· referencia ubicado en el 

b &:e • anulaci· o"n auo; -- previa del potencial existente entre ambos 

electrodos al estar ubicados en el mismo medio. 

- Sobretiro (St) que es la inversión del voltaje de membrana_ 

de negativo a positivo. 

- Amplitud del potencial de 
. I acc l. on (Vs) medido desde e 1 

potencial de reposo hasta el máximo del sobretiro. 

Amplitud desde el cero al inicio del postpotencial 

. . -
_,., __ .,_,._.,,,4_~,, ,-;.,.,~·;,..;.; .• :\...!--- .... :· .. u. : •-"'--<.;;..-,~ ............... "'"'·"~_,:,.:; -· ':~-;'-' ~-~~":..z:i.:-.:4,:: . .- ... ,.,..·.=·-0'~·,;.·~.;~~~··-4 J-"~'-··"'-'•·'''"''' ''-''·"-''""·· 



bt,· 

a), 

r 1 t 1.:~' ---------- 1 1 

; Va ! ,-......................................... 'iº~mseg ·: l ~.~ 
1 .• 
! • .j'• 

J 

. ' -·-- -·--. ___ _J--·---------------------

._ ...... 

t---f 
20 mseg 

-·-· ! 

e). 

l 
' --.......... __ 

FIGURA I. Distintos tipos de postpotencial temprano 
observados en solucion normal hipertonica. 

Tipo a) 40%, b) 33. 3% y e) .26. 6%; de 75 registros. 



'·.-:·: 

temprano (Ea), medido a los 10 mseg. del inicio del 

potencial de acción. 

- Amplitud del postpotencial temprano (Va) medido desde el 

potencial de reposo. 

- Tiempo al potencial de reposo, medido desde el punto donde 

la repolarizaciÓn lenta se hace evidente hasta alcanzar el 

potencial de reposo. 

- Asimismo .se observó la ca{da del postpotencial temprano 

respecto al tiempo muestreandose cada 10 mseg. hecho lo cual 

se normaliz¿ cada registro respecto al m~ximo de cada fibra 

y posteriormente se linearizÓ para obtener 

de decaimiento y la amplitud m~xima. 

, 
asi la constante 

El segundo tipo posee una frecuencia de 33.3% mientras que 

~L ~ltimo de 26.6 %. De tal manera que podemos decir que el 

p~~potencial temprano se manifiesta en una de tres formas. En la 

primera1 ~a trarisició"n de repolarizació'n rá'pida a lenta se hace 

repentina alcanzandose el potencial de reposo en 73.92 19.88 
, . 

mseg. En la segunda se observa una ligera depolarizacion· 

posterior-al termino de la repolarizaci~n- rfpida despues de la 

cual se .regresa al potencial de reposo en 88.75 ·14.52 seg. El 

tercer tipo presenta una fase donde por un cierto tiempo (2-5 

mseg.) el potencial de membrana_ alcanzado por la repolarizacio"n 

r~pida no cambia, despues del cual se regresa al potencial de 

reposo en 8 2.60 22.33 mseg. Esta variaci6n se observó tanto en 

distintos músculos como dentro de uno mismo. La variación entre 

un tipo de postpotencial y otro es gradual. 

· A continuación se presenta una tabla 

- . 
"\;, ;_~~_.:,;~.·:-.:-1.4,~t.·J ,..'.;_.,;,;"?"'~':,.')~~',J..', ;~..,'•"-H.6 · 

I ) donde se ilustran 
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T.4BLA l • variación de. los distintos parámet:ros evaluados en 
___ __,./ el potencial de acción muscular en solución bipe:rtónica 

normal. 

l:'ibra . Lm • · ... am St 
mv 

l:;a 

mv 
va 
mv 

'J.r • J 

Total 
promedio 
! s.d 

:.~. 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 

.12 
13 
14 
.15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
3 ;¿ 
33 
34 
35 
36 

77 

mv mv 

7 0 
79 
70 
70 
71 
74 
75 
75 
75 
75 
77 
79 
82 
83 
70 
71 
70 
70 
65 
66 
65 
62 
63 
70 
85 
83 
80 
77 
87 
82 
74 
80 
74 
62 
65 
70 

87 • .::i 

t8.5 

86 
90 
85 
83. 
84 
87 
85 
80 
80 

105 
103 
104 
100 

98 
92 
91 
80 
85 
85 
83 
85 
79 
77 
80 

112 
111 

91 
87 

100 
- 90 

9.9 
100 

79 
67 
75 
70 

16 
12 
15 
13 
13 
15 
10 

5 
5. 

30 
26 
25 
20 
15 
22 
20 
10 
15 
20 
17 
20 
17 
17 
10 
27 
28 
11 
10 
20 
10 
25 
20 

5 
5 

10 
0 .111 

50 
60 
55 
48 
50 
55 
55 
56 
57 
65 
65 
65 
79 
73 
65 
50 
53 
55 
40 
45 
44 
44 
47 
47 
63 
58 
63 
53 
64 
52. 
60 
70 
51 
50 
48 
52 

90.7 17.3 54 
!13 !8.2 !10.4 

13 
60 
15 
23 
22 
15 
18 
13 
18 
13 
13 
12 
13 
.l0 

8 
15 
15 
15 
20 
21 
22 
21 
15 

8 
20 
21 
17 
20 
15 
17 

5 
2 

15 
10 
15 
16 

16.4 
±5.3 

mseg 

80 
20 

100 
1:10 

100 
40 
50 
50 
70 
80 

HJ0 
100 
120 

90 
70 

HH3 
100 
Hlf.3 

80 
_f¿)k} 

100 
100 

80 
l00 

60 
10 
50 
60 
60 
80 
80 
80 
80 

10"' 
80 

icrn 

82.6 
t 22 • .:; 

L~ 

1~ 

1.J 
i:~ 

N 
l~ 

s 
p 
p 
p 
p 
p 
o 

p 

N 
s 
s 
s 
.s 
s 
s 
s 
s 
N 
N 
p 
p 

N 
p 
s 
s 
N 
s 
s 
s 
p 

aonde: ~m es el potencial de reposo; ~am es la ~mplitua del 
potencial de acción; St el sobretiro; 1:..a amplitud dt:::l 
postpotencial temprano evaluado desde el cero; va lo 1n1smo p~:ro 
desae el reposo; ~t corresponde al tiempo en regresar al 
potencial de reposo; J es si el registro presenta joroba, meseta 
o ninguno de los dos. 
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FIGURA 2~ Decaimientó del póstpotencial-temprano normalizado (en 
escala semilogarítmica) respecto al tiempo en solución normal 
hipert6nica. se·muestran solo algunos puntos. Los mejores ajustes 
al considerar la caida como una exponencial simple para (a) todos 
los puntos y (b) sin considerar los primeros 20 milisegundos de 
un total de 75 registros. 



algunos de los valores de los distintos parametros evaluados 

hasta aquí. 

En la figura 2 se presenta una gráfica de deca~rniento del 

postpotencial temprano, en solucion norrnal·hipertÓnica, normalizado 

a uno, ello con el fin de que diferencias en escala no interfieran 

cºon el análisis. El inverso de la pendiente (Tau) [que es un 

estimador de la velocidad de repolarizacion] a la "mejor recta" 

[trazo A] por el criterio de mínimos cuadrados, fue de 36.52 

mseg. ,-.~n.--'l.11 coeficiente de ajuste de 0.99 para un total de 66 

fibras. '""'.orno se describio anteriormente, el postpotencial 

tempra1··J puede iniciarse con un cambio brusco de la 

repolari zacibn rápida a lenta· (tipo uno), con una pequefia joroba 

(tipo d·.•S), o bien, con una meseta (tipo tres); por esta razón en 

los primeros mil~segundos no se ha declarado perfectamente este 

íé'nomer,o, p· <·ello se cálculo la mejor recta sin considerar los 

pr_imeros 20 ¡, ··¡ lisegundos (trazo B de la misma figura) cuya Tau 

r-~sulto ser de 39093 msegº con un coeficiente de ajuste de 1.00'1. 

Cón el~.~ podernos decir que el decaimiento del postpotencial 
··=:.::···.-... 

temprano·-~e esta viendo interferido en el inicio del mismo, donde 

existe una fase.de decaimiento 

mayores a 20 milisegundos. 

. .
aun mas lenta.que en. tiempos 

En la tabla · I, se ilustra la variacion de los distintos 

parametros evaluados para el potencial de 
. , 

acc1on bajo las 

presentes condiciones. 

Una vez observado el postpotencial temprano se procedió' a 

aplicar un tren de estimulacion de 100 Hz. En la figura 3 se 

o b se r v. a 1 a r e p o 1 ar i z a c i Ó n m u y 1 en t a ( seg un d os ) c o m o 1 á 

describieron E'reyga,9, Goldstein y Hellarn (1964); La constante de 
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FIGURA 3. Registro tf pico de postpotencia1 tardio 
solucion normal hipertonica para una fibra con 82.5 mV 
potenc~al de rep6so. 
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TABLA l I • variación de los distintos parámetros del 
postpotencial tardío en soluc16n normal h1pert6nica. 

l:'ibra . I:;m . Amplitud . Tau r 'l~r 

LmV J lmV j Lrnseg j isegj 

l . 94.2 . 21.46 2.94 0.99 6. 0 

2 . 80. 0 . 8.25 7.14 0.99 5.0 

3 . 96.8 . 9.18 7. 6':1 0.9. 7.0 

4 . 93.4 . 10.94 2.63 0.95 4.0 

5 80.0 . 5.77 5.88 0.96 . 5.0 

6 . 85.3 . 4.34 8.33 0.99 5.5 

7 . 74. 2 . 19.38 2.29 0.98 4.0 

8 . 81.4 . 3.06 3.97 0.96 3.0 

9 . 68.8 . 8.43 3.94 0.99 5.0 

10 . 94.5 . 27.35 4.76 1.00 7.0 

11 . 91.4 . 26.70 4.17 0.99 5.5 

12 82.5 12.2 3.57 0.98 5.0 

13 . 89.6 . 18.86 4.35 0.99 6.5 

14 . 94.8 . 20.62 3.03 1.0 5.0 

15 .. 87.4 . 22.99 3.45 1.0 6.0 

16 . 90.5 . 8.85 4.35 1.01 5.0 
------~----------------------------------------------------------

Tot;]l 19 
promedio > • 

! s.d. 

Donde: 
t.m 

Amplitud 
'J.'au 

r 
•r-r 

87.3 . 14.2 4.5 0.98 5.28 
. :t 8 .5 !"7. 8 !l. 8 !0.012 !"l.08 

= potencial de reposo. 
amplitud máxima del po~tpotencial tardío. 
constante de ca1da del fan6rneno. 
coeficiente de correlación. 

= tiempo en alcanzar el potencial de reposo. 
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i"'IGURA 4. Deca1m1ento del postpotencial tard10 normalizado en 

Ri'nger normal hipertónico en escala semilogaritm1ca. Se mue::;tran 

solo tres registros, de un ~otal de 19. se ilustra la meJor r~cta 

de ajuste para los 19 registros cuyas constantes son: 

b = 0.9 mv. m = 3.1 seg.; r = 0.87. 



decaimiento para este registro fue de 3.57 seg. con un tamaffo de 

postpotencial tard(o (LAP) de 12.2 mvº y un coeficiente de ajuste 

de 0.98 • mientras que el tiempo a la mitad de la amplitud del 

LAP fue, de 2.2 seg. 

En la figura 4 se muestra el decaimiento del postpotencial 

-tard{o, en escala semilogaritmica, para 3 fibras normalizadas. La 

mejor recta para 19 registros se ilustra. La constante de 

decaimiento fue 3.10 seg~ con un coeficiente de ajuste de 0.87. 

En la tabla II se muestra la variacion de los parametros del 

postpotencial tardío en estas condiciones. 

Experimentos de magnesioº 

Una vez observado el postpotencial temprano 
., 

aSJ. como el 

tara(,., ~e procedio a hacer el cambio de solució'n de Ringer normal 
. ,, . 

hipertonico a una en la que se habia sustituido el ion calcio por 

3.0 m~ de magnesio a la cual denominaremos en adelante Ringer 

magnesio. 

Entre el início del registro y el cambio de _soluci~n se 

permitió un tiempo de equilibraciÓn de 15 minutos del músculo con 

medio· litro de- solución- isotó'nica--·bajo--constante. agitación, 

despues del cual se aplicaba Ringer magnesio hipertonico frio y 

al transcurrir tres minutos se procedía a registrar como 

anteriormente se menciono. 

En .la figura 5 se presenta un típico-potencial de 
. ,, 

accJ.on en 

solución magnesio hipertónico. En general se observaron los tres 

tipos de postpotenci al temprano . ya descritos, cuyas frecuencias 

fueron de 66.6% para el tipo I, 6.66% para el I I y 26.66% para el 

III, de un total de 15 registros. La variación de los distintos 
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FIGURA S. Potencial de 
. ,,,. 

accion en ring er magnesio hipertónico 

para una fibra con 95 rnV. de potencial de reposo. 



TABLA III. var1ación de los distintos parámetros evaluados del 
potencial de acción soluci.ón di: magnesio h.ipertónica • 

'l'otal 
promedio 
!" s~ci. 

.l:'lbra • Bm • 
rnv 

l 90 

2 92 

4 88 

5 36 

6 85 

7 90 

8 85 

9 70 

-~·1 t 7 3 

13 

14 

15 

16 

16 

75 

88 

90 

77 

80 

80 
~ 14 

'l'am • St • .t:;a 
mv mv mv 

125 35 75 

140 38 70 

118 30 70 

111 25 78 

106 21 75 

115 15 70 

100 15 63 

100 30 45 

HJ6 26 55 

93 20 47 

76 

100 

131 

115 

97 

109 
±16 

l 

12 

41 

38 

17 

24 
't 11 

60 

82 

52 

26 

66 

62 
ns 

va 
mV 

9 

10 

10 

9 

8 

2<il 

26 

20 

20 

14 

3 

37 

38 

15 

17 
!' 10 

'l'r • J 
mseg 

80 N 

80 N 

40 N 

40 N 

60 N 

70 l~ 

80 p 

7 0 i~ 

80 p 

100 p 

50 

HJ0 

100 

86 

30 

71 
t22 

s 

p 

N 

N 

N 

donde: Em es el potencial de reposo; Tam es la amplitud áel 

potencial de acc1Ón; St el sobretiro; Ea amplit:ud del 

postpotenc1al temprano evaluado desde el cero; va lo mismo pero 

desde el reposo; Tt corresponde al tiempo en r~gresar al 

potencial de reposo; J es si el registro presenta JOrooa, meseta 

o ninguno de los dos. 



TABLA IV. Variación de los distintos 
,, 

parametros 
del · postpotemci al tardío en solución de magnesio hiper tónica. 

l:' ibr a . Em . Amplitud . Tau r 'rr 
lmVj lmV] Lmseg) [seg] 

l 80.0 7.45 2.55 0.97 4.0 

2 . 75.4 . 3.37 3.27 0. 9 4 3.0 

3 . 82.2 . 8.46 3.59 0. 81 4.5 

4 . 75.0 . 8.00 2.16 0.99 3.0 

5 . 89.3 . 5.12 2.62 0.98 7.0 

6 88.0 7.49 3.82 0.97 4.0 

7 . 87.6 . 9.79 2.41 0.99 3.5 

8 . 85.2 . 6.59 3.13 l.00 4.5 

9 . 90.0 . 9.89 3.57 l. 00 3.0 

10 . 92.0 . 9.32 3.7~ l. 00 6.0 

11 . 74.2 . 5.66 2. 7,rJ 0.97 3.0 

12 . 74.0 . 20.21 3.45 0.98 6.0 

13 . 74.l . 5.44 3.13 0.99 7.0 

14 . 64.3 . 20.60 3.33 !J. 99 5.5 

15 . 73.4 . 6.95 5.56 1.00 5.5 

16 . 68.6 . 6.17 5.32 0.97 5.5 

17 . 88.5 . 9.19 4.29 1.00 5.0 

18 . 87.0 . 1),.. 99 2.27 0.99 3.5 

19 . 84.6 . l7. 6 .2. 56 lil. 99 4.0 
-----------------------------------------------------------------

'l'Otal 32 
promedios: 80.9 . 9.79 3.3 0.97 5.31 

t s . d. ! 8.0 ! 5. 04 '! 1. 03 :': 0. 05 :!l.61 

oonae: 1:.IU - pot:enc 1 al a.::: reposo. 
t.mplitud amplitud max1ma del postput:encial télrd.lo. 

'fau constante de ca ida del fenomeno. 
r coeficiente de currelC:tcJ.on. 

,.J.'r = tiempo al pot€:oncial de reposo. 

.. \·.' 
····' 
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FIGURA 6. Decaimiento normalizado del postpotencial temprano (en 

semilogaritmico) en soluci6n magnesio hipert6nicQ. Se ilustran 

solo l• registros de un total de 15. La mejor recta de ajuste 

para estos 15 registros se muestra, la cual no considera los 

primeros 20 mseg. Su constante de caida es 28.74 mseg. con un 

coeficiente de regresión de 0.91. Para detalles vease el texto. 



parametros evaluados para el potencial de accio'n en la presente 

solucion se ilustra en la tabla III. En la figura 6 se muestra 

la caída del postpotencial temprano respecto al tiempo en esta 

solu~io'n para las anteriores fibras. La constante de decaimiento 

para la mejor recta es 28.74 mseg., la cual no toma en cuenta los 

primeros 20 milisegundos, con un coeficiente de 
. , 

regres1on de 

0.91. 

Los registros del postpotenfcial tardío, los cuales se 

resumen en la tabla IV. En la figura 7 se presenta la 

repoJ ;~:-:iz:::ciÓn lenta , en escala semilogar!tmica, del potencial 

de ro~mbrana (normalizada) en el tiempo, cuya mejor recta de 

aj'J.,)_2;~,~-~-- ,;_.:.;,::en ta una constante de decaimiento de 2.17 seg. y un 

co~-ficiente de correlación de 0.87. 

Reversibilidad del efecto de Ringer magnesio. 

Una vez registrado el postpotencial temprano y tard{o en 

R~'.hger· magnesio hipertónico se reaplicaba solución de Rin.ger 

n_9rmal 
. , . 
1soton1_ca, dejando un tie~po para equilibració'n de no 

menos de 15 minutos, tambien bajo constante agitació'n en un 

volumen de medio litro. Despues de este tiempo se volvió a 

aplicar soluc:Í.cÍn normal hipertÓnica y tras tres minutos de 

equilibraciÓn se procedía a registrar. La variación de los 

distintos parametros del potencial de 
. , 

acc1on bajo estas 

condiciones se ilustra en la tabla IV; mientras que para el 

postpotencial tardío, en la tabla v, respectivamente. 
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FIGURA 7. Ca1da del postpotencial tardio normalizado (en escala 

sem1logar1tm1ca) respecto al tJ.empo en ringer magnesio 

hiperton1co. Se muestra ocho registros de un total de 32. 

Se ilustra el mejor ajuste para todos los registros (r=~.87) cuya 

constante es de 2.17 seg. 
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TABLA V • variación de los distintos parámetros 
del postpotencial tardio en solución de normal hipertónica 

despues de aplicar solución de magnesio. 

Fibra . Em . Amplitud . 'l'aU r '.l.'r 
lmVj lmV] Lmsey] [segJ 

l - 82.2 . 7.20 6.67 0.99 6.0 

2 - 79.4 . 3.13 6.25 0.99 4.0 

3 . 80.2 . 9.86 5.56 0.99 5.5 

4 - 82.3 . 9.78 4.17 0.99 7.0 
. ~; ... 

, . . . 
•'.-;.- 5 . 73.9 . 3.88 2.50 1.00 3.0 

6 . 65.8 . 5.80 . - . 5.56 0.98 5 .;121 

-~~·-~-~··· 7 73.2 . 5.45 2.08 0.99 3.0 
--

8 . 71.0 . 4 .11. 2.63 0.97 3.0 

9 - 82.5 . 21. 56 3.85 1.00 6.0 

10 . 62.l . 1.8.89 4~00 0.99 6.0 
-----------------------------------------------------------------

'.I'otal 10 
pr:omedi.os: . 74.6 . 16.18 3.72 0.98 4.85 
t s.d t 7. 2 .! 11. 02 ! 4. 81 t0.01 ! 1.'f'J 

Donde: 
Em potencial de reposo. 

Amplitud amplitud m~xima del postpotencial tardío. 

'l'a!J constante de caida del fenomeno. 

r coeficiente de correlac1on. 

Tr t1~mpo al potencial de reposo. 
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F lGURA 8. Decaimiento del postvotencial tardio normalizados 

respecto al tiempo en solucion normal hipertonica tras la 

aplicacion de solucion de magnesio. Se ilustran solo ocno de un 

total áe diez registros. J::l mejor e.juste (r=_fil.93) para los HJ 

registros posee una cunstante de caida de 2.07 seg • 
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DISCUSION DE LOS EXPERIMENTOS DE 

RINGER CALCIO-MAGNESIO-CALCIO. 

