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ABREVIATURAS

BAPTA: Acido 1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N’N’-tetraacético.
CCVD: Canales de Ca* voltaje-dependientes.
CEPS: Corriente excitadora postsindéptica.
CIPS: Corriente inhibidora postsindptica.
DHP: Dihidropiridina.
E-C: Excitacién-contraccién.
EGTA: Acido etileneglicol-bis-(B-aminoetileter)N,N,N’/N’-

tetraacético.
GABA: Acido y-aminobutirico.
Glu: Acido L-Glutdmico.
ips: impulsos por segundo.
LCIC: Liberacién de Ca* inducida por ca?*'.
PAS: Potencial de accién simulado.
PEPS: Potencial excitador postsindptico.
PIPS: Potencial inhibidor postsindptico.
TEA: Cloruroc de tetraetilamonio.
TTX: Tetrodotoxina.
Vvm: Potencial de membrana.
Vr: Potencial de membrana en reposo.
[n*],: Concentracidén intracelular del ié6n n.

[n*],: Concentracién extracelular del ién n.



I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS



I.1. INTRODUCCION

El Sistema Nervioso es un conjunto organizado de células
interconectadas mediante sinapsis. Funcionalmente, se conmporta
como un procesador de la informacién que recibe del medio
ambiente, a través de estructuras especializadas en Organos
sensoriales, y de su propia actividad, y con la que elabora
respuestas bioldégicamente adecuadas. La descripcién de 1las
operaciones y la caracterizacién de los mecanismos subyacentes
a la integracién de informacién, considerada ésta como la
sintesis de informacién procedente de diferentes entradas y la
elaboracién de la respuesta en funcién de ellas, es uno de los
principales objetivos perseguidos por la Neurofisiologia.

La integracién de informacién por el SN es un procesoc que
tiene lugar en todos sus sucesivos niveles de complejidad, desde
niveles neuronales y subneuronales hasta niveles de circuitos
neuronales jerarquizados de complejidad creciente. En todos
ellos, la integracién de informacién viene determinada tanto por
las propiedades estructurales, mnorfoldégicas y conectivas del
sistema como por las intimas operaciones dque realiza,
estableciendo 1la funcién de relacién entre la informacidén
aferente y la informacién eferente.

Considerada la integracién de informacién a nivel neuronal,
donde la informacién aferente es aportada por la actividad
sindptica, la integracién neuronal resulta de la interaccién de
las aferencias sindpticas y de las propiedades intrinsecas de la
membrana neuronal, siendo determinantes en tal interaccién las

propiedades estructurales, morfoldgicas y topoldgicas de sus



elementos, v. gr., la morfologia celular, y en especial de 1la
membrana extracelular, la topologia de las aferencias sindpticas,
la distribucién espacial de los canales de membrana quimio- y
voltaje-dependientes, el grado de compartimentacién intracelular,
la distribucién iénica intra y extracelular, etc.

Las propiedades intrinsecas de la membrana neuronal son
determinadas- por la permeabilidad selectiva de la membrana a
diferentes iones (generindose asi una diferencia de potencial
eléctrico o voltaje a través de la membrana), por la variacién
de dicha permeabilidad en funcidén del voltaje de membrana y del
tiempo (mediante la activacién de conductancias de membrana
dependientes de voltaje y de tiempo) y por la interaccién de
tales conductancias entre si y con aquellaslquimio-dependientes.

Todas las células, y en particular las células excitables
(células nerviosas, musculares y endocrinas, fundamentalmente)
presentan una diferencia de potencial eléctrico a través de su
membrana como consecuencia de la distribucién idnica asimétrica
que ella separa y de su permeabilidad idénica selectiva. Asimismo,
las células excitables pueden presentar variaciones del potencial
de membrana (Vm), mediadas por la activacién de conductanciaé de
membrana gquimio-dependientes y/o voltaje-dependientes, como
resultado de la variacién de su permeabilidad iénica. Variaciones
especificas de Vm constituyen el substrato fisico de la
fisiologia, en cuanto que funcionamiento, del SN a nivel
neuronal. Asi, tales variaciones de Vm, que corresponden a la
actividad eléctrica celular, son, directa o indirectamente,
responsables de la transduccién de informacién, de la conduccidn

y codificacién de la informacién, y de la transferencia de



informacién pre-postsindptica mediante 1la 1liberacién de
neurotransmisores resultante en 1la excitacién e inhibicién
neuronal.

En tanto que las conductancias quimio-dependientes median
la transduccién de 1la informacién pre-postsindptica, 1las
conductancias voltaje-dependientes son las responsables de las
propiedades intrinsecas neuronales involucradas en la conduccidn
e integracién neuronal de informacidn.

Para la comprensién de los fenémenos complejos gue ocurren
a nivel del Sistema Nervioso Central se ha recurrido al andlisis
de sistemas de mayor simplicidad que posibiliten y faciliten su
estudio. Este sistema sencillo puede servir como un modelo a
partir del cual pueden inferirse leyes generales aplicables a
sistemas mads complejos. Asi, el sistema ideal de mayor
simplicidad para el estudio de 1la integracién neuronal 1lo
constituiria aquél gue, recibiendo escasas y controlables
aferencias sindpticas, posea un relativamente reducido niimero de
conductancias de membrana responsables de sus propiedades
intrinsecas que, a su vez, determinen una eferencia simple y
cognoscible del sistema.

