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PROLOGO 

El interés de los fisiólogos por los aniones inorganicos de 

la serie liotrópica se debe a que incrementan la tensión durante 

una sacudida muscula r cuando substituyen al cl orur o en el medio 

extracelular. 

F'n i o c.. Í' 
...L ../ ~' 1- I i:ahn y Sanoow demostraron que si s e ca mb ié él ( 1 -

1; o r' r r - ~,(, - o 
~-' ¡". f L\ J 3 1 - I 1 a ten s io n f[ , u s c u 1 a r SE: incre men té , t a n to en 

.1 

a mplitud co mo en duracion, d e ah i 
/ 

la denominacion de 

pote:lC'iao o r es . Sl b~en s e descubrio oue este efect o po t enciador 
/ 

se dc.n ·.:. é, un l,.c r eme:ltc en 12 t e:lsion de las fl bras lndividual-2s , 

n o pudo en t once s pr op one rse un mecanis mo de . " aCClon satisfactori o . 

Tratando de explicar el efect o potenciador, se ab o rd o el 

p r oblema por dife rentes caminos. AS{ s e demos tr ¿ que los aniones 
,. 

liotropicos incrementan la resistencia de la membrana en el 

estado de reposo , mi entras que dur an t e la act ividad pr o l ong an la 
,. / . 

du r acion del potencial de accion de Na- K. Corn o estos efectos s olo 

pueden explicar parcialmente la . " aCClon potenciadora, fueron 

propuestos otros mecanismos. Se sugirio entonces una posible 

,. " accion facilitadora a nivel del acople excitacion-contraccion. 

In teresan tes estud ios han mostr ado 
. , 

tamblen que la capacidad del 

, ,. . 
retlc ulo sarcoplasmlco para capturar el calcio s e ve disminuida 

p or los aniones de la serie li o tr o~pi ca. 

Aunque ta mbié'n son afec t ado s otros factores, la causa 

primaria de la potenciacidn de la s acud ida muscular por los 

aniones 
. / . 

l lo troplcos, parece ser una des vi ación de la activac ion 
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contra'ctil haCIa potenciales mas negatIvos . Lntonc t:s la membrana 

es alterada en tal f o rma que dismi nu ye el u mb r al para la 

activacibn mec~nica. Hodgkin y Horowicz (1960) sugirieron que los 

aniones liotr¿picos actuan adsorbiendose a la superficie de la 

fibra muscular y alteran el 
I • 

campo electrlco dentro de la 

membrana. si los aniones pueden unirse a un componente dentro de 

la memb rana , entonces 
I 

deber lan 

procesos que responden a l voltaje. 

desviarse también aquellos 

En efecto, '~ ao y ~~tanfield (1968) descubr I eron que cuan do se 
, 

r eemplaza el cloruro por otros anione s liotropicos se modifica l a 

sensibilidad al voltaje de los cana les de po t asio d e la 
I I 

r e c t i f i c a e ion t 2 r d i 2.. 7 ~ S i .n 1 s ro o r n a n i I S 2 n e hez y H i 1 ] e (1 9 2 :. ) 

estudiando el efecto de l os anIones sobre la fISIología del canal 

de s01dio de l a fi b r a muscula r, de mos trar on que los aniones 

1 io tr op icos de svi an tanto la act i vaci¿n c omo la inactivaci ¿n 

hacia valores mas negativos en el eje del voltaje. 

E s pro b a b 1 e q u e los an ion e s del a s e r i e 1 i o t r ó pi c a t a m b i ; n 

modifiquen la actividad de otros canales l onico s de la fibra 

mu scular, que son activado s por el voltaje . En este sentido 

Bianchi y Shanes (1959 ) han encontrado que al substituir el 

cloruro del medio extracelul~r por el ion nitrato, se incrementa 

la entrada de calcio radioactivo a la fibra muscular. Este efecto 

unicamente es observable si se estimula la c~lula. Por esta razon 

ellos han sugerid o que el influjo de 45Ca est: relacionado c on el 

po tenc ial de acci¿'n de s odio - potasio. Sin e mb argo , tambi e'n existe 

la posibil id ad d e qu e l a entrada de 45 Ca haya ocurrido a traves 

de l os can ales lento s de calci o localizados e n las membranas del 
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sistema tu bular transverso. si esto es cierto, es raz onable 

suponer que el nitrato afecte también a este canal 
. , . 
1 on lCO. 

I 

Por tal motivo este estudio esta encaminado a explorar la 

acci ó n del medi o ambiente 
• I . 

anlonlCO sobre la acti vi dad de los 

canales lentos de calcio de la fibra muscular esquelética de la 

r an a . 

Los r esultados genE r ados po r es t e trabajo ponen de 

malliflesto que l os aniones li ot ro p ic os pueden modular la 

/ 

actividad del canal lento de cal c io. Ello no solo es importante 

I 

por el interes intrínseco que pued a t ener, sino que a y u da a 

entender rrEjor l os mecanismos involucrad ú s durcnte )2 acti v ióad 

.' 

de estos ccnales ionico s . 



INTRODUCCION 

1) Los Primeros estudios sobre series liotrópicas de aniones 

Durante varias decadas la mayor parte de los trabajos 

e xperiment ale s en electrofis iología s e han enfocad o al movimient o 

/ 

de los cationes en las celulas exci t ables, co rno res ul tad o , existe 

2ctuclmentE: une base e xperi men t al muy s¿'lida , q ue f undamento l a 

te oría . /. - ... 10nlC2 del po t enciól 
/ 

de aCC l on y del po t enc i a l d E: r ep ose 

en los tejid o s excita b le s , y así el potencial de acci ¿~ pued e 

descr i b i r se adec u adamen t e e n t~r m in os d e incr emen t os r i~j d os , 

p ¿ scje rü :=:. y secuencióc10s en la perí.1eé3bllidad éie lo mer:ir,rané3, 
/ 

p ri mer o a l s od i o y despues al p o ta s i o . Eso s i nc re mentos e n l a 

pe r meab ilidad permi ten que ambos cationes s e muevan de acuerd o 

con s us g radi entes electroquímicos. Los cambios as ociado s con el 

potencial transmembranal originan el potencial de acción. 

Los an i on es f ue r on man teni d o s e n e l olv i d o , de b ido a que s e 

con s i d e r o/ q u e s Ó 1 o par tic i p a b a n p a s i v a m en t e en los e ven t o s 

bioelictricos en las c~lulas excitables. No obstante, en las 

últimas décadas ha aumentado gradualmente el estudio de los 
, 

movimientos del cloruro a traves de las membranas celulares. La 

evidencia obtenida, aunque menos extensa y detallada que para los 

cationes, muestra claramente que los movimientos del Cl- afectan 

si gn ific a t ivamen te la acti vidad de la s c~lulas e xci t ables. 

A finales del sigl o XIX , Ho fmeister estudio' c ui dadosamente 

la 
. / 

c on centr ac lon de e lec tr olitos r equerida par a separar la 

albumina de huevo (citado por Dani, Sa'nchez y Hille, 1983) y 

4 



o r deno' a lo s cationes ya los a nlones en s e rles sepa r adas 

/ 

dependiendo de la concentracion molar relativa para precipitar 

esta proteina. En los siguientes años tales series han sido 

utilizadas ampliamente como un modelo para describir los efectos 

aniónicos. Así , cuando los efectos de los aniones indican un 

arreglo de esos iones en el orden (o algunas veces en el orden 

op uesto ) de las series de Ho fmeister, entonces este arreglo es 

llamado serje liotrü'pica . Pna amplia variedaD De f enó'menos en 

bio!oG{~ y en fisicoou{mica son afectados por el anion De la 

/ 

solucion del baño . I:n muchos cas os la efectividad de l os aniones 

sigue l a serie de Hof me is t er : S02 -
4 ' 

CIO~ < SC~ -. Algunos ejemplos importante s incluyen la disolucion 

de peguefias mo l~cul as y de m acr omol~cul a s y la tendencia a uni r se 

o adsor be rse a proteinas, geles e interfases aire-agu a, 
,/ . 

llpldo-

agua o metal-agua. 

En los estudios pioneros sobre los efectos de los aniones, 

los mJs c ulo s fueron empleados exte ns a me nte, de bi d o a g ue las 

contracc iones pod ian med irse con re lativa facili d ad . Una t écnica 

usada con frecuencia era examinar la respuesta del músculo a 

estímulos qu[micos, midiendo la aparición de actividad espontánea 

I 

despues de haberlos colocado en soluciones sin calcio ni potasio. 

. / / 

La aparicion de contracClones espontaneas en musculos expuestos a 

soluciones con 86 mM de NaCl, fue observada y estudiada por 

primera vez por Bi edermann (vease Horowicz, 1964 ) . Bi edermann 

concluyo' que tale s contracci ones se originaban por la acción de 

la sal de s od i o sobre l a fibra muscular debido a gue las 
, 

contracciones ocurrían en musculos completamente curarizados. La 
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s ub sti tuci ón del cloruro por o tr os aniones li ot r o'picos constituyó 

una herramienta experimental para averiguar el papel que 

desempeña este anión en la fibra muscular. Uno de los primeros 

trabajos en que se utilizaron aniones diferentes al cloruro fue 

realizado por Zoethout en 1904 (vease Horowicz, 1964). Zoethout 

mostro' que una solución de 125 mM de Na! era capaz de 

sensibilizar a las fibras musculares. Cuando los músculos eran 

tratados con esta solución, pOdían contraerse en 
. ., 

una exposlclon 

. . , 
subsecuente a 6 . 3 mM de po ta sIo . Esta concentraclon de potasio 

ordinariamente no produce contracciones. Un tratamiento similar 

con 125 mM de NaBr origino el mismo efecto, aunque mas pequeño al 

e x pon e r loa 1 a s o 1 u ció n d e po t a s i o . En 1 9 1 0 , L i 11 i r e a 1 i z o/ un a 

serie de e xperimento s utilizando diversos estímulos químicos 

(vease Horowicz, 1964). En este estudio t ambi én 
, 

se en con tro que 

la respuesta contr;ctil era potenciada por una exposición previa 

a soluciones de sales de sodio. La potenciación relativa que 

producian esas sales seguia el orden: NaCl < NaBr < NaN0 3 < 

NaCI0 3 < Na! < NaSCN. En 1928 Gellhorn, estudiando la 

potenciación de las contracturas de potasio, 
, 

encontro una 

secuencia similar a la anterior pero colocando al sulfato entre 

el nitrato y el ioduro. También mostró que el NaSCN tenía un 

efecto tan grande que la inmersio"n del mÚ"sculo en una soluciO'n 

fisiolo'gica, 
. ,. 

con una concentraclon de potasio normal, era 

suficiente para causar contracciones (vease Horowicz, 1964). 

Además de los cambios en su excitabilidad, los musculos 

tambi~n experimentan cambios en su volumen cuando son sumergidos 

en soluciones de sales de sodio. Como Chao y Chen demostraron en 

1937, la tasa de hinchamiento es afectada fuertemente por el 
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on l ón de l a s o lu c io~ ex tr acelul a r (vea s e Ho r o v,; icz , 1 964) . La ta s a 

,/ 

d e h i n c ha mi ento en soluc i on de ioduro de s o d io e s much o ma y or qu e 

en cloruro de sodio en tanto que las tasas de hinchamiento en 

soluciones de bromuro y de nitrato conservan sus posiciones 

in termedias usuales de la serie liotropica. 

I . / 
Otro metodo empleado en los estudios sobre la aCClon de los 

a nion es fue desarrollado a partir de la o b servación de que los 

/ I 

muscul o s se hacen elect r icamen t e inex c i t abl e s al s e r c olocad os en 

so luciones de saca r osa O d e gl uc o s a . Bajo est a s c o n di ci o n es l a 

" aoieion de 1 2 mM de c lo rur o d e s o d i o r establ e ce la e xcitab ili dad . 

u tilizand o esta t écni c a , Schwa r tz en 1 907, (vease Ho r owicz, 1 964 ) 

e xarr: i n ü' l a ac ci o'n d e al g unos a n i on es , mi dien d o s u h a b ili dad pa r a 

/ 

r es t a b l ecer y man t ene r l a r espues ta con tr ac til c u ando l os 

I ; 

mu sc ul o s eran estimu l ados a baja f r ecuencia. Schwa rt z en c ontro 

q ue el tiempo en que se man ten ía l a r es p ues t a dependía d e l t ipo 

de anio'n y que seguia el orden: citrato < S04- < CH 3 COO- < Cl- < 

Esta misma secuencia fue encontrada 

p o s t e r io r me n t e po r Gellh o r n e n 1 932 (v ease Ho r o wicz, 1 964) . 

/ 

v arios experimentos con musculos utilizando otro tipo de 

estímulos para examinar la res~uesta contráctil, resultaron en la 

/ 

serie liotropica usual. por ejemplo, Chao y Chen en 1934, 

encontraron que la contractura producida al enfriar 

, I 

repentinamente el musculo de rana, despues de haberlo sumergido 

en una s o luci~n conteniendo una sal de sodio, dependia no sólo de 

. / ,. 
la dife r en c ia d e t emperatura sin o t am b len de l a nion p r esen t e , 

sig u i end o l~ s ec u e nci a e n c ontrad a co mu n mente p a r a el efec t o 

pot e nciado r de l os aniones . La mi s ma s ecu e nc i a f ue ob te nida 
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I I / 

ta ~bie n cuando el rusculo fue estimuladu con luz despues d~ 

teñirlo c on eosina (vease Horowicz, 1964 ) . 

En 1935 Chao utilizó dos metodos diferentes para determinar 

la acción de los aniones sobre la excitabilidad electrica de las 

fibras musculares. 
,/ ,/ 

Con uno de los metodos midio la reobase 
, 

estimulando al musculo en presencia de diferentes aniones. En el 

11,/ 

segundo metodo determino los cambios en la fuerza de contraccion 

en respuesta a e st{mulos constantes, cuya in tensidad era superior 

a la umbral SHl 
,- , ... / ~. 

ser maX l mos . Con este segunao me t odo encontro un 

aumento en l a fuerza de contracción que dependia del anlon 

extracelul ar. E l incre ment o en la fuerza 
I . 

mecan Ica fu e 

inte r p r e tad o c orno el r eclutamiento de fi b ras musculares. Con 

a í' i bo~· mé t ocos s e encon tr ¿ la misma secuencio liotropica, la cua l 

coincidi¿ c on l as series obtenidas en investi gac ion es anteriore s . 

Fi nalmente Kahn y Sandow (1950) descubrieron que los incrementos 

en la fuerza meca'nica, en el segundo me't:odo utilizado por Chao, 

fueron el resultado no sólo del reclutamiento de fibras 

musculares sin o tamb i~n de un incre ment o en la fuerz a de sacudid a 

de las fibras individuales. 

1 1) Efecto de los aniones sobre el mtisculo esquelético de rana 

A.- Propiedades de ~ membrana muscular en reposo 

Durante mucho tiempo fué aceptado de manera general que la 

membr an a de 1 a f i br a m uscul ar, dur an te el reposo, er a pe rme able 

al potasio y esencialmente impermeab le a los aniones y al sodio. 

En 1941 Boyl e y Conway propusieron que la mem brana muscular es 

permeable al potas i o y a otros catione s con el mismo diá'metro o 
I _ 

mas pequen o en 
I 

solucion acuosa, al igual que a pequeños an iones 
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tales c omo el c l o rur o . El los most r aron que la s olfe r enci a s en l as 

concentraciones de pot asio y de cloruro entre el exterior y el 

interior celular pueden ser explicadas por un sistema de 

equilibrio de Donnan en donde la membrana es permeable a ambos 

i ones. 

Hodgkin y Horowicz (1959b) midieron los efectos sobre el 

potencial de membrana , de cambios re pentinos en la concentrac i~n 

exte r na de po t asio y c l o ru ro u sando fi b r as muscu l a r es a isl adas . 

C u a n d (1 1 a con c e n t r a c i o/n d e p o t a s i o s e m a n t u v o con s t an te, l os 

cambios e n e l po t en ci a l de me mb r a na fu e ro n ob ser v a do s e n la 

/ 

di r eccion esperada pa r a un electrod o d e clor o y cu an do el Cl -

ex t e r no e r a r edu cido ( r empl aza"ndolo con hab{a un él 

/ 

despo lari zac i on de l a memb rana ; al i nc r emen t ar la concen tr ac i on 

de cloruro ext racelular por arriba de su nivel normal, l a 

me mb ra n a se hiperpolarizaba y luego regresa b a al potencial de 

"' reposo. La explicacion de esos resultados es razonablemente 

simple. Cuando el cloruro externo es reducido repentinamente, hay 

una fu g a d e Cl - d e la c é lula la cual produc e la despolariza c i on ; 

"' cuando se altera el equilibrio por un aumento en la concentracion 

de cloruro externo, el movimiento de este ion hacia el interior 

"' de la fibra causa una hiperpolarizacion. Hodgkin y Horowicz 

(1959b) sugirieron que la conductancia al cloruro (G C1 ) es 

aproximadamente el doble de la conductancia al potasio (G K). 

Est os dos sistemas de conductancias representan el 90 % de la 

c ondu c t ancia t o t al de l a me mb rana en r eposo . 