El postpotencial temprano. 

En la figura dos se pueden observar tres tipos de 

postpotenciales en Ringer normal hipe:r;tÓnico, los cuales se 

distinguen por la manera en ·que se hace la transición de 

repolarizacion rá'pida a lenta. Por su parte, en la figura tres, 

trazo B, ~~-demostr¿ que despues de 20 milisegundos la 

repolarizaciú"n del postpotencial temprano sigue un comportamiento 

netamente exponencial (vease la diferencia de coeficientes de 

correlacionj. Estas mismas diferencias en los postpotenciales 

tem_:?,;:;,·,f ... ,.. ·: ·observad a por Ande r s Pe r s son ( 19 6 3) sobre fibras 

musculares esqueleticas de Rana temporaria y encontró que durante 

los primeros 15 milisegundos la resistencia de la membrana se 

encon~raba disminuida, de tal manera que los cambios de 

perméabilidad que acontecen en el· potencial de 
. , 

acc1on se 

encuentran aun presentes 10 mseg. despues del m;ximo de este. 

Mientras que1 a .tiempos mayores la repolarizacio'n de la membrana 

acontece de manera exponencial, debido a la recarga capacitiva de 

la membrana tubular, quedando así explicada las diferencias de 

este fenómeno. Almers (1980) atribuye estas diferencias al 

poten c i a 1 de a c c i o'n tu bu 1 ar, res pon s a ble del a c o p l e ex c i tac i o"n 

contracci~n ya que es retardado respecto al potencial de accioil 

del Sarcolema. La presencia de un potencial de accio'n tubular 

pudiese ser cierto ya que _Adrian et.al (1973) mediante an.:ilisis 

,, . • f 
numerico encontraron que la Joroba presente en la gran mayoria de 
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los experimentos puede ser explicada por la presencia de una 

depolarizaciÓn del sarcolema producto de la corriente ionica que 

fluye al traves de la membrana del sistema T durante el potencial 

de acción tubular. Igualmente, encontraron que a mayor radio de 

la fibra mayor tiende a ser la joroba ya que la proporciob de 

membrana Tubular Sarcolema es mayor; sin embargo no pudieron 

demostrar que esto realmente ocurra ya que la coorrelacion de 

presencia de joroba - radio de la fibra fue muy baja. Cqncluyendo 

que habi~ ot~~~ factores desconocidos dentro del desarrollo del 

postpotcnc· .1 ..• _t:emprano. Sin embargo, el que no la encontraran 

podri;:i deberse 

proporc i oñ de 

la propia variaci6n existente entre fibras de la 

.'?;:lS Sarcolema - membrana T (L. D. Peachey, 

Observando los registros presentados por Anders Persson 

(1963) se observan varias diferencias respecto a las obtenidas en 

el present~ trabajo; a saber: 

Los tiempos de repolarizaciÓn al potencial de reposo 

acontecen en aproximadamente 60 mseg; mientras que en el presente 

acontecen despues de 70 mseg ( 82.6 22.33 mseg.). Una posible 

razón d.e esta discrepancia es la diferencia en especies con las 

que se trabajo. Otra es que los potenciales de reposo entre sus 

fibras y las ilustradas fuesen diferentes, ya que de ser así se 

requeriria mayor tiempo para llegar al potencial de reposo en 

cuanto mayor sea este, sin embargo, los potenciales de reposo 

registrados en el presente trabajo fueron 87.31'!: 8.5 mv (n = 75) 

mientras que el citado autor observo 88.0± 4.6 mv. (n = 334) por 

lo q~e ésta, muy probablemente, no es la causa de ésta 

discrepancia. Otra posible causa es que la capacidad del sistema 



tubular transverso entre ambas especies fuese diferente, cosa 

posible dado que ~- temporaria posee fibras mucho mas grandes que 

R. pipiens, por lo que es de esperar que l~ primera posea mayor 

superficie de membrana tubular y por ende superior capacidad, por 

lo que le tome mayor tiempo el recargarse,· más aqu[ se observa lo 

contrario. Otra causa seria una diferencia en las constantes de 

decaimiento del postpotencial temprano; el ya citado autor 

encontr<• ... ~ 1.1e decae como 19.8 ~ 6.1 mseg para 111 fibras, mientras 

..... t , que en el ~>.c:es .. ,~ ... e se encon ro ser de 38.04 '!: 4.09 mseg., 
I 
esta 

diferencia 2s importante ya que este mismo autor puntualizó que 

la constante de ~ecaimiento del postpotencial temprano es muy 

similar a la constante.de tiempo de la membrana en reposo para 

tiempos mayores a 15 mseg del inicio del potencial de accio~, de 

tal manera que, si el parecido entre ambas constantes no es una 

coincidencia, se tiene que las constantes de tiempo en reposo 

para sus experimentos y los presentes son distintas. Por otra 

parte, Frank (1957) encontrd', .para Rana pipiens, que la constante 

de tiempo del postpotencial temprano .se encuentra dentro de 13.5 

:t 0.9 mseg que es poco menos de la mitad de la encontrada en el 

presente tabajo y ligeramente menor que la encontrada por Anders 

Persson. La diferencia entre ambos pudiese ser explicada por la 

diferencia en especies y por la distinta metodología empleada por 

uno y otro (Frank no utilizó soluciones hipert6nicas). 

La constante de tiempo de membrana (Tau) puede ser descrita 

como el tiempo al 85% {producto resistencia-capacidad, si se 

describe a la membrana como una resistencia y capacitar en 

paralelo por lo que solo posee una constante de espacio) definido 



por: 

Tau rm (ce + cm) + re*ce • 

donde: 
rm = resistencia de membrana. 
cm = capacidad de membrana. 
ce=capacidad delsistematubular transverso. 
re = resistencia en serie con ce. 

Por su parte, el producto ce*re posee solamente un valor de 

uno a dos milisegundos, por que la Tau esta determinada 

principalmente por rm y (ce + cm). Ahora cm esta determinado por 

las propiedades dielectricas de la membrana, las cuales no varian 

en soluciones hipertó'nicas (Freyagng et.al, 1967) de tal manera 

que la discrepancia entre los valores obtenidos por Frank (1957) 

y A. Persson (1963) respecto a los presentes se pueden atribuir a 

cambios en rm y ce. Esta idea no parece ser tan descabellada ya 

que Freygang et.al (1967) demostraron que rm decrece 18% en 

soluciones hipertónicas similares a las aquí empleadas 

(atribuyendose a un incremento en la conductancia a cloro); 

mientras que en iguales condiciones (ce+ cm) se ·incrementa un 

33%, de tal manera que en soluciones hipertÓnicas, Tau queda 

des c r i ta por 2 8. 3 6 :!: 0. 9 9 m seg par a 3 4 f i b ras de ~!!.!!.!!. pi pi en s, 

cuyo valor se asemeja més a la obtenida en el presente trabajo 

(38.04 4.09 mseg). 

En resumen, la discrepancia de los valores obtenidos de la 

constante de decaimiento de membrana en reposo respecto a la 

reportada por Frank (1957) y A. Persson (1963) se atribuye a 

cambios en las propiedades eléctricas de la membrana, a saber, la 

capacidad de membrana tubular y la resistencia de membrana, 

debido a alteraciones provocadas por las soluciones hipert6nicas 

aplicadas. 
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La causa del parecido de las constantes de decaimiento entre 

A. Persson (1963) y Frank (1957) se desconoce asÍ como la 

discrepancia entre los valores del primero y las aquí encontradas 

ya que se utilizarón en ambos casos soluciones hipertonicas. 

Anders Persson (1963) encentro' que la amplitud de 

postpotencial temprano medido desde el reposo (Va) fue de 20.9 

!3.8 mV (n = 334} mientras que en el presente trabajo se encontró 

de 16.41 "! 5.26 rnv. Por su parte Frank (1957) " encontro que en once 

fibras este fenómeno acontecio en 19.0 t 1.3 mV. por lo que 

podemos considerar que la diferencia no es importante entre los 

obtenidos por-ellos y los aquí encontrados pensando, respecto a 

los de A. Persson, que sus fibras poseian mayor radio que las de 

R. pipiens. 

Frank (1957) encontr6 que la amplitud del postpotencial 

temprano (Va) para Rana pipiens no es independiente del potencial 

de reposo y por un "an~lisis estadístico" ilustra que se pueden 

relacionar por una recta descrita por: 

y = ax· + b. 

donde a = -20.68 y b = 0.432 0. 041. 

En la figura ilustra.el tamaño del postpotencial 

temprano (Va) respecto al potencial de reposo en solución de 

Ringer normal hipertÓnica, encontrandose que la mejor recta es 

aquella descrita por: 

Va = 0.916 Er + 9.297 

con un coeficiente de correlacion de 0.1396, para las mismas 75 

fibras anteriormente mencionadas. 
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FIGURA 9. Amplitud del postpot:encial temp:c:ano med.1.óo aesde el 

:c:eposo (Va) :c:especto .al pot·encial de membrana antes de 1a 

estimulación (Em). El coeficiente de co:c::c:elac1ón pa:c:a la mejo:c: 

:c:ecta de ajuste, es de 0.1396 pa:c:a 75 registros. Pa:c:a detalles 

ve ase el texto. 



Como se puede notar, parece gue el ~amaño del postpotencial 

temprano (Va) es independiente del potencial de reposo para~-

pipiens bajo estas condiciones. La causa de la discrepancia entre 

la concl usio"n de la dependencia de la amplitud del postpotenci al 

temprano respecto al potencial de reposo llegada por Frank (1957) 

y a la que se puede llegar en el presente trabajo se desconoce. 

Anders Persson (1963) relacionó la amplitud del postpotencial 

temprano medido desde cero (Ea) respecto al potencial de membrana 

(Em) en con tr ando que se pueden correlacionar -para potenciales de 

membrana menores a 95 mv. por una recta descrita por: 

Ea= 0.66 Em+ 9.1 (n=40) 

cuya pendiente de regresion vario entre 0.32 y 0.75 mseg. 

En la figura 
- --- ··- -.. ___ ¡ 

se ilustra un análisis de correlación por 

el método de mínimos cuadrados para Ea respecto a Em en solución 

fisiolo'gica normal donde la mejor recta esta descrita por: 

Ea = 0.85 Er - 8.24 (n = 75) 

con un coeficiente de ajuste de 0. 75. 

Es interesante e.l_ observar que la magnitud del postpotenci al 

temprano medida desde el cero (Ea) parece depender del potencial 

de reposo mientras gue ello no acontece si se mide desde el 

reposo (Va) por lo gue podernos pensar gue ambos fenómenos son 

diferentes e independientes. Ello pudiese ser cierto, si 

reconsideramos gue Ea realmente lo que nos esta midiendoesc~~ 

amplitud de la repolarizacion a la que llegó el potenci-al de 

membrana a los 10 mseg. de el inicio del potencial de acción, que 

es el tiempo en que frecuentemente se notó la transicion de 
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FIGURA 10. riagn1tud del postpotenc1al. temprano med1do desde cero 

(8a) respecto al potenc1al de reposo (Lrn). Se muestra la rneJor 

recta de ajuste (r=0.75) para 75 registrus. 
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Repolarizacio'n ra'pida, que se debe a canales de potasio 

rectificadores tardios (Adrian et.al 1970), a lenta. 

Dicho en otra forma, se observá una dependencia en la 

repolarizació"n rá'pida respecto al potencial de membrana y se sabe 

que esta repolarizació'n se debe al rectificador ta:.! ·' (Adrian 

e t • a 1. , 1 9 7 0 ) de ta 1 m a n e r a que p o d r i a m o s pe n s ar q l1 2 · .. : s te e a n al 

esta siendo afectado por el voltaje. Esto es cierto., ya que Adrian 

et.al (1970) encontraron, por la t~cnica de dobl0 pulso, que la 

corriente .. 'i·;'!?T,:ardada se ináctiva con el voltaje del. prepulso, de 

tel man~ ~ ~Je lo que se estt observando es el . "' fenomeno de la 

inactivacicfn .:'le este canal con el voltaje de membrana, alterando 

a:.u 01. tarnaao de la repol ar i zación rapida. 

Comparando los valores de potencial de reposo {Em), amplitud 

del potencial de 
. ¡,. 

accion (VS), sobretiro ( s t) , amplitud del 

r.-oc.tP:~it_,:;ncial temprano a los 10 mseg. del inicio del potencial de 

ac';;:i,.~~;;t medido desde el cero {Ea) y la amplitud del postpotencial 

temprano medido desde el reposo (Va), asi como el tiempo al 

potencial de reposo, con 1 os presentados par a R in ger con cale i o 

se observa que estos_ y aquellos se encuentran dentro de una 

desviación estandard de ambos, por lo que las diferencias entre 

ambos tipos de registros para el postpotencial temprano no se 

consideran significativas, siendo las diferencias debidas a la 

propia variabilidad de las fibras y, muy importantemente, a la 

metodolog Í a empleada (ve ase adelante). 

Por su parte, los expe~imentos de revzrsibilidad de los 

efectos de magnesio se puede observar que los valores promedio de 

potencial de reposo, tamaño de la espiga así como el sobretiro 
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difieren de manera importante de aquellos obtenidos en Ringer 

normal y en magnesio, siendo las posibles causas las siguientes. 

a) El potencial de membrana decae con el tiempo, ello debido 

a que los compuestos de alta energía cuya hidrólisis permite el 

mantenimiento del potencial de reposo se agotan, y como a las 

células estos no se les proporciona, los procesos involucrados 

(bombas) se detienen. 

J··) Se ha mencionado que para todos y cada uno de estos 

registros se sometieron a los músculos a soluciones hipertÓnicas 

y cada vez que se aplicaba una nueva se retiraba esta 

sustituyendose por otra con tonicidad igual a la normal y despues 

de un tiempo de equilibraciÓn se reaplicaba la hipertonicidad 

para así registrar. se hace evidente que las fibras sufrieron 

cambios osmóticos importantes que pueden retribuir en daño de las 

mism?.~ 1 "ls{ como en cambios en la concentración iónica interna de 

las ·':¡i·_(:3~1;-·a::;.,,. alterando así el potencial de reposo. Ello se hace 
. ·:·; ·.:~/(;~· 

: ... ·. .. ".. " . . 
patc i.·:-.,~· ,_;º·-~cel numero de experimentos exitosos (donde se pudo 

hacer 1.a aplicación de las tres soluciones) ya que fueron- muy 

reducidos (menos de 10 registros) porque en muchos al reaplicar 

la solución hipertÓnica normal el potencial de reposo obtenido 

era inadecuado (m.enos de 75 mV.) para la 
. ,,,. 

consecuc1on del 

experimento. 

c) Por otra parte, el tamaño de la espiga se encentro' que 

depende tambien del' potencial de reposo (vease adelante) 

explicando asi este fénomeno. 

Considerando exclusivamente al. tamaño de la 
.. . . , 

repolar1zac1on 

r~pida (Ea) así como el tamaño del postpotencial temprano (Va) se 

puede observar, como se hizo anteriormente para el Ringer 
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magnesio, que sus magnitudes caen dentro de una desviacid~ 
estandard de las observadas en los registros control y de 

magnesio por lo que las diferencias observadas están dentro de la 

misma var i abi 1 id ad del sistema. 

Respecto a la constante de decaimiento del pe stpotencial 

temprano se puede observar que no difiere mucho respecto a 

aquella de Ringer normal, 35.91 mseg. y 39.93 mseg. 

respectivamente, siendo la diferencia debida, muy probableme~te, 

a la propi.3 variaci~n de las fibras y al njmero tan reducido de 

datos. 

' El postpotencial tardio. 

Kirsch et.al (1977) encontraron que la despolarizacid'n 

m~-:~~L·:?- del postpotencial tard:éo para ~~~~ temporaria bajo 

solu·_:iones hipertcfnicas hechas con 350 mM de sacarosa E}S de 6.1 

2.8 mV; por su parte Freygang et.al (1964b) reportan que en R. 

pipiens bajo soluciones isotónicas esta despolarizaci6n es de 

"':::.:.12. 7 0.9 mV mientras que en soluciones hipertonicas con 232 mM 
-'";•.:. 

de Sacarosa encontraron 10.0 "!.. 0.5 mV y que el efecto era 

reversible (tras más de·media hora de equilibracíÓn), ya que -al 

reaplicar. solución- isotcfnica su valor era de 11.9 -t l~l mv. 

Comparando exclusivamente los valores reportados por Freygang 

et.al (1964b) bajo soluciones hipertó'nicas, por ser la misma 

especie, respecto a los has~ aquf mencionados (14.21 :t 7.82 mV.) 

se puede observar que son muy similares. 

Respecto a la gran variabilidad obtenida en el promedio de 

la constante de decaimiento en Re-calcio se puede atribuir al 

efecto de las soluciones.hipertonicas sobre las fibras despues de 
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los tres cambios de tonicidad como se mencionó anteriormente. 

Kirsch et.al (1977) mostraron que el curso temporal del 

postpotencial tardfo es afectado importantemente por el tamafio de 

la fibra, de tal manera que el comparar las constantes de 

decaimiento se hace dif{cil por lo que utilizaron, al igual que 

Freygang et.al (1964a) el tiempo a la mitad de la repolari zación 

lenta como un estimador de este fenómeno y encontraron que en 

soluciones hipertónicas este es de 1.2 :!" l.l seg. par a tres 

fibras de Rana temporaria, mientras que en el presente se 

encentro ser de 1.63 ::!" 0.678 seg. para 19 registros en ~- pipien s. 

Por su parte Freygang et.al (1964a) encontraron que este tiempo 

e s d e CT , 2. 9 4 -:!: 0 • 2 3 s e g • p a r a R • .El.El~!!..:!.. La razón de tan 

j._1~p•J;~~,:;.;_\:.e discrepancia entre los valores de Kirsch et.al (1977) 
._ -·~· : : .. '• . 