Las células musculares de invertebrados pueden recibir
miltiples aferencias sindpticas, tanto de caracter excitador como
inhibidor, y poseen diferentes conductancias voltaje-dependientes
responsables de la eferencia del sistema manifestada en la
contraccién muscular. Asi, a diferencia de lo gue ocurre en
vertebrados, parte de la integracién en invertebrados se realiza
en las propias células musculares.

Sequin ello, un modelo extraordinariamente simple para el



estudio de la integracién neuronal lo constituye el sistema
neuromuscular del misculo abductor de la pinza de la primera pata
marchadora del cangrejo de rio. Cada fibra de este misculo estad
inervada por un unico axén excitador y un udnico axén inhibidor,
gue utilizan como neurotransmisores en sus respectivas sinapsis,
dcido L-glutdmico (Glu) y acido y-aminobutirico (GABA). Por otra
parte, la membrana de las fibras de este misculo presenta
propiedades eléctricas caracteristicas y diferenciadas. En
efecto, la despolarizacién de la membrana de estas fibras
musculares no provoca la dgeneracién de potenciales de accién
"todo o nada", sino la aparicién de potenciales graduados de
amplitud creciente en funcién del grado de despolarizacién.
Asimismo, 1la hiperpolarizacién de 1la membrana induce una
disminucién retardada de 1la resistencia de membrana. La
contraccién muscular, esto es la eferencia del sistema, es
graduada y funcién del grado de despeolarizacidén alcanzado por la
fibra muscular. De este modo, el misculo abductor constituye un
sistema excelente para el estudio de la integracidén sindptica en
cuanto que la aferencia de informacién, constituida por las
escasas aferencias sindpticas, es experimentalmente controlable;
en cuanto gque las propiedades intrinsecas de membrana, esto es,
la actividad eléctrica de su membrana y los canales idénicos
responsables de ella, son experimentalmente determinables, dada
la relativa simplicidad de aquélla y el escaso numerc de éstos;
y en cuanto que la sehal eferente y la eferencia del sistema, es
decir, el influjo de Ca* y 1la contraccién muscular,
respectivamente, son cognoscibles y facilmente determinables.

Asi, si como ha quedado expuesto, el SN se caracteriza



funcionalmente por 1la integracién de informacién aferente vy
elaboracién de respuestas eferentes, a diferencia de lo que
ocurre en vertebrados, las fibras musculares del misculo abductor
no se comportan como meras células efectoras sino que, actuando
como verdaderos elementos del SN, esto es comoc verdaderas
neuronas, son capaces de "pensar", en tanto que ellas mismas son.
responsables de la integracién de informacién procedente de
distintas aferencias sindpticas y, de acuerdo a su propiedades
intrinsecas de membrana reflejadas en su actividad eléctrica,
ellas mismas elaboran una respuesta eferente que conduce a su
propia contraccién muscular.

Este sistema cumple, por tanto, las condiciones ideales
buscadas en un sistema simple, para poder inferir leyes generales
a partir de él. Ademds, este sistema es especialmente atractivo,
pues dentro de su simplicidad reproduce de manera andloga los

procesos de integracién neuronal de sistemas complejos.



I.2. INTRODUCCION AL PREPARADO EXPERIMENTAL

Las extremidades tordcicas, o pereidpodos,-de los crustdceos
decdpodos estdn divididas en 6 segmentos que, de parte proximal
a distal, reciben el nombre de protopodito, isquiopodito,
meropodito, carpopodito, propodito y dactilopodito.

El propodito aloja los dos musculos responsables de la
apertura y cierre de la pinza, a saber, el misculo abductor en
posicién dorsal y el misculo aductor en posicién ventral.

El sistema neuromuscular del misculo abductor de la pinza
de la primera pata marchadora del cangrejo de rio (en adelante,
misculo abductor harad referencia a este miisculo) estd constituido
por un conjunto de fibras musculares gue reciben inervacién
eferente excitadora e inhibidora proveniente de 1la cadena
ganglionar del Sistema Nervioso Central.

2.Y. AFERENCIAS Y SINAPSIS
IA. Caracteristicas Morfoldégicas

Como ha quedado dicho, las fibras nmusculares . de
invertebrados pueden recibir inervacién miltiple de axones
procedentes de distintas neuronas, tanto motoneuronas como
neuronas inhibidoras. Las fibras del misculo abductor reciben
aferencias motoras a través de un Unico axén excitador. Por
tanto, los potenciales excitadores postsindpticos (PEPS)
generados en la fibra muscular son de caracter unitario,
entendiéndose por tal aquellos potenciales postsindpticos
generados por un unico axén. Paralelamente, un 1iinico axén
inhibidor inerva las fibras musculares generando potenciales
inhibidores postsinapticos (PIPS) unitarios.