Po steri o r men t e Hutter y Nob le (1960) midieron la caida en la 

conductancia de la membrana, al reemplazar el cloruro por aniones 
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impe r meantes tales com o el metilsul f at o y el piroglutamato y 

encontraron que en el reposo la conductancia al cloruro 

representa el 68% de la conductancia total de la membrana. Un 

hallazgo interesante es que para una amplia gama de 

concentraciones externas de potas i o y de cloruro, la 

permeabilidad al cloruro (PC1) permanece en un valor constante 

de l o r d en de 4 x 1 0 - 6 cm / s e g , mientra s q ue la p er me ab ilida d al 

p o t a s i o ( P f: ) d e pe n d e del a d i r e c ció n de l m o v i m i en t o d e f +. L a 

permeabi li dad a l potasio es muy alta par a corrien t e hacia adent ro 

pero disminuye c on la cor r iente saliente . Esta propiedad d e las 

fibras muscula r es h a s ido ll amada r ecti fi cac i o"n anomala o 

entrcnte . 

Hutter y Wa rn e r (19 67a) most r a r on que las variaciones en el 

p H ext r acelula r afectan significati v amente la conductancia de la 

me mbrana al clorur o. Cuando el pH extracelular es cercano a 7 . 0 , 

la conductancia al cloruro permanece constante, mientras que los 

pl;fs á c i d os y básicos producen cam b ios c onsidera b le s en la 

conduc t ancia a l c l o r u r o . Si el medio ex trace lu lar es a l ca l ino l a 

conductancia al clorur o aumenta, pero se o ri gi na el efec to 

opuesto si el pH del medio se acidifica. La GCl aumenta 

aproximadamente cuatro veces si se cambia el pH extracelular 

desde 5.0 hasta 9.8. La relación entre el pH y GCl es sigmoidal y 

el pKa aparente es cercano a 7.0. Por otro lado, si el cloruro es 

reemp lazado por metilsulfato la conductancia de l a membrana 

per manece constan te par a d i stinto s valores d e pH . Esto ind i ca que 

el p H e x tr a celular n o afecta la conduc tan cia al po ta s i o . 

En 1969 Hutter y Warner, en una breve nota, mos traron que la 

la c onductancia al cloruro presenta propiedades de rectif icación 
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en función del pH e xt r acelula r. Cuando el pH de la soluc i o"'n del 

baño esta muy cerca de la neutralidad, la GCl se mantiene 

constante. En solucion alcalina sin embargo, la conductancia al 

cloruro disminuye fuertemente con valores negativos en el 

potencial intracelular. Al otro extremo de la escala de pH, en 

solución a/cida, la pequeña conductancia al cloruro aumenta 

g r ad u a l men t e co n fuert e s hiper po l a riz acio nes (Hutter y Warn e r, 

1972 ; Wa rner, 1972) . 

Utilizando m~sculos detubulados mediante el trata mien to con 

gl icer ol , E isen be r g y Gage (1969) de ter mina ro n que las 

propiedades d e l a mem b rana s upe rf icia l son dife r en t es de las de 

la membrana del sistema tubular t ranverso. Ellos calcularon que 

en el sarcolema se encuen tr a t od a la c o nductanc ia al Cl- y 

aproximadamente una tercera parte de la conductancia al potasio. 

Las dos terceras partes restantes de la GK estan localizadas en 

la membrana tubular. Sus resultados estan de acuerdo con la 

suge r enc i a d e q u e los c anales d e cl o r o estan l oc al iz a dos e n la 

membrana supe rf icia l, mi e nt ras que la mayo r pa r te de 
/ 

l a G" esta 
!\. 

en las membranas del sistema tubular transverso (Hodgkin y 

Horowicz, 1960). Estos datos y los efectos del pH sobre Gel pero 

no sobre G
K 

son evidencia de que el Cl- y el K+ utilizan canales 

. , 
separados. Una evidencia adicional surgio de la aCClon de algunos 

agentes qu{micos sobre la fibra muscular. Hutter y Warner (1967c) 

encontraron que una concentración de 10- 4 M de zn++, Cu++ o UO+~ 

a pH 7.0 reduce el eflujo de 36 Cl a la mitad de su v a lor testi g o. 

De acuerdo c o n esto el Zn++ p a rece afect a r s o lo la c on ductan c i a 

al Cloruro, en tanto que no modifica la GK (Stanfield, 1970). 
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a (: l r o s a n i ü í ¡ e c: 

di f e r entes a l Cl-. Si el c lo rur o es r empl az ado p o r anion e s poco 

comunes tales como aquellos de la serie liotrópica, muchos de 

ellos son capaces de atravesar la membrana. Sin embargo, la 

facilidad con la que pueden cruzar var{a de un 
. ~ 

an l on a otro. Así 

el bromuro atraviesa ma's fácilmente que el n i trato y este a su 

vez puede pe r mea r con me no r dificu t ad que el ioduro . Las 

condu c tancias de mem b rana relativa s al cloro, en el estado d e 

r eposo son : Cl - : Dr -: NO :; 
.) 

r- ::: 1. 0 : 0 . 67 : 0 . 5 : 0 . 44 (Hutter 

y F a él s h d I 1 9 5 9 ) . ¡" d i f e r e n c i a del o d e m a/ s a n io n e s 1 1 o t r o"p i c o s , 

la c o nductancia d e la membrana al SC N- de p ende de la 

. / 

concen tr aclo n de este ion . En bajas c o nc en tra c io nes , el SCN -

incr eme nta 12. r eslstencic de ló IlIemb rana IlI ientr as que tie!Je el 

efec t o opuest o par a c on c e n trac i on es elev adas . Otr o s an i one s tale s 

c o mo e l SO - ~ o algunos que no han sido clasificados como 

I 

lio tr op ic o s (m et il s u fat o y p i ro g lutamat o) no s on c ap aces d e 

atravesar la membrana muscular. s i el cloruro es substituido por 

el me ti l sul f ato la conductancia de la memb rana en el reposo 

dismi nuy e dos t e rce r a s parte s (Hu t t er y No b l e , 1960) . 

Hutter y Warner (1967c) investigaron el efecto de algunos 

aniones liotrópicos sobre la permeabilidad al Cl- a diferentes 

valores de pH extracelular. Sus resultados muestran que el Br-, 

r- y NO) penetran lentamente la fibra muscular e interfieren con 

los mo v imientos del Cl-. La presenci a de Br-, NO] , r -, CI 0 '4 o 

SC N- en el medio extracelular reta r da el eflujo de cloru r o 

(Ha rr is , 19 58) . La e f e c tividad c on la q ue est o s i ones r e tardan l a 

salida de 36 Cl sigue el orden SCN - = CI0'4 > r - > NO] > Br - . El r ­

extracelular disminuye fuertemente el eflujo d e 36 Cl en solución 
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alcalina mientras qu e en medio ~cIdo , donde la permeabilidad al 

cloruro ya ha disminuido, el efecto del ioduro es menor. Ocurre 

un efecto muy similar aunque menos pronunciado sobre el eflujo de 

82 Br . Las variaciones en el pH extracelular no parecen tener 

efecto sobre el eflujo de 1 31 1 cuando el ani¿n de la solución del 

baño es 1-. Sin embargo, si el 1- extracelular es reemplazado por 

Cl - , el eflujo de ioduro es acelerado tanto a pH 5.0 corno a pH 

9 . 8 . Es te ca so es opu es to al efecto del ioduro sob r e la catda d e 

/ 

la permeabi li dad al Cl -. En s o lucion alc alina l as pe r meab ilidades 

al ioduro y al bromuro son conside r ablemente mas bajas que la d e l 

clorur o , mientras que en solución ¡cida la membrana muscular 

distingue menos entre l os tip os de anion es . 

Cuando el cloruro externo es reemplazado repentinamente por 

, / 

u n anion impermeante se o b ser va una despolarizacion de bi da al 

. " . eflujo de Cl- hac ia abajo de s ~ gradIente electroqulmlco. Cuando 

el anión penetra la membrana, sin embargo, la despolarización es 

men o s severa debido al influj o del anión extraño. Si además de 

/ 

ser permeante , el anion interactua con los movi mientos del Cl -, 

de tal manera que origine una reduccion de la PC1 ' entonces el 

" influjo del anion extraño puede ser comparable en magnitud al 

eflujo del cloruro. Bajo estas condiciones, ser{a detectable una 

despolarizaci¿n pasajera al aplicar un anion extraño tal corno el 

nitrato (Hutter y Padsha, 1959; Hodgkin y Horowicz, 1959b,196 0 ). 

De la ausencia de grandes cambios de potencial al reemplazar el 

cloruro po r nitrato se ha concluido que el NO] disminuye la 

permeabilidad al cl oru r o hasta un valor cercano al de la PN03 . 

Hutter y í~arner (1968) determinaron diferencias en las 
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pe r meabilidades a n i ó nicél s r elativas . Ellos equilibraron las 

, / 

fib ras mu s cula r es e n un a So l uclon d e 1 00 mM d e potas io y 22 0 mM 

de cloruro, para prolongar la presencia de cloruro en las fibras 

y para minimizar los cambios en el potencial de membrana 

originado por otras causas. También la contribucion de GK a la 

/ 

conductancia total de la membrana fue disminuida por reemplazar 

K+ con Rb+ en la solución externa y adicionar Ba ++ . Bajo t ales 

condiciones el potencial bi -anión i co, medido cuando se r eemplaz o 

el - por 1\'03 fue pequeño cerca de pH 7 . 8 , pero con valores altos y 

bajos en el pH se or191na ron cambios consi der ables en el 

po te n cial de membrana . A pH 5 . 0 el interior de la fi bra se hizo 

/ 

lTias negativo po r 5 - 15 mV mien tr as que a pH 9 . 0 fue mas positivo 

por la mlsma cant idad . En tonce s en la situació'n bi - anio'o ica, el 

cloruro y el nitrato son ap r ox imadamente equi - permea b les so"'l o 

/ 

cerca de la neutralidad. En el l ado acido el NO ) es eviden t emente 

/ / 

mas permeable que el Cl- y en el lado alcalino el Cl- es mas 

permeable que el NO) " Hutter y Warner (1968) interpretaron que 

estas inversiones en el orden en el que los anione s permean la 

membrana son debidas a una modulac i ón del campo de fuerza en los 

sitios responsables del paso de aniones. Hutter y col. (1969) 

reportaron que a pH 9.8 la secuencia de conductancias sigue el 

orden: Cl- > Br- > N03 > 1- Y a pH 5.0 la secuencia es Cl- < Br-

< NO)" < 1-. 

Woodbury y Mi les (19 73 ) encontraron que la secuencia de 

/ / / 

conductancias anionicas para el musculo esqueletico d e rana a pH 

7 . 4 sigue el orden: Cl - > Br- > NO) > r - > tricl oroacetato (Te A) 

> Be nzoato > Valerato > Buti rat o > p r opionato > Formato> Ace ta to 

> Lactato > Bencensulfonato > Isotionato > Metilsulfato > 

14 



Glutamato ) Cisteato. Tanto las secuencias de permeabilidad corno 

las de conductancia siguen el mismo orden. Con base en su 

dependencia al pH clasificaron a los anió'nes en dos categorías. 

La primera, los aniones "Corno-Cloruro" (del Cl- hasta el 

tricloroacetato) tienen conductancias que disminuyen a medida que 

disminuye el pH. 
/. . 

Los ultlmos seIS miembros de la secuencia 

t amb ie{n son an i ¿ne s "Como-Cl or uro". En ~ 

la segunda categorla los 

aniones "C omo - Ben z oa t o " (desde el Benzoato hasta el Ace t a to ) s on 

iones que tienen conductancias que se incrementan conf o r me el pH 

di s minuye . Debido a que los iones zn++ a un pH de 6.7 son capaces 

de bloq uear la conductancia d e l os dos ti po s de aniones ellos 

concluye r on que probab le men te t odos l os aniones us an el mismo 

canal. Tambien estimaron qu e el t amaño m{n imo de la apertura del 

canal es de 5.5 x 6.6 Angstroms (el tamaño del anión permeante 

/ 

ma s grande, TCA y Benzoato) pero que el tamaño juega un pequeño 

papel en la determinación de la conductancia de esos aniones. 

Po stularon e n t onces un modelo de la estructura del canal e n el 

/ 

cual en un poro de 6.5 x 6.5 Angstroms existe una region 

hidrofóbica adyacente a un grupo imidazol. Los efectos del pH 

sobre la conductancia al Cl- pueden explicarse en su modelo, 

suponiendo que la 
. / 

protonaclon de un sitio en el can al 

(presumiblemente el grupo imidazol) reduce el eflujo de Cl- a 

trave's del canal. Si la protonacio'n incrementa el campo de fuerza 

~ . / 

del g ru po imidazol, incrementa la energIa d e unIon del Cl- al 

grupo, y reduce la GCl debido a que disminuye la tasa de 

disociación del Cl- del grupo. El mismo ar g umento es postulado 

para todos los aniones "Corno-Cloruro". Los aniones "Como-
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Benzoato " son :c id os carbox{licos con una porció'n hid ro fO'bica . 

Deb i do a que el campo de fuerza del grupo carboxilo es grande, 

tiene una alta afinidad por los protones. Suponiendo que la 

energ{a de unitn entre el carboxilo y el agua es mayor que entre 

el carboxilo y el grupo dipolar imidazol, entonces es 

desfavorable energéticamente para un ion "Como-Benzoato" dejar la 

. / . / . 
S o lucIon y entra r a un canal anIonlCO. E l ion "ve" al canal co mo 

un a c r es ta d e ene r g {a potencia l. La altura d e la ba r re r a se 

tradu ce en un a 6isminuc i ¿n de la frecuencia con l a que el ton 

deja la sol ucion , supe r a l a b arrer a y cruz a l a memb rana , lo cual 

/ 

cond u ce a un a reduc c ion e n l a c o n d uctan cia . La cond uc tancia d e 

ione s "Como - Be nzoat o " incrementa c onforme el pH dis mInuye ya qu e 

la p r oton ac i ~n d e l g rup o i midazol incr e menta su cam p o de fuerza, 

bajando la altura de la barrera de 
/ 

energIa potencial e 

/ / 

incrementando la frecuencia con la cual los iones cruzan esta. La 

unión hidrofó'bica entre iones "Como-Benzoato"y la matriz del 

/ 
c ana l tamb ien ayudan a red ucir la altura d e la barrera de ener g Ia 

p o t e ncial. Est o permite al menos cualitati v a mente un incremento 

en la conductancia de aniones "Como-Benzoato" a pH bajo, al 

aumentar la frecuencia de coliciones exitosas entre el anion y el 

can al. 

B.- Efectos sobre la respuesta mecanica 

La accion de los aniónes sobre la respuesta mecánica del 

/ .-
musculo aun no es e n tendi da completamente. Cuando el cloruro es 

remp~azado por otros aniones se originan profundos cambios en l a 

. / / / . 
respuesta mecanica del musculo esqueletlco. Esos cambios pueden 

/ 

ser mediados por cambios en el potencial de accion (Falk y Landa, 
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1960a) o por acción directa sobre las proteinas contráctiles o en 

otros sitios (Kahn y Sandow, 1955; Axelsson, 1961). 

Kahn y Sandow (1955) mostraron que el remplazo de Cl- por 

iones NO) causa un gran incremento en el pico de tensión de la 

sacudida muscular y se prolongan los tiempos de contraccio~ y 

relajaciori. Debido a que ellos utilizaron estimulos ma~imos para 

estimular los músculos en cloruro y en nitrato, concluy eron que 

la potenciación de la sacudida no pudo ser causada por el 

re clu tamien t o d fibra s . Estas observaciones se han confirmado en 

o tr os experimentos en donde el NO) incre menta la sacudida d e 

fibras individuales (Hodgkin y Ho r ow ics, 1960) . Kahn y Sandow 

(1955 ) sügi ri eron que el aumento en la fu e rza de l a r espuesta es 

debido a dos 
/ 

feno meno s; 
. , 

a) una re duccion en el u mb ral de 

excit ac ión de la s fibras musculares y b) un inc r emento en la 

tensión de las fibras individuales. 