. y 1'?.::3",..:;:-resentes respecto a los de Freygang et.al. (1964a) se 

~~~~~n atribuir a que este ~ltimo no utiliz~ soluciones 

.h.i.pertonicas en sus registros. Kirsch et.al, en el mismo 

trabajo anterior, reportan que el tiempo medio de repolarizaciÓn 

del LAP en soluciones no hipert6nicas fue de 0.7! 0.3 seg. que se 

encuentra dentro de los valores observados por Freygang et.al. 

(1964a). Esto es cierto ya que Freygang et.al (1964b) 

describieron que en estas soluciones la caída del postpotencial 

tardío se prolonga aproximadamente cinco veces respecto al normal 

atribuyendose a que en ellas se altera la relación volumen. de la 

fibra - sistema tubular porque se reduce el radio de la fibra y 

se dilata a este Ültimo (Freygang et.al 1964b, Freygang et.al 

1967, L. o. Peachey comentario personal). 

Comparando las tablas II, IV y V entre si se puede 
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observar que los tiempos medios de repolarizacidn y la duracidn 

del postpotencial tard{o son muy similares por lo que las 

def ierenci as no se consideran sign i i'icati vas. 

Se puede observar que la amplitud del postpotencial tardÍo 

difiere en .ringer magnesio respecto al testigo aunque esta dentro 

de la misma variacioh de este J1timo. Sin embargo, pareri~ra que 

si hubo efecto si se compara el error estandard 14.2 t . 7 9 mV 

para el testigo, 9.79 0.81 mv para con magnesio y 16.:18 3.48 mV 

para la reaplicacion de calcio ] pero se tiene mucha ve.riacio'n 

como para asegurar cualquier cosa (vease mas adelante). 

Hast~ aquí podemos concluir que el presente protocÓlo de la 

sustituci~1 de calcio, como principal divalente extracelular, por 

magr~"'1iff¡j,~_;~~rece no tener efecto sobre el postpotencial tard{o. Si 

lo t.i.en'-:' es difÍcil establecerlo debido a la gran variación que 

se observa. 
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EXPERIMENTOS EN FASCICULOS AISLADOS. 

Corno se ha podido observar, la sustituci6n de Ringer 

normal por uno en el que se sustituye el calcio por magnesio no 

parece afectar al postpotencial tardío. Una de las posibles 

causas es que no exista un buen recambio del ion calcio por 

magnesio debido a la existencia de zonas de difusión restringida 

en el rn~sculo entero, como es el caso de los intersticios 

celulares. El postpotencial tardío depende del radio celular, ya 

que ello determina la magnitud del sistema tubular transverso 

(Freygang et.al 1967) y a su vez este determina las propiedades 

del postpotencial tardío (Freygang et.al. 1964b), de tal manera 

que si el efecto es muy pequeño se puede perder dentro de la 

~~=~ta variabilidad aportada por el rn~todo de registro (vease m~s 

adelante). un a manera de favorecer J.~;.~. observ ac i c:fn de posibles 

efectos es registrar a la misma f.ibra en las distintas 

solnciones. Con ello se logra mantener corno constante el radio 

celular. Para ello se procedio a hacer experimentos donde el 

recambio de soluciones fuese muy rápido, el volumen de soluci~n 

fuese- extremadamente grande respecto al de las fibras y además 

donde el n6méro de estas fuese muy reducido para que con esto 

jltimo se pudiese hacer el registro sobre la misma fibra. Todo 

esto es -posible mediante el' empleo de fascículos aislados que 

consiste en separar un nÓmero reducido de fibras mediante 

microd i secc i ó'n. Este tipo de experimento se encontró ser en 

extremo dif Ícil ya que las fibras de ~- pipiens son muy delgadas 

por lo que se pueden dañar fácilmente durante la microdisecciÓn. 

Además, en la época del año en que se realizaron estos 
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experimentos, octubre 1985 a febrero 1986, 1 os o r g an i s rn os 

presentan una gran cantidad de tejido conjuntivo entre fibras lo 

cual se ha atribuido a la estacion del año, invierno (J. Arreola, 

comentario personal), por lo que la microdiseccio'n se hace má's 

difÍcil. Pese a lo anterior, se logró la obtencio~ de unos pocos 

registros realizados sobre fascículos que presentaban un "buen 

aspecto visual" despues de, cuando menos, 30 minutos de 

equilibracio'ó, los cuales, además debían presentar 

ser estimula:.:-c;-:: eléctricamente. 

Los potenciales de . ~ 
accion observados 

. / 
contraccion al 

asÍ como los 

postpotenci a:!._-- temprano fueron si mi lares a los ya descritos para 

el m&scu!~ intacto en cualquiera de las soluciones empleadas, por 

lo detendremos en ellos. 

En l~ tabla VI se resumen los registros del postpotencial 

tara i o. :«:::-.-

Si 
·~=-~ ... ;. 

comp<''-.camos los datos de esta ~ltima tabla con aquellos de 

las tablas II, IV y V se hace patente que los de ln ·VI son 

demasiado diversos, tanto como los de esas tablas; de tal ci~nera 

que hasta aquí no podernos asegurar si el postpotencial tardfo 

depende de canales de potasio activados por calcio. 
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'I'Al:ILA Vl. Variación de los distintos paraÍnetros 
del postpotencial tardio en las diferentes soluciones 

hipertónicas para fascículos aislados • 

ION . 

Calcio 

Magnesio 

I·;agnes.i.o 

tiagnesio 

Calcio 

Calcio 

Calcio 

Calcio 

Calcio 

Calcio 

Calcio 

l'-lagnesio 

Calcio 

Donde: Lm 
hrnplitud 

'l'au 
r 

.Fibra . Em . Amplitud . Tau r 
LmV] LmV J Lmseg) 

l . 83.3 . 10.85 . 3.84 1.00 

l . 78.0 . 2.79 . HL37 0.98 

2 . 79.4 . 8.40 3.34 0.98 

3 . 79.7 6.17 3.83 . 1.00 

l . 84.3 . 11. 01. 7.54 . 1.00 

2 . 79.5 . 11. 06 2.88 . 1..00 

3 . 78.5 . 11.80' 3.26 . 1.00 

4 . 79.5 . 9.09 8.18 . 0.99 

. 5 . 77.6 . 5.86 3.1 13.98 

. 6 . 78.6 . 8.3 2.92 0.98 

• 'í'otal. Promedios 

. 

. 

s. CI. 

5 . 85.5 . 3.8 3.70 0. !:)l 
! 9. 3 .: 2. 2 !1..1 

3 . 79,0 . 5.79 5.85 ló. 99 
~ 0. 9 !2. 8 2 ~3.92 t"'. 01 

6 . 79.6 . 9.52 4. 65 0.99 
t 2. 4 '! 2. 2.:> ~2.5 !:0. 01 

potencial de reposo. 
Amplitud m~xima del postpotencial t~rdro. 
constante de ca1aa del fenomeno. 
coeficiente de correlación. 



DISCUSION. 

Comparando los valores de Tau, Tt y T 1/2 para cada tipo de 

experimento se observa gue todos estan dentro de la • • .,1 
var1ac1on de 

unos y otros por lo gue las diferencias se pueden considerar como 

no significativas, y si no se consideran asi no podemos asegurar 

efecto alguno. 

Se puede concluir hasta aqui gue con la metodología 

empleada, la substitución de una solución de Ringer gue contenga 

al ion calcio por magnesio, no tiene efecto alguno sobre el 

postpotencial temprano mientras que para el tardío es dudoso; 

pudiendo ser explicado por lo siguiente. 

- El que no existan canales de potasio activados por el 

incremento en la concentración del ion calcio en el sistema 

tubular de la rana. 
, 

La rnetodologia empleada no es la adecuada para observar el 

efecto del tratamiento sobre el postpotencial tardío (ve ase 
; 

mas 

adelante). 
- Que la fuente principal de ion calcio para la activació'n 

del canal de potasio activado por calcio no sea el exterior 

celular sino el interior. 

La v[a de entrada más rá"pida de ion calcio extracelular al 

interior de la fibra por la cual se pueda cambiar de manera 

importante su concentracion interna, es el canal lento de calcio, 

el cual, como ya se menciono, se encuentra en el interior del 

sistema tubular Transverso. Este canal aporta una corriente 

import·ante de calcio despues de varios cientos de milisegundos 

bajo despolarización constante por lo gue en la duración de un 

potencial de ' .... accion la entrada de este catioh divalente por esta 
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vía es muy pequefia (Sanchez J., 1979); de tal manera que los 

cambios importantes en la concentracioh interna del ion calcio se 

deben atribuir a alguna otra fuente, la cual se sabe es el 

retículo sarcopla'smico al traves de la cisterna terminal, cuya 

participación es importante para los fenómenos de activaciob 

contráctil. Esto es importante debido a que la sisterna terminal 

se encuentra muy cerca de la pared interna del sistema tubular 

trans~erso constituyendo la denominada TRIADA. D~ tal manera que 

si existe el canal de potasio activado por el incremento en la 

concentraci~n de ion calcio intracelular en el sistema tubular de 

la Rana, el lado sensible del mismo, el interno, se encuentra 

viendo a una fuente infinita de calcio. 

Para terminar con esta parte, diremos que la participación 

de la corriente de calcio del canal rÍpido de calcio descrito 

recientemente por Cota y Stefani (1986), suponiendo que esta en 

el sistema T, muy probablemente sea pequeña en las actuales 

co~3iciones ya que ellos mi~mos mencionan que la corriente 

tr>:ü1sportada por este canal desaparece dentro de los primeros 15 

minutos de encontrarse la fibra cortada en soluciones 

hipertC:nicas. Ahora, si este canal no desaparece -bajo las 

presentes condiciones de hipertonicidad por desarrollarse en 

condiciones un poco más fisiológicas (fibra entera) y si este 

canal aporta una corriente de calcio durante un potencial de 

accicfn, dado que su curso temporal es ra'pido, lo anteriormente 

dicho se mantiene debido a que la sustituci~n de calcio por 

magnesio como principal divalente externo abole casi por completo 

la corriente de -este canal (Arreola et.al., en prensa). 
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Por otra parte, mediante el empleo de técnicas Ópticas se ha 

encontrado que el incremento en la 
. . ., 

concencracion de calcio 

interno durante pulsos de estimulación bajo fijación del voltaje 

no se puede atribuir a las corrientes iónicas transportadas ni 

por el canal rápido ni por el lento de calcio por lo que la 

fuente debiese ser otra {E. Stefani, comentario personal). 

De tal manera gue no podemos asegurar de manera definitiva 

que el postpotencial tardío dependa del ion calcio extracelular 

para su desarrollo, debido a la gran variabilidad hasta ahora 

observada. 

En la siguiente 
. ,, 

seccion se discute un importante factor que 

altera los registros hasta aqui obtenidos. 
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EFECTO DE LAS SOLUCI0NES HIPERTONICAS. 

Hasta el momento se han descrito experimentos realizados 

con electrodos rígidos por lo que para poder realizar el registro 

fue necesario el evitar 1 a con tracción muscular, lo cual se 1 ogrÓ 

_por el empleo de soluciones hipertónicas que se obtuvieron por 

añadir Sacarosa 350 mM. a la solucion de Ringer que bañaba a los 

músculos. 

Hodgkin y Horowicz (1957) mencionaron que el empleo de tales 

soluciones no afecta las propiedades eléctricas de la membrana e 

incluso que sus efectos son reversibles. Sin embargo, en el 

presente trabajo se observef que estas soluciones primeramente 

hiperpolarizan a las células, lo cual se puede atribuir a la 

deshidratación que sufren al ser bañadas en ~llas por lo que la 

concentracion interna de potasio se incrementa·hasta 218 mM 

(Freygang et.al., 1964b., L • .D. Peachey, comentario personal); 

mientras que despolarizan a las células con el transcurso del 

tiempo, siendo de manera irreversible despue~ de 20 minutos, por 

lo que registros en tiempos mayores se hace imposible. Este tipo 

de hallazgo no es ~nico ya que Gordon y Godt (1970) encontraron, 

en soluciones similares a las empladas ·aqui, despolarizaciones de 

hasta 20 mv. 

La importancia de este fenómeno no es despreciable ya que 

muchos canales iónicos son regulados por el voltaje de membrana 

(a nuestro interes, el canal de potasio dependiente de calcio). 

Lo cual fue hecho patente anteriormente respecto a la 

r e p o 1 ar i z a c i ~ n r cl"p i d a de 1 p o ten e i a 1 de 
. ,, 

acc1on; solo para 

manifestar un poco más esto se presenta la figura 11 donde se 
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FIGURA 11. Efecto del potencial de membrana (Em) sobre la 
. , 

magnitud del potencial de accion. Se ilustra la mejor recta de 

ajuste (r=0.83) para 80 registros. 



ilustra la dependencia del tamaño del Potencial de Acci6n en 

Ringer normal hipertónico respecto al voltaje. Como se puede 

observar, existe una dependencia entre la amplitud de este 

fenómeno y el potencial de membrana, representada por una recta 

descrita por: 

Tamaño de la espiga = 1.38 Em - 12.31 (n=80) 

donde Em es el potencial de reposo, con un coeficiente de ajuste 

de QJ.83. La dependencia se puede explicar por fenómenos de 

inactivación dependientes del voltaje de los canales de Sodio los 

cuales son responsables de la fase de despolarizaci6n ripida del 

Potencial de . "' Acc1on (Armstrong C.M. and Bezanilla F •' 

1977;Bezanilla F., and Armstrong C.M., 1977) 

Otra posible explicación puede darse si consideramos cambios 

en la fuerza impulsora para el ion sodio, es decir, la magnitud 

de la corriente maxima se este ion puede representarse como 

donde I 
Na 

g 
Na 

I g (Em - E 
Na Na Na 

es la magnitud de la corriente de sodio. 

es la conductancia m~xima de este ion. 

Em es el potencial de reposo. 

E es el potencial de equilibrio electroquímico 
Na 

del sodio. 

Este potencial de equilibrio se puede calcular por 

E RT/zF (Ln [Na]o/[Na]i) 
Na 

Sin embargo, el intentar conocer este potencial no es 

.sencillo ya que Adrian et al (1970a) encontraron que las 
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soluciones hipertÓnicas incrementan la concentracio~ de sodio 

intracelular, producto de su fuerza osmcftica (L.D. Peachey, 

comentario personal), produciendo así una disminució'n en la 

corriente saliente de sodio (Adrian et al, 1977a). 

No se encontr¿ dependencia entre el tamaño del Sobretiro 

respecto al potencial de reposo (r = 0.30) en 78 registros. 

Un ejemplo impresionante del efecto de las Soluciones 

HipertÓnicas sobre canales Ionices fue presentado recientemente 

por Cota y Stefani (1986) quienes encontraron que conforme el 

tiempo transcurre en tales soluciones la corriente transportada 

por el can al " . d Rap1 o de calcio decrece continuamente, 

atribuyendose a cambios en la geometría de las fibras (Cota & 

Stefani, 1986). 

Por otra- parte, si se acepta que la constante de 

repolarizació'n del postpotencial temprano, para tiempos mayores 

a 15 milisegundos, es reflejo de la constante de tiempo de la 

membrana en reposo (Anders Persson, 1963) se tiene que en el 

presente trabajo tal constante es distinta, tanto para el ya 

citado autor como para el trabajo de Frank (1957). Anteriormente 

se discutió que tal cambio en esta constante se puede atribuir a 

cambios en la capacidad del sistema tubular transverso asf como 

en la resistencia de membrana. Lo primero fue demostrado por 

Freygang et.al (1967) quienes además de encontrar las diferencias 

eléctricas, bajo estudios con microscopía electrónica observaron, 

al igual que en su trabajo anterior (1964b), que en soluciones 

hipertÓnicas con sacarosa la fracció'n de area transversal de la 

fibra a nivel de la linea Z ocupada por el sistema T se 

i.ncreinenta de 0.3 en Ringer Normal a 0.4. en soluciones 
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hipertónicas. Al mismo tiempo, el diámetro de la fibra se reduce 

0.8 veces respecto al Normal, por lo que el área del sistema T en 

el plano transversal se altera por un factor de 0.85. Por otra 

parte Freygang et.al (1964b) encontraron que las dimensiones 

longitudinales del sistema T se incrementan por un factor de 3.8 

en tales solucion~s por lo que si se supone que el perímetro de 

la fibra decrece por el mismo factor como el d{ámetro de la 

fibra, es decir 0.8, en solución de Ringer hipertónico con 

Sacarosa se puede estimar que el trea orientada longitudinalmente 

del sistema T cambia por un factor de 3.0 que representa, a fin 

de cuentas, un incremento en el ~rea del sistema tubular 

transverso de orden del 30% (Freygang et.al., 1967). 

Por otra parte, se ha encontrado que el uso de este tipo de 

soluciones repercute en cambios importantes en la fisiología de 

la fibra, como son: movimiento de calcio, acople excitaci~n-

contracción, interrelación de las proteínas contráctiles y 

metabolismo del m~sculo en general; de tal manera que el estudiar 

un solc _parametro en la contracción muscular, (y como hemos 

visto, tambien en las propiedades eléctricas de la membrana) debe 

ser cuidadosamente sopesado contra sus efectos ubicuos (Homsher 

E., et~al. 1974). 

Estos cambios en el radio de las fibras y en el 
, 
area del 

sistema tubular no son despreciables en el presente trabajo ya 

que Freygang et.al (1964a y b) y Kirsch et.al (1977) demostraron 

que el postpotencial tard{o es dependiente del radio de la fibra 

y por consiguiente del tamaño del sistema tubular transverso ya 
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que es en este tfi.timo donde se acumula el ion potasio, que es la 

causa de este fenomeno. 

De tal manera que debido a los cambios tan importantes 

que provoca el uso de soluciones hipertohicas sobre la fibra 

muscular se decidio no continuar haciendo experimentos bajo tales 

condiciones optandose por el empleo de la técnica de Electrodos 

Flotantes utilizandose aquella descrita por Colomo y Rochi 

(1965). 
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RESOLTADOS CON ELECTRODOS FLOTANTES. 

El postpotencial temprano. 

En la figura 12 se presenta un tfpico potencial de 

accion registrado con elect.rodos flotantes en solución de Ringer 

normal isotónico a temperatura ambiente (18 22 grados 

centígrados). Como se puede observar, es similar al registrado 

con electrodos rigidos bajo soluciones hipertÓnicas. En la tabla 

VII se encuentran resumidos los parametros evaluados para veinte 

fibras en solucion normal isot~nica. 

La constante de repolarizaci6n (Tau} promedio, calculada 

como se hizo para los registros similares de soluciones 
, . 

hiperton1cas, fue de 26.7 :t 61.05 mseg, con coeficientes de 

ajuste promedio de 0.96. Ahora, si no se consideran los primeros 

20 milisegundos de registro se tiene que el promedio es 20.45 

:- 35.82 mseg. con coefientes de ajuste promedio de 0.98. 

Se puede observar que estas constantes son casi la mitad de 

aquellas obtenidas en soluciones hipertÓnicas y son similares a 

las descritas por G.B •. Frank (1957} para ~~!!.~ pipiens bajo 

similares condiciones (13.5 ~ 0.9 mseg]. · Así mismo son muy 

parecidas a las reportadas por A. Persson {1963} para R. 

temporaria bajo soluciones hipertónicas [19.8 ± 6.1 msegj. 

Como en el caso de los registros con soluciones 

hiperttinicas, se observaron tres tipos de postpotenciales los 

cuales se pueden diferenciar por la presencia, en los primeros 

milisegundos, de una joroba, una meseta o bien la ausencia de 

estos dos donde el regreso al potencial de reposo se hace de 
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FIGURA 12. _Típico potencial de accion registrado en soluci&n 

normal isotónica para una fibra cuyo potencial de reposo fue de 

85. 2 mv. 



';.'ABLA VII. Variación de los distintos "' evaluados del parametros 
potencial de acción muscular en solucion normal .l sotón ica. 

f'ibra . .l::m . •raro . St . Ea va 'l'r . J . 
mv mv mV mv mv mseg 

1 82 115 33 64 15 100 N 

2 95 102 27 65 16 90 .N 

3 95 112 17 72 10 7 0 p 

4 86 112 26 72 12 70 p 

5 86 110 24 71 11 l!iH3 p 

6 80 1'35 25 63 14 90 N 

7 90 122 32 70 20 N 

8 -¡ 5 101 26 60 15 80 l~ 

9 85 HH3 15 68 10 50 p 

10 90 118 28 72 11 l. 0 0 N 

.. 
·•".'".it,.:· 11 90 106 16 70 16 70 N 

.....:. __ -=~*-~· --- - - - -- --···~.:~ -- - -- - - - - ~·-~--------- - - ----- ------- - - -~ - --.--- -
Tot~1l 20 

prvrn~d.1. c·,s 
:!: ,:_;·~~--:·-· 

84 
! 6 

109 
!7 

26 
:!:" 6 

66 
:!" 6 

15 
! 5 

78 
f 24 

donde: Em es el potencial de reposo; Tam es la arnplitua del 

potencial de acción; St el sobret.iro; La amplitud del 

postpotenci al: temprano evaluado desde el cero; va lo mi srno pero 

desde el reposo; Tt corresponde al tiempo en regresar al 

potencial de reposo; J es s1 el rey1stro presenta joroba, meseta 

o ninguno de los dos. 
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manera su ave. En los presentes, se encontro'que la frecuenci.a 

de los primeros fue de 11.76%, los segundos 47.06% mientras que 

los Últimos se observaron con 41.17%. Diremos aquí que estas 

proporciones no se mantuvieron de manera uniforme a todo lo largo 

de los experimentos que se describen a continuaciJn tanto en los 

registros testigo como en los experimentales, por lo que no nos 

detendremos más en esto, solo puntualizaremos lo que ya se dijo, 

la forma del postpotencial temprano depende, cuando menos en los 

primeros 15 milisegundos, de la depolarizaciÓn de membrana 

acaecida por las corrientes iónicas que suceden en el sistema 

tubular transverso al despolarizarse este de manera retardada 

respecto al potencial de acc i¿n de 1 s arcol em a, siendo 
,, 

mas 

evider.-te esta participación a mayor sea el radio de la fibra y 

muy importantemente a la proporción de areas del Sarcolema 

Membr::>na del sistema tubular (Adrian & Peachey,. 1973). Mientras 

que a !··i_v;'_c.,~~r,8 mayores la repolari zacicSn obedece a la recarga 

capacitiva del sistema tubular transverso por lo que sigue la 

constante de tiempo de este (G.B. Frank, 1957. A. Persson, 1963. 

Adrian et.al., l97Ga). -

Respecto al resto .de los parametros considerados, va, 

Ea, Sobretiro, Amplitud del potencial de acció'n y tiempo al 

potencial de reposo se puede observar que son muy similares a los 

obten idos en soluciones hipertón icas salvo que 1 a d ispers iÓn de 

los datos es importantemente reducida. 

Comparando la amplitud del postpotencial temprano 

medido aesde el reposo (Va) con aquellos de A. Persson (20.9 :!: 3.8 
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mV) se puede observar que son similares y lo mismo para los de 

G.B. Frank (19 :!: 1.3 mV) •. 

El postpotencial tardfo. 

En la figura 13 se presenta una serie de registros 

donde se observa el incremento en la amplitud del postpotecial 

tardío al incrementarse el n6mero de estimules; así como la 

repolarizaciÓn lenta que acontece al finalizar la estimulación. 

En el recuadro se ha puesto los potenciales de . / accion que 

produjeron el postpotencial tardío de 15 estfrnulos. 

En el recuadró de esta figura se observa que conforme se van 

dando los est{mulos, a una frecuencia de 100 Htz., la amplitud de 

cada uno de los potenciales de accicfu consecutivos decrece. Esto 

se •::.bservo_... independientemente del n~mero de est!'mulos aplicados y 

de manera consistente en todos los registros tanto testigos como 

e~verirnentales. El decremento fue variable para cada una de las 

d;•3tintas fibras, donde además, el comportamiento de una fibra 

fue -perfectamente reproduc.Lble por lo que es factible descartar 

daño a la célula. Esto mismo se observa en los Registros de 

Freygang et.al (1964a,b) y de Kirsch et.al. (1977) 
,, 

mas no 

proponen ninguna explicación al respecto, sin embargo podemos 

aventurar lo siguiente. 

a) Depleció'n de sodio próximo a la boca de los canales, 

por lo que el potencial de equilibrio para este ion se ve 

corrido a valores menos positivos dando por resultado que la 

magnitud de la despolarización sea menor por lo que la 

altura de la espiga tambien es menor. Este mismo fenómeno 

ha sido propuesto para canales de potasio de alta 
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FIGURA 13. Incremento en la amplitud del postpotencial tardío a 

mayor número de estímulos (100 Hz.) en solución de ringer normal 

isotónico (no se observa coda la espiga). Em es el potencial de 

membrana que alcanza la c~lula despues de la estimulaci6n. ~n Hi 

recuadro se muestra los 15 potenciales de acción que dieron lugar 

al registro correspondiente. 



conductancia donde la corriente iónica, al activarse el 

canal, es tan alta que la concentracio~ de ion potasio en 

las inmediaciones del canal disminuye debido a que la 

cantidad del ion que se restituye por simple difusicin de las 

proximidades es menor que la cantidad de ion movida a su 

traves (Latorre R., & Miller Ch., 1983). Esto mismo se ha 

dicho que acontece en el canal lento de calcio del sistema 

tubular transverso de la rana, donde al aplicarse pulsos 

depolarizantes de larga duraciJn la cantidad de calcio 

exitente en los túbulos se depleta debido a que estos 

canales poseen una alta corriente y se encuentran en un 

lugar de difusici'n restringida (Almers et.al., 198lb). 

b) Se ilustro anteriormente (Figura 11) que la magnitud 

del potencial de acción depende del potencial de membrana y 

se atribuy¿ a que los ~anales de sodio, que producen la fase 

de subida del potencial de • f acc1on, se estan viendo 

--inactivados por el voltaje (Bezanilla F., & Armstrong C.M., 

- 1977; Armstrong C. M. & Bezanilla F.; 1977). Es posible 

suponer que esto mismo este sucediendo en el fenómeno que 

nos interesa ahora ya que los potenciales de acción se estan 

produciendo a la mitad del postpotencial temprano del 

anterior, por lo que "en promedio" los canales estan sujetos 

a un voltaje de membrana menor al de reposo. Esta idea se 

hace m&s factible si se piensa que la recuperaci¿n de la 

inactivaci¿n de los canales de sodio por el voltaje depende 

tambien del tiempo en que se permanezca en el potencial de 

reposo (Bezanilla F., & Arrnstrong C.M., 1977; Arrnstrong c. 

M. & Bezanilla F., 1977) dando por resultado que los 
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fenómenos de inactivacion se hagan más evidentes al 

incrementarse el número de estfmulos. 

De la figura 13 se hace evidente. gue conforme se 

desarrollaba el registro el potencial de reposo va disminuyendo 

entre los periodos de estimulaciÓn. Es decir, no se alcanza el 

valor de potencial de reposo incluso despues de cinco minutos 

en t re e s t i m u l os • La r a z o'n de e s to se a t r i bu y e a que e l m o v i m i en to 

de las fibras provoca un aumento de la separación entre las 

paredes externas del microelectrodo y la membrana celular dando 

lugar a una pequeña corriente que elimina parte del potencial de 

reposo. 

En la tabla VIII se muestra el promedio de las mejores 

constantes ·~~.decaimiento exponencial para el n~mero de registros 

de la rnagu l~ud obten ida bajo un cierto número de est{mulos, así 

corno el tiempo a la mitad del registro y la amplitud. 

=~ I''-~-=de.!:<.:.>l-acionar--1.a amplitud .del postpotencial tarafe con 

respecto al mfmero de pulsos ·aplicados por una funci ó'n potencial 

de forma 
. 2 

A= Arn (1 - exp (-p/tau)) 

donde "A" es la amplitud del postpotencial tara.fo; Am es el valor 

maximo de la amplitud del postpotencial tardÍo; pes el n~mero de 

estfmulos aplicados .y tau es una rionstante que détermina la 

tasa de subida de la gráfica. 

En la figura 14 se presenta una gráfica del cambio en la 

amplitud del postpotecial tarafo respecto al incremento en el 

n6mero de est{mulos. Se representa el promedio mcfs menos un error 

estandard. La cifra a la izquierda de cada uno de los promedios 
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TABLA VIII. RESULTADOS DEL POSTPOTENCIAL TARDIO 

REGISTRADO CON ELECTRODOS FLOTANTES. 

SOLUCION DE.RINGER NORMAL 

................................................................ . 
Pulsos . No . Em Tl/2 Tau Amplitud 

[mV] [seg] [seg] [mV] 
................... 5 ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

1 7 . 82. 8 :!' 9.2 . 0.4 ! 0.2 . 0.52 '!: 0. 68 . l. 43 ! 1.2 . 
2 3 . 82. 0 '!: 9.4 . 0.5 ! 0. 2 . 0.52 :? CL94 . 2.08 t 0.4 . 
3 6 . 81Ll ! 8. 3 . 0.5 t 0. 4 . 0.57 t 1.1 2.87 :t 1.1 . 
6 8 . 82.1 !: 8. 6 . 0.4 "!. 0. 3 . 0.62 ! 1.01 . 4.19 "! 1.1 . 
9 9 . 80.1 "t 9.7 . 0.7 ! 0. 4 . 1.07 !. 0.34 . 5.11 "!. 2. 2 . 

12 4 . 81. 5 i 8. 7 . 0.7 ~ 0. 2 . 1.01 :!: 3. 03 . 6.00 "t 1.4 . 
15 9 . 82.4 :!: 6. 6 . 0.6 tfiJ.2 . 0.96 :!:: 2. 08 . 6.81 ! 2.7 . 
20 2 . 77.6 !. 3. 3 . 0.9 :!: 0 .2 . 1.15 ::!" 7. 56 . 5.50 ! 2. l . 

Donde: 

Pulsos Njmero de estímulos aplicados. 

No N~mero de registros considerados. 

Em Potencial de reposo promedio.+ s.d. 

Tl/2 Tiempo promedio a la mitad del registro. 

Tau Promedio de las mejores constantes de decaimiento. 

Amplitud Promedio de amplitud del postpotecial tardfo. 
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Número de estímulos 

FIGURA 14. Incremento de la amplitud del postpotencial tardío 

respecto al n~mero de estímulos aplicados en solucion normal 

isot6ni ca. Se muestra el promedio más, menos un error estandard 

del ndmero de registros indicado a la izquierda-de cada punto. 

La curva representa la mejor potencial que ajusta a los datos 

presentados. Para detalles vease el texto. 



es el nti'mero de fibras tomadas en consideracic/n. r..a linea 

punteada re.presenta el mejor ajuste de la funcio'ri ya mencionada 

que describe el comportamiento de los datos calculado por un 

procedimiento no lineal (D. Colquhoun, l:971) donde Am es 5.90 y 

tau es 2.56, con una bondad de ajuste de 0.022, donde 0.00 seria 

el perfecto. 

Freygang et.al. (l964a) encontraron que la amplitud del 

postpotencial tardfo para Rana pipiens, a 22 grados centígrados, 

en soluciones isotónicas, se incrementa un milivoltio por 

estí·)~:t-.o aplicado dentro de los primeros ocho, siendo menor este 

ª. nn mayor número de pulsos. Por otra parte en el trabajo de este 

mis .. n9 "!Utor de 1964b encontraron que la amplitud alcanzada con 

nueve o d-:."ez estímulos es 12.7't- 0.9 mv. Estos valores difieren 

i.m:,:1,'.,:r.tan L.:.mente de los encontrados en el presente· trabajo.- ya que 
-~~!' 

·..-•:·_: 
c•J.~~-. nueve 

t 
est 1 mulos se observaron amplitudes de postpotenciales 

de ~.11 ± 2.15 rnv. que es poco menos de la mitad de los descritos 

por estos autores. La raz~n de estas.diferencias puede ser el 

radio de las fibras en que se registro, siendo para el presente 

trabajo mu cho rn Ís pequeño que. aquel de los citad os auto res. 

Estas diferencias son importantes-ya que los citados autores 

usaron el tiempo de caída de 6 a 3 mv. medido desde el reposo, 

ciorno un estimador de este fendmeno y como se puede -0bservar tal 

procedimiento en los registros aqui encontrados es diffcil. 

Freygang et.al. en los trabajos ya~citados ilustran que la 

caída del postpotencial tardío obedece a una función 

exponencial dentro del intervalo ya mencionado. En el presente 
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trabajo se encontrd' similar relacio6 par-a registros obtenidos con 

quince estímulos desde la amplitud máxima hasta el reposo. 

-· 



EXPERIMENTOS CON APAMIN. 

Uno de los grandes avances para el estudio de los canales 

ionices ha sido el descubrimiento de toxinas capaces de 

bloquearlos de manera altamente selectiva. Tal es el caso de la 

TTX que bloquea al canal de sodio sin afectar de forma alguna a 

cualquier otro, permitiendo asi su disección farmacológica por lo 

que es posible estudiar a otros al eliminar su participaci6n 

e 1 é' c t r i c a en l os fe n Ó m en os de me m b r a n a , como es e 1 c as o de 1 os _de 
1 

potasio. 

Para los canales de potasio activados por el incremento en 

la concentraciÓ."1 de calcio interno, se han descrito tambien 

bloqueadores. ~ara el de baja conductanci~ se hq descrito ~l 

Apamin, polipéptido de 18 segmentos con dos enlqces disulfuro 

extraída del veneno de la abeja con~iderandosele como la 

principal neurotoxina de este veneno. Unica toxina proteica 

conocida ~~paz de .atravesar le barrera hematoencef~lica. 

Banks y colaboradores (1979) fueron los primeros en 

demostrar que esta toxina bloquea selectivamente el incremento en 

la perm~abilidad al potasio mediada por el incremento en la 

concentración del ion calcfo interna en Hepatocitos. En todas 

las pruebas la uni6n de Apamin a sus receptor~s fue de alta 
-11 

afinidad (10 30" pM) (Kd=l.6-2.2 *10 . M) y muy baja disociación 

(tiempo medio de 58 min. a cero grados centígrados y pH de 

siete). La unicfn se favorece por la presencia de potasio (10 uM 

- 5 mM) por un factor de 1.8. El pH Óptimo es de 9 y no se 

observa unió'n específica a pH de s. Compuestos de Guanidino o 

compuestos guanidinados, amilorida y verapamil actuan corno 
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competidores siendo el "" mas efectivo la Neurotensina, 

probablemente porque contiene una secuencia que mimetiza el 

arreglo espacial de las Argininas adyacentes en la molécula de 

Apamin. Esta rnole'cula es muy estable e incluso cuando se 

eliminan los puentes disulfuro, bajo condiciones adecuadas, l.a 

molécula puede regresa. a su estado nativo. De tal manera gue ha 

sido po~ibfe Ja fabricación de isot~xinas. En general se supone 

que el Apamin es un bloqueador altamente selectivo para la 

proteína que media el incremento en la conductancia de potasio 

dependiente de la concentración de calcio interna insensible al 

bloqueo por el ion amonio cuaternario TEA. Este can al se 

encuentra en una amplia gama de tejidos proveyendo una 
.. 

con ex J. on 

entre e:·"i. metabolismo del ion calcio celular Y. la polarizacióÓ de 

la membrana. Se supone en general que este can al tiene que ver 

con la modulaci&n de la actividad repetitiva de neuronas 

marcapaso (Shipolini R.Á., 1984). 

En m.1{s.c.o.lo esquel~ti.co en .cultiYo .. s~ han observado 

postpotenciales hiperpolarizantes posteriores al potencial de 

acción cuyo origen se debe ac un incremento en la conductancia al 

ion potasio que se activa-con el incremento en la concentración 

de.1 ion calcio (Barret et. al., .. 1981). Este incremento en 

conductancia se debe a dos tipos de canales de potasio activados 

por calcio. Uno, de baja conductancia (18 - 20 pS), bloqueado por 

Apamin 10 nM activado por bajas concentraciones de calcio e 

insensible a bloqueo por TEA. Un segundo componente bloqueado por 

TEA (20 mM) de alta conductancia (200 pS) insensible a apamin y 

activado por altas éoncentraciones del ion calcio (Romey & 
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Lazdunski, 1984). De tal manera que el potencial hiperpolarizante 

que resulta de la entrada de calcio a la c~lula en cultivo, 

producto del potencial de acci~n, se debe a dos canales distintos 

en farmacología y propiedades fisiológicas. 

Para el músculo esquel~tico adulto de Rana se ha demostrado 

la existencia de receptores para el Apamin, ya que Cognard et al. 

(1984) encontraron que segmentos de fibra muscular sometidas a 

fijación de voltaje mostraban una depleción en la magnitud de la 

corriente lenta de potasio al administrar de 50 a 100 nM de esta 

toxina. Este decremento se hizo evidente al añadir 

Diaminopiridina, el cual tiene la propiedad de Bloquear al canal 

de rectificación retardada, quitando con ello la participación de 

la corriente de este canal sobre sus registros. Al añadir la 

toxi;na de la abeja encontraron-·'.i.ln decremento en la magnittid de la 

corriente ·del orden de 20 %. De tal manera que parte de .la 

corriP-nte de potasio lenta pudiese ser mediada por el incremento 

en l.; concentración del ion calcio intracelular y de esta, parte 

pudi?se ser debida a canales de potasio dependientes de calcio 

sensibles a apamin,. quedando tambien la posibilidad que en esta· 

pre par ac i Ón existan -los dos componen tes descritos por Romey & 

Lazdunski (1984). 

En vias de probar .la hipótesis .. sobre la posible 

participación de los canales de potasio dependientes del 

incremento en la concentraci~n del ion calcio interno se hicieron 

experimentos, de mayo a junio de 1986, en los que se aplicó' la 

neurotoxina apamin, a concentraciones de 100 nM, esperando con 

ello bloquear a los canales de potasio de baja conductancia por 

lo que se supondría asi un decremento en la amplitud del 
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postpotencial tardío respecto al número de estrmulos aplicados. 

El postpotencial temprano. 

En la figura 15 se ·ilustra un t!pico potencial de 

acció'n registrado con solución de Ringer normal isot~nico, a la cual 

se añadio' 100 nM de Apamin (Sigma), tras cinco minutos de 

e qui 1 ibraciÓn. Las características evaluadas de catorce fibras en 

estas condiciones se presentan en la tabla IX. 

Como se hace evidente (vease figura 12), el potencial de 
.,, . 

accion ~uscular así como el postpotencial temprano no se ven 

afecr.~ryos por la aplicació'n de la toxina a 100 nM. Esto mismo es 

reportado por {Cognard et.al., 1984). 

El postpotencial tardio. 

En la figura 16 se muestra un registro del incremento en la 

ampli.t.ud .... del postpotencial tardío al incrementarse el 
, 

numero de 

estfmulos ·para una fibra. cuyo potencial de reposo al iniciarse 

el registro fue de 88.5 mv. 

En la figura 17 se ilustra el incremento (promedio:!e.s.)en 

la amplitud -del postpotencial tard!'o al incrementarse el 
, 

numero 

de estímulos aplicados a una frecuencia de 100 Hz. El n6mero a la 

izquierda de cada promedio corresponde al n6mero de registros 

considerados. Haciendo el mismo tipo de an~lisis como aquel 

realizado en solución fisiolÓgica normal isotónica, se encuentra 

que la funcio~ que mejor describe al incremento en la amplitud 

del postpotencial tardío respecto al numero de estfmulos 

aplicados es: 
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FIGURA 15. 
''l'Ípico potencial de acción registrado en solución de 

ringer isotónico con 100 nM de apamin par.a una fibra con 92.0 mV 

de potencial de reposo. 



.. 
TABLA IX. Variación de los distintos parámetros evaluados del 

potencial de acción muscular en solución normal isotónica. 
con 100 nM de Apamin. 

Fibra . Em . Tarn . St . Ea va Tr . J . 
mV mV rnV mV mV mseg 

1 80 110 30 65 13 100 N 

2 80 110 30 63 13 100 N 

3 85 110 25 70 10 60 p 

4 86 87 1 62 14 70 N 

5 77 101 24 60 10 120 N 

6 71 99 28 50 18 90 N 

7 80 90 10 50 20 100 s 

8 83 97 14 70 12 60 N 

9 90 118 28 72 11 100 N 

10 90 106 16 70 16 70 N 

11 90 118 28 72 12 100 N 

12 90 110 20 72 20 100 N 

Total 14 
promedios: 84 104 20 64 15 76 

s. d. 6 10 9 8 5 13 

donde: Em es el potencial de reposo; Tam es la amplitud del 

potencial de 
. , 

St el sobretiro; Ea amplitud del accion; 

postpotencial temprano evaluado desde el cero; va lo mismo pero 

desde el reposo; Tt corresponde al tiempo en regresar al 

potencial de reposo; J es si el registro presenta joroba, meseta 

o ninguno de los dos. 



.\'J'. 

2 
A = 6.062 (1 - exp [-p/1.91) 

la cual ha sido trazada de manera punteada en la misma figura. 

En la tabla X se resumen los resultados promedio de las 

·fibras que dieron lugar a la anterior figura, concernientes a 

.potencial de reposo, tiempo a la mitad de repolarizacion, 

constante de decaimiento (Tau) y amplitud del postpotencial 

tardio. 

Comparando la figura del incremento en la amplitud del 

postpotencial tardio respecto al número de estímulos en solución 

de Ringer normal (Figura 14) con su similar en solciÓn con 100 

n M de A p am in ( F i g u r a 1 7} se puede de c i r que ambas son mu y 

similares y casi identicas en lo que al valor máximo de la 

amplitud se refiere (5.9 y 6.06 respectivamente). En cuanto a 

1 as Tau., estas· lo Único que determinan es que tan rápido asciende 

la.-· ·:urva; los valores calculados (2.56 en normal y 1.91 en 

Apamin) así como el trazo respectivo (comparese figuras) son 

similares, por lo que estas diferencias se pueden atribuir a la 

propia variabilidad del sistema. 

Respecto a las constantes de decaimiento del postpotencial 

tardío, considerando solo los registros de 15 y 20 estímulos 

(0.96 !' 2.08 y 1.15 t 7.56 para el normal y 0.73 ! 1.44 y 1.14 para 

Apamin) se puede observar que son similares, y como la constante 

de decaimiento depende del volumen del sistema tubular, podemos 

decir .que las diferencias no son importantes. 

Lo mismo para el tiempo a la mitad de repolarizaciÓn. 
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FIGURA 16. Incremento en la amplitud.del postpo~encial tardío al 

aumentar el ndmero de estimules (100 Htz.) en solucion isot6nica 

con 100 nM de apamin. Emes el potencial de membrana que tuvó la 

fibra despues de la estimulaciÓn. 



TABLA X RESUMEN DE LOS REGISTROS DEL POSTPOTENCIAL 

TARDIO EN RINGER ISOTONICO MAS APAMIN 100 nM • 

. ......... . .......... . . . . . . . . . . . . ........ . ......... 
Pulsos No Em T 1/2 Tau Amplitud 

[mV] [seg] [seg] [mV] 

....... . ......... . ...... . ......... 
1 10 8 2. 5 + 8.8 0.45 ! 0.49 0.45 :!: 1.03 2.1 '!:. l. 2 

3 7 84.0 ~ 3.8 0.43 ! 0.18 0.71 ~ 1.80 4.0 ~ 1.6 

6 3 81. 4 :!: 4.3 0.75 "!: 0 .en 0. 99 ! 2.88 3.8 "! 1.0 