Se ha demostrado que en musculos completos no hay cambio en 

la ten sión teta'nica má'xima (I.zahn y Sand ow , / 
1955) Pa r a la mayorla 

de los 
, ,/ 

anlones 
• I 

tamblen se ha demostrado que no afectan 

apreciablemente en la velocidad de acortamiento del componente 

contr~ctil bajo condiciones . " , lsotonlcas (Hill Y t1acpherson, 1954; 

Sandow y Mauriello, 1953). En terminos del modelo desarrollado 

por Hill y sus colegas, la razón por la que la tensión en una 

" sacudida isometrica es menor que en un tetanos, es que en una 

sacudida muscular el estado activ o del elemento contra~til dura 

muy poco tiempo para estirar suficientemente el componente 

el~stico y ejercer toda la tensión. Debido a que la tensi~n 
11/ 

maxima y la relacion fuerza- velocidad del elemento contractil no 
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. ' . es alte rada por ani ónes de la se r i e llotr op lca , Ri tchie (1954) Y 

Hill Y Macpherson (1954) han sugerido que el efecto de los 

aniones sobre la sacudida muscular, se debe a un incremento en la 

duraci¿n de la actividad del elemento contra~til. Al incrementar 

la duracion de la actividad, el elemento contractil puede tener 

I 
mas tiempo para acortarse y 

.1 
aSl estirar completamente el 

componen te el:stico en serie. Sigui endo est a idea se ha mostrado 

qu e el me tilsulf ato y que muchos aniones li o tr ~pi cos incre men t an 

la duracion del estado activo de l element o con tr ~ct il durante la 

I 

co n tracci on muscular (Hill y Macpherson , 1 9 54; Hu tter y Noble , 

1960 ; Ritchie , 19 54) 
I 

( . .1 , 
AdemáS del aumento en l a t enslon, los anlones li otropicos 

,. 
tamb ien incremen tan l a pr od uccion de cal o r durante una sacudida 

muscular (Hill Y Macpherson, 1954). Este incremento en la 

produccio~ de calor es proporcional al incremento en el pico de 

• .1 
tenslon. Por el contrario, durante • .1 '" • la tenslon maXlma de un 

. .l. .1 

t et ano s lsome trl c o, la produccion d e c alor e s independiente d el 

an ion del bañ o . 

• .1 / ,-

Otro efecto interesante es que los anlones tambien potenclan 

las contracturas de cafeina siguiendo el orden usual de 

• ..1 
potenclaclon (Matsushima et. a1.,1962). 

Sandow y sus colegas (1955) mostraron que la tensión en una 

serie de sacudidas es reducida por la fatiga más rapidamente en 

. .-
presencia de nitrato que en soluclon de cloruro. Otros aniones 

.1 

liotropicos tienen efectos 
,. . 

mecanICOS si mila res y todos los 

i nvesti gadores estan de acuerdo en que la efecti vi dad 

potenciadora de los aniones sobre la sacudida muscular sigue el 

o r den e 1 - < B r - < N o - < 1 - < s e N - ( H i 11 Y t1 a c p h e r s o n, 1 9 5 4 ; ; 
3 
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Hodgkin y Horowicz, 196 0b ¡ Kahn y Sandow, 1955). 

C.- Efectos sobre el acople excitaci~n-contracción 

El cambio repentino en el potencial de membrana es el evento 

que normalmente induce la contraccio~ del mÚsculo esquelético. En 

fibras musculares nor males , colocadas en soluci~n de cloruro, el 

grado de 
, ,/ 

despolarlzaclon r eq ueri do para activar el sistema 

I 

mecan I CO es cercano al umbral 
, / 

para la propagaclo n de la 

, ,1 

excItacIon (Hodgkin y Horowicz , 1959b) . Huxley y T aylor (195 8) 

estudiaron 1 a 
. ,/ 

actIvaCIon del 
. / . 

sIste ma mecanIco en fibras 

musc ulares utilizando peque ñ os electrodos colocados sobre l a 

superficie externa del sarcolema. Pasando pulsos de corriente a 

I 

tra v es de esos electrodos, ellos exploraron la superficie 

" memb ranal particularmen te en sitios sensibles para la produccion 

de contracciones. Cuando la membrana fue despolarizada, solo 

ciert a s 
I 

areas fu eron efectivas para producir contraccion es 

locales . Es as areas fueron locali zadas s obre regiones asociadas 

con las triadas del retículo sarcoplásmico. 

Kqhn y Sandow (1955) y Hi11 Y Macpherson (1954) mostraron 

que la tasa en la que se desarrolla el efecto de los aniones 

I 
sobre el muscu10 completo y la tasa en la que los efectos son 

invertidos cuando los aniones son removidos del medio 

/ 

extracelular, estan limitadas por la rapidez con la que los 

aniones pueden difundir a los interespacios. En experimentos mas 

recientes utilizando fibras 
I . 
unIcas, donde los aniones pueden 

alcanzar má's rápidamente la superficie de la fibra, 
, 

se encontro 

/ / 

un retardo de 1 a 3 segundos entre la aplicacion de anion y el 
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i ncremento de la tensibn de la sacud i da muscular (Hodgkin y 

Horowicz, 1960b). Debido a que el reemplazo de Na+ por colina 

bloquea muy r~pidamente la sacudida, el retardo en el efecto de 

los aniones no pudo atribuirse a problemas de difusi~n. Esta 

claro que hay un sitio en la membrana involucrado con los efectos 

potenciado r es de los aniones . Es t a ide a es ap oyada po r el hecho 

de que los efectos se desarrollan c omple ta men t e antes de qu e 

apa r ezcan canti dades sig n ificativa s d e ani o ne s dentr o de l a 

c~lula y po r que l os efectos desaparecen r ;p idamen t e si s e r e tiran 

/ 

los aniones extracelulares, aun cuando haya s u ficiente cantidad 

de a n i one s e n e l int e rior de l a fi b ra (Hill y Macphersor. , 19 5 4 ) 

Para explicar el po r que l os efectos del nitrat o s o b re la 

amplitud de la sacudida muscu lar son m¡s lentos que los efectos 

del s odi o e n la propagacibn, Hodgkin y Horowicz (196 0) sugirieron 

que los sitios responsables del potencial de . " ,,-aCClon estan 

probablemente sob re la supe rficie, ~ientras que los relacionado s 

1/ . 

con la activaci o n del sistema contr actl l, l os cuales son 

afectados por los an iones, deben local izar se en 1 a membr an a del 

sistema tubular. 

Varios investigadores propusieron que el efecto de los 

aniones extraños sobre la sacudida muscular puede deberse 

" parcialmente, al incremento en el tamaño y duracion del post-

/ 

potencial ne g ativo y a la prolongacion de la espiga misma. Washio 

y Hashima (1963) y Hutter y Noble (196 0) han su g erido qu e el 

efecto potenci ador de los aniones s obre l a s acudida mu scular es 

el resultado de dos procesos: el primero es un incremento en la 

01 

resistencia de la membrana y una prolongacion de la 
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despolarizacio'n (post -p otencial) , y el seg undo es una 

I • • / • / 
faci1itacion directa sobre el acople excltaclon-contracclon. Esta 

/ 

idea ha sido propuesta debido a que la duracion del potencial de 

• / I I 

aCClon esta en buena corre1acion con la resistencia de la 

membrana pero no con 
• I 

la tenslon de la sacudida muscu1ar.Los 

experimentos sobre la 
• I 

aCClon de los aniones extraños en las 

contracturas inducidas por potasio han revelado otro factor 

impor tante . En 1960 , Hodgk in y Horowicz descubr i e ron qu e el NO~ y 

bajas concent ra c i ones de SC N- re du ce n 
/ 

la concentracion de 

/ 

p o tasio, y c on esto la despolarizacion de la me mb rana, requerida 

/ 

pa r a inducir cier t a cantidad de tension . Un e f ec to si mi lar 

ta :::bie/n fu e observado en solucion es de bromu r o (Frank , 196l ). De 

esas obse r vaci ones, e l ef e cto qu e tienen los ani ones s ob r e l a 

s a cudida muscular ha sido parcialmente atribuido a un incremento 

de la activación durante la espiga y parcialmente a una reducci~n 

del umbral mecánico por debajo del post-potencial. 

Hodgk in y Horowicz (1960) obse r v a ron que el o r den e n que l os 

aniones actuan (C1- < Br- < NO~ < r- SCN-) es similar al orden de 

I 

su adsorbi1idad. Ellos sugitieron que la desviacion del umbral 

I 

mecanico hacia el potencial de reposo debe ser explicado por su 

I / 
adsorcion a la superficie externa de la membrana. Tal adsorcion 

/ 

de los aniones introduciria localmente un campo electrico dentro 

de la membrana que disminuir{a el originado por el potencial de 

r eposo . Entonces los aniones extraños 
I 

podrlan alterar la 

I 

distribucion de otros grupos cargados o dipolos dentro de la 

membrana sin cam b iar la diferencia de potencial transmembranal. 

Si el evento critico 
• I 

que inicia la contracClon es una reduccion 

/ , 
del campo electrico en alguna region dentro de l a membrana, tal 
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adsorcio"n de los an i ones desviar { a el potencial umbral para la 

activaci~n mecánica hacia el potencial de reposo. 

Durante el reposo, el flujo de calcio es muy si~ilar en 

mJsculos sumergidos en ringer de NO) y en ringer de Cl-. En la 

excitacion, sin embargo, el flujo de calcio aumenta un 6 0% en 

I 

solucion de nitrato (Bianchi y Shanes , 195 9) . F r ank (1961) 
, , ,. 

encontro que la te nsi¿n en el mJscul o esquel~tico de r ana es 

menor despu~s de sumergi rl o por periodos prolongados en una 

/ 

solucion li b r e de calcio. Si el Cl- es su bsti tuid o por Br - e n 

esta solucion, se origina un incremento en el tiem po d e ca{da de 

la tensió~ ma'xima . Es t os resultados su g ieren una posible relacio/n 
/ 

entre los anione s y el C a++ a sí co mo cambios en la duracion del 

estado activo. 

Eb ashi et.al. (1962) reportaron que la actividad del factor 

relajante, originada del ret{culo sarcopltsmico, junto con su 

c apa cidad para uni r c a l cio va r{a con l a espec i e de 
, / 

an 1 o n 

presen te , y el grado de inhibi c i~n sigue e l orden : Cl - < CH3S 0 4 

< Br- < N0 3 < 1- < SC N-. 

Ebashi et. al. (1969) y Ebashi yEndo (1968) propusieron que 

los aniones extraños tienen dos tipos de efectos sobre el acople 

excitaci¿n-liberaci~n de Ca++. Uno es un efecto lento sobre el 

ret{culo sarcoplásmico para facilitar la liberaci~n de calcio o 

I '" la inh i bicion de la recaptura de calcio; el otro es un efect o mas 

I , 
rapldo sobre l a me mb rana del sistema tu b ular, y es p ecialmente 

s ob r e la superf i cie más c e rcana a l r e t ícul o s arcop l á'smi c o , para 
,. . 

incrementar la eficiencia del acople electrico entre el sistema 

tubular y el ret í culo sarcoplásmico. 
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/ 
Es posible que todos lo s an ione s liotropico d~ i mpo r tancia 

bioló'gica tengan una accio/n similar. Sin embargo , aú'n no se han 

determinado los sitios exactos, su naturaleza y la secuencia de 

eventos que tienen lugar. 
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ANTECEDENTES 

De acuerdo con la teoría clásica de Hodgkin y Huxley, que 

explica los potenciales de acción en varios tejidos excitables, 

la corriente local despolariza a la membrana hasta un nivel en 

donde la permeabilidad al sodio incrementa de una manera 

regenerativa, de tal forma que la membrana se vuelve alta y 

selectivamente per me a b le al sod io . Como resultado los iones sodio 

pueden moverse hacia abajo de su g radi ente e l ec tr oquím ic o . En 

esta t eo rí a , la fase de ascenso del potencial de 
. r 

aCClon se 

atribuye a la g ran entrada ce ion es Na+ . La fase de caida , e s 

causada por un incremento tardio en la permeabilidad al potasio y 

una disminucion en l a permeabilidad a l sodio. En t on c es esta f ase 

E S deoida a una gran salida de potasio por enc i ma de al guna 

entrada re sidual de s odio . 

En apoyo a esta teoría iónica, en el músculo esquel~tic o 

Nastuk y Hodgkin (1950) han mostrado que el pico del potencial de 

acci~n depende fuertemente del potencial de equilibrio del sodio. 

/ 
Ad emas se han eva luad o l os mov imient o s de sodio y potasio 

radioactivos durante la actividad de las fibras musculares 

aisladas (Hodgkin y Horowicz, 1959a). Cuando las fibras son 

estimulad as ocurre una entrada de 15.6 + 1.8 pmol/cm 2 de sodio 

por impulso. La salida neta de potasio es aproximadamente de 10 

pmol/cm 2 por impul so. Hodgk in y Horow ic z (1959 a) sug i rieron que 

/ 
la diferencia en la carga transportada a traves de la membrana 

puede deberse a una entrada n e ta d e cl o r u r o du r ante el potencial 

de 
. / . 

acclon. 

Al final del pico d e l potencial de 
. / 

acclon ocurre una 

repolarizaci~n con dos componentes distintos. Inicialmente ha y 
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/ / 

un a r epola r izac i on r ap i da que d u ra ap r oximadamen t e 2 a 3 mseg . 

/ 

despues del pico de la espiga, dejando la membrana despolarizada 

. I 

por 15 o 20 mV. Despues de la repolarizacio'n inicial, el 

potencial se aproxima lentamente a su valor de reposo. Esta 

segunda fase se ha denominado post-potencial negativo y 

" generalmente dura 30 a 50 mseg. En 1957, Frank reporto que el 

p ost-potencial negativo declina exponencialmente con una 

constante de t iempo sim il a r al d ecaimie n to de una 

/ 

hiperpolar iz acion . Pe rss on (196 3) ha mostrado que aunque l a 

ultima fase de l p os t- po tencia l dec ae exponenc i a l men t e , durante 

los p ri meros 1 0 a 15 ~ seg el comportamiento d e l potencial de 

memb rana se desvia sign ific at i vamente de su curs o de tie mpo 

fina l. Dur an t e la pa rt e in icial d el post - potencial , la 

resistencia de la memb rana es m~s baja que en el r eposo . Esto 
/ 

parece indicar que despues de los primeros 10 a 15 mseg. el post-

potencial refleja la descarga pasiva del capacitor de la membrana 

I 
a traves de un canal que tiene una permeabilidad constante igual 

a la p e r me ab il i dad en el repos o . Sin e mb ar go , l a p o rci ón inicia l 

I 

del post-potencial esta asociada con una resistencia de membrana 

baja, lo cual refleja probablemente las fases finales del 

incremento de la permeabilidad al potasio. 

Washio y Mashima (1964) observaron que efectivamente puede 

prolongarse y potenciarse el post-potencial negativo, si se 

bloquean los canales de potasio que repolarizan la membrana 

durante el potencial de acci¿n. La aplicación de Tetraetilamonio 

(T EA ), un potente bloqueador de los canales de potasio de la 

rectificación tardia, incrementa la duración del potencial de 
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aCClo/n . Stanfi 1 (197 3) ta mb ü:n ha encontrad o H .. sultados 

simila res. 

El interés por conocer la participación del cloruro durante 

el potencial de acción de Na-K nacio principalmente porque si el 

Cl- se intercambia en el medio extracelular por otros aniones de 

la serie liotrópica ocurre un incremento en la tensio'n 

desarrollada durante la sacudida muscular. Originalmente Kahn y 

Sandow (1950) atribuyeron este efecto potenciador a una 
I ,. 

facilitac i ondel acop le excitaci6n-contracci6n porque no 

obse rvaron ning~n cambio en el potencial de accion o Pe ro Hi ll y 

t·1cphe r son (1954) sugirieron que l os aniones li o tro~picos puede n 

actuar sobre la superficie de la memb r ana y no dentro d e la fibr a 

muscu lar debido que la 
, . f 

potenclaclon aparec e inmed ia t amente 

/ 

despues de substituir al cloruro. 

Et zensperger y Bretonneau en 1956 y Benoit en 1957 

reportaron que el NO) y otros aniones monovalentes (Br-, r-, SC N-

) prolongan el potencial de acción 
/ . 

(vease Horow lCZ, 1964). Lubin 

/ 
(1957) r epo rto que el r - y el SCN- incrementan marcadamente el 

/ 

post-potencial negativo tanto en amplitud como en duracion. Sin 

I 
embargo, Lubin no encontro cambios apreciables en el potencial de 

I 

accion, cuando el cloruro fue substituido por el ion nitrato en 
I 

la solucion del baño. Es probable que los efectos de los aniones 

I I 

liotropicos sobre el potencial de accion sean enmascarados por la 

gran corriente saliente de potasio. Por esta razon en este 

trabajo de tesis s e ha intentado explorar nuevamente los efectos 

l' 

del NO~ y del r- sobre el potencial de accionbloquendo (con TEA ) 

el canal de potasio de l a rectif i cación tardia. 

Los aniones liotrópicos tambien parecen modificar la 
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actividad d e algunos canales iónicos de l a fibra mu scular 

esquelética de la rana. Por ejemplo, Dani, Sánchez y Hille (1983) 

estudiaron, bajo condiciones de fijaci~n del voltaje, los efectos 

de los aniones liotrópicos sobre la actividad de los canales de 

sod i o. 
. , 

Ellos encontraron que los aniones aplicados en la Soluclon 

extracelular desvian reversiblemente los procesos que dependen 

de l voltaje , hacia po t encia l es ma/s ne g ativos en la secuencia: 

me tan o s u 1 f o n a t o .s C 1 .s a c e t a to < B r .$ N O 3 .s S O 4 < be n z e ns u 1 f o n a t o 

< SCN < CI0 4 ; ap r oximadamente la secuencia li o trópica. Es tos 

efectos s ob r e la actividad de los canales de sodio deberían de 

I 

reflejarse tam b ien en el poten c ial de accion o Sin emba r go , no se 

han observado cambios aparentes duran t e la fase de ascenso de la 

esp i ga de Na- K cuand o el clo r ur o f u e l s u b s ti tui d o por otr os 

aniones liotropicos (Kahn y Sandow, 1955; Harris y Martins-
I 

Ferreira, 1954; Horowicz, 1964). Tambien se ha reportado que la 

" actividad de los canales de potasio de la rectificacion tardía 

p ued e ser mo dulada po r el tipo d e anio"n de la solución del baño 

(Kao y Stanfield , 1968) . 

Los an iones impermean tes 
• I 

tamblen incremen tan la duración 

del potencial de acciÓn al hacer má's lenta la ultima porcio"n de 
, 

la repolarizacion. El S02-
4 ' acetato, ferrocianato, y 

monoiodometano sulfonato mantienen despolarizada la membrana por 

periodos de 20 a 30 segundos, durante los cuales ocurren 

descargas repetitivas (Falk y Landa, 1960a). El metilsulfato, un 

. . / 

anlon que no es capaz de permear la membrana muscular, tambien 

I 

incr emen ta el p o st-po ten cia l n eg ati v o e n amp litud y duraci o n 

(Hutter & Noble, 1960). 
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Debido 
. I 

a que la aCClon combinada de l po t asio y del clor u r o 

contribuyen a la repolarizacidn de la membrana despue's del pico 

del potencial de 
. I 

accIon. Al bloquear los canales de potasio 

(utilizando TEA) Y disminuir la conductancia al Cl­

(substi tuyendolo por S02 4) debe esperarse que el post-potencial 

se incremente en amplitud y duraciÓn. En 1976, Beaty y Stefani 

/ 

e quilibraron fibras musculares de rana en una solucion de sulfato 

/ 

con 20 mM d e TEA . Bajo es ta s c ondi c i ones e ncontr a r on q ue d esp ues 
, 

de un potenc i al de accion la memb r ana se mantiene despola r izada 

po r va r ios s eg un dos y e s seguida p o r un a espiga l ent a que al c anza 

I 

un p i c o ma x imo aproximadamente a los +2 3 mV. La respuesta ha sid o 

atribuida a un inc r emen t o en l a conductancia de l a membrana al 

/ 

calcio , debido a que el fenomen o pudo ser abol i do al r emove r el 

Ca + externo o p o r adicionar cob alto o 0 600 . 

La entrada de calcio a la fibra muscula r tambié'n puede ser 

/ 

potenciada por los aniones liotropicos. Bianchi y Shanes (1959) 

estimaron el influjo de 45 Ca en mú'sculos de rana cuando el 70% 

de l Cl- f ue s ubst itui d o po r N03 en l a s o l u c i ~n e x tr a c elu l ar . Su s 

resultados muestran que el nitrato incrementa la entrada de 45Ca 

en un 60%. Este incremento solamente pudo ser observado cuando 

las fibras fueron estimuladas, ya que en el reposo el influjo de 

45 Ca fu~ similar tanto en ringer de Cl- como en ringer de NO). 

Debido a esto Bianchi y Shanes(1959) supusieron que la entrada 

de calcio radioactivo ocurria durante el potencial de 
• ,¡ 

aCClon de 

Na - K. Sin e mb arg o , se ha d emo strado qu e los canales lentos de 

/ 

calcio de la fibra muscular esqueletica de la rana, son activados 

, • I I 

durante la excItaclon (Sanchez y Stefani, 1978,1983; Almers y 

col. 1981). Pero se desconoce si el incremento en la entrada de 
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Ca 45 , observado en presen cia de ni t ra t o es el r esul t ado de alguna 

alteración en estos canales de calcio. No obstante, parece 

probable que su actividad también dependa del tipo de anion 

presente en el medio extracelular. Por este motivo en este tesis 

I 
tambien se han explorado los posibles efectos anionicos sobre la 

acti vi d a d de estos canales de calcio 

PRO POS ITOS DEL TRABAJO DE TESIS 

De lo expuesto anteriormente , result a inte re sante inve s ti g ar 

si l~ actividad el~c tri ca del m~sculo esque l ~ t ico puede ser 

mod ul ada por la especie ani oni ca de la s o lu c i~n e x tr a ce l ular . 
I 

Este trabajo fue realizado con el objeto de investi g ar la 

, 
acción de diversos aniones NO), 

propiedades ele'ctricas activas en la fibra muscular esqueletica 

d e la Rana pip i ens . Part i cula r mente, esta investi gac i ó~ t uvo com o 

f inali d ad la d e analizar los c amb ios producidos sobre el 

potencial de acción de sodio-potasio al reemplazar el cloruro 

extracelular por los aniones permeantes nitrato y ioduro, 
l' 

aSl 

como evaluar los efectos de los aniones impermeantes sulfato y 

I 
metanosulfonato sobre los potenciales de accion de calcio. 
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METODOLOGIA 

Los experimentos se realizaron en fibras del mt)sculo 

sartorio y del musculo semitendinoso de especimenes adultos de 

R~~~ p~E~~n~, sin distincion de sexos. Las ranas fueron 

mantenidas en recipientes de pl~stico con agua limpia a la 

temperatu r a del laboratori o ( 20 - 22 oC), al i mentandolas con un 

homogenizado de c a r ne de r e s dos veces po r s emana . Es t o permi tl o 

mantene r en buen estado a l os or g anismos por pe rI odos pr o lon gados 

de tie mpo 

r) accion de 

potenciales de acci on d e Calc io. 

A) Diseño experimental. 

Los experimentos fu e ron diseñados para evaluar e l efecto de 

los di feren te s an iones sobre 1 as pro pied ades el ec tr i c as act i v as 

de la fibra muscular esqueletica de la rana. Para tal efecto los 

potenciales de accion de Na- K fueron registrados en presencia de 

los aniones mono valentes (Cl -, N03, r - ) mien tr as que el sulfato y 

el metanosulfonato fueron ensayados sobre los potenciales de 

accion de calcio. 

Debido a que la accion combinada del potasio y del cloruro 

contribuyen a la repolarizacion de la membrana despues del pico 

del potencial de accion (Frank,1957; Hutter y Noble,1960; 

Persson, 1963), fue necesario bloquear la corriente de potas i o 

para poder obse r var unicamente l a participacion del Cl- el NO] y 

el r- en este proceso. Por tal motivo los musculos fu e ron 

equilibrados en una solucion salina que contenia el anion de 
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p r u e b a ( e 1 - , N 03 o 1 - ) , 4 (3 m 1'1 d e T E A Y 3 5 (:3 m 1'1 d e s a c a r o s a . E 1 

tetraetilamonio (TEA) es un catio,n capaz de bloquear la 

rectificaciO,n tardla sin alterar las corrientes de cloruro 

(Stanfield, 1970). La sacarosa es empleada comunmente para 

inhibir la contracciO,n muscular. Una sacudida muscular con los 

microelectrodos implantados ocasionaria un daño irreversible en 

la e;elula y la fractura de la punta de la micropipeta. Ademas, 

cu a ndo l os eventos e le c t r ic os so n mu y l entos , como los 

p otenciales de calcio, la contraccion musc ul ar introduce al 

r eg i s t r o el ec t rico ar t e f ac t os de c on trac ci on . 

P a ra registrar los potenciales de Ca++ es requisito 

indispensab l e substituir el Cl - po r un anion impermeante t a l com o 

el sulfato y ad icionar TEA . Adem as , de b ido a g u e e l su lf at o es 

capaz de quelar el calcio (Dani, S~nchez y Hille, 1983) es 

necesario elevar cinco veces la concentraciqn extracelular de 

Ca++ para asegurar que este cation se encuentre en forma ionizada 

en una concentracion de 2 mM. En estos experimentos el sulfato 

fu e to ma do c om o a n io n control de bi do a que ori gi nalmente los 

potenciales de Ca++ fueron descritos en solucion de S04 (Beaty y 

S te f an i , 1976) • 

Una vez equilibrados los m~sculos en las correspondientes 

soluciones experimentales (aproximadamente 15 min.), se 

registraron los potenciales de accion de Na-K y los potenciales 

de accion de Ca 2+ 

Lo s e xpe rimentos se llevaron a cabo a te mpe ratura a mb i en t e 

(2 0 - 22 oC), y para evitar el proble ma d e difusiqn d e la 

solucion experimental en el musculo, todos los registros del 

potencial de membrana fueron realizados utilizando las fibras 
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musculares supe rf ici a les . De estas fibras , unicamente se 

utilizaron las que poseian potenciales de reposo de 80 mV o 

mayores. 

Para cada registro del potencial de accion de calcio se 

obtuvo la primera derivada del voltaje con respecto al tiempo. 

Para tal efecto, la salida del amplificador fue conectada a un 

circuito derivador (Fig. 1). Este procedimiento permitIo calcular 

l a dens id ad d e corriente qu e fluy e durante un p o t e ncial de accion 

de calcio . En esta tecn i ca , desa r rollada po r Hodgkin y Katz en 

1949 , la s c o rriente s ionica s e s tan descritas p o r: 

ri = - Cm dE/dt 

donde Ii es la c o rri en t e io n ica de l i on " i ", Cm es la capac i dad 

de l a memb ran a , E es el voltaje a traves de l a me mb ran a y t es e l 

tiempo. 

Esta forma de calcular las corrientes ionicas a partir del 

registro de la derivada del potencial transmembranal, sqlo es 

aplicable para el caso particular de que el cambio del voltaje en 

el tiempo sea maximo o mInimo . 

B) Diseccion y montaje de la preparacion biologica. 

Los animales fueron sacrificados por decapitaciqn y 

destrucciqn posterior de la medula espinal con un estilete. 

Despu~s de retirar la piel de las extremidades inferiores el 

m uscul osar tor i o fue di sec ado en un mi croscopi o estereoscopi co 

Nikon modelo SMZ-1 0. Una vez disecado , el musculo sartorio 

se trasladaba a una camara experimental con resina transparente 

en el fondo (Sylgar) donde se fijaba con pequeños alfileres 
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TABLA 1 

So l uci ones e mp leadas p a ra el registro de poten c i ales d e me mbran a 

(Concentracion en mM) 

Soluciones de diseccion 

Na + K+ Ca++ Cl- NO -
3 

I - CH 3 S0 4" SO= 4 Sac o MOPS 

Ringer - Cl 120 2.5 2 . 0 122 . 5 4 . 0 
Ri nger - NOJ 120 2 . 5 2 . 0 122. 5 4.0 . ..) 

120 2 . 5 2 . 0 122 . 5 4 . 0 Rlnger - I 
Ringer - CH 3S0 3120 2 . 5 2 . 0 122 . 5 4 . 0 
Ringer - S04 120 2 . 5 9 . 0 70 . 25 49.25 4. 0 

Solucione s experimentales . 

Na+ K+ Ca++ Cl- NO -3 I- CH 3SO¡ SO= 4 TEA Sac . MOPS 

Ri nger-Cl 80 2.5 2.0 122.5 40 35 0 4 
R~nger-N03 80 2.5 2.0 122.5 40 350 4 
Rln ger-I 80 2.5 2.0 122.5 40 3 5 0 4 
Rin ge r-CH 3S0480 2 .5 2. 0 122.5 40 35 0 4 
Ringe r - So4 80 2 . 5 9 . 0' 70 . 25 40 399 . 25 4 
- -- - ------- -- - - - - - ------- - - - -- - - ---- - - - --- - - ----- - -- --- --- --- - - --

Tod a s las s oluc i ones fueron ajustad as a p H de 7.2. 

En las soluciones exper i mentales el TEA se agrego por el 

reemplazo equimolar de sod i o . Para incrementar la tonicidad de l 

medio las soluciones experimentales fueron preparadas añadiendo 

35 0 mM de sacarosa. Las soluciones se prepararon adicionando los 

hid r oxi d o s de los ca tione s a s us co rrespondi e nte s acidos . 
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entomologicos ( F i g . 1) . Los musculos fu e r on montados 

horizontalmente de tal manera que su superficie mas profunda ~ 

situ, quedara colocada hacia arriba. Fijando el tendon distal y 

la inserciQn pelvica los musculos se mantuvieron estirados lo que 

ayudo a reducir el movimiento. 

Tanto la diseccion como el montaje de la preparacion 

bio lo g ica se r ealizo en un a s o lucion rin ger donde el unico anion 

p re sen t e e r a e l an ion de prueba (vease so l. de disecc ion , Ta b la 

1) . Para re a liz a r l os r egis tr os d el pot en cial d e memb r ana, la 

sol ucion de diseccion e r a ree mplazada por un a solu ci on 

expe ri mental. Es ta solucion experimental c on tenla el mismo anion 

que la soluc i on de diseccion , m~s 40 mM de TEA y 350 mM de 

saca rosa (Ta bla 1) . 

C) Sistemas de estimulacion y de registro 

Se e mp lear on las tecni cas c onve nciona l es d e re gis tro del 

potencial de membrana con electrodos intracelulares (Fatt y Katz, 

1951) • 

Los electrodos se construyeron con capilares de vidrio de un 

millmetro de di~metro externo, con una fibra de vidrio en su 

in ter ior, ut i 1 izando un est i r ador de m icroelectrodos hor i zon tal 

Sutter Instrument Co., modelo · P-77 Brown-Flaming. Enseguida los 

microelectr odos se llena b an con una solucion de KC l 3 M Y eran 

colocados en una camara humeda donde se mantenlan para permitir 

la salida de pequeñas burbujas de aire. La re sistencia de los 

microelectrodos utilizados 
. , 

varIO de 20 a 30 Megaohms. Los 
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F igura l . Montaje de la preparacion biologica y sistemas 
de registro y estimulacion. El musculo ( M) se estirq fijandolo 
por sus extremos sobre resina pl~stica en el fondo de la camara · 
experimental. El registro fue, realizado a trav~s de un 
microelectrodo, conectado a un seguidor catodico el cual a su 
vez alimentaba un preamplificador. La salida del preamplificador 
se conecto simultaneamente a un voltlmetro digital, a un circuito 
derivador y a un canal del osciloscopio. La salida del derivador 
alimentq a un segundo canal del osciloscopio. El registro se 
realizo en relaciQn a un alambre de plata/plata clorurada que 
llevo a tierra la solucion del baño. Las fibras musculares fueron 
estimuladas con pulsos cuadrados de voltaje mediante electrodQs 
bipolares conectados a un estimulador. Este estimulador tambiem 
sincronizo el barrido del osciloscopio. 
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micr oe l ec trod os fu e r on m0ntado s en un mic r omanipulador Hux l ey . 

En la figura 1 s e muest r a el sistem a emp l eado para el 

registro del potencial de membrana. En este sistema, las 

micropipetas fueron conectadas a trav~s de un electrodo de 

plata/plata clorurada a un seguidor catodico y la salida se 

llevaba a un amplificador BiodyneElec., modelo AM-l. 

E l registro se realizo en relacion a un alambre de 

p lata/ plata clorurada en la solucion del baño , el cual forma b a 

un a ti e rra re a l. 

La salida del prea mp lificad o r fue ll evada simul taneamen te a : 

1) Un circuito derivador que permitla registrar la derIvada del 

voltaje c on r espect o al tie mp o de l as re spues t as b i oe le c tric as . 

2) Un v o ltlm e tro digital Sy mps on , mode l o 2 8 413 , pa ra obtener la s 

lec tura s del potencial de r eposo . 3 ) Un canal del osciloscopi o 

Tektronix, modelo 5133. La salida del derivador alimentaba a un 

se gundo canal del osciloscopio. 

Los even tos bioeH:ctr icos reg istr ados fueron fotogr af i ados 

c on una cama r a Nihon Koh den , modelo PC- 2.l\ , para su an a lisis 

posterio r. 

La e~timulaci~n de las fibras musculares se llevo a cabo 

extracelularmente (Fig.l). El sistema de estimulacio,n 

extracelular consistIo de un estimulador Grass SD9 el cual 

sincronizaba el barrido del osciloscopio y mandaba pulsos 

cuadrados de voltaje a traves de una unidad de estimulos 

aislados. La estimulacion se realizo con la ayuda de electrodos 

bipolares construidos con alambres de plata. Estos alambres 

fueron ais lados con silicon excepto en la punta, lo que permitlo 

estimular una area muy pequeña y asl minimizar el acople con el 
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sis t ema de r egist r o . 

11) Experimentos de fijacion del voltaje. 

A) Diseño experimental. 

Los experimentos se diseñaron para investigar los efectos 

del metanosulfonato y del nitrato sobre las corrientes entrantes 

de c a l cio en l a f ibra muscular esque let i c a d e l a ran a . Par a este 

fin, se utilizo la tecnica de fijacion del voltaje c on tr es 

s e ll o s de v ase lina desarro l lada por Hi l le y Campbell (1976) . Esta 

tecnic a c onsiste en r egistra r l as corrientes ionicas u t il izando 

una fib r a muscula r co r tada , l o que f ac il i t a el ac c eso a l medio 

i n tr ace lu la r tan t o p a r a l a in y eccion de c o rri e nt e c omo pa r a el 

contr o l intern o d e l medjo a mbiente ionico. 

En esta se r ie de experimentos , t ambien el S04 fue tomado 

c omo an i on contr o l, p ara evalu a r los efectos t an t o de l N0 3 como 

del CH 3S04. En cada caso se registraron las corrientes de calcio 

en la solucion de S04 antes y despues de hacer los registros en 

las co rrespondientes soluciones de nitr ato y de me t anos ulfon a t o . 