9 2 82.0 '!" 8.5 0.35 ! 0.07 0.57 "!.. l. 31 6.8 ! 1.0 

12 2 81.7 ! 5.2 0. 80 '!: 0.00 1.05 !: 2.41 6.5 ~ 0.7 

15 9 80.7 ~ 6.9 0.71 '.! 0.32 0.73 ! 1.44 5.1 1: 1.8 

20 1 80.0 '! 0.0 0.90 ~ 0.00 1.14 ! 0.00 7.0 ! 0.0 

;> •••••• . . . . . . . . . . . . . . . .......... • •••••••• l: ......... 
donde: 

·~ 

Pulsos __ ;:: n Úmero de P-s.t.Ímulos. 

No = n6mero de registros. 

Em potencial de reposo promedio con 
~ desviación estandard 

su 

T 1/2 tiempo a la mitad de la amplitud promedio. 

Tau constante de caída promedio. 
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Número de estímulos 
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l IGURA 1 7. Incremento de la amplitud del postpotencial tardío 

respe~to al n6mero de estímulos aplicados en solucion normal con 

100 nM de ~pamin. Se muestra el promedio mas, menos un error 

estandard del numero de registros indicado a la izquierda de cada 

punto. La curva representa la mejor potencial que ajusta a los 

datos. Para detalles vease el texto. 



DISCUCION. 

Se hace evidente que la aplicación de 100 nM de Apamin 

no produce efectos ·importantes, si alguno, sobre el potencial de 

acción, postpotencial temprano, y a nuestro interes, el 

postpotencial tardío. 

siguientes: 

Las causas de ello pueden ser las 

a) Al principio de esta parte se dijo que el canal de 

potasio activado por el incremento en la concentración 

interna de calcio que es bloqueado por Apamin es de baja 

conductancia (18 - 25 pS) por lo que si este es capaz de 

activarse durante los fenómenos que dan lugar al 

postpotencial tardfo, 

participación es pequeña. 

pudiesemos suponer que su 

Esto_.pudiese ser el caso, si 

recordamos que para poder observar los efectos de la toxina 

sobre las corrientes de este canal se ha requerido el 

suprimir ccr~icntes de potasio de muy alta magnitud .(Cognard 

et.al, 1984), los cual puede ser importante si consideramos 

las condiciones en que se· han reali·zado los presentes 

registros. 

b) Recientemente Renaud et.al (1986) describieron la 

expresión de receptores a. Apamin en ·células musr::ulares de 

pacientes que sufren distrofia muscular. Donde mencionan 

que no se han registrado a los canales de potasio activados 

por calcio sensibles a apamin, ni a los receptores de la 

toxina en células musculares adultas de rata. Realmente solo 

se han encontrado en miotubos de rata no inervados, en 

células musculares en peTiodo eml:>r:ionario "in vivo", antes 
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que el patrcln de 
. . ,, 
1nervac1on se haya completado y despues de 

la denervació'n del m~culo adulto de rata. Por todo ello 

es factible el suponer que este canal iónico no se encuentra 

en estado activo en el· / musculo adulto bajo condiciones 

enteramente fisioló'gicas. Esta idea puede no estar 

equivocada, ya que todas las veces en que se han registrado 

a los canales de potasio activados por calcio de baja 

conductancia en m6sculo, han sido condiciones no 

f .. 1,/. él 1 1 . 1s10 ogicas como: e u as muscu ares en cultivo (Romey & 

Lazdunski, 1984) y fibras cortadas (Cognard et.al. 1984, 

Traore et al. 1986). Apoyando un poco m~s esta idea esta el 

trabajo de Ewald, Williams y Levitan (1985) donde se 

describen fen6menos de modulacidn de la adtividad de canales 

d~icos (conductancia de 20 pS) de células ganglionares de 

Helix por proteínas fosforiladoras. De tal forma que si este 

canal descrito en Helix es el mismo que existe (si lo hace) 

en el m~sculo· adulto normal pudiese ser que en este se 

encuentre·inactivo o bien su participación eléctrica sea 

reducida. Queda aquí solo el preguntarse cual sera-la 

funci~n de este canal en las células en estadio no inervado, 

en especifico, en la c~lula muscular.embrionaria antes de la 
. . , 
.J.nervacion. 

c) Una dosis baja de la toxina, cosa poco probable ya que 

Cognard et.al. (1984) observaron que 50 nM producía efectos 

en fibras de Rana rudibunda, mientras que Romey y Lazdunski 

(1984) observaron efectos en c~lulas musculares.en cultivo a 

concentraciones tan bajas como 10 nM. 



d) Lazdunzki ha mencionado que el Aparnin adquirido desde 

Sigma posee un contaminante que puede complicar la 

interpretación de los resultados (N. Sperel akys, comentario 

personal). Sin embargo, en el 16th congreso de Neurociencias 

se describio que la toxina de esta fuente suprime 

selectivamente la post-hiperpola~izaci¿n de motoneuronas 

espinales del gato (L.Zhang & K.Krnjevk.,1986). 

e) Otra posibilidad es que la manipulación de la toxina para 

su aplicaci6n no fuese el idoneo, más esto es poco factible 

debido a que se siguieron las recomendaciones de Hugues 

et.al (1982), las de Cognard et.al (1984) asi como las del 

fabricante. 

f) Para concluir, el hallazgo de canales de potasio 

activados por calcio sensibles a apamin en Rana solo se ha 

descrito para R. rudibunda (Cognard et.al 1984, Traore et 

al. 1986) existiendo la pos~bilid~d que en R. ~~~~~~~no 

esten presentes. 



EXPERIMENTOS CON TETRAETILAMONIO (TEA). 

Los experimentos descritos a continuación se realizaron 

durante el mes de Julio de 1986. 

Se estableci~ an~eriormente que el postpotencial tardio 

no parece depender de aquellos canales de potasio activados por 

la concentracio"n de calcio interna bloqueados por Apamin. Sin 

embargo, queda la posibilidad que no dependa de estos canales 

sino de los canales de potasio activados por la concentraci6n de 

calcio interna insensibles a apamin, sensibles a tetraetilarnonio. 

Ambos tipos de canales son diferentes en propiedades eléctricas y 

farmacológicas (Romey & Lazdunski, 1984; Inoue et.al 1985), y 

pudiesen encontrarse tambien en las fibras musculares de Rana 

(Cognard et.al. 1984). El canal sensible a apamin no lo es a la 

aplicación extern·a de TEA;· pos·ee baja conductancia (15-60 pS); 

activando_se a concen.i:.raciones bajas (1 pM) de calcio; incluso se 

bloquea con las altas concentraciones de este ion. Por su parte 

el insensible al apamin lo es irnportantemente al TEA aplicado 

désde el exterior (Latorre &.Miller,. 1983} ... a_concentra~iones 

bajas como de 2 .mM (Iwatsuki & Petersen, 1985); posee una muy 

alta c-0nductanci~ (220 pS) y se activa a concentraciones altas de 

calcio interno (Romey & Lazdunski, 1984). 

En el mú'sculo, se ha descrito, en el interior del sistema 

tubular transverso, al canal de potasio activado por calcio de 

alta conductancia bloqueandose con 5 mM de TEA (Latorre., 

vergara & Hidalgo, 1982). 

Para 
, 

mas información sobre el tetraetilamonio, vease el 



apéndice correspondiente. 

El incremento en la concentración interna de calcio en la 

célula muscular, debido a la liberacioñ del mismo desde las 

cisternas terminales del Retículo Sarcoplásmico durante los 

fenómenos del acople excitación contracci¿n, es muygrande (de 
-7 -5 

1*10 a 1*10 ), por lo que es factible suponer que durante los 

fenómenos de activación mecánica los canales .sensibles a apamin 

(si existen) se encuentran inactivados; mientras que los 

sensibles a TEA no lo esten. De esta manera, como son de alta 

conductancia, la cantidad de potasio que sale por el canal podría 

ácumularse en el interior de este sistema participando asi en el 

desarrollo del postpotencial tardío. 

En vías de probar esta hipótesis se realizaron experimentos 

donde se añadió a la solución de Ringer Normal 3 mM. de Hidroxido 

de tetraetilamonio el cual se ap"licó {previa cori::eccio"h del pH) a 

músculos- sartorio reg-istrados por la técnica de electrodos 

flotantes. 

En general se puede decir que esta substancia imposibilita 

el registro del postpotencial tardfo bajo las .presentes 

cona ici ones •. 

El postpotencial temprano. 

En la figura 18 (a) se observa un potencial de acción 

muscular registrado bajo las anteriores condiciones tras 5 
, 

minutos de accion del TEA. Como se puede observar, difiere de 

manera im_portante de a·quellos registrados bajo condiciones 

normales (Figura 12) ya que la espiga tiende a ser mayor (100.7 
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··variación de los distintos parámetros eyaJ.uados ael 
potencial de.acción muscular en solución normal J. sotón .ica 

con 3."' mi·J de h1drox1do de Tetraet1lamonio. 

i:·ibra . Em . 'fam . St . Ea va ¡i'r . J . 
mV mv mv mv in V mseg 

1 90 125 35 416 30 5¡.; N 

2 95 112 27 55 30 s 

3 80 110 30 45 32 60 p 

4 75 115 40 30 30 120 N 

5 70 106 36 40 32 

6 90 130 40 42 40 Hl0 p 

7 90 HJ5 15 40 20 80 N 

8 85 110 25 30 45 100 1~ 

9 80 109 29 35 45 100 1~ 

10 85 111 26 42 35 130 i" 
11 80 117 32 45 34 100 N 

12 70 107 32 31 35 HHJ N 

Total 14 
promedios: 97 101 31 4 kl 33 96.67 
t s. a. t 5 :!35 18 T8 :! 6 :!"25 

donde: Bm es el potencial ._de re pos o; Tam es la c.mpl i t Ud del 

potencial 'de acción; S.t el sonretiro; Ea amplitud del 

postpotencial temprano evaluado desde el cero; va lo mismo pero 

óesde el reposo; Tt corresponde al tiempo en regres~r al 

potencial de reposo; J es, si el registro presenta Joroba, meseta 

o ninguno de los dos. 



·a) 

b) e} 

J~~·----:----
\ 

J 
20 mseg 
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d) 

1 

IGURA 18. Efecto de 3.0 mM de tetraetilamonio sobre el 

potencial de accio'n y fibra en reposo. a) Alteración del 

potencial de . " accion. b) 

estimulación. d) Desarrollo 

?ara detalles vease el texto. 

y c) respuesta repetitiva a la 

espontáneo de potenciales de . ; 
accion. 



TABLA XI. variación de los distintos pdrámetros evaluados ael. 
potencial de acción muscular en solución normal isotónica 

con 3.liJ mi·l de hidroxido de 'l'e trae t .l. l am on i o • 

r- i bra . Em . ·rarn . St . i::a va r¡1r . J . 
mv mv mv mV mV mseg 

l 9'3 125 35 41.:J 31.:J 5!ó N 

2 95 112 27 55 30 s 

3 8'3 110 30 45 32 61.:J p 

4 75 115 40 30 30 120 N 

5 70 Hl6 36 40 32 

6 90 130 40 42 40 100 p 

7 90 Hl5 15 40 20 80 i..J 

8 85 110 25 30 45 HHl l~ 

9 80 109 29 35 45 100 l~ 

10 85 111 26 42 35 130 ¡..¡ 

11 80 117 32 45 34 100 N 

12 70 107 32 31 35 HH.l N 

7otal 14 
promedios: 97 101 31 41il 33 96.67 
t s. d. "t 5 t35 "!8 t8 "! 6 ~25 

donde: ~m es el potencial_de reposo; Tam es la ~mplitud del 

potencial de acción; St el sobretiro; Ea amplitud del 

postpotencial temprano evaluado desde el cero; va lo mismo pero 

óesde el reposo; Tt corresponde al tiempo en regresar &l 

potencial de reposo¡ J es, si el registro presenta Joroba, meseta 

o ninguno de los dos. 



!35.6 mV; promedio desviaciob estandard de 14 registros, 
......_ , 
as1 como 

el sobretiro ya que alcanzo' valores de 31.0 ! 8.0 mv; mientras que 

en solución normal estos valores fueron de 109.0 :!: 7.0 mV y 26.0 

! 6.0 mv respectivamente). Se hace evidente que cambia la forma del 

ºpostpotencial temprano ocurriendo la repolarizació'n al reposo en 

96.67 !: 24.9 mseg. con una constante de decaimiento de 24.16 "!: 7.1 

mseg. (promedio de las mejores constantes de los anteriores 

registros previa linearizaciÓn con coeficientes de correlación de 

0.97-: 0.02). Por su parte, la amplitud del postpotencial 

temprano medido desde el reposo (Va) fue de 33.07-:! 6.3 mv, que es 

casi el doble del encontrado bajo condiciones normales (15.4 !: 4.6 

mv), por lo que la amplitud de la repolarizaci~n r~pida a los 10 

mseg del inicio del potencial de accio'n fue de 40.0-:!: 8.4 mv., que 

difiere tambien de aquellos encontrados bajo condiciones sin TEA 

( 6 6. 3 ! 5 .,.9 m V) • 

se observi:Í que las-·· fibras se contraían de manera expontanea 

y se atribuye al desarrollo de potenciales de acciÓn generados 

como producto de la despolarizaci&n hasta el nivel de timbra!. 

Esto queda ilustrado en la parte (tj de la figura 18 donde se 

observa el desarrollo .de potenciales de_ . , 
accion 

registrados al mantener el microelectrodo dentro de 

espontáneos 

la c~lula y 

permitiendo que el osciloscopio estuviera bajo condicicin de 

registro constante (velocidad de registro 2íl mseg/div). La 

amplitud de la barra negra corresponde a la magnitud de 

despolar i zac iÓn, la cual, tras alean zar un cierto valor umbral, 

genera dos potenciales de . " acc1on. Todos estos efectos del 

tetraetilamonio fueron completamente reversibles, ya que tras.-

. · .. ·. ·:,·. '·· 
'- ... ~"-·~<-~.-~- ..:.o:t /;.;.,.· •.. ~.::.·,· ..• ·,;,,.:;.¿:,,¡~.:,. 
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con.· TEA. E>ºr · 

solución normal, los registros fueron iguales a aquellos 

encontrados bajo condiciones previas a la aplicación de la 

solución con TEA (no mostrado). 

~ . 
El postpotencial tardio. 

Este fenómeno fue imposible de registrar, ya que se 

encontref que las células respondían de manera repetitiva, con una 

diferencia de tiempo variable entre potenciales de 
. , 

acc1on, a la 

estimulacion, por lo gue su njmero no fue posible mantenerlo 

constante. Asimismo, la amplitud de la espiga no fue constante 

en-tre pulsos (by c de _la figura 18). Por otra parte, se hizo 

evidente que el potencial de membrana no se mantiene estable, 

sino que os~ila alrededor del potencial de reposo tanto de manera 

hiperpolarizante como despolarizante. Stanfield (1970b) observa 

una ligera despolarización de 5 mv al aplicar una solución con 

c..:l·oru.c:o ue TEA (115 mM). La·magniLud de esta despolarizació'n es 

importante en eL registro del po_::;;tp 0 tencial tard{o, ya que se 

encuentra dentro del promedio registrado para la amplitud 
,, . 

maxima 

del fenómeno tras 15 est{mulos. Por otra parte, despues de la 

estimulacid'n,. la célula muscular no si_gue un comportamiento 

si~ple hacia el reposo, sino que oscila. 

Resultados similares a los presentes encentraron Hagiwara & 

Watanabe (1955) en fibras musculares del sartorio obten idas del 

sapo japones Bufo vulgaris quienes, a diferencia de lo agui 

expuesto, observaron que 5.5 mM de cloruro de TEA no produce 

cambios importantes en el potencial de accio'n ni en el 

postpotencial temprano; m~s efectos similares a los aquí 

89 



expuestos acontecen a concentraciones de 27 mM. Se puede observar 

que es una diferencia importante ya que en el presente, se 

trabajo con 5.0' mM de Hidroxido de TEA y no es factible el 

suponer que el usar hidroxilos o cloruros afecte a la capacidad 

de bloqueo del ion cuaternario. Por su parte, Stanfield {1970'a) 

encontro~una reducción en la conductancia retardada al potasio 

del 50'% con 8.0 mM de TEA. Se podria pensar que las diferencias 

encontradas entre Stanfield {1970'a) y las aqu{ descritas a las de 

Hagiwara & Watanabe, se deben a la diferencia en genero 

(Stanfield utilizo Rana temporaria), 
/ 

mas se carece de argumentos 

corno para esclarecer esta hip6tesis. sin embargo, descartando la 

diferencia en concentraciones, se puede observar que los 

resultados de Hagiwara & Watanabe son similares a los 
/ 

aqu l. 

encontrados y se pueden explicar, distinto a como ellos lo 

hicieron, como sigue. 

a) 1 . > 
P r o o n g a c l._ o n del potencial de 

. J 
accion. Se dijo 

anteriorrn.;::nte que el tetraetilamonio es un bloqueador 

inespecífico de los canales ionices que permiten el paso de iones 

potasio (Stanfield 1983), de tal manera que la prolongación del 

potencial de 
• .1 

acc1on, en cuanto a duració'n, se puede_ explicar por 

un bloqueo al canal rectificador tardÍo, encargado de repolarizar 

a la célula por permitir la salida de potasio conjunto con el 

cese del incremento en la conductancia al sodio, (Stanfield, 

1983) por lo que la membrana repolariza al nivel de reposo a 

traves de la constante de tiempo en reposo [demostrado por 

Hagíwara & Watanabe (1955)]. 

b) Incremento en la amplitud de la espiga. Se sabe que la 
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altura de la espiga depende 

del sodio; el cese de conductancia, debido a la inactivacic5'n de 

los canales de sodio; y al incremento retardado en la 

conductancia saliente de ion potasio. Ahor~, si el TEA bloquea a 

esta Última conductancia el valor máximo de despolarizaci~n, 

tendera· a acercarse m~s al potencial de equilibrio del sodio. 

c) Variación en la altura de las espigas de potenciales de 

acción sucesivos. Se recordara de la figura _11 ., que la altura 

máxima del potencial de acción depende del valor del potencial de 

membrana previo al desarrollo de la espiga, debido a una 
·; 

inactiv::-1c-l,;Jn dependiente del voltaje de los canales de sodio. Si 

tomam<_,;<;~,-;-como valido que la prolongación del potencial de acció'n 

se debe al bloqueo de la conductancia de potasio retardada, 

entonces·~;;'-'"'l .""'~')ltaje que se está ap~Eando a los canales iónicos es 

menor por ,,,·,- mayor tiempo respecto al potencial de acción normal, 

por- .l·o gu::.: cuando se desarr9lla la segunda espiga; una alta 

proporciÓci' de- los canales se encuentra inactivada (Hagiwara & 

-· 
Watanabe., '1955; Stanfield, 1983). 

d) 2·-Ltimulació'n repetitiva. El incremento en la duració'n del 

potencial de 
.~ 

accion se hace evidente-por una repolari zacic5n 
~ 

mas 

lenta .al .. -potencial dec reposo,. mucho 
/ 

mas lenta que la del 

postpotencial temprano. Esta repol ar i zac i6n ma"s len ta permite que 

la c'lula se encuentre cerca del nivel de voltaje umbral del 

. ' ,. . potencial de accion por mas tiempo dando por resultado a que 

exista la probabilidad de que se desarrolle una segunda espiga. 

e) EstimulaciÓn y contraccicfn espontanea. Pe ter R. 

Stanfield (1983) menciona que este fenómeno se debe a la acció'n 

del bloqueador sobre las terminales finas amielÍnicas de la 
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fibra, ya que el TEA prolonga tambien el potencial de accicfn de 

la terminal nerviosa, dando por resultado, un incremento en la 

liberacicfn de Acetil colina en la placa. Como se puede observar, 

la conclusid'n a la que se puede llegar en el presente trabajo es 

distinta, ya que el registro presentado en la figura 18 d parece 

b~stante concluyente. Má's sin embargo una combinación de ambos 

fenomenos pudiese estar implicada. 

f) Oscilaci6n del potencial de membrana. El potencial de 

reposo de la fibra muscular se debe a que, dentro de una cierta 

gama d~ concentraciones, se compo~ta como un electrodo de potasio 

( H o d g k i n & H o ro w i c z , 1 9 5 9 ) , p o r l o que e u a 1 q u i e r a gen te que 

altere las propiedades de permeabilidad del sarcolema para este 

ion, ·.retr:ibuira en alteración de la diferencia de voltaje de la 

misma, en particular, sobre la conductancia en reposo y del 

rectificador entrante (Stanfield, 1970a,b; 1983). La razdn de la 

oscilacio'n se ·puede pt.nsar como un bloqueo parcial de estos . 
sistemas de conductancla. 

DISCUCION. 

Por lo anteriormente expuesto, se puede concluir que el 

utilizar tetraetilamonio como un bloqueador del canal de potasio 

activado por calcio de alta co~ductancia~ bajo las presentes 

condiciones, es poco adecuado para el registro del postpotencial 

tardfo debido a los. efectos colaterales que conlleva. De tal 

manera que lo que se deb~ buscar, entonces, es un bloqueador 

específico para este canal. Este bloqueador ya se encuentra 

descrito y es un componente menor del veneno del . " escorp1on 

israelí Leiurus guínquestriatus conocido como charybdotoxina. 

92 



Esta toxina fue descrita como bloqueador de este canal por 

Christopher Miller et.al. (1985). su purificación hasta el nivel 

homogeneo fue presentada por Smith, Phillips y C. Miller en el 

16th congreso de Neurociencias (1986) y presentada en extenso en 

el J. Biological Chemistry, 1986. Quedando así el utilizar esta 

boxina para probar la hipótesis de la dependencia del desarrollo 

/ del postpotencial tardio respecto al ion potasio que sale por 

canales de potasio activados por el incremento en la 

concentracitn interna de calcio de alta conductancia. 
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EXPERIMENTOS CON CAFEINA. 

Se concluyó' que el utilizar TEA no es la mejor manera de 

intentar bloquear al canal de potasio activado por calcio, de 

alta conductancia, quedando así sin resolver si este canal 

p ar t i c i p a o n o en e 1 d e s ar r o 11 o de 1 pos t p o ten 'C=!·i a 1 t ar d Í o • un a 

·manera alternativa de intentar probar 
. . . , 

su part1c1pac1on es el 