Tod os los an iones utilizados se ensayaron solo extracelularmente. 

Para perfundir intracelularmente la fibra muscular se empleo 

una solucion de TMA 2EGTA (ver tabla 11). Esta solucion disminuye 

las corrientes salientes de potasio y permite manteneL en niveles 

muy bajos la concentracion intracelular de calcio, que podria 

conducir a una contraccion muscular ocasionando la ruptura de los 

sel l os de v a s elina . 

Los experimento s se realizaron a la te mperatura ambiente (2 0 

- 2 2 oC) . Ademas , d ebi d o a q ue l a es ti mul acio n r epe t i t iv a pued e 

provocar una deplesion de Ca++ en el sistema tubular (Almers, 
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F ink y Palade , 1 981i y con es t o u na r educc i ón d e la co rr ient e 

entrante, todos los registros fueron realizados dejando un 

intervalo de un minuto, entre el registro de una corriente y la 

siguiente. 

R) p r epa r aci ó n b i o l ogica 

En lo s expe ri men t os d e fija c ión del voltaje se utilizar on 

solo pequeños segmentos (aprox i madamente d e J mm . de l argo) de 

una fibra muscula r. Es tas f i bras f u e r on ais l adas de l musculo 

semi t e n di n oso d e Rana pi p iens. La dise c c ion d e la fi b r a ais l ada 

fue r eal i zada con la ayuda de pinzas y t ije r as de mic r odiseccion 

en un micr os c op io este r eo scopico . 

Todas las disecciones se realizaron en ringer de diseccion 

(T abla 11). Una vez disecada, la fibra muscular era montada en 

una camara experimental que previamente habla sido inundada con 

s o l ucion intracelular (Tabla 1 1) . Esta cama r a e xpe ri mental es ta 

div i dida en cua tr o c ompa r t i mi entos denomi n ados A, B, e y E ( F i g . 

2A), lo que permite separar electricamente un segmento de fibra 

muscular mediante tres sellos de vaselina. La fibra muscular se 

coloco sobre los bordes de las cuatro pozas corno se indica en la 

figura 2B. En seguida se aplicaron los sellos de vaselina con una 

jeringa hipodermica y una aguja del n~mero 26, teniendo cuidado 

de no dejar zonas de contacto electrico entre las diferentes 

pozas. Una vez realizado este paso, la fibra muscular era cortada 

por sus extremos en las p o zas e y E. Finalmente, todo el llquido 

sobrante se removla hasta que no hubiera contacto electrico entre 
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TABLA Ir 

Composicion de las soluciones fisiologicas empleadas para el 

registro de las corrientes de calcio con la tecnica de fijacion 

del vol taje. 

(Concentracion en mM) 

1--------------- 1---------------------------1------------------- 1 
Sol. interna I Sol. externas I Ringer de 

-------------- ------------ Di secci on 
Ri n ge r- S04 * Ri n ger - X 

77 ( Tti ¡;) 2 E G T A 9 Ca S04 2 Ca (X) 2 

i 
10 Ca (CH 3S0 4)2 

4 TMA/MOPS 42 (TEA)2 S04 124 TE A X 137 . 5 KCH 3S0 4 

4 TEA/ MOPS I 4TEA /M OPS 4 K/ MOPS 

11 3 Sacarosa 

* X representa ~H3S0¡ o NO~ 

En cada solu ~ion se utilizo como amortiguador acido 

morfolinopropanosulfonico (MOPS). Todas las soluciones fueron 

ajustadas a un pH de 7.2. Las soluciones externas se prepararon 

adicionando los hidroxidos de los cationes a sus correspondientes 

ac idos. 
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l as dife r entes z ona s en las qu e s e ha b la dividido al s eg ment o de 

fibra muscular. 
\ 

A continuacion, con un ocular graduado se median la zona de 
\ 
\ 

registro (A) y el di1metro de la fibra, ambas medidas permitieron 

calcular el area de membrana superficial en la zona de registro. 

Conociendo el area de la membrana que atraviezan los iones, es 

p os i b l e calcular la de nsidad d e co r riente (u A/cm 2 ) . 

C) Tecnica de fija c ion d e l vo lt aje con tr es se ll os de 

vase lin a y sistem a de r egistro de las co r rientes ionicas 

de calcio . 

L a tecnica de fi jac ion del vo lt aje c o n tr es se ll os de 

vase lina, adap tada para el r egistro de las corrientes ionicas en 

el musculo esqueletico, ha resultado del trabajo de Hille y 

Ca mpbel (1976). Esta tecnica se ha utilizado con ~xito para 

registrar las corrientes de compuerta del canal de sodio y los 

movimientos de carga en el acople excitacion - c ontr acci on (vease 

Bezan illa , v e r ga ra y Taylo r, 1982) . 

La idea del metodo se muestra en la figura 3. En la parte 

superior de la figura se esquematiza una fibra muscular dividida, 

en los compartimientos A, B, C y E, por tres sellos de vaselina 

(zonas sombreadas). Las pozas C y E estan en contacto con los 

extremos cortados de la fibra muscular lo que permite utilizarlas 

para difundir substancias al interior celular y ree mplazar 

even tualmente el contenido ionico normal del sarcopl a sma. Las 

pozas A Y B bañan ext rac e lularmente la f ib r a musc u l a r. El 

circuito controlador del voltaje, representado en la figura 3, 
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A 

8 
E 

FM 

F igur a 2. Cam ar a exper imen tal ut i 1 izad a en la tecn ica de 
fijacion del voltaje con tres sellos de vaselina. A: La camara 
esta dividida en cuatro compartimientos marcados con las letras 
A, B, C y E. Las pozas A y B bañan externamente el segmento de la 
fibra muscular en tanto que las pozas C y E estan conectadas 
directamente con el interior celular. La poza A se utilizo para 
hacer los cambios de solucion con los diferentes aniones. Los 
cuatro electrodos (EC' EB, EA Y EE) son pastillas construidas de 
AgjAgCl que conectan la camara experimental al circuito 
controlador del voltaje a traves de puentes de agar (PA) en 1 mM 
de KCl. B: En este esquema se muestra un segmento de fibra 
muscular montado sobre la camara experimental. La fibra muscular 
(FM) esta dividida en cuatro compartimientos (A,B,C y E) mediante 
tres sellos de vaselina (SV). Para el registro de las corrientes 
de Ca++ el segmento de fibra muscular en el compartimiento A 
media aproximadamente 140 micras. (Modificado de Bezanilla, 
Vergara y Taylor, 1982). 
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esta compuesto escencialmente por dos amplificadores, el Al y el 

A2 • El amplificador Al mide el potencial de membrana entre el 

punto C y el punto B. Este voltaje es comparado con un pulso 

comando (V com) por el amplificador A2• La salida de este ultimo 

amplificador es inyectada al interior de la fibra muscular a 

trav~s de la poza E. Bajo estas condiciones, el amplificador A2 

genera una corriente proporcional a la diferencia de voltajes de 

las dos señales de entrada de tal forma que el potencial de 

membrana es llevado a un valor igual al del voltaje comando. 

El amplificador Al tiene una ganancia muy grande. Debido a 

esto y a que el potencial en el punto C es comparado con tierra 

real (punto B), se mantienen en tierra virtual tanto el punto D 

como el interior de los segmentos B y C. Esto previene el flujo 

longitudinal de corriente en la vla CD. 

La corriente que fluye a traves de la membrana en la poza A 

debe ser igual a la corriente en la vla ED ya que no hay flujo de 

corriente en la vla DC. Entonces la corriente inyectada por el 

amplificador A2 es proporcional a las corrientes ionicas que 

atraviesan la membrana en la poza A. Esto permite obtener a las 

corrientes ionicas registrando la calda del voltaje a traves de 

una resistencia de valor conocido. 

En los experimentos de fijaciQn del voltaje realizados en 

este trabajo de tesis, se registraron las corrientes ionicas a 

trav~s de una resistencia de H~6 ohms. Las corrientes .. 
aSl 

obtenidas" fueron filtradas con un filtro Bessel de cuatro polos 

a 1 KHz y despues se restaron anal~gicamente los componentes 

lineales y capacitivos. Estas señales fueron amplificadas 40 
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Figura 3. Circuito equivalente para la fijaciqn del voltaje 
de fibras musculares unicas mediante la t~cnica de espacios de 
vaselina. En la parte superior se muestra un segmento de una 
fibra muscular dividido en cuatro cOffipartimientos (A, B, C y E). 
Las zonas sombreadas representan los tres sellos de vaselina. El 
amplificador Al mide el potencial de la membrana entre la poza C 
y la poza B. La salida del amplificador Al es comparada con un 
voltage comando (Vcom) por el amplificador A2 • La salida del 
amplificador A2 se inyecta al interior de la fibra a traves de la 
poza E originanao que el potencial de la membrana sea llevado al 
mismo valor del voltage comando. 
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veces antes de ser capturadas por un convertidor analogo-digital. 

El paso final consistio en almacenar las corrientes ionicas en el 

disco duro de una computadora North Star para su analisis 

posterior. 

Las corrientes de calcio se obtuvieron estimulando a la 

fibra muscular con pulsos cuadrados de voltaje de 2 segundos de 

duracion. Estos pulsos de voltaje fueron ordenados para llevar al 

potencial de la membrana a diferentes valores entre -60 mV y + 40 

mV. 

Al inicio del experimento la solucion de la poza A era 

reemplazada por la solucion de sulfato. Despu~s de esperar de 10 

a 15 minutos para permitir que se equilibraran las temperaturas y 

los gradientes iQnicos en la fibra, se procedla a establecer el 

potencial de mantenimiento (Eh) en - 90 mV, el cual esta cercano 

al potencial normal de las fibras musculares. A continuacion se 

registraba una familia de 10 corrientes de calcio en la soluci~~ 

de s04' Una vez terminado este paso la soluciQn de sulfatos era 

substituida por la soluciqn de CH 3 SO¡ y se repetla todo el 

procedimiento anterior hasta obtener nuevamente diez corrientes 

de calcio. El paso final fue hacer el registro de las corrientes 

cuando se regresaba al ringer-s04' Este mismo procedimiento se 

realizo para el caso del nitrato. 
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RESULTADOS 

1) Potenciales de accion de Na - K 

A.- Efecto del TEA sobre el potencial de acciono 

En la figura 4A. se muestra un potencial de acciqn tipico 

registrado con microelectrodos intracelulares en la solucion de 

ringer normal. El trazo superior es el nivel de referencia 

mientras que el trazo inferior es el potencial en la punta del 

microelectrodo intracelular. La distancia entre ambos trazos es 

entonces proporcional a la diferencia de potencial a traves de la 

membrana. Este voltaje es conocido como el potencial de reposo 

(Er) y puede observarse antes del inicio de la espiga. La 

estimulacion de las fibras musculares produjo un cambio temporal 

en el voltaje de la membrana. En este proceso, llamado potencial 

de acciqn la membrana se despolarizo rapidamente hasta un valor 

donde el voltaje intracelular se hizo positivo.Esta inversion del 

potencial y la amplitud de la espiga (Vs) son indicados tambien 

en la figura 4A. Despues del pico del potencial de accion la 

fibra muscular se repolarizo en dos etapas bien definidas. Al 

principio, el potencial declino rapidamente hasta alcanzar un 

valor de - 6 2.9 + 1.7 mV (media + E.E; 13 fibras) para 

posteriormente regresar a su potencial de reposo siguiendo un 

curso de tiempo exponencial. El cambio entre la fase r~pida y la 

fase lenta de la repolarizacion ocurrio a los 1.74 ± 0.1 mseg 

(media ± E.E; 13 fibras). 

La fase lenta de la repolarizacion es conocida como el post-

potencial negativo. Su forma puede describirse adecuadamente 
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Figura 4. El efecto del TEA sobre el potencial de acciQn de 
Na-K. (A) Un potencial de accion tlpico registrado en la solucion 
control (Ringer normal). (B) Un potencial de acciqn ti pico 
registrado en la soluciQn de .ringer con 40 mM de TEA. (Er) 
representa el potencial de reposo, (vs) es la amplitud maxima de 
la espiga, (Ea) y (Va) representan la amplitud del post-potencial 
negativo medidas a los 5 mseg del pico del potencial de acciqn y 
(Ta) es la constante de tiempo del decaimiento de Va. Note que 
las escalas de tiempo son diferentes. 
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mediante su amplitud (Ea) y por la constante de tiempo (Ta) con 

que se repolariza. Ambos parametros pueden medirse f~cilmente y 

probablemente son susceptibles de modificacion por procedimientos 

experimentales. La amplitud del post-potencial negativo fue 

medida, como se indica en la figura 4A, a los 5 mseg. despues del 

pico del potencial de acciono Ta representa la constante de 

tiempo del decaimiento de Va. 

Existe considerable evidencia de que la fase rapida de la 

repolarizacion del potencial de acciqn es producida por una 

rapida salida de iones potasio a traves de los canales de la 

rectificacion tardla (Adrian, Chandler y Hodgkin,1970 a,b). Esta 

corriente de potasio permite que los potenciales de accion sean 

muy breves lo que conduce a una rapida recuperacion de la celula 

(Hille, 1984).La corriente entrante de cloruro tambien participa 

en la repolarizacion de la membrana despues de la actividad, 

aunque SOlo en una pequeña parte (Hutter y Noble, 1960), por lo 

que esta corriente suele ser enmascarada por la gran salida de 

iones potasio. Afortunadamente es posible reducir la contribuciqn 

del K+ y de esta manera hacer mas evidente la participacion del 

cloruro, asl como poder evaluar los efectos de otros aniones 

liotrQpicos sobre las propiedades electricas activas de la fibra 

muscular. 

Siguiendo esta idea se realizaron una serie de experimentos 

control, utilizando TEA corno bloqueador de la rectificacion 

tardla. En la figura 4B se muestra un potencial de accion tlpico 

registrado en la solucion de Cl- con 40 mM de TEA. Es evidente 

que el ion tetraeltilamonio incrementa el tiempo de la fase de 

caida del potencial de acciono En la tabla 111 se comparan los 
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Tabla III 

Valores promedio de los para metros obtenidos en los 

potenciales de accion registrados en presencia y en ausencia de 

40 mM de TEA. 

Parametro 

Er 
(mV) 

Vs 
(rnV) 

Ea 
(mV) 

Ringer 
Normal 

(13) 

- 86.0 ± 1.9 

114.4 ± 3.4 

- 69.6 ± 2.3 (8) 

Ringer 
TEA 

(15) 

- 88.0 ± 1.3 

121.6 ± 2.1 

- 50.5 ± 0.7 

Ta 3.31 ± 0.6 (5) 12.7 ± 0.4 

I---~~~~~~---I------------------------------------------

La solucion de ringer TEA fue preparada remplazando 40 mM de 
Na+ por el ion tetraeti1amonio. Los valores estan representados 
como la media ± error estandar. El numero de fibras promediadas 
se muestra entre parentesis. 
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Tabla IV 

Resultados de las pruebas estadisticas empleadas para 

determinar diferencias en las medias y varianzas de los 

parametros de los potenciales de accion de Na-K registrados en 

presencia y en ausencia de TEA. 

Parametro 

Er 

Vs 

Ea 

Ta 

Prueba 
de F 

P > 0.05 

P > 0.05 

P > 0.05 

P > 0.05 
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distintos parametros de los potenciales de acci~n registrados en 

presencia y en ausencia de TEA. El bloqueo de la rectificacion 

tardla origin~ una potenciaci~n del post-potencial negativo 

tanto en su amplitud como en su duraci~n. En presencia de TEA la 

amplitud se incremento aproximadamente en 20 mV mientras que la 

constante de tiempo aumento aproximadamente 9 mseg. 

Como se menciono previamente en la seccion de metodologla 

las fibras musculares fueron seleccionadas en base a su 

apariencia y por poseer potenciales de reposo mayores de 80 mV • 

Esta medida fu~ adoptada como criterio de que las fibras se 

encontraban sanas y de que los efectos observados no eran el 

resultado de la muerte celular. De tal manera que el valor de Er 

obtenido en cada solucion experimental, solo se muestra en la 

tabla 111, como un ~ndice del buen estado de las fibras sin 

considerar los efectos a nivel del potencial de reposo. 

Para determinar si las diferencias observadas, en la 

amplitud y en la constante de tiempo del decaimiento del post­

potencial negativo, fueron el resultado de la reduccion de la 

corriente de potasio o si unicamente son el reflejo de la 

variabilidad de los registros, se utilizo la prueba estadlstica 

para la homogeneidad de varianzas o prueba de F (Zar, 1974). Este 

analisis mostrQ que los registros obtenidos estan sujetos a la 

misma variabilidad (ver tabla IV). Es decir, que la variabilidad 

de los registros es igual en presencia y ausencia de TEA para 

todos los par~metros analizados. 

La prueba estadlstica t de student fue empleada para 

determinar si existen diferencias entre los valores promedio de 
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los parametros obtenidos de los potenciales de acci~n registrados 

en ambas soluciones. Los resultados de estos an~lisis se muestran 

en la tabla IV. La soluci~n experimental de TEA unicamente afecto 

a los par~metros que definen la repolarizacion (Ea y Ta), sus 

medias fueron diferentes a un nivel de significancia de 5%. Este 

hecho apoya claramente la idea de que el ion tetraetilamonio 

reduce la contribucion de las corrientes de potasio durante la 

repolarizacion del potencial de acciono Washio y Mashima (1963) 

y Stanfield (1973) han reportado resultados similares. 

B.- Reemplazo del cloruro por aniones monovalentes. 

El cloruro es con mucho el ani~n mas abundante en la mayorla 

de las c~lulas animales. En las fibras musculares de la rana esta 

distribuido casi en el equilibrio de tal forma que su potencial 

de equilibrio (E C1 ) esta muy cercano al potencial de reposo. Es 

de esperarse entonces que los canales de cloro, al igual que los 

canales de potasio, deban oponerse a la excitabilidad normal y 

ayuden a repolarizar una celula despolarizada. 

Durante la fase de repolarizacion deH potencial de accion, 

adem~s de la salida de K+, a traves de los canales de la 

rectificacion tardla, la entrada de iones Cl- a la fibra muscular 

debe con tr ibuir al restablecim ien to del potenci al de reposo. En 

1960, Hutter y Noble sugirieron que durante la repolarizaciqn, 

del 10 al 15% de la corriente que fluye a trav~s de la membrana 

puede ser atribuida al cloruro. Debido a esta contribucion, un 

cambio en la concentracion extracelular del Cl- deberla alterar 
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la forma del potencial de acci~n especialmente durante la fase de 

repolarizaciqn. Estos efectos parecen ser m~s pronunciados sl el 

cloruro es reemplazado totalmente por un ani~n al cual la 

membrana es menos permeable. Se realizaron una serie de 

experimentos substituyendo el 100% del cloruro extracelular por 

nitrato y reduciendo la contribuciqn del potasio con 40 mM de 

TEA. En la figura 5A se muestra un registro de tales 

experimentos. En presencia de NO) efectivamente se hace mas lenta 

la fase de repolarizaciqn. En todos los registros obtenidos no se 

observo una distinciqn clara entre la fase r~pida y la fase lenta 

de la repolarizaci~n, sino mas bien hubo una transici~n gradual 

de una fase a la siguiente. El nitrato parece potenciar el post-

potencial negativo tanto en su amplitud corno en su duraciOn. Bajo 

estas condiciones experimentales el valor de Ea (medido tambi~n a 

los 5 mseg.) fue de -26.4 ± 1.0 mV (media ± E. E.) Y Ta fue de 

17.4 ± 1.5 mseg. (media ± E.E.). 

Estos efectos fueron aun mayores en presencia de ioduro. 

Cuando el cloruro extracelular fu~ substituido completamente por 

r-, un aniqn menos permeante que el nitrato, la membrana se 

repolarizo mas lentamente despues del pico del potencial de 

acciono En presencia de ioduro la repolarizaci~n de la membrana 

se realizq en tres etapas distintas (Fig 5B). En la primera 

etapa, inmediatamente despues del pico del potencial de acci~n la 

membrana se repolarizo lentamente hasta un valor de -43.1 ± 2.0 

mV (media ± E.E.;ll fibras). Esta primera repolarizacion fue 

seguida de una pequeña joroba cuyo pico generalmente ocurrio a 

los 11.6 + 0.7 mseg. (media + E.E.;ll fibras) del pico del 
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Figura 5. El efecto del nitrato y del ioduro sobre el 
potencial de accian de Na-K. (A) Un potencial de acciqn t~pico 
registrado en la solucion de NO). (B) Un potencial de acciqn 
tlpico registrado en la soluciQn ae 1-. Note que son diferentes 
las escalas de tiempo. 

53 



potencial de accio.n. La amplitud m~xima de la segunda 

despolarizaciqn, medida como la diferencia entre el valor maximo 

y el valor mlnimo al inicio de esta joroba, fue de 7.7 ± 1.3 mV 

(media ± E.E.; 11 fibras). Finalmente en la tercera etapa el 

• 
potencial de la membrana regreso a su valor de reposo siguiendo 

un curso de tiempo exponencial. La constante de tiempo de esta 

-qltima fase fue de 26.0 ± 2.3 mseg (media ± E.E.) y el valor de 

Ea fue de -23.5 ± 1.8 mV (media ± E.E.). 

En la tabla V se comparan los diferentes parametros 

obtenidos de los potenciales de acciQn registrados en las 

soluciones de Cl-, r- y NO)". Estos resultados indican que el 

reemplazo del cloruro por cualesquiera de los otros dos aniones 

modifica significativamente la forma del potencial de Na-K. Es 

evidente que el efecto anionico fue mayor sobre la fase de 

repolarizacion. Tanto el NO) como el r- incrementaron la amplitud 

y la duraciQn del post-potencial negativo. Este efecto fue 

observado como una disminucion de Ea y como un incremento en Ta 

respectivamente. 

La potenciacion del post-potencial negativo fue mayor en 

ioduro que en nitrato. Las constantes de tiempo del post-

potencial negativo relativas a la constante de tiempo en 

presencia de cloruro fueron: 

Cl- : NO) r- = 1 : 1.4 : 2.0 

Este hecho indica que el incremento en el tiempo en el que 

la membrana se repolariza sigue la serie liotropica, al menos 

para los aniones probados. 

La presencia del nitrato o del ioduro en el medio 
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Tabla V 

Valores promedio de los parametros obtenidos de los 

potenciales de accion registrados en las soluciones hipertonicas 

de Cl-, l- Y N03' con 40 mM de TEA. 

Anion 

(15) 
Cl-

(12) 
NO-3 

(11) 
r-

Er 
(mV) 

-88.0 
± 1. 3 

-90.0 
± 1.6 

-84.5 
± 1.5 

Vs 
(mV) 

121. 6 
± 2.1 

108.2 
± 2.2 

105.6 
± 2.3 

Ea 
(mV) 

-50.5 
± 0.7 

-26.4 
± 1. 0 

-23.5 
± 1. 8 

Ta 
(mseg) 

26.0 
±2.3 

*Factor de 
incremento 

de Ta 

1.0 

1.4 

2.0 

-------------------------------------------------------1 

* El factor de incremento de Ta en los diferentes aniones fue 
calculado como Tax/TaCl donde x= Cl,N03 o l. Los valores estan 
representados como la meaia ± error estandar. El numero de fibras 
promediadas se muestra entre parentesis. 
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Tabla VI 

Resultados de las pruebas estadi sticas empleadas para 
de terminar las diferencias en varianzas, med i as y contrastes de 
los parametros de los potenciales de accion de Na- K registrados 
en las soluciones de el-, I- Y N03. 

---------1-----------------------------------------------------
Parametro Prueba Q de Analisis de Prueba de Contrastes 

Er 

Vs 

Ea 

Ta 

Bartlett Varianza Krustal-Wallis * 

P > 0.05 P > 0.05 

P > 0.05 P < .0005 

P < 0.05 

P < 0.05 

P < 0.05 

P < 0.05 

el f N0 3 
el f I 
N03 = I 

el f N0 3 
el f I 
N03 = I 

* Los contrastes se realizaron por la prueba de Student-Newman­
Keuls para los grupos de varianzas homogeneas a un nivel de 
significancia del 5% y para los grupos donde las varianzas 
fueron desiguales, el estadistico utilizado fue la prueba de 
Mann-Whitney a un nivel de significancia de 0.1% 
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extracelular tambi~n provoco una disminucion de la altura m&xima 

del potencial de acciono En el nodo de Ranvier, se ha sugerido 

que la disminucion de la altura del potencial de accion por los 

aniones liotropicos, es originada por el incremento en la 

inactivacion de los canales de sodio (Hashimura y Osa, 1963). Si 

este es el caso para el musculo esquel~tico, esta dependencia del 

voltaje de los canales de sodio tambien deberia ser modificada al 
. 

substituir el Cl- por otros aniones liotrOpicos. Graficando la 

amplitud del potencial de accion en funcion del potencial de 

reposo en cada solucio,n experimental puede evaluarse 

indirectamente la inactivacion con el voltaje de los canales de 

sodio de la fibra muscular. En la figura 6 se muestra una 

relacion de este tipo, tanto en la solucion de nitrato como en la 

soluciQn de cloruro. Es evidente que en la solucion de nitrato 

las variaciones en la amplitud de la espiga de Na-K son m~s 

susceptibles a los cambios en el potencial de reposo que en -la 

s o 1 u' c i O, n de c 1 o r u ro. El n i t r a t o par e ce d e s p 1 a zar h a c i a 

potenciales m~s negativos la dependencia con el voltaje de los 

canales de sodio. Este resultado puede ser explicado si se 

considera que los aniones de la serie liotropica, son capaces de 

desviar hacia potenciales m&s negativos la curva de inactivacion 

de los canales de sodio (Oani, S~nchez y Hille, 1983). Es decir, 

que la proporcion de canales de Na inactivados aumenta siguiendo 

la serie liotrqpica cuando el cloruro es substituido por alguno 

de estos aniqnes. En presencia de NO)' existen m~s canales de Na 

inactivados que en presencia de Cl- y debido a que el r- est~ 

situado despues del nitrato en la serie liotropica, existir~ aqn 
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Figura 6. Relacion entre la amplitud del potencial de accion 

y el potencial de reposo en el ringer de Cl- (e)) y en el ringer 

de N0 3 (~). Ordenada: es la altura del potencial de accion 

normalizada. Abscisa: es el potencial de reposo en milivoltios. 
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un mayor numero de canales de sodio inactivados que en presencia 

de NO). Bajo estas condiciones la corriente llevada por el Na+ 

durante el potencial de acci~n sera menor en I- y mayor en Cl- y 

en presencia de nitrato conservara una posicion intermedia. La 

reduccion de la corriente de sodio en funci~n del anion del baño 

resultar~ entonces como una disminucion de la altura del 

potencial de accion. 

En la tabla VI se resumen los resultados obtenidos del 

anfllisis estadlstico realizado. Para el analisis de la 

variabilidad de los distintos parametros, se utilizo la prueba 

estadlstica Q de Bartlett (Zar, 1974). A continuaciqn cada 

parametro fue comparado entre si en las diferentes soluciones 

experimentales. Se empleo la prueba estad~stica del an~lisis de 

varianza para aquellos grupos donde las varianzas fueron 

homogeneas y la prueba no parametrica de Kuskal-Wallis para los 

parametros donde las varianzas no fueron iguales. Finalmente para 

determinar entre cuales anio,nes las diferencias fueron 

significativas se realizo la prueba de contrastes mqltiples 

Student-Newman-Keuls para los grupos de varianzas homogeneas y la 

prueba de Mann-Whitney para los parametros de varianzas 

desiguales (Zar, 1974). 

Estos analisis indicaron que la altura del potencial de 

acciQn y los par~metros que definen la repolarizaciQn, esto es Ea 

y Ta, si parecen depender del anion del baño. Entonces en la 

solucion de cloruro la altura del potencial de accion fue 

significativamente mayor (al 5% de error) que en las soluciones 

de nitrato o de ioduro, mientras que en presencia de estos 
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~ltimos dos aniqnes, la amplitud y la constante de tiempo del 

decaimiento de post-potencial negativo fueron incrementadas 

significativamente (al .1% de error). 

Los resultados de este trabajo confirman que los aniqnes 

tales corno el ioduro y el nitrato producen un incremento en la 

duraciqn del potencial de acciqn, siguiendo el orden Cl- < N03 < 

r-. Este efecto tal corno fue descri.to por Harris y Martin­

Ferreira (1955) y Lubin (1957) es el resultado de un aumento en 

la amplitud y en la duracion del post-potencial negativo. Tambien 

han s ido observados efectos s im i 1 ares par a otros an iones, tales 

corno el Br- (vease Horowics, 1964), SCN- (Lubin, 1957), 

Tiosulfato, Monoiodometanosulfonato y acetato (Falk y Landa, 

1960) • 

La disminuci~n de la altura del potencial de acci~n 

observada en este trabajo, concuerda bien con las desviaciones de 

la curva de inactivacion de los canales de sodio encontradas por 

Dani y colaboradores (1983). Este efecto tambien ha sido 

observado en los canales de sodio del nodo de Ranvier de las 

fibras nerviosas de xenopus (Koppenhofer's, 1965). 

2) Potenciales de accion de calcio. 

A.- Registro de los potenciales de accion de calcio. 

El empleo de una solucion sin cloruro origino un incremento 

en la duraciqn del potencial de accion cuando fueron bloqueados 

los canales de potasio. Bajo estas mismas condiciones el 

reemplazo del Cl- por el ion sulfato produjo efectos aun mayores 

sobre el potencial de Na-K que la simple substituciqn por aniones 
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permeantes. En la figura 7 se muestra un registro tlpico obtenido 

en ringer de sulfatos con 40 mM de TEA. El trazo superior 

representa el nivel de referencia (cero mV) y el trazo inferior 

es el potencial en la punta del microelectrodo intracelular. El 

trazo intermedio corresponde a la primera derivada del voltaje 

con respecto al tiempo (dV/dt). El registro fu~ tomado a una base 

de tiempo mas lenta por lo que el potencial de accion de Na-K 

aparece comprimido como una l¡nea vertical en el extremo 

izquierdo de la figura. Debido a que la membrana es impermeable 

al S04 despues del potencial de accion, la fibra muscular no es 

capaz de regresar a su potencial de reposo. En su lugar, el 

potencial de membrana se mantiene despolarizado por varios 

segundos y entonces se origina una segunda espiga. Esta segunda 

despolarizacion ha sido descrita previamente (Beaty y Stefani, 

1976) y es conocida como el potencial de accion de calcio ya que 

es generada por una pequeña entrada de este cation a la fibra 

muscular. 

Los registros obtenidos de 79 fibras musculares sumergidas 

en la solucion de sulfatos, mostraron un valor promedio de +14.4 

± 0.7 mV (media ± error estandar) para la inversion del potencial 

de calcio en tanto que que el intervalo de timpo entre el pico 

del potencial de accion de Na-K y el pico de la espiga de Ca 2+ 

fu~ de 1.2 ± 0.06 seg. (media ± error estandar). Beaty y Stefani 

(1976) notaron que este intervalo de tiempo varia de un musculo a 

otro y encontraron un valor promedio de 3.8 ± 0.5 seg. (media + 

error estandar). La discrepancia entre estos dos valores puede 

ser explicada por el hecho de que ellos realizaron sus 
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Figura 7. Un potencial de acciQn de calcio tlpico registrado 
en ringer de sulfatos.El trazo superior es el nivel de referencia 
(0 mV), mientras que el trazo inferior es el potencial en la 
punta del microelectrodo intracelular. El trazo intermedio es la 
primera derivada del voltaje con respecto al tiempo. "Ei" 
representa el voltaje al inicio de la meseta. 
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experimentos a temperaturas de 4 y 8 oC, mientras que los 

registros realizados en este trabajo fueron obtenidos a 

temperatura ambiente (20 - 22 0 C). Este incremento en la 

temperatura puede acelerar el potencial de Ca 2+ ya que la fase de 

activacion posee un Q10 de 3 (Cota, et al, 1983). 

La variabilidad en el tiempo de ocurrencia de la espiga de 

Ca 2 + parece estar determinada por el voltaje que adquiere la 

fibra muscular despues del potencial de acciQn de Na-K. En la 

figura 8 se muestran los registros superpuestos obtenidos en la 

misma fibra muscular en respuesta al mismo est~mulo aplicado en 

diferentes ocasiones. Cuando el voltaje al inicio de la meseta 

es mas negativo, la espiga de Ca 2+ aparece a tiempos mayores. Por 

el contrario cuando este voltaje se sit~a cerca de los cero 

milivoltios, el pico de calcio ocurre a tiempos mas cortos. Esta 

dependencia al voltaje de la espiga de calcio esta estrechamente 

relacionada con la cinetica del canal de calcio, ya que estos 

canales tambien dependen del voltaje para su activacion (Sanchez 

y Stef an i, 1978). El canal de calcio comienza a conducir a los 

-40 mV alcanzando el valor maximo de la corriente aproximadamente 

a los cero milivoltios, por lo que cuanto mas despolarizada quede 

la membrana despues de un potencial de accion de Na-K, le tomara 

menos tiempo para generar la corriente maxima de Ca 2+ lo que se 

traducira tambien en un tiempo mas corto para alcanzar el pico 

del potencial de accion de calcio. 

63 



Em20mvL 

dV/dt 270 mV/s 

500mseg 

Figura 8. La relacion entre el valor del voltaje al inicio 
de la meseta (Ei) y la ocurrencia de la espiga de calcio. Se 
muestra la sobre posicion de tres potenciales de acciqn de 
calcio, obtenidos de la misma fibra muscular sumergida en la 
solucion de sulfato. La ocurrencia de la espiga de calcio parece 
depender del voltaje al inicio de la meseta.Cuando el voltaje al 
inicio de la meseta fue mas negativo la espiga de calcio aparecio 
en un mayor tiempo. A medida que Ei se acerco a los cero 
milivoltios el pico de calcio ocurrio en tiempos mas cortos. 
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B.- Efecto del metanosulfonato sobre el potencial de accion 

de calcio. 