incrementar sus funciones. Se dijo que en el canal de potasio 

activado-por el incremento en la concentraci6n de .. calcio se 

regula ~u probabilidad de apertura de dos maneras: por el voltaje 

de m.embrana y por el incremento en la concentración int~rna de 

calcio. '8n los experimentos hasta ahora descritos no se ha 

modificwJo la condición intracelular de este divalente, por lo 

que cualquier incremento. en la concentracio'n de este ion se 

debera a su entrada al citoplasma por la membrana celular, o 

bien, por su salida desde las cisternas terminales del retículo 

s arcopl a'srni co; 
.• 

En 1·0.:; --e·:«p·erirnentos siguientes lo que se pretende es, 

incrementar la concentración interna de. calcio en el reposo. J As1,. 

al aplicar la estimulacio"n;· ·la salida. de. calcio desde las 

cisternas terminales del retfculo sarcop~~sm~co provocara un 

incremento aun mayor en la concentracio'n del ion,_ por lo que, 

·ju1o1-o .... : con la despolari zacio'n de·l sistema tubular se· espera que 

los canales perrnanescan abiertos mayor tiempo, dando por 

resultado gue la salida de potasio a traves de los mismos sera. 

mayor por estímulo aplicado; así, la cantidad de estímulos 

necesarios para producir el postpotencial tardío, sera menor. 

En los registros esto se observaría como un aumento en la 
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amplitud del post potencial 
, 

test:1:go mientYas 

que la curva Amplitud del postpotencial tardio - N~mer~ de 

es t {mu 1 os subir Í a m ~ s rápido ; 11 e g ando a 1 valor as in to tic o m ~ s 

pronto que en condiciones normales o bien, un aumento en el valor 

máximo del postpotencial tara{o. 

Una manera de incrementar la concentración de calcio interna 

basal es por el uso de cafeína, capaz, a b~jas concentraciones (3 

mM), de incrementar de manera moderada la concentración basal de 

e a 1 c i o c i t o p 1 a s m a' t i c a d e s d-e-- 0 ;. 1 2 -- a· 0 • 3 1 p M s i n · p r o d u c i r -~ -- ~ --

contractura (Lopez et.al.,1983 y 1984). Hemos de decir que el 

modo de acción de este alcaloide no se conoce bien, por lo que 

para una mayor discusión de sus efectos se remite al apéndice 

correspondiente. 

El postpotenci~l temprano. 

Los experi:entos.descritos a continuación se realizaron de 

Junio e: Julio de ;l.9.86. En la figura 19 se observa un potencial de 

acción obtenido de una. fibra de·l músculo sartorio de Rana pipiens 

tras cinco minutos de la aplicaci6ñ de 3 mM de cafeína registrado 

por la técnica _de electrodos flotantes. Como se puede observar, 

es i;imi-lar- a~aquel registrado· bajo condiciones normales (Figura 

12). Las caracter{sticas de diez fibras bajo tales condiciones 

se presentan en la tabla XII. 

Comparando los valores de esta tabla con aquella de 

condición normal (VII) se puede observar gue no difieren de 

manera importante, salvo el referente al potencial de reposo. 

Hemos de decir aquí, que pese a lo gue se encuentra en la 

literatura, se observaron contracturas espontaneas de las fibras 
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FIGURA 19. 
Potencial de accion típico registrado en soluci6n 

potencial de reposo. 
normal con 3.0 mM de cafeína para una fibra con 82.6 mv. de 



TABLA XII. variación de los distintos parámetros eva~uaaos del 
potencial de acción muscular en solución normal isotónicd 

con 3.0 mM de Cafeina. 

·1·otal 
promedios: 
! s. d. 

Fibra • Em • 'I' am • 

l 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

10 

mV mv 

90 

75 

80 

70 

80 

80 

78 

85 

76 

85 

79.3 
"!: 5. 8 

92 

99 

96 

82 

116 

102 

109 

112 

101 

113 

101 
:!" 10 

St • 
mV 

2 

24 

16 

12 

36 

22 

3l 

27 

25 

28 

21 
~8 

Ea 
mv 

70 

54 

58 

52 

61 

67 

60 

66 

65 

60 

40 
i 8 

va 
mv 

15 

17 

15 

13 

15 

11 

11 

15 

10 

20 

14.7 
:!: 4. 56 

Tr • J 
mseg 

80 

50 

60 

120 

40 

80 

80 

80 

70 

66.3 
'!: 16 

N 

N 

p 

N 

p 

p 

donde: Em es el potencial de reposo; Tam es la amplitud del 

potencial de accion; St -el sobretiro; Ea amplit:ud del 

postpocencial temprano evaluado d2sde el caro; Va lo mismo pero 

desde el reposo; Tt: corresponde al tiempo en regresar al 

potencictl de reposo; J es, si el registro presenta joroba, meseta 

o ·ninguno de los dos. 
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y,, extrafiamente, la supervivencia de los músculos se notó reducid.a 

bajo tales circunstancias. 

El postpotencial tardro. 

En· Ja fígut:a 20 se observa un registro típico del incremento 

en la amplitud del postpotencial tardío respecto al número de 

est Ímulos. 

En la figu.ra 21 se muestra la gráfica del incremento en 

la amplitud del postpotencial ·tardío·· respecto al número de 

est{mulos aplicados. La mejor curva, calculada como se hizo 

anteriormente queda descrita como: 
2 

A = 4.19(1 - exp(-p/2.16) 

En la tabla XIII se resumen los registros que dieron lugar a 

la anterior figura. 

Comparando los valores para la constante de decaimiento 

(Tau), y tiempo a la mitad observados tras quince estímulos 

i-:--·specto a los eguiva}entes de solución normal (0.96 ± 2.08 y 0.63 

!0.22 para los parámetros respecti·vos), se observa que no difieren 

de manera importante, pudiendose atribuir a la.misma variabilidad 

del sistema. 

En lo que se refiere a .la .amplitud .del postpotencial. tard{o 

observada· para el mismo número de ·estímulos (quince} comparada a 

la respectiva en solución normal (6.81 !" 2.66 mV), se observa que 

existe:una diferencia notable_(mas de 3 rnV); ahora si compararnos 

el valor m¿{ximo del postpotencial tardío calculado para las 

funciones que .describen el incremento en la amplitud r~specto al 

número de estímulos aplicados (Am) se observa que difieren 

tambien (5.9 para el normal y 4.18 para.cafeína). E.s tas. 
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diferencas se pueden explicar, o corno un artefacto resultado de 

la aplicacion de cafeína, o bien como un efecto real sobre el 

fenorneno que nos interesa. 

La hip~tesis principal de los presentes experimentos es que 

al aplicar cafeína, la concentración de calcio interna se 

·i n c r e m en t e y c o m o r e s u 1 t ad o d e e s t o , conjunto con la 

despolarizacion de membrana del potencial de accion, se espera un 

aumento en la amplitud del postpotencial tard fo. Como 
/ 

se mostro 

anteriormente, el utilizar cafeína, mas que incrementar el 



_.., .. ., :: 
-."... 

TABLA XIII. RESUMEN DE LOS REGISTROS DEL POSTPOTENCIAL 

TARDIO EN RINGER ISOTONICO MAS 3 mM. DE CAFEINA. 

PULSOS. NO • Em 
[mV] 

T/2 
[seg] 

Tau 
[seg] 

Amplitud 
[rnV] 

l~ 

3 

6 

9 

12 

15 

2" 

. 10 . 78. 9 :!: 8.6 . l.3'.tl.16 . 0.55 !. 0.48 . 2.56 "!: 2.28. 

5 73.4 !: 5. 4 0.6 -t 0.25 0.52 '!. 0.44 -2. 30 "!. l.15. 

5 . 74.0 "t 2. 4 . 0.35-t0.l . 0. 67 :!: l. 08 . 2.78 ~1.87. 

5 73.8 ± 2. 2 0. 4 t 0.15 0.66 ± 1.99 3.49 !l.67. 

5 . 72.8 "!: 2. 4 . 0. 38 t 0.0 . 0.54 :! 1.43 . 3.95 ! 1.86. 

5 70.8 :!: 2. 6 0. 66 ± 0.6 0.64 ""! 0.73 3.46 "! 1.87. 

2 . 74.5 ~ 3. 5 . 0. 35 ~ !il. 0 . 0.72 !. 3.15 . 6.25 '! 6.!ill. 

donde : 

Pulsos_ = número de e'stírnulos aplicados. 

No = número de registros considerados. 

Em= promedio mas/menos una desviación estandard 
del potencial de membrana. 

T/2 = 

Tau = 

Amplitud 

tiempo promedio tomado por 
alcanzar la mitad de-la 
postpotenci al tardío. 

las fibras en 
amplitud del 

mejor constante promedio, de caída del 
registro hacia el potencial de reposo. 

Tamaño promedio del postpotencial tardío. 
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FIGURA 20. Incremento en la arnplitud._del postpotencial tardío 

al aumentar el número de estí'mulos (100 Htz.) en solución normal 

con 3.0 mM de cafeína para una fibra cuyo potencial de reposo, 

antes de la estimulació'n, fue de 85.4 mV. Escala como se indica. 
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> 4 ~I Í. ~l -~t·······"'r·······r····r······-~r·············· 

F'IGURA-21~ ,-Incremento de ·la amplitud.de:l postpotencial tardío 

" ,. respecto al numero de estimulos aplicados en solucion normal con 

3.0 mM de cafeÍnac Se muestra el promedio -más; ·menos- un error 

estandard del niSmero de registros indicado a la izquierda de cada 

punto.; La curva representa·la.mejor potencial que ajusta a los 

datos. 



·,.1 .. _<.:''·: -, 

fenómeno, lo disminuye. Esto se puede explicar si consideramos 

que la amplitud del postpotencial tardío se refiere siempre al 

potencial de reposo. Desde la tabla anterior (XIII) se hace 

evidente que para un cierto número de estímulos esta magnitud de 

membrana se encuentra disminuida respecto al testigo. Esto es 

importante, ya que si suponemos que para un cierto número de 

est~mulos la cantidad de potasio que sale de la fibra es 

constante, entonces la magnitud de despolarización respecto al 

reposo es menor. Hemos de decir que un efecto despolarizante de 

la cafeina fue tambien encontrado por Lüttgau & Oetliker (1968), 

as i c o m o p o r A x e 1 s s\o n & T h e s 1 e f f (1958). Los primeros 

encontraron, a una concentración igual a la aquí empleada, en 

Rana temporaria, que no hay una despolarización mayor a 0.5 mv. 

mas si aplican una mayor concentración la caída en el voltaje es· 

importante e irreversible, atribuyendola a efectos deletereos del 

alcalo·ide sobre· la membrana. Ahora, ... Axelsson & Thesleff 

encuentran que un mi 1 igr amo del alcaloide. (0'.l mM) provoca, en R. 

esculenta, despcilarizaciones de 11 mV a 22 grados centígrados~ 

Se hace ev id en te que el .efecto.de la ca fe in a. sobre el poten e i al 

de reposo.difiere dependiendo de la especie en la que se trabaje. 

La razo~ de la despolarizaciÓn podría atribuirse a que el 

alcal~ide prov~que la apertura de canales. de calcio_~ando 

lugar a una corriente capaz de suprimir el voltaje de membrana. 

" asi 

Este fenómeno en los de canales de calcio por cafeína fue 

planteada por Saldaña (1981) para fibras lentas de pollo, ya que 

3 mM de cafeína provoca contractura, la cual desaparece con el 

lavado;··si.posteriormente se aplica una alta concentración de 
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calcio, se tiene una contractura de igual magnitud y menor 

duracio"'n que bajo la xantina, · por lo que le parece factible 

postular que la cafeina abre canales de calcio que permanecen 

"encendidos" al retirar el alcaloide. 

Otra posible razo~ de la discrepancia en la magnitud del 

· 1 d' · ; d " 1 postpotencia tar 10 para un cierto numero e est1mu os, es que 

se este liberando menos calcio por potencial de acción desde las 

cisternas terminales. Esto, aunque parezca contradictorio, es 

reportado por M~ Delay et al (1986), donde observan que tres 

milirnoles de cafeina_provocan un decremento en el transiente de 

calcio de sus registros respecto al testigo, y la at~ibuyen a 

depleción del divalente en el retfculo sarcoplásrnico. Este 

hallazgo apoya la hipótesis de la participación del canal de 

potasio ac.ti vado por el incremento en la caneen tr acicfn de calcio 

interna en el postpotencial tard:í'.o, ya que al disminuir la 

concentración interna de este ion la cantidad de potasio que 

saldría seria menor,· dando así lugar a un decremento en la 

amplitud del fen6meno~ . Sin embargo~ esto no solo produciría una 

disminucicfn en ei·valor m~ximo del fenómeno, sino tambien un 

decremento en la velocidad de· ascenso de la curva··Ampli tud del 

postpotenci al tard f o-n J'mero de estímulos •. Esta _velocidad depende 

de la constante (TauY de la·ecuac~6n que la describe. y_si se 

compara para los presentes experimentos (2.16), con. la obtenida 

en solución normal (2.56) se observa que son muy parecidas por lo 

que podemos pensar que este no es el caso. 

En conclusión podernos decir que con el presente 

protocolo la participación, si existe, del canal de potasio 
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activado por el incremento en la concentracicfn de calcio int~rna 

dependiente del voltaje, de alta conductancia en el postpotencial 

tardio no se hace evidente y los resultados observados se pueden 

atribuir a los efectos colaterales del alcaloide sobre las 

fibras. 



CONCLUSION. 

Se con el uye del pres en te t r abajo que el pos tpotenc i al 

tardío, con la presente metodología no es afectado por los 

protocolos experimentales a saber: substitución del calcio 

extracelular por magnesio; aplicación de la toxina apamin, capaz 

de bloquear a canales de potasio activados por el calcio de baja 

conductancia; aplicación de cafeína, con el fin de incrementar la 

participación de aquel de alta conductancía. 

Todo ello se puede deber a dos razones: a) que e.l 

postpotenci al tard Ío no dependa de can a les de potasio activados 

por calcio dependientes del voltaje, por lo que Kirch et.al. 

(1977) tendrían razón en atribuir el fenómeno a la salida de 

potasio al traves de canales rectificadores tardíos; o bien b) 

que el postpotencial tardío dependa de manera reducida de canales 

de potasio activados por calcio dependientes del voltaje, en 

magnitud tal que qued~ fuera del límite de resolución de la 

met0dologf a 'empleada. 

Respecto a lo· primero debemos decir que la hiR¿tesis de 

Kirsch et- al. sigue .siendo. factible, porgue existe casi la 

completa certeza del desarroilo de pot~nciales de acción en el 

sistema tubular transverso (Adrian ·et;.·al. 1973; L.D. Peachey; 

comentario personal). Hemos de decir aquí algo importante: 

Almers (1981) ha expresado que la existencía del postpotencial 

temprano así como del tardfo son una consecuencía inmediata al 

desarrollo de un sistema tubular transverso, ya que este lo que 

permite es una sincronización radial de la fibra muscular para el 

desarrollo de tensión y dice que estos fenómenos no son 
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favorables para la vida de los organismos que los manifiestan, 

porque propician el desarrollo de estirnulación repetitiva 

muscular, mejor conocida como rniotonía. Aqu~ entonces surge una 

pregunta, ~cual sera el papel fisiológico del postpotencial 

temprano y tardio ?. A lo que podernos contestar: - __ i en el 

transcurso de estos fenomenos, la fibra muscular se encuentra más 

cerca del nivel de disparo, por lo que se requiere menos energía 

de estimulación para producir respuesta •.. Sin embargo, los 

argumentos de Alrners son importan tes y este ___ e_5- _ _, el primer caso 

conocido por el autor del presente trabajo, donde existan 

consecuencias deletereas por el. mejoramiento de una función, en 

específico, el de la contracción muscular. 

Al analizar los datos obtenidos, para la amplitud del 

postpotencial tardio en soluciones hipertónicas en condicones 

normal y con magnesio 1 se concluyó que la metodología no hace 

--evidente si. este fenómeno depencle. del ion calcio extracelular~ 

debido a la gran variación- en los ·datos. Sin embargo si .se 

comparan estos. tomando en consideración el error-_estandard, y no 

la desviaci·ón:' estandard como. se habia hecho en su· momento, se 

tiene que los valores se convierten en. 14.05 '± 1.05 mV para los de 

calcio (n=l9), 9.0'5 :!: 0.56 mv para aquellos en magnesio (n=32) y 

16.18 !.3.48 mv. (n=l0) para la re·aplicación de solucion normal.

Por lo que la amplitud de este fenómeno se ve afectada por el 

protocolo utilizado, implicando que este parametro del. 

postpotencial tardio depende del ion calcio extracelular para su 

desarrollo. Por lo que, bajo nuestra hipótesis de trabajo, el 

calcio que entra a .la célula durante la estimulación por los 
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canales de calcio del sistema tubular activa aquellos de potasio 

dependientes de calcio ubicados ahí mismo. Sin embargo, si se 

observan los valores de ordenada al origen de estos mismos 

experimentos al normalizarlos en las figuras 4, 7 y 8 se observa 

que se contraponen a esta conclusión. Ahora, para los valores 

9btenidos con fasciculos aislados (Tabla VI) se tiene lo mismo. 

De tal manera que no podemos establecer si los datos son 

concluyentes. Para poder esclarecer de manera precisa si los 

valores son significativos se requiere diseñar experimentos que 

produscan valores realmente concluyentes. 

Son importantes las evidencias existentes de la 

presencia de los canales que nos interesan en el sistema tubular 

transverso y, con base en los resultados obtenidos en este 

trabajo, podriamos pensar que el postpotencial tardío depende, de 

maner::i reducida, de estos canales, por lo que la segunda opcion 

parecc._.factibl·c~_:·.pl anteandose vol ver a cambiar de metodología por 
~ 

un-a en - 1 a 'l u e se i n c r e m en t e · l a r e s o l u c i ó n a 1 e l i m i n a r. 1 a 

.variación del radio de la fibra. Es decir, hacer experimentos 

donde se puedan aplicar todos lo.s protocolos en una misma fibra y 

para .. ello se 'propone. el ·metodo de fijación de corriente para 

fibra cortad~ (Hille & Campbellg 1976), en el cual existen las 

siguientes ventajas: i) Se pueden aplicar distintos tipos de 

soluciones al mismo segmento de fibra, por lo que el radio se 

mantiene constante para todo el desarrollo de los experimentos. 

ii) Se puede manipular tanto el medio intracelular como el 

extracelular pudiendose asi diseñar experimentos realmente 

concluyen tes. 
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Se puede hacer una estimaci6n, muy tentadora, de la 

proporcion de canales de potasio de la rectificacion tardia y de 

los activados por calcio en el sistema tubular transverso, 

suponiendo su existencia en esta membrana, de la manera 

siguiente: Kirsch et al. (1977) estimaron una proporción de 

~anales de potasio entre la membrana superficial y el sistema 

tubular transverso de 5:1 basandose en sus datos de acumulación 

de potasio tubular, al que contribuyen en principio todo tipo de 

canal de potasio. Por su parte, Vergara y Oelay (1986) midieron 

el potencial de acción tubular· mediante técnicas Ópticas y 

estimaron, basandose en el modelo de Adrian & Peachey (1973) una 

relacion de 10:1. Es de suponer que solo los canales de potasio 

de la rectificación tardia contribuyen a esta estimacion ya que, 

con mucho, son los que mas dependen del voltaje y afectan al 

potencial de acción tubular. De lo anterior, es factible suponer 

-que·alrededor del 50% de los canales de potasio del sistema . 
tubu1 ar transverso no -serian . .de 1 a rectificación tard ia. haciendo 

posible que se trate de canales de potasio activados por calci-0. 

No debemos olvidar los trabajos mencionados en los que se 

hace evidente que el canal objeto de este trabajo se encuentra 

regulado en ciertas preparaciones 6 dando por resultado que aunque 

se encuentre, en el sistema tubular podria no ser funcional, 

quedando asi por esclarecer su papel fisiológico, en específico, 

respecto a su localización. Por otra parte, se ha demostrado, en 

otros tipos celulares que su papel es de regulador de la 

actividad repetitiva, pero por su posición en el musculo esta, 

probablemente, no sea su funcion. 
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Para terminar aclaremos algo: A todo lo largo de este 

trabajo se planteo que los canales de potasio activados por 

calcio, debian estar en el interior del sistema tubular 

transverso de la rana, que aunque parece lógico desde los trabajo 

de Latorre et.al. no se tenia la certeza de que ello sucediera en 

el vertebr~do en el que se desarrollo es~a te~is. Sin embargo, 

Traore et.al. (1986) demuestran la localización del canal 

sensible a apamin,en el sistema tubular de~~~~ ~~~!~~~a~~ 

además>que sus corrientes no dependen de manera importante del 

calcio extracelular, confirmando con ello nuestra hipótesis de 

trabajo y los result·aaos obtenidos, cuando menos para los 

experimentos con esta toxina. 
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MICROELECTRODOS. 

Todas las células estan rodeadas por una membrana plasmática 

que modifica y limita el movimiento de sustancias adentro y fuera 

de las mismas. Solamente aquellas células, tales como el axón 

"gigante de calamar, o en estructuras geométricamente favorable~ 

tales como los nervios mielinizados, es posible obtener 