Los efectos producidos por los aniones liotropicos sobre el 

potencial de accion de Na-K, descritos anteriormente, sugieren la 

posibilidad de que los canales de calcio tambi~n sean afectados 

por la especie anionica presente en el medio extracelular. Debido 

a que la actividad de estos canales se evaluo indirectamente con 

la tecnica del registro del voltaje intracelular, fue necesario 

utilizar otro anion impermeante distinto del sulfato para 

asegurar la generacion del potencial de acciqn de calcio. Por 

esta razqn fue empleado el ion metanosulfonato, que si bien no 

pertenece a la serie liotrqpica de aniones, ha sido ampliamente 

utilizado como anion impermeante en la fibra muscular del anfibio 

(Hutter y Noble, 1960; S~nchez y Stefani, 1983; Almers y col, 

1981). 

Se realizaron una serie de experimentos para registrar el 

potencial de acci~n de calcio tanto en la solucio,n de 

. metanosulfonato como en la soluciqn de sulfatos. En la figura 9 

se muestra un registro t~pico obtenido en cada una de las 

soluciones experimentales. La fig. 9a corresponde al registro de 

la espiga de Ca 2+ en sulfato, mientras que la figura 9b fue 

obtenida en la solucion de CH 3 S0'4. Es evidente que en presencia 

de metanosulfonato hay una disminucion tanto de la altura de la 

espiga de calcio, como en su tiempo de ocurrencia. En la tabla 

VII se resumen los resultados obtenidos de los par~metros de los 

potenciales de accion de calcio registrados en presencia de S04 y 
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Figura 9. El efecto del metanosulfonato sobre el potencial 
de acci~n de calcio. A: Un potencial de accio de calcio 
registrado en la solucion de sulfatos. B: Un potencial de accion 
de calc i o reg i s ": r ado en 1 a sol uc ion de metanosul fon ato. 
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de CH 3S04. En presencia de sulfato el pico promedio de la espiga 

de calcio siempre llego a valores positivos, en tanto que en 

metanosulfonato el pico promedio se sit40 por debajo de los cero 

milivoltios. Esta disminuciqn de la altura de la espiga de calcio 

concuerda con la reducciqn de la dV/dt maxima durante el 

potencial de acciqn de calcio. 

El acortamiento en el tiempo de la ocurrencia de la espiga 

de calcio en presencia de metanosulfonato, parece estar de 

acuerdo tambien con el valor del voltaje al inicio de la meseta, 

ya que en esta soluciqn Ei fue menos negativa que en la soluciqn 

de sulfato, por lo que la espiga de calcio aparecio 

aproximadamente 0.6 seg antes que en el ringer de sulfatos. 

En la tabla VIII se resumen los resultados obtenidos de las 

distintas prUebas estadlsticas emple~das. Para el an~lisis de la 

variabilidad de los distintos par~metros se utilizo la prueba 

estadlstica para la homogeneidad de varianzas o prueba de F (Zar, 

1974). La prueba estadlstica de t de student se aplicq para 

determinar diferencias en las medias de los grupos donde las 

varianzas fueron iguales. Mientras que para grupos con diferente 

variabilidad se utiliza la prueba de t~, que incluye una 

modificacion de la estimaciQn mancomunada de la varianza y los 

grados de libertad (Zar, 1974). 

Estos an~lisis estad~sticos indicaron que en presencia de 

metanosulfonato, todos los par~metros utilizados fueron 

significativamente disminuidos (ver tabla VIII). 

Estas observaciones sugieren fuertemente que la actividad de 

los canales lentos de calcio de la fibra muscular esqueletica de 

la rana dependen de la naturaleza del medio ambiente aniqnico. 



Tabla VII 

Valores promedio de los parametros obtenidos en los 
potenciales de accion de Calcio registrados en las soluciones 
hipertonicas de sulfato y de metanosulfonato. 

Parametro 

Ei Inicio de 
la meseta 

(mV) 

pico de 
Calcio 
(mv) 

dV/dt max 
(mV / seg) 

Tiempo al pico 
de Calcio 
(mseg) 

(76) 

Sulfato 

(79) 

- 27.9 
+ 0.7 

+ 14.4 
+ 0.7 

152.3 
+ 10.8 

1191.4 
± 59.6 

Metanosul fon ato 

(31) 

(32) 

- 22.9 
+ 1.1 

+ 
3.0 
1.4 

64.1 
± 5.2 

+ 
551. 6 

27.6 

Todos los valores mostrados estan expresados corno la media ± 
el error estandar. El numero de fibras promediadas se muestra 
en tre paren tes i s. 
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Tabla VIII 

Resultados de las pruebas estadisticas empleadas para 
determinar las diferencias en medias y varianzas de los 
parametros de los potenciales de accion de Calcio, registrados en 
las soluciones de sulfato y de metanosu1fonato. 

----------------l----------------------------------------------
Parametro 1 Prueba de Prueba de Prueba de 

Ei inicio de 
la meseta 

pico de 
Calcio 

dV/dt max 

Tiempo al pico 
de Calcio 

F t t 

P > 0.05 P < 0.05 

P > 0.05 P < 0.05 

P < 0.05 P < 0.05 

P < 0.05 P < 0.05 
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3) El efecto del metanosulfonato ~ del nitrato sobre las 

corrientes de calcio. 

A.- Caracterlsticas de la corriente de calcio. 

Las corrientes de calcio fueron registradas en soluciones 

que contentan 2 mM de Ca 2+ en forma ionizada y en presencia de 

iones org~nicos impermeantes tanto en el medio extracelular 

(TEA 2 S0 4 ) como en el medio intracelular (TMA 2 EGTA). Bajo estas 

condiciones la corriente a trav~s de la membrana es 

principalmente de calcio (Almers y Palade, 1981). 

En la figura 10 se muestran las corrientes de calcio 

registradas de una fibra muscular bañada en la soluciQn de 

sulfato (ver tabla 11). Las corrientes fueron generadas al 

aplicar pulsos cuadrados de voltaje de 2 seg. de duraciqn. Estos 

pulsos llevaron el potencial de la membrana, desde el potencial 

de mantenimiento (E h = -90 mV), hasta diferentes valores de 

voltaje (indicados a la derecha de cada trazo). Cuando el 

voltaje de la membrana fue ordenado en -60 mV (trazo a) la 

corriente de calcio no se observq durante el pulso. Sin embargo, 

en -20 mV algunos canales de calcio comenzaron a conducir y 

aparecio en el registro una paqueña corriente entrante (hacia 

abajo). A medida que el potencial de la membrana se acerco a los 

cero milivoltios, la corriente de calcio incremento hasta 

alcanzar un valor m~ximo (trazo e) y posteriormente comenzq a 

disminuir a potenciales mas positivos (trazos f-h). La corriente 

m~xima ocurriQ cuando el voltaje de la membrana fue ordenado a 

+10 mV. Mientras que la corriente de calcio se incrementQ con la 

.., rr 
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Figura 10. Corrientes de membrana registradas en la soluciQn 
de sulfato de TEA. El potencial de mantenimiento fue ordenado en 
-90 mV. Los nqmeros a la derecha de cada trazo corresponden al 
potencial de la membrana durante pulsos de 2 seg. de duraciOn. El 
di~metro de la fibra fu~ de 152.7 um y el ancho de la zona de 
registro fu~ de 140 um. 
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despolarizaci~n de la membrana, ocurri~ una disminucion del 

tiempo para alcanzar el pico m~ximo de la corriente. Esto 

significa que el voltaje de la membrana acelera la apertura de 

los canales de calcio. Tambien es evidente que las corrientes de 

calcio disminuyen con el tiempo ya que no fueron mantenidas 

durante la despolarizaciqn, sino que declinaron lentamente antes 

de que terminara el pulso. 

Estas caracterlsticas de las corrientes de calcio de la 

fibra muscular esqueletica de la rana, concuerdan bien con las 

encontradas por otros autores (S~nchez y Stefani, 1978, 1983; 

A1mers y pa1ade 1981; A1mers, Fink y Pa1ade, 1981). 

B.- Los efectos del metanosu1fonato y del nitrato sobre las 

corrientes de calcio. 

Ademas de la larga historia de que los aniones 1iotropicos 

potencian la sacudida muscular (Kahn y Sandow, 1955) y la 

irritabilidad electrica y qu~mica del mqsculo esque1etico (Hutter 

y Padsha, 1959; Hodgkin Horowicz, 1960) se ha demostrado que 

otras funciones de la membrana que dependen del voltaje tambien 

pueden ser modificadas. Por ejemplo, Kao y Stanfield (1968) han 

descrito que los aniones de la serie liotrQpica disminuyen el 

umbral del canal de potasio de la rectificaciqn tard~a asi corno 

el umbral mecanico de la fibra muscular. Tambien se ha encontrado 

que la activacion y la inactivacion del canal de sodio se altera 

cuando el cloruro normal es reemplazado por aniones tales corno el 

Br-, NO), S04' SCN-, etc.(Dani, S~nchez y Hille, 1983). Los 
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Figura 11. El efecto del metanosulfonato sobre las 

cor r ien tes en tr an tes de calc i o. Las corr ien tes de calc io fueron 

registradas en la soluciQn de sulfato antes y despu~s de hacer 

los registros en la soluciQn de metanosulfonato. Los nqmeros a la 

derecha de cada serie de trazos corresponden al potencial de la 

membrana durante pulsos de 2 segundos de duracian. Los 

componentes lineales fueron restados digitalmente. Eh = -90 mv, 

diametro de la fibra 152.7 um. 
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efectos del metanosulfonato sobre los potenciales de accion de 

calcio, descritos anteriormente, sugieren la posibilidad de que 

los aniones tambi~n puedan modificar la actividad de los canales 

de calc i o. 

Con esta idea fue empleada la tecnica de fijacion del 

voltaje con tres sellos de vaselina, para evaluar los efectos 

tanto del metanosulfonato como del nitrato sobre el 

comportamiento electrico de los canales lentos de calcio de la 

fibra muscular. En cada caso se realizo un experimento piloto 

registrando las corrientes de calcio en la soluciQn control 

(soluciqn de sulfatos ) antes y despu~s de hacer los registros en 

la soluciqn experimental (sol. de metanosulfonato o de nitrato). 

En la figura 11 se muestran los resultados del experimento con 

metanosulfonato. Cuando el sulfato fue reemplazado por el CH 3 SO¡ 

la corriente de calcio disminuyo considerablemente. En presencia 

de sulfato la lCa m~xima fue de -52.6 uA/cm 2 , mientras que en 

metanosulfonato la corriente maxima de calcio fue de -23.0 

uA/cm 2• Esto es, en la soluciqn de metanosulfonato la corriente 

de calcio disminuyo aproximadamente un 56%. El efecto fue 

claramente reversible. Este resultado esta de acuerdo con el 

hallazgo de que el CH 3S04- reduce la corriente maxima de calcio 

durante el potencial de acciqn de calcio. 

Cuando el sulfato fue reemplazado por nitrato en la soluciqn 

del baño, se obtuvo un resultado similar. En la figura 12 se 

muestran los resultados de este experimento. Las corrientes de 

calcio tambien disminuyeron en presencia del nitrato pero en 

mayor porcentaje (65.3%). La lCa maxima fue de -42.9 uA/cm 2 en la 

soluciqn de sulfato y -14.9 uA/cm 2 en la soluciqn de nitrato. En 
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Figura 12. El efecto del nitrato sobre las corrientes 

entrantes de calcio. Las corrientes de calcio fueron registradas 

en la soluci~n de sulfato antes y despu~s de hacer los registros 

en la soluci~n de nitrato. Los nqmeros a la derecha de cada serie 

de trazos corresponden al potencial de la membrana durante pulsos 

de 2 segundos de duraciqn. Los componentes lineales fueron 

restados digitalmente. Eh= -90 mv; el diametro de la fibra fu~ de 

152.7 um. 
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este caso el efecto tambien fue reversible. 

Cuando la membrana muscular fue despolarizada en la solucion 

de nitrato, aparecieron en el registro de la corriente tres 

componentes principales. Al principio, inmediatamente despu~s del 

componente capacitivo, se origino una pequefia corriente saliente 

que fu~ seguida por la conocida corriente de calcio. El 

componente final fue una corriente saliente residual que 

permenecio hasta que terminq el pulso de voltaje. Estas 

corrientes salientes son muy similares a las corrientes anionicas 

registradas por Warner (1972). Aunque es probable que se deban a 

una entrada de nitrato a trav~s de los canales de cloro, es 

necesario realizar m~s estudios antes de decidir el origen de 

estas corr ien tes. 

Almers y palade (1981) han señalado que la magnitud de la 

corriente maxima de calcio varia ampliamente de una fibra a otra. 

Ellos encontraron que la lCa m~xima vario desde -28 a - 143 

uA/cm 2 , supuestamante porque la densidad de canales de calcio 

tambie,n varta entre fibra y fibra. La reduccion de la corriente 

m~xima al calcio encontrada en este trabajo, no puede ser 

explicada corno un resultado de esta variabilidad, ya que los 

registros de las corrientes de calcio en las diferentes 

soluciones fueron obtenidos de la misma fibra muscular. Ademas la 

reversibilidad del efecto cuando se regreso al sulfato indica que 

la disminuciO,n de la corriente es debida a la presencia del 

metanosulfonato o del nitrato en el medio extracelular. 

Se ha demostrado previamente, en segmentos de fibra 

muscular, que la declinaciO,n de la corriente de calcio en el 

tiempo depende fuertemente de la magnitud de la corriente que 
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Figura 13. La relacion entre la magnitud de la corriente de 
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pasa a trav~s de los canales de calcio (Almers, Fink y Palade, 

1981). Cuando las corrientes son muy grandes la tasa de 

declinaciqn es mayor que cuando las corrientes son pequefias. Sin 

embargo, de las figuras 11 y 12 puede apreciarse que aunque en la 

sOlucio,n de sulfato las corrientes son m~s grandes, su 

declinaciqn es mas lenta que en las soluciones de metanosulfonato 

o de nitrato, donde las corrientes son m~s pequeñas. Estas 

diferencias parecen indicar que el sulfato podrla estar actuando 

como un amortiguador de la concentraciqn de calcio en los tQbulos 

y de esta forma origine una menor deplesi~n de Ca++ que en 

presencia de los otros dos ani~nes. Si la cantidad de calcio 

disponible es mayor en la soluciqn de sulfato, deberla esperarse 

que la magnitud de las corrientes de calcio fuera tambi~n mayor 

que en las soluciones de metanosulfonato o de nitrato. 

Para investigar este punto, se ajustaron (en una computadora 

IBM-AT) exponenciales simples a las porciones finales de la 

declinacion de la corriente y el reciproco de las constantes de 

tiempo se grafico contra la magnitud de las corrientes de calcio, 

como se muestra en la figura 13. Puede observarse que a 

diferencia del comportamientc en la solucion de sulfato, las 

corrientes de calcio declinaron mas rapidamente en las soluciones 

de metanosulfonato y de nitrato. Entonces, bajo la hipotesis de 

deplesiqn (Almers, Fink y palade, 1981) las corrientes de calcio 

en CH3S04 y en N0 3 son mas pequeñas que el sulfato, probablemente 

porque este qltimo anion puede mantener sin muchas variaciones la 

concentracion de calcio en los tqbulos transversos. 

Sin embargo, este argumento no concuerda con la disminucion 

de la lCa maxima en metanosulfonato observada durante el registro 
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Figura 14. La relacion entre las corrientes de calcio 
(arriba) y la constante de tiempo de su declinacion (abajo) en 
funcion del voltaje de la membrana. Los circulos llenos 
corresponden a los valores obtenidos en la solucion de 
metanosulfonato mientras que los triangulos vacios fueron 
obtenidos de las corrientes de calcio registradas en la solucion 
de nitrato. La curva continua es el modelo de inactivacion para 
los canales de calcio y fue calculada de acuerdo a los parametros 
propuestos por Sanchez y Stefani (1983). En la parte inferior 
derecha se muestra la escala para las constantes de tiempo 
experimentales. La escala de la izquierda corresponde a los 
valores teor icos. 
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de los potenciales de acciqn de calcio en fibras musculares 

completas, donde se ha demostrado claramente que la declinacHm 

de la corriente en el tiempo es el resultado de un proceso de 

inactivaciqn de los canales de calcio (S~nchez y Stefani, 1983 ; 

Avila-Sakar y col.,1986). Aun m~s de la figura 13, es evidente 

que aunque la tasa de declinaciqn de la lCa varla ampliamente en 

las soluciones de metanosulfonato y de nitrato, la magnitud de 

las corrientes de calcio sqlo se modifica en unos cuantos mA/ml, 

a diferencia de lo que ocurre en la solucion de sulfato. Esto 

indica que la tasa de declinacion de la corriente en presencia de 

CH 3 S0 4 y de N03 depende menos directamente de la magnitud de la 

corriente misma. 

En la figura 14 se muestra la relacion entre la constante de 

tiempo del decaimiento de lCa en metanosulfonato (circulos 

llenos) y de nitrato (circulos vacios) con el voltaje de la 

membrana. En esta figura tambi~n se ha incluido la curva l-V de 

las corrientes de calcio de estos dos aniones. Corno puede 

observarse, cuando el voltaje de la membrana es negativo, la 

corriente de calcio es pequefia y la constante de tiempo es 

grande; esto es, la corriente declina lentamente para corrientes 

pequefias. Conforme la corriente incrementa, la constante de 

tiempo disminuye, lo que indica que la declinacion se hace m~s 

r~pida. Despu~s de los cero milivoltios, a potenciales positivos, 

la corriente disminuye nuevamente pero la constante de tiempo no 

se modifica apreciablemente. Esto indica que otro proceso 

distinto de la deplesion determina tambi~n la declinaciqn de la 

corriente de calcio. La forma de la curva de la constante de 

tiempo con el voltaje se ajusta razonablemente bien a la del 
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Figura 15. El tiempo al pico de la corriente de calcio como 
una funcion del voltaje de la membrana. En A se muestran los 
tiempos al pico de las corrientes de calcio registradas en 
presencia de metanosulfonato (tt). En B se graficaron los tiempos 
al pico de las corrientes de calcio registradas en presencia de 
nitrato (.). En ambos casos los simbolos vacios corresponden a 
los tiempos al pico de la corriente de calcio registradas en la 
solucion de sulfato antes (~)) y despues (8)' 
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modelo de inactivaci3n para los canales de calcio (linea 

continua) propuesto por S~nchez y Stefan i (1983), aunque los 

valores experimentales se situan por debajo de los valores 

teoricos por un factor de S30 mseg. (note la diferencia de 

escalas entre los valores te~ricos y los valores experimentales). 

Ya que la inactivaciqn de los canales de calcio tambi~n 

parece estar relacionada con la declinaciqn de la corriente, la 

deplesion de calcio en los tubulos transversos sqlo puede 

explicar parcialmente la disminuci~n de la lCa en presencia de 

metanosulfonato o de nitrato en el medio extracelular. 

Esta reducciQn de la lCa m~xima podr~a ser el resultado de 

un efecto directo del CH 3S04 y del NO) sobre el canal de calcio. 

Para analizar esta posibilidad se graficaron los tiempos al pico 

de las corrientes de calcio con el voltaje de la membrana tanto 

para el caso del metanosulfonato (figura ISA) como para el del 

nitrato (figura lSB). En ambos casos no se observaron diferencias 

importantes en el tiempo de apertura de los canales de calcio en 

los tres aniQnes ensayados. Este resultado indica que el 

reemplazo del sulfato por metanosulfonato o por nitrato no parece 

afectar significativamente la cin~tica de apertura de los canales 

de calcio. No obstante, es necesario realizar un estudio cin~tico 

mas completo para poder decidir si efectivamente alguna 

alteraciqn de la maquinaria cin~tica del canal pudiera explicar 

los efectos observados sobre las corrientes de calcio en funciqn 

del medio ambiente aniqnico. 
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DISCUSION y CONCLUSIONES 

A.- Potenciales de accion de Sodio-Potasio 

Los experimentos descritos en este trabajo generaron 

pincipalmente dos resultados que pueden resumirse de la siguiente 

manera: Cuando los iones cloruro presentes normalmente en el 

fluido extracelular, fueron substituidos por los ani~nes 

liotrQpicos, ioduro o nitrato, se produjeron dos cambios 

observables en el potencial de accion de sodio-potasio del 

mllsculo sartorio (1) El post-potencial negativo fue. 

incrementado en amplitud y duracion y (2) La altura m~xima de la 

espiga de sodio-potasio fu~ reducida , apreciablemente. Ambos 

efectos fueron observados en el orden usual de la serie 

liotropica :Cl < N0 3 < lo 

La potenciacion del post-potencial negativo por los aniones 

liotrQpicos diferentes al cloruro ya ha sido observada 

previamente (Lubin, 1957) y la explicacion de este incremento en 

la fase de repolarizacion del potencial áe accion, parece estar 
I 

relacionada con el aumento en la resistencia de la membrana. En 

efecto, se ha demostrado que la resistencia de la membrana 

incrementa siguiendo la serie liotropica cuando el cloruro es 

reemplazado por nitrato o por ioduro (Hutter y Padsha, 1959; 

Washio y Mashima, 1963) • Durante un potencial de accion la fase 

de repolarizaciqn puede hacerse mas lenta si se reduce la 

conductancia al cloruro, reemplazandolo con otro anio,n 
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impermeante (Hutter y Noble, 1960). Ya que todos los ani~nes 

liotropicos atraviesan la membrana por el mismo canal (Woodbury y 

Miles, 1973) una reduccion en la permeabilidad de la membrana al 

substituir el cloruro con nitrato o iuduro ocasionarla que la 

c~lula se repolarizara m~s lentamente despues de un potencial de 

acciono Entonces la explicacion para la potenciacion del post­

potencial negativo parece simple. Debido a que el cloruro 

contribuye con corriente durante la fase de repolarizacion del 

potencial de acciqn, al reemplazarlo por otros aniones menos 

permeantes como el nitrato o el ioduro, el voltaje de la membrana 

regresara m~s lentamente a la condicion de reposo. 

Como se discutio previamente en la secciqn de resultados, la 

disminucion de la altura m~xima del potencial de accion se puede 

explicar por la desviacion hacia potenciales m~s negativos de la 

curva de inactivaciqn de los canales de sodio de la fibra 

muscular. Esta idea concuerda bien con los datos de Dani, Sanchez 

y Hille (1983), quienes demostraron que efectivamente al 

substituir el cloruro por diversos aniqnes inorg~nicos la 

inactivacion es desplazada hacia el potencial de reposo. La 

explicaciQn de este efecto a~n es materia de discusiQn. 

Originalmente Hodgkin y Horowicz (1960) sugirieron que los 

aniones se adsorben a la membrana y modifican asl su potencial de 

superficie, alterando el campo electrico a traves de la membrana. 

La disminuciqn del potencial de superficie incrementa el 

campo electrico estabilizando asl a los canales iqnicos. Una 

reducciqn del campo el~ctrico debida al aumento del potencial de 

superficie ocasionarla un efecto opuesto, 

canales i~nicos llegaran m~s facilmente 
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actividad. Como los canales de sodio de la fibra muscular 

esquel~tica de la rana son macromoH~culas que pueden seguir las 

variaciones del potencial a traves de la membrana y que responden 

esencialmente al campo el~ctrico, al despolarizar a esta en 

presencia de 1- o de NO), los canales de sodio se a~rirlan m~s 

facilmente mientras que la corriente al pico disminuirla por la 

inactivaciqn de algunos de ellos. Entonces la adsorcion del 

ioduro o del nitrato a la membrana serla semejante a una 

despolarizacion parcial, lo cual conducirla a que los procesos 

que dependen del voltaje como la activaci~n y la inactivaci~n de 

los canales de sodio se establecieran con mayor facilidad que en 

presencia de cloruro. 

Existen sin embargo, varias observaciones experimentales que 

no pueden explicarse adecuadamente por la teorla del potencial de 

superficie. Por ejemplo, Gomola, Gottschalk y Luttgau (1983) 

encontraron que las alteraciones inducidas por el perclorato 

sobre los parametros electricos y mec~nicos en la fibra muscular 

esquel~tica de la rana, son similares independientemente de si 

este anion era ensayado por el lado externo o por el lado interno 

de la membrana. Evidentemente estos resultados no pueden ser 

explicados por la teorla del potencial de superficie. Bajo esta 

teorla la adsorci~n por la cara externa de ia membrana provocarla 

un aumento del potencial de superficie mientras que la adsorcion 

por el lado interno disminuirta el potencial microscQpico 

aumentando el campo el~ctrico. Entonces deberian de esperarse 

resultados totalmente opuestos cuando el aniqn se adsorbiera a la 

membrana por su cara interna que cuando la adsorciqn se realizara 
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por la cara externa. 

AQn mas, Gilly y Armstrong (1982) demostraron que la 

aplicaciqn de 30 mM de Zn++ por el lado externo, afecta solamente 

la apertura de los canales de sodio sin que haya efectos sobre el 

cierre de los mismos. Seg~n la teorla del potencial de 

superficie, la modificaciqn del campo el~ctrico ocasionarla que 

todos los parametros cin~ticos que dependen del voltaje fueran 

alterados en igual magnitud. Las observaciones de Gilly y 

Armstrong (1982) tampoco pueden explicarse siguiendo los 

postulados de la teorla de superficie. 

Gilly y Armstrong (1982) han sugerido, sin embargo, que el 

Zn++ mas que adsorberse a la membran.a, interactua con una carga 

negativa de la maquinaria cin~tica del canal expuesta al flu'do 

extracelular, pero que debe moverse hacia el interior durante la 

activaciOn. La apertura seria mas lenta ya que el Zn++ debe 

disociarse primero. 

Los efectos de los aniones liotropicos sobre la espiga de 

Na-K descritos anteriormente, podrlan explicar al menos en parte 

ei incremento en la tensi~n durante una sacudida muscular. De 

acuerdo con Hutter y Noble (1960) el efecto potenciador de los 

aniqnespoco comunes sobre la sacudida muscular pOdria deberse 

parcialmente a la prolongacion de la espiga de Na-K al 

incrementar el post-potencial negativo. Ademas de este efecto 

Hodgkin y Horowicz (1960) han propuesto que los aniqnes podrlan 

desviar hacia el potencial de reposo la relaci~n entre la tensiQn 

y el potencial de membrana. Entonces el efecto potenciador de los 

ani~nes liotr~picos podrla atribuirse parcialmente a un 

incremento en la activaciqn durante la espiga y en parte a una 
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reduccion del umbral mec~nico por debajo del nivel del post­

potencial negativo. 

Hill y Macpherson (1954) y Ritchie (1954) encontraron que el 

reemplazo del cloruro por I, N03 Y Br incrementa la duracion del 

estado activo del m~sculo esquel~tico de la rana durante una 

sacudida muscular. Ellos explicaron este resultado sugiriendo que 

de alguna manera desconocida en presencia de los aniones extraños 

el componente contr~ctil se acorta el tiempo suficiente corno para 

estirar el elemento el~stico en serie, de tal modo que se genera 

m~s tensiOn. Durante un tetanos los aniones no parecen tener 

efecto ya que ambos componentes est~n a su maxima capacidad. 

Tanto Hill y Macpherson (1954) corno Ritchie (1954) 

coincidieron en que los efectos no eran debidos a una accion 

directa sobre la maquinaria contractil sino que los aniones 

extraños potenciaban la sacudida muscular desde la membrana 

superficial. Sin embargo, no pudieron explicar cqmo estos aniqnes 

afectaban desde la superficie debido a la ausencia de cambios en 

el potencial de acciqn (Kahn y Sandow, 1955). 

El incremento en la duraciqn del estado activo podrla estar 

correlacionado con un incremento en la actividad el~ctrica 

durante un potencial de acciqn. En este sentido, la potenciaciqn 

del post-potencial negativo reportada en este trabajo, podria 

incrementar el tiempo efectivo de actividad del componente 

contractil originando el incremento en la tension. 

Mientras que la resistencia de la membrana esta relacionada 

directamente con el incremento del post-potencial negativo cuando 

el cloruro es reemplazado por otros aniones liotrqpicos, no se ha 
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encontrado una correlacion directa entre la potenciacion del 

post-potencial negativo y el incremento en la tensiQn (Washio y 

Mashima, 1963). Por este hecho se ha pensado que adem~s del 

incremento en la resistencia de la membrana, deberla de estar 

involucrado otro factor con el efecto potenciador de los aniQnes 

extraños. Washio y Mashima (1963) sugirieron que la potenciacion 

originada por la substituciQn del cloruro seria el resultado de 

dos acciones: una acciQn indirecta donde el aniQn cambia la 

permeabilidad de la membrana y produce la prolongaciQn de la 

despolarizaciQn, y la otra es una facilitaciQn directa sobre el 

acople excitaciQn contracciQn. 

De acuerdo con esto se ha encontrado que los aniones afectan 

tambi~n la recaptura de Ca++ por el retlculo sarcoplasmico en el 

orden : Cl~CH3s04~Br<N03<I<SCN (Ebashi y col, 1962). Adem~s los 

aniQnes liotropicos tambi~n incrementan las contracturas por 

cafeina (Nagai y col, 1978; Matsushima y col, 1 962). Estos 

efectos podr~an dar lugar a un incremento del periodo 

mecanicamente efectivo y de esta manera generar un aumento en la 

tensiQn durante una sacudida muscular. 

B.- Potenciales de accion de calcio y las corrientes de 

calcio 

En el pasado, el sulfato y el metanosulfonato se han 

utilizado indistintamente como aniones impermeantes para 

registrar las corrientes de calcio de la fibra muscular 

esquel~tica de la rana (S~nchez y Stefani, 1978,1983; Almers, y 
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col., 1981; Stanfield, 1977) sin considerar la influencia del 

medio ambiente aniQnico sobre la actividad de los canales de 

calcio. El resultado mas sorprendente encontrado en los 

experimentos descritos en este trabajo, es el hallazgo de que al 

substituir el sulfato por metanosulfonato en la soluci~n 

extracelular, se reduce considerablemente la corriente maxima al 

calcio. Este efecto se observq registrando indirectamente la lea 

maxima durante el potencial de accion de calcio y directamente en 

las corrientes de calcio registradas bajo condiciones de fijaciqn 

del voltaje. Estos resultados concuerdan bien con los reportados 

por otros autores. Ast las corrientes de calcio que han~ sido 

registrdas independientemente en presencia de sulfato (Sanchez y 

Stefani, 1978) tienden a ser m~s grandes que aquellas que han 

sido registradas en la soluciqn de metanosulfonato (Sanchez y 

Stefani, 1983, Almers y col., 1981). 

otro resultado interesante es que cuando el nitrato esta 

presente en la soluciQn extracelular, tambien son reducidas las 

corrientes de calcio. En desacuerdo con este efecto, Bianchi y 

Shanes (1959) han reportado que en presencia de nitrato la 

entrada de 45 ea a la fibra muscular se incrementa en un 60% 

durante la actividad. Estas discrepancias podrlan deberse a 

di ferenc i as en 1 as cond i c iones exper imen tales emple adas en esta 

tesis y en los experimentos con flujos radioactivos. Por ejemplo, 

en las mediciones de calcio radioactivo se utilizaron musculos 

completos, donde la captura de calcio en los interespacios puede 

obscurecer las estimaciones del contenido de ea 45 en el 

mioplasma. Ademas los efectos del nitrato fueron medidos 

unicamente durante la actividad de los canales lentos de calcio, 
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mientras que el influjo de 45ea se observo estimulando la fibra 

muscular en donde tambi~n podrian estar involucrados otros 

sistemas transportadores de calcio. Por otro lado, el nitrato 

puede entrar a la c~lula vla los canales de cloro (Woodbury y 

Miles, 1973). Como posee carga negativa, el nitrato debe generar 

una corriente opuesta a la corriente de calcio. Por esta razon es 

muy probable que la magnitud de la lea sea subestimada por la 

entrada de nitrato a la fibra muscular. 

El mecanismo por el que el nitrato o el metanosulfonato 

reducen las corrientes de calcio es desconocido. Pobablemente el 

sulfato se comporte como un amortiguador de la concentraciQn de 

calcio en el sistema de tubulos transversos, donde estan 

localizados los canales de calcio, y provoque una menor deplesiQn 

de este catiqn. Este efecto conducirla a que las corrientes de 

calcio fueran mayores en la soluciqn de sulfato debido a que la 

cantidad de calcio disponible tambi~n serla mayor. Mientras que 

este argumento explicarla la disminucion de la lea en los 

experimentos de fijaciqn de voltaje, no est~ de acuerdo con los 

resul tados encon tr ados reg istrando los potenci ales de accion de 

calcio. En fibras musculares completas, se han encontrado fuertes 

evidencias de que, la declinaciqn de la corriente de calcio mas 

que depender de la deplesiQn, es el resultado de un proceso de 

inactivacion (S~nchez y Stefani, 1983; Avila-Sakar y co!., 1986). 

Estas diferencias entre ambas t~cnicas indican que el efecto 

"amortiguador" del sulfato solamente es una consecuencia 

colateral y que se requiere de otra explicaciOn. 

Por otro lado, aunque el metanosulfonato y el nitrato no 
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parecen alterar la apertura del canal de calcio en comparaciQn 

con el sulfato, los resultados de este trabajo no permiten 

descartar un efecto directo de estos aniones sobre la maquinaria 

cinetica del canal. Es necesario realizar un estudio mas completo 

de la cinetica del canal de calcio e investigar si la apertura o 

el cierre del canal pueden ser modificados dependiendo de la 

especie anionica de la soluciqn extrace1u1ar. 

Finalmente, la reconstitucion de los canales de calcio del 

sistema tubular transverso en membranas artificiales es una 

tecnica poderosa que permite la manipu1acion de estos sistemas de 

transporte y del medio ambiente ionico asl corno el control del 

tipo de l~pidos que constituyen la membrana artificial. Ya que 

bajo estas condiciones la dep1esiqn de calcio no serla un factor 

importante en la declinacion de las corrientes, podrla obtenerse 

m ~s in f ormac i on del comportam ien to electr ico de los can ales de 

calcio en presencia de metanosu1fonato y de nitrato asl corno de 

otros aniones de la serie liotrqpica. 
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