informacion acerca del potencial de membrana y la corriente á su 

traves sin la penetración mecánica de la membrana en el area que 

encara el medio que constituye al potencial de referencia en el 

exterior celular. La manera más usual de hacer estas mediciones 

es el introducir un electrodo a traves de la membrana y medir el 

cambio de potencial. 

El principal requerimiento para hacer estas medidas es que 

el procedimiento dañe mínimamente a las células y que el registro 

.nbtAnidn sea lo m~s cercano al real posible. 

Para el registro del potencial. celular·-y potencial de 
. , 

accion 

es de común uso emplear micropipetas, que se asemejan a un gotero 

con una punta; que se prolonga a diametros .menores de.una micra. 

Como rned i o conductor en el interior del mi croel ectrodo se 

pone un electrolito, que llena todas sus partes y haciendo 

contacto con el, se encuentra un electrodo de plata-

plataclorurada que sirve como terminal eléctrica. 

Una consideración importan te se hace respecto al diarnetro 

de la punta, ya que a mayor diarnetro, menor el potencial medido 

(Woodbury et.al., 1951. citado en Geddes, 1972). Desde lo cual 

se extrapola que un buen electrodo es aquel que posee un diametro 

de punta entre uno y diez por ciento del tamaño de la célula 'a 
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medir. 

Este tipo de electrodos se realizan desde 1925, cuando 

Ettisch y Peterfi describieron el uso de un tubo de vidrio, de 

1.0 mm para ser jalado bajo flama
1
dando origen a diametros de 

punta de 10 micras. 

El registro del potencial de membrana se realiza comunmente 

en d.c~, ya que los componentes de las uniones sólido líquido del 

arreglo de registro de los electrodos se escogerían 

preferentemente. 

Considerese el siguiente esquema. 

Electrodo de ; 
CéluJai referencia; 

----- ·- •¡ 

~itor! 
3 I 5 -1 6 

:m: y 

DIAGRAMA ESQUEMATICO DE LA CADENA DE REGISTRO 

EMPLEADA EN LA ESTIMACION DEL POTENCIAL DE MEMBRANA 

CON MICROELECTRODOS. 

En esta representación solo se consideran las uniones solido 

liquido entre un electrodo de plata con una cubierta de plata-

clorurada que esta en contacto con una solución que contiene 

cloro en fo.rma de ion. La diferencia de potencial medido V 

a traves del sistema se puede representar como la suma de los 



·, 

términos: 

V= + a A6 'f' + sf).' 'f = Lla. r + ~ Y' 

donde .zg 'f 'fa. - 'f'S" es la di ferencca de potencial de las masas 

totales de 2 y 5. La diferencia de potencial '.ó.~ Y' y 't! Y' son 

inaccesibles para las medidas electroquímicas, ya que son 

diferencias a traves de una sola interfase. Sin embargo bajo las 

condiciones experimentales usuales, donde las condiciones de las 

fases 2 y 5 son casi idénticas y la corriente al traves del 

sistema es pequena, se puede suponer que la diferencia 

1,(J.< 'f - i5 'f 
seria mínima por lo que la diferencia de potencial medido (V) 

.:l. 5" 
iguala a ~ lf , la cual a su vez se puede pensar como la suma de 

los termines,. estando el rnicroelectrodo dentro de la c~lula. 
'fAJ 

+ ~ '{' + 
rn 

V _..._ 

J.,.' 
Las cantidades ~ r 

+ termines ohrnicos 

+ termines ohmicos. 

,; •!> 
y LJ.f son los potenciales de. difusión 

a traves de las uniones liquidas II y IV respectivamente, 
m 'tÑ 

V ~·~ 

es el potencial de membrana, y los termines ohrnicos son la caída 

de potencial en el arreglo completo, causado por una pequena pero 

finita corriente a traves del sistemag necesaria para el 

arnpl i ficador A. Actualmente los amplificadores producen 

corrientes de 
-12 

1121 amperios o aun más peque fías, por lo que los 

\ termines ohmicos pueden ser ignorados. 

Respecto a 1 os dos poten c i a l es de d i fu s i o'n , su va 1 o r 

absoluto no se puede medir. Más si existe una al ta concentración 



de KCl en la unión del microelectrodo con el electrodo de plata

clor ur ad a (pellet) asi como en el interior del primero, el 

pote'ncial de difu~ión es pequeño, ya que los iones presentes 

poseen la misma movilidad (cloro y potasio). 

Estrictamente hablando, el sistema electroquimico no esta en 

equilibrio. Los procesos irreversibles suceden en las uniones 

liquidas (difussion) mientras q~e la pequena corriente electrica 

neta dara lugar a una pequef'!a generacion de calor. El trabajar 

con electrodos no polarizabl~s da lugar a que la diferencia de 

1 ' li potencial ·'Lf Y' y lS 'f sean independientes de la pequef'!a corriente 

que fluye en el sistema. La difusion a traves de las uniones 

liquidas puede alterar las actividades ionicas cercanas a la 

interfase s~lido-líquido si se deja al microelectrodo en el 

inter:i.or celular por periodos. prolongados. de tiempo·. Sin 

embargo, la perdida de sales es un proceso lento y las reacciones 

de transferencia de. cárga en las interfases sÓlido-lí'quido (I y 

V) pueden, en la practica, considerarse en. equilibrio. 
+ 

Ag Ag 

e's el potencial quimico de la. substancia 

fase "i". 

, 

"a" en la 

De igual manera, para las reacciones de transferencia de 

1 1 . . í' "' /1 <.") /1 C.li'J r· 21' bY' carga en e imite V: .... - + ",., - e As+ 

F ( "d- 'f '¡f 'f ) = 11 ... ':-> - /"' c.i;.: , 
S A:i 

ya que el potencial químico de la plata solida y los electrones 

estan en la misma fase :(1 y 6). La concentración de los iones. 

l l Jlf. 
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plata en las fases 2 y 5 en cambio estan controladas por la 
. , 

reacc1on: 

AgCl ====== Ag+ + Cl-

por lo que 

asi en las condiciones de equilibrio 

lo que implica que 

1.LS 
'f = l/F • ( µc~J 

/ CI 

o en termines de actividades ionicas 

= RT/F • Ln 

, 

) . 
Bajo condiciones simetricas, el lado derecho de esta· ultima 

ecuacio'n debieseser despreciable, pero bajo condiciones no 

simetr.Lcas, la relacion de las actividades ionic.as s~ aproxima al 

promed.i.o de las activinades .. de la sal. 

La cobertura del electrodo <le plata.con cloruro de plata 

hace., a L. electrodo-:-: no polar i zabl e (re ver si ble), que es casi 

equivalente a retirar el componente capac~tivo. de la impedancia 

del electrodo. Así, en contraste con un .conductor de plata.con 

propiedades iipicas de un filtro. de paso alto, la cobertura de 

cloruro de plata- sobre- el· electrodo d.e. plata es casi 

ndependiente de la frecuencia de d.c., muy por encima de los 30 

KHz (Geddes y Baker, 1968). Por otra parte, el incremento en 

el ~rea de la superficie arrugada de esta cubierta reduce la 

resistencia .ohm i ca •.. · Más esta cubierta no debe ser muy gruesa, 

ya que daria lugar a un.incremento de la resistencia de uni~n, 



ello a que la AgCl posee una muy alta resistencia especifica del 
7 

orden de 10 cm. Lo cual es poco deseable, especialmente para 

el electrodo de referencia. 

El liquido en el microelectrodo o en el sostenedor <Holder> 

(fase 2 en la misma figura) es usualmente una solucion de 

el~ctrolitos de composicion si~ilar a la que esta en contacto con 

el electrodo de referencia. Casi siempre se utiliza KCl 

concentrada egue representa ~a·ventaja-de-reduciL,la_resistencia 

del electrodo y el potencial de difusion en la micropunta. 

Como se puede ver, la mayoria de los problemas con respecto al 

uso de microelectrodos para medir el potencial celular puede mas 

o menos solucionarse de manera sencilla, dando lugar a que los 

problemas con los que uno mas comunmente se enfrenta se~ 

relacionan. con la punta del microelectrodo, los cuales se deben 

solucionar en el transcurso de- la experimentacion por lo que es 

de mucha utilidad la experiencia que se va adquiriendo conforme 

se va desarrollando el trabajo. 

Cuando acontece un cambio de soluciones en lo que a.-

concentracion ionica se refiere, tiene lugar un cambi-0 en la 

composicion ionica-que rodea~al electrodo de·referencia dando 

origen a.un.camhio.en el potencial de este electrodo respecto a 

su entorn-o.·~- Este cambio- es importante si. se mantiene el 

electrodo de registro en el interior celular, por lo que se .deben 

de hacer calculos para conocer y asi compensar este cambio, ya 

que afecta directamente al potencial que se registre. Ahora bien 

si el cambio de soluciones se lleva a cabo con ambos electrodos, 

fuera de la celula se puede compensar este corrimiento de manera 
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electronica simplemente dando lugar a un lapso de tiempo como 

para que se equilibren las soluciones en las inmediaciones de los 

electrodos. 

Hasta aqui se ha visto que el uso de ~icroelectrodos 

presenta muchas ambiguedades en lo que al registro se refiere, ya 

q~e hay muchas partes del sistema que no se conocen en lo que a 

potencial se refiere, por lo que al.gunos autores han puntualizdo 

que hay ambiguedades en los registros bioelectricos debiendose 

tener cuidado al momento de interpretarse. Pero se debe 

puntualizar que la informacion relevante se puede obtener por 

estos rnetodos, teniendo siempre en concideracion las 

caractetisticas del sistema (Tasaki y Singer, 1968. citado en 

Giebisch et.al., 1978). El problema fundamental reside en el 

conflicto de suponer electroneutralidad al mismo tiempo que 

exista un campo electrico entre cargas positivas y negativas. 

.En .la.figura 22-se-presentan arreglos para la obtencion de 

datos.~·· oel.e.c_tr.i.c.os., .. ._s.i.endo i.rn.portante considerar al amplificador 

<denominado como A> y su relaci.on con la c.adena __ de electrodo y el 

aparato para registrar permanentemente. la informacion (display). 

Una de las entradas del amplificador·,~ usualmente la positiva 

esta conectada al microelectrodo. Un rnicroelectrodo representa 
7 

una gran resiste~cia ohmica¡·del ord~n de 10 ohms o mas. El 

amplificador. debe tener una resistencia de.entrada de cuando 

menos 10 o, preferiblemente,100 veces la resistencia del 

electrodo. De no ser asi el voltaje registrado sera atenuado por 

la division de voltaje entre el electrodo y el amplificador. 
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FIGURA .;¿_~ 
CARACTERISTICAS COMUNMENTE EMPLEADAS EN LOS SISTEMAS DE 

REGISTRO BIOELECTRICO • 
Triangules A, A o A simbolizan aplificadores. 

(A) representa un di rector cubierto. (B) a un amplificador de 
capacitancia negativa usado para compensar la capacidad de entrada 

del microelectrodo • 
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Por otra parte, este error dependera de la magnitud relativa de 

la resistencia del microelectrodo comparada a la resistencia de 

entrada del amplificador. Como la resistencia de la cadena del 

electrodo usualmente se incrementa cuando la punta del 

microelectrodo se introduce al interior celular, la atenuacion 

debida a una insuficiente resistencia de entrada del amplificador 

se hara mas grande, dando origen a subestimacion del voltaje de 

membrana registrado. En los inicios de la electrofisiologia, la 

construccion de amplificadores de alta resistencia de entrada era 

dificil teniendo que ser resuelta principalmente por el propio 

investigador, pero hoy dia este problema se ha visto solucionado 

gracias al desarrollo de los circuitos integrados en la era de 

los 5.::111lconductores. un amplificador operacional típico posee 
13 15 

una ·ro:::..istencia de entrada del orden de 10 · a 10 - ohms.Que es-

unos 0cho ordenes de magnitud mayor que la cadena de 

resl~~~ncias del sistema de registro. 

Para evitar perturbacion del potencial de membrana con el 

electrodo dentro.del interior celular y el evitar cambios en el 

potencial del electrodo, se requieren. amplificadores con "fuga de 

corriente" mínima _de la entrada a tierra, cosa igualmente 

solucionada con los amplificadores- actualmente. disponibles, 
-13 

capaces de generar corrientes de de entrada del orden de 10 

amps. En el caso de un microelectrodo con resistenci.a . .ae 15 

Mohms la variacion en el voltaje del electrodo de referencia sera 

de menos de 15 microvoltios, muy poi debajo del potencial de 

membrana celular. 

Para registrar los ca~bios bioelectricos se requiere equipo 



electrónico con una adecuada respu~sta ª"' banda de frecueru::ia.. 

Este requerimiento esta fuertemente influenciado por las diversas 

capacitancias en el sistema de registro, principalmente entre las 

entradas del amplificador (incluyendo al microelectrodo) y la 
1 

tierra. Tales capacitancias de perdida tenderan a atenuar los 

cambios en el potencial del interior del microelectrodo. Un 

caso sencillo seria la division del voltaje entre la capacitancia 

de membrana y la capacitancia de perdida en el potencial inicial 

es importante para la estimacion inmediatamente despues de la 

penetracion de la celula. El cambio en el potencial inicial es 

importante para la estimacion del potencial de reposo de celulas 

unicas. Por ello es deseable el reducir la capacitancia de 

perdida tanto como sea posible. Lo anterior se puede lograr de 

dos formas: con un director cubierto <driven shield>, y un 

amplifirador de_capacitancia negativa. 

La figura ./.:::>. (A) muestra un amplificador con cable blindado 

de entrada. El blindaje tiene el proposito primario de reducir 

la influencia de los campos externos sobre el-potencial del 

electrodo de ~ntrada. El cable armado, por otra parte, posee una 

gran capacitancia al propio elec~rodo de entrada. Mas una simple 

conexcion de la armadura· a tierra agravaría los efectos 

indeseables de la capacitancia de perdida. Si, en lugar de ello, 

el blindaje en todo tiempo se mantiene en un potencial muy 

cercano a aquel de la entrada de electrodo, la corriente 

capacitiva de la entrada al blindaje es casi despreciable. En el 

esquema (A) esta conectado a ~a salida en fase del amplificador. 

El amplificador tambien posee capacita~~ia de entrada, pero 
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esta es despresiable en los modernos amplificador.es IC ya que es 

del orden de 0.2 pF. 

En lªs mediciones con microelectrodos el director armado es 

poco suficiente para garantizar una buena amplitud de banda en el 

aistema de registro. El microelectrodo se puede representar corno 

un conductor resistivo con capacitancias de perdida distribuidas 

a tierra (vease esquema (B) en la misma figura). La magnitud de 

esta capacitancia es del orden de 1 pF por milímetro de inmersión 

de la punta del microelectrodo. Por razones obvias no es posible 

el encerrar la micropunta en una armadura conductora, como se 

discutio para el cable de entrada. Una alternativa de reducir la 

capacitancia de entrada es el sistema del amplificador de 

capacitancia negativa. La figura 22 en el esquema (B) resume las 

caracterí'sticas de esta configuraci6n. La señal de salida del 

ampli.r:c¡:¡dor p::rincipal --es retroalimentada a la entrada del 

-electrodo (ne il ·l-a ·;;:·::::m-.-:ta,..:.:ra) -por --medio --~e ctro amplifÍcador y un 

capac i tor (retro ali men tac.i Ón positiva). A los cambios en el 

potencia~de la entrada, -el asa de retroalimentaci6n positiva 

acoplada:_ .. :en. ac causara un movimiento de carga adicional , 

proporcional a 1 a tasa o_r ig in al de cambio. _ Esto puede provocar 

respuesta· regenerativa (oscilación) en el asa que contiene a 

ambos amplificadores, 
... . 

mas si se ajusta adecuadamente, es decir, 

aj u s t a n d o 1 a m a g n i tu d de C r re t r o a 1 i m en t a c i 6 n se r a, en e 1 c a s o 
f 

idea~ solo lo suficiente para compensar el flujo de carga a 

traves de las capacitancias de fuga. Una completa compensación 

nunca es posible debido a la alta resistencia del interior del 

microelectrodo que _se encuentra en serie con la capacitancia de 

117 



perdida de la punta. Sin. embargo, 

desarrollo del orden de 25-50 

es posible obtener tiempos de 

microsegundos. Esto permite 

mediciones a células relativamente grandes, mas es insuficiente 

pa~a medir los potenciales de celulas pequeñas y organelos. 

Es conveniente hacer .mediciones de la resistencia del 

microelectrodo antes, durante y despues de la penetración a las 

células. Al estar la micropunta dentro de la célula se observa 

un incremento en la resistencia~ Este~incremento extra-es, en 

algunos casos, una medida directa de la resistencia de membrana. 

En otros casos, la fuga de corriente en la membrana causada_por 

el daño que haga la micropunta al penetrar a la célula, hara que 

se pierda resistencia, debido a que este el daño, alrededor de la 

micropunta, posee menor resistencia que el resto de la membrana. 

Sin embargo,-el probar la resistencia nos permite conocer si ya 

se ha penetrado a la célula o si se tienen problemas con la 

_ . .._ penetración, ya que se observa que cuando existe mucho tejido 

conjuntivo alrededor de las células la resistencia cambia aun sin 

haber penetrado~ las mismas; o bien, cuando se ti~ne.que la 

rnicropunta no puede .... penetrar· por alguna razon, tambien la 

resistencia tiende~_cambiar~ De tal manera que ei checar la 

resistencia del microelectrodo nos permite saber 1as condiciones 

en las que se_ encuentra tanto respecto a la celula como sus 

caracteristicas de trabajo, vease mas adelante. 

El típico microelectrodo para el registro del potencial 

intracelular esta hecho de vidrio Pyrex o algun otro tipo de tubo 

de borosilicato. Este vidrio posee la ~aracter!stica de ser 

resistente, mecánicamente hablando, .y soporta sin romperse 

cambios importantes en la temperatura, como se vera sucede en la 
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en la elaboración de los mismos. Por otra parte, la delgada 

parede de la punta del microelectrodo es menos conductora y posee 

m~nores cargas de superficie que las micropipetas hechas de 

vidrio corn~n de similares dimensiones. La baja solubilidad de el 

vidrio de borosilicato y sus pocas cargas de superficie parecen 

estar relacionadas de rnanel'.'a importante en el minimizar el 

llamado potencial de punta. 

El diametro externo del tubo de vidrio empleado para la 

elaboracion de microelectrodos es de 0.7 a 2 mm. El 

microelectrodo se produce al calentar la parte media del tubo, ya 

sea por flama o por calentamiento desde un anillo de metal en 

a~gun tipo de instrumento autom~tico o semiautom~tico para 

jalarlo una vez que este lo suficientemente caliente c:::;no para 

hacerse suave. Una vez estando pl~stico la maquina "jala" de 

manera homogenea,. ambos extremos; este jalón ocurre generalmente 

en dos pasos: uno inicial suave y ot r-e--.brusco __ fin al •. En la 

m~yOLja de las máquinas uno de los extre~os del t~bo·se mantiene 

fijo respecto: al alambre -de calentamiento, mientras que el otro 

extremo es retirad.o .de la zona deL alambre por el Últim.o tirón;··--

esto es importante ya que el retirar el microelectrodo de la zoo~ 

de calentamiento evita la oclusión de la punta, aun_ si la 

corriente se corta al alambre al momento del tirón. Tambien es 

importante que la micropunta se enfrie rapidamente para evitar 

que sufra deformaciones longitudinales, siendo ellas no 

atribuibles a que el tubo estuviese sucio antes de sufrir el 

proceso, por lo que mucha~ maquinas automaticas <puller> para 

hacer los microelectrodos, poseen sistemas de enfriamiento 
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rápido, como es el aplicar pequeñas cantidades de nitrogeno. Con 

estos sistemas se pueden obtener di~rnetros de punta del orden de 

0.1 a 0.5 micras, y ángulos de agudeza del orden de 5 a 15 

gr ad os. La magnitud de estos diámetros de punta estan muy por 

de b aj o de 1 l í m i te de re so 1: u e i ó n de l m i ero se o pi o ó p t i e o de 

inmersio-n por lo que algunos investigadores estiman la calidad 

del microelectrodo en su punta mediante su resistencia. Este 

procedimiento puede dar una impresi~n erronea que los electrodos 

de alta resistencia poseen puntas muy agudas. La .... unica manera 

segura de estimar los diametros de punta es mediante 

e 1 e c t r o m i c r osco p i a , d o n de 1 a pu n t a se ):> a ñ a e on o 1'." o p ar a e v i ta r 

asi la formación de "corona" a su alrededor y consecuentes 

distorcion.es en la imagen obtenida. 

El llenado de las micropipetas es un paso crucial en el 

proceso de f.abr.icac.ión .de .. los mic.roelectrodos. ·La publicacio-n 

orig~nal de Ling y G~rárd (1949) describe como el aire en las 

rnicropipetas fue remplazado por KCl en solucion durante burbujeo 

vigoroso y evaporación gradual·del agua de la solucion, en la 

cual los rnicroelectrodos estaban inmersos. una adición final de 

una solución de KCl fria completaba el proceso. Los 

microelectro~os elaborados de esta manera mostraban resistencias 

variables y considerables potenciales de punta ; Por ello.Nastuk 

(1953) lleno las micropipetas sumergiendolas en una solucion 3M 

de KCl muy bien filtrada por dos horas. La aguda punta del 

microelectrodo se llenaba por acción capilar así como el retiro 

de burbujas remanentes se hacia con una hebra de vidrio muy fina 

que se introducía en su interior. El uso de soluciones 3 M de 

KCl introducido por Nastuk y Hodgkin (1950), reduce la 
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resisitencia del mJcroelectrodo y reduce los cambios en el 

potencial de union líquida en su punta, al cambiar a esta Última 
I 

de la solución extracelular al citoplasma. 

Por las casi iguales movilidades de los iones potasio y 

cloro en la solucion ( y a la alta concentración de ellos en el 

interior de la micropipeta) se producen pequeños potenciales de 

unión-- liquida.- Más los procedimientos de llenado por burbujeo de 

los electrodos, o bien, su almacenaje por tiempo prolongado en 

soluciones salinas produce la aparición de potenciales de punta. 

Este fen6rneno es la difer~~c~a de potencial registrado con un 

electrodo intacto y el mismo con la micropunta rota. Por 6tra 

parte se observa un mayor potencial de punta a mayor resistencia 

de 1 os e 1 e c t ro a os • E 1 p o t en e i éi 1 d e pu n t a es i rn p o r t an t e por q u e 

distorciona las mediciones del potencial. de membrana registrado • 

. Es conveniente el ut-i\,izar procedimien"tos para el llenado de los 

microelectrodos que eviten el desarrollo de este fenómeno. A este 

respecto se han disefiado diversos procedimientos que evitan su 

aparición; como es el de poner una gota de agua destilada en el 

interior del electrodo de forma- tal que aplicando calor al 

exterior del 'tubo, el agua·se ev".3pore alcanzando la micropunta, 

posteriormente el microelectrodo se llena con la solución de 

electrolito a utilizar (generalmente KCl 3M) y se deja 

equilibrar. Hay que decir agui que el principal problema para el 

llenado de las micropipetas es la tensión superficial de las 

paredes internas del tubo, ya que conforme se agudiza la punta 

llega a un punto tal que impide el movimiento de una solución a 

lo largo de la micropunta. 
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En 1968 Tasaki etoal. reportaron un metodo para el llenado 

de los microelectrodos, sin ponerlos en contacto con soluciones 

de algun tipo. Esto se logra por la insercion de fibras delgadas 

de vidrio en el interior del tubo de borosilicato antes de 

fabricar el microelectrodo. Una vez producida la micropipeta se 

inyect·a la soluci6n electrolítica, la cual alcanza rápidamente la 

punta sin problemas de tension superficial. Este procedimiento 

presenta la gran ventaja que no es necesario esperar para que se 

llenen los electrodos, pudiendose asi utilizar al momento de 

prepararlos. De tal manera que toma menos de tres minutos 

obtener un electrodo útil aun en el transcurso de un experimento 

con un rendimiento de hasta el 99%. 

La medicio'n del voltaje de membrana operacionalmente 

consiste en cuatro pasos: 1) Registrar la· diferencia de potencial 

entre los electrodos así como su resistencia, conociendo así que 
.!' 

tan bueno es para ·hacer el .registro. Hay que decir aquí que si la 

resistencia del electrodo es alta se tiende a incrementar el 

efecto- de antena del mismo,-·incrementandose por ello los 60 

ciclos de ruido en los registros •. Tambieni un incremento en la 

resistencia provoca que el sistema de registro se haga mas lento 

respecto a los cambios en el potencial de membrana rapidos 

(potencial de acción), dando una subestimacion de la magnitud del 

mismo. 2) Anular la diferencia de potencial entre los 

electrodos electrón icarnente, es tan do asi 1 i stos para evaluar el 

potencial celular. Anular como sea posible el ruido de 60 

ciclos, lo cual se puede hacer implementando una campana de 

Faraday. Y por ~ltimo incrementar la·velocidad de respuesta del 

sistema, lo cual se hace electrónicamente; ahora bien, a mayor 

122. 



velocidad se obtiene más ruido, de tal manera que es recomendable 

utilizar una velocidad de respuesta baja, siendo siempre posible 

si se utilizan electrodos de relativamente baja resistencia 

(20Mohms). 3) Introducir el microelectrodo en la célula, 

obteniendo el registro correspondiente, tan to para el potencial 

.de reposo como para el potencial de acción. 4) Habiendo hecho lo 

anterior se retira el microelectrodo del interior celular y se 

evalua una vez más el potencial entre los electrodos asi como su 

resistencía, lo cual es importante si se desea reutilizar el 

microelectrodo en otro registro, ya sea para la misma celula o 

una diferente, tanto en las mismas o diferentes condiciones. Un 
incremento en el voltaje entre los electrodos nos representa que 

el electrodo no es estable, dandonos como resultado que el 

registro obtenido es poco confiable. Si se observa un decremento 

en la resistencia nos indica que la micropunta esta rota, siendo 

en el peor de los casos necesario retirar el microelectrodo y . 
···utilizar ·uno uuevo. -Si se- ·bbo-crvü --un in cremen to pronunciado de la 

resistencia nos indica que ·la micropunta esta tapada, ello 

generalmente acompañado de oscilaciones muy pronunciadas y 

rapidas en el potencial entre los electrodos. 

Si todo sale bien, y en buenas condiciones es posible hacer 

hasta 10 registros antes que sea necesario cambiar cambiar el 

rnicroelectrodo. 

Aunque el proceso parece simple en principio, existen gran 

cantidad de dificultades prácticas en el paso crucial de penetrar 

la membrana citoplasmatica, ya que el introducir la micropunta 

debe ser de manera suave como para evitar_vibraciones que horaden 
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a la niembr.:!na (ello se puede solucionar usando todo el sistema 

con un amortiguador de vibraciones). Tambien es necesario el solo 

introducir la micropunta, ya que a mayor penetracion puede 

suceder que se abocarde mas la membrana o bien, dado que casi no 

se tiene idea de la posición de la micropunta, que se atraviese a 

la célula y se perfore otra. Tambien, si existe tejido 

conjuntivo, la penetracion pudiese ser no tan suave como se desea 

(todo lo anterior se soluciona utilizando micromanipuladores para 

controlar ~vanees pequefios y~lentos del microelectrodo). 

Como la punta del microelectrodo penetra l.a membrana 

celular, la superficie hidratada de la primera provee un medio 

conductor de baja resistencia que da lugar a fugas del voltaje 

registrado. Por otra parte, si el tamaño de separacion entre la 

micropunta y la membrana es grande puede dar lugar a cambios en 

1-as concentraci-ones internas ·d·e la célula ·así como en la 
• 

·_--.i-nmBüi-aLa -::.-upe.t.Lici-e ~-ae la ·cé"l-ula en .. -i:egi·s-L:ro. De tal manera que 

es importante .·la formación de un sello, . lo más perfecto posible 

entre eL electrodo y la membrana celular. Ello se logra 

utilizando electrodos suficientemente finos, con penetración 

rápida y sin: vibraciones. Aunque podemos pensar que la formación 

de tales sellos -:no es perfecta, la información relevan te se puede 

obtener siendo restringido .por las usuales limitaciones del 

sistema. Muchas veces ocurre que al introducir la micropunta en 

una célula se registra un buen potencial de reposo (-80 a -95 

mV.) pero con el transcurso del tiempo se observa un decaimiento 

_en dicho potencial, e.llo se puede atribuir a que no existe un 
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-· ' buen sello. Puede .ocurrir que con el transcurso de un cierto 

tiempo, (segundos a minutos) este se forme. 

El utilizar microelectrodos de vidrio llenos con KCl en alta 

concentracion (3 M) permite obtener valores del potencial de 

membrana de 78 a 93 mv, valores que se piensa son reales. 

Este tipo de electrodos poseen potenciales de union liquida de -

2."6 mV. (Hironaka & Morimoto, 1979). 

ELECTRODOS FLOTANTES. 

La célula muscular es una de tipo excitable cuya 

respuesta a la estimulaciÓn es la generación de un potencial de 

acción, asi como el desarrollo de tension gracias a los procesos 

involucrados en el acople excitacion-contraccion. El desarrollo 

de este Último fenómeno imposibilita, de manera sencilla, el 

registro de los cambios eléctricos que acontecen en el sarcolema 

ya que los electrodos, o se salen de la fibra, perdiendo el 

~egistro, o bien, al moverse la c&lula provocan un agujero que 

determina una caída en el voltaje registraao. Por ende,.se debe 

de procurar el evitar el desarrollo de tension, lo cual se logra 

de distintas maner~s: a) Por la aplicaci6n de soluciones 

hipertónicas, ___ que segun Hodg~in y Horowicz (1957) no alteran las 

propiedades electricas .de las fibras. b) Provocando· el desacople 

excitación contraccion al detubular con glicerol. c) Reducir el 

movimiento al estirar a las fibras hasta longitudes tales que la 

interación de los elementos contráctiles sea mínima. d) 

Ut i 1 izar electrodos (denominad os flotan tes) que se muevan junto 

con la fibra. 

Dentro de este Último tipo de procedimientos podemos 
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mencionar dos clases, a saber: aquellos en que la cabeza del 

microelectrodo se mantiene unida al resto del mismo por un 

plástico que presenta muy poca resistencia al movimiento lateral; 

y aquellos en que el microelectrodo se mantiene suspendido de una 

gota de solución conductora. Este último tipo de 

microelectrodos, los cuales se utilizaron en parte de los 

experimentos aqui presentados, fueron ingeniosamente diseñados 

por F. Colomo y P. Rocchi en 1965, que consisten en hacer una 

gota de vidrio invertida cuya cola se prolonga hasta convertirse 

en la punta de un microelectrodo (vease esquema adjunto). La 

parte gorda de la gota se suspende, por tensión superficial, a 

una gota de solución de ringer normal que pende de un puente de 

agar lleno de solucion de cloruro de potasio 3 M. Este Último, se 

encuentra sujeto al detenedor <holder> de electrodos. Para el 

presente trabajo se vio que estos electrodos se salen 

expontaneamente de -la-s fibras, no tanto por-que no se muevan con . 
-ellas~ ~ino que ~l ~guá de la got~-d~ solucicn normal se evapora 

dando lugar al ascenso del microelec'trodo que termina por 

salirse. Haciendose necesario el evitar el desarrollo de este 

fenomeno, que una vez controlado da origen a electrodos altamente 

eficientes y relativamente- -fáciles de utilizar en músculos-

enteros• 
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EL TETRAETILAMONIO 

El tetraetilamonio es un ion amonio cuaternario que posee 

una variedad de efectos farmacológicos que se pueden dividir en 

dos clases; la primera se desarrolla debido a que por ser un ion 

amonio cuaternario puede antagonizar o mimetizar las funciones de 

otros iones de igual tipo {particularmente Colina y Acetilcolina) 

que existen en condiciones fisiológicas. El segundo grupo de 

efectos se relaciona a la habilidd del TEA para :afectar los 

mecanismos de permeabilidad o transporte· de pequefios cationes, 

principalmente el potasio: Tal es su accion bloqueadora al canal 

que se encuentra en la placa neurornuscular activada por 

acetilcolina permeable al sodio y al potasio que es independiente 

de alguna reaccion entre el amonio cuaternario y el receptor del 

neurotransmisor siendo mas bien de tipo dependiente del potencial 

ya que se incrementa el efecto con la hiperpolarizacion. El 

tetraetilamonio actua_.sobre sitios que se relacionan de manera 

dire~ta con la excitab~lidad electrica,-bloqueando de manera 

especifica, las vias de permeabilidad al potasio tanto en nervio, 

musculo .y estructuras sensoriales. El bloqueo selectivo del TEA 

por estas vias.se atribuye a que su diametro ·es parecido a aquel 

del ion potasio hidratado {0.8 nm y 0.46 nm respectivamente). El 

desarrollo del bloqueo depende de una previa apertura de los 

canales de potasio por lo que el bloqueo adquiere características 

de dependencia con el voltaje, ya que la apertura de los canales 

es dependiente del voltaje siendo en relacion 1:1, es decir un 

canal es bloqueado por una molecula de TEA. 

En el m~sculo esquelético la conductancia al potasio es 
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compleja, ya que se encuentran, al menos, tr~s (y posiblemente 

cuatro) tipos de canales de potasio distintos. una retardada, 

activada por la despolarizacion que regresa, conjuntamente con la 

inactivacion de la conductancia al sodio, al potencial de reposo 

a la membrana durante el potencial de accion (Adrian et.al. 

1970a). Por otra parte, el potencial de reposo esta determinado 

en gran medida por una conductancia a potasio independiente 

descrita primeramente por Katz (1949), confirmada por Hodgkin & 

Horowicz (1959). Una tercera se activa lentamente con la 

depolarizacion (Adrian et.al 1970) la cual pudiese estar 

constituida por dos elementos distintos. Uno dependiente del 
'· 

potencial de membrana presente en fibras con alto EGTA interno 

(Almers & Palade, 1981) y otro dependiente de la concentracion de 

calcio liberado del retículo en la despolarizacion. 
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CAFEINA 

Una manera de incrementar la concentracion de calcio interna 

en la fibra muscular es por el uso de cafeina. Esta sustancia es 

un alcaloide (Metil-Xantina) extraido de diversas plantas como 

Paullinia spp., Ilex spp.,Thea spp. y Coffea spp.entre otras, 

capaz, a bajas concentraciones (3 mM), de incrementar de manera 

moderada la · concentracion · basal de calcio ci topJ.asmatica desde' 

0 .12 a 0.31 uM sin producir contractura (Lopez et.al.,1983 

1984), fvease mas adelante]. Ademas no altera las propiedades 

electricas de la membrana y, en particular, no altera al 

potencial de accion (Axelsson & Thesleff, 1958; Delay et.al., 

1986), dejando intacto al sistema actomiosina (Korey, 1950; 

Hasselbach, 1953; in Luttgau & Oetliker, 1968). Por otra parte, 
/ 

si la fibra se estimula electricamente bajo concentraciones 

·pe que ñ ;:is de e a fe i n a , . es!" cap a z . de p o ten e i a r .1 <.: s °'' e u a i d s:imple·, 

$tribuyendose a un incremento en la cantidad~de calcio liberada 

cile s de e 1 re t i e u 1 o • Ah o r a , s i s ~ . a p 1 i e a . a a 1 t as con e en t r a c i o ne s ; 

~ observa que es .. capaz de producir contractura. ·EJ. calcio 

a.óicional1 se sabe, prov.iene de· fuentes - intracelulares, ya que la 

s;l];;1presion del calcio e.xterno provoca iguales incrementos- en su 

concentracion interna (Luttgau- & Oetliker., 1968; Del ay et.al., 

1~86}. Respecto a su modo de accion, la informacion que se 

encuentra en la literatura es confusa, ya que hay datos que 

parecen indicar que sus efectos son mediante interaccion con 

alguna parte del sistema sarcotubular, el cual es facilmente 

accesible a los iones externos y drogas por su fuerte conexcion 
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con la membrana superficial (Luttgau & Oetliker, 1968), por lo 

que el sistema tubular y la cisterna terminal del reticulo 

sarcoplasmico serian los sitios mas probables de accion de la 

droga (Sandow, 1965). Sin embargo Bianchi 11960) encontro que la 

cafeína marcada es capaz de cruzar facilmente las membranas 

celulares e incluso (in vitro), es capaz de provocar la 

liberacion de calcio de fracciones microsomales aisladas del 

reticulo sarcoplasmico que parecen provenir desde las cisternas 

terminales (Weber A. & Herz, 1968). De tal manera que parece 

factible la existencia de dos sitios de accion de la droga. La 

primera, de manera indirecta en la pared tubular del sistema T o 

bien, la segunda, la cual actua dire·ctame.nte con el mecanismo de 

transporte de calcio en las membranas de la cisterna terminal, 

implicando que la accion del alcaloide puede ser controla-"a, en 

una cierta magnitud, por procesos que se llevan a cabo en la 

pared -a-el sistema tubular (Luttgau & Oetliker, l968). Para los 
~ 

·ari.t~-..i:-io-.c:t:·s -aul:-o .. .c·es 1-ct- i::n~<.:ru-u-d-a -al·i:t:n:::·nat·iva le-s pare·cio mas 

factible ya que encontraron: a) Una similitud entre el tiempo 

medio del desarrollo de tension, asi como de su caida, al añadir 

o retirar la droga con el tiempo de difusion calculado para iones 

y molecula·s pequeñas en el sistema tubular. b) El incremento en 

la cantidad de ion calcio o magnesio externo que suprime 

parcialmente las contracturas con el alcaloide~ donde la 

velocidad de accion de los iones sugiere su accion en las paredes 

del sistema T. c) La tetracaina actua antagonisticamente a la 

cafeína cuya accion es competitiva y por su velocidad de accion, 

parece actuar a nivel de la pared membrana! ya mencionada. d) La 

amplitud de las contracturas con cafeina depende del potencial de 
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membrana, lo cual f'á'~~rece como sitio de accion al sistema 

tubular por su papel implicado en el acople. e) El experimento, 

al parecer contradictorio al de Herz & Weber (1965) de la 

liberacion de calcio (in vitro) de fracciones microsomales 

pesadas del retículo, parece contener triadas intactas, por lo 

que pudiese ser necesaria la presencia de estas triadas para su 

accion, ya que suzuki (1962) demostro que el musculo cardiaco de 

la rana no produce contracturas inducidas por cafeína y este 

musculo carece de triadas. Sin embargo, ninguno de e.stos 

argumentos excluye de m;anera concl_uyente la nccio'n ele la droga en 

el sistema longitudinal (Luttgau & Oetliker, 1968). 

Existe otro trabajo publicado por W. R. Thorpe & P. Seeman 

(1971), realizado con musculo esquelético de conejo en el que 

aislaron una preparacion del gastronemio_ y al comparar los 

efectos de la cafeína con aquellos de la tetracaina se concluye 

que la accion de la primera es sobre el retículo sarcoplasmico, 

mientras que la segunda es a nivel del sarcolema. Por su parte, 

M. Del ay- et.al. (1986)';- concluyen que el probable sitio de accion 

del alcaloide es a nivel del acople excitacion-contraccion ya que 

provoca un incremento en- la liberacion de calcio, desde el 

retículo sarcop1asrnico al sarcoplasrna, al ser estimulada la 

fibra, y un corrimiento en la dependencia con el voltaje de la 

liberacion de calcio desde el retículo hacia valores menos 

positivos. 

Las medidas de la concentración de calcio interna en 

reposo, bajo 

contradictorias, 

1 a a p 1 i c· a c i o n d e 3 

ya que en el trabajo de 
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se presentan resultados en los que la cantidad de calcio 

citoplasmatico en reposo es igual que aquel bajo condiciones 

normales ya que no observaron contractura, y el nivel basal de 

absorbancia de cualquiera de los colorantes que usaron no cambia 

r~specto a las condiciones normales. Por su parte, en el trabajo 

de Lopez et.al (1983,1984) bajo condiciones de reposo, observaron 

un incremento desde 0.12 a 0.31 uM al aplicar 3 mM del alcaloide. 

La razon de la discrepancia entre ambos autores puc:i'iese ser la 

manera en que se hicieron las medidas. M. Delay et.al (1986) 

utilizaron, para fibra cortada, colorantes metalocromicos de 

calcio (Antypyralazo III y Arsenazo III), mientras que Lopez 

et.al (1983,1984) utilizaron fibra entera, haciendo las medidas 

con electrodos sensibles a iones. A nuestro interes pudieran ser 

mejores las medidas de Lopez et al., por el simple hecho de ser 

condiciones."mas fisi9lugicas", ya que oelay et al. ademas de 

us.rir. _fibr.r.i .r.o.r..ti'lda, _ap.lí'c.nn .. en .Ja ~<>olucion interna EGTA conjunto 

con el coloran te,· rn as se carece de criterios suficientes como 

para decir cuaL metodo es mejor para la evaluacion de la 

concentracion de este ion divalente. 
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