El axén excitador tiene su origen en una motoneurona situada



en el hemiganglio ipsilateral del 2° ganglio tordcico y discurre
a lo largo de la pata inmerso en el nervio periférico. En el
propodito, emite sucesivas colaterales que, siguiendo un patrén
en forma de Y respecto al eje proximal-distal, da lugar a ramas
secundarias, terciarias, etc. Estas finalizan en numerosos
botones terminales presindpticos (entre 40 y 50) (Bittner y
Swell, 1976) distribuidos sobre las fibras musculares a lo largo
de toda su longitud, inervando asi a modo de rosario la fibra
muscular en su conjunto.

Por su parte, el axén inhibidor discufre paralelamente al
axdn excitador y de manera semejante emite sucesivas colaterales
que finalizan en una serie de botones terminales que forman
sinapsis inhibidoras sobre la fibra muscular adyacentes a las
sinapsis excitadoras. Previamente, cada una de las colaterales
da lugar a una nueva colateral que forma sinapsis inhibidora con
la terminal presinaptica excitadora a escasas micras del lugar
de liberacioén del neurotransmisor excitador (Atwood y Morin,
1970; Jahromi y Atwood, 1974). Ambas sinapsis constituyen la base
morfolégica de 1la inhibicién postsindptica y presindptica,
respectivamente, presentés en este sistema neuromuscular (Dudel
y Kuffler, 1961b; Dudel, 1965a,b; Takeuchi y Takeuchi, 1966a,b).
La morfologia ultraestructural de estas sinapsis, tanto la
excitadora como las inhibidoras, es muy semejante a la descrita
para muchas de las sinapsis del Sistema Nervioso Central de
vertebrados y de invertebrados (Peters et al., 1970:; Atwood,
1982; Keller y White, 1987).

IB. Caracteristicas Fisiologicas

El axén excitador del musculo abductor es de cardacter



ténico, esto es, conduce potenciales de accién a baja frecuencia
durante largos periodos de tiempo, en contraposicién a aquellos
axones fdsicos que permaneciendo usualmente silentes,
eventualmente conducen potenciales de accién a alta frecuencia
(Govind y Atwood, 1982).

Por otra parte, el control inhibidor se muestra mas intenso
en aquellas fibras musculares que presentan caracteristicas mas
ténicas. Si bien el papel funcional de esta organizacién
diferenciada de la inhibicién es desconocido, se ha especulado
con la posibilidad de que se permitiese asi aumentar la velocidad
de respuesta del misculo cuando ambas entradas sindpticas,
excitadora e inhibidora, estidn simultédneamente activadas (Bush,
1962; Atwood y Bittner, 1971; Govind y Atwood, 1982).

El neurotransmisor utilizado por el axén excitador es Glu
(Takeuchi y Takeuchi, 1964; Onodera y Takeuchi, 1975; Kawagoe et
al., 1981). Este, tras su unién a receptores especificos de la
membrana postsindptica provoca la apertura de un canal de
membrana catidénico que aumenta la permeabilidad de la membrana
postsindptica a Na*', y posiblemente Ca*, provocando la
despolarizacidn transitoria de la membrana postsindptica en forma
de potenciales excitadores postsindpticos (PEPS), cuyo potencial
de inversién se sitida en torno a 20 mV (Takeuchi y Takeuchi,
1964; Dudel, 1974; Onodera y Takeuchi, 1975). Las respuestas del
misculo abductor a la aplicacién de Glu presentan una acusada
desensibilizacién del complejo canal-receptor de dcido glutamico,
del cual se han distinguido cuatro tipos diferenciados segun su
velocidad de desensibilizacién (Takeuchi y Takeuchi, 1964;

Gershenfeld, 1973; Dudel et al., 1990).



Por otra parte, tanto la inhibicién presindptica como
postsindptica estidan mediadas por GABA (Boistel y Fatt, 1958;
Takeuchi y Takeuchi, 1965; Takeuchi y Takeuchi, 1966a,b). La
unién de este neurotransmisor a receptores postsindpticos
especificos, tanto de la membrana muscular como de la terminal
presindptica excitadora, provoca la generacién de potenciales
inhibidores postsindpticos (PIPS) como consecuencia de 1la
apertura de un canal especifico anidnico y el consiguiente
incremento de la permeabilidad a los iones Cl- (Boistel y Fatt,
1958; Dudel, 1965a,b; Takeuchi y Takeuchi, 1966a,b). El1 potencial
de inversién de los PIPS, asociado al potencial de equilibrio de
Cl-, estd préximo al potencial de membrana en reposo (Vr) de la
fibra muscular, es decir entre -50 y -80 mV (Boistel y Fatt,
1958). El complejo canal-receptor de GABA del misculo abductor
y el de la terminal presinédptica excitadora pertenecen a dos de
los cuatro tipos diferentes de complejos canal-receptor de GABA
que, en funcién del grado de desensibilizacién y de 1la
sensibilidad al dcido B-guanidinopropidénico, han sido descritos
en crustdceos (véase Atwood, 1982). Asi, aun cuando ambos
presentan escasa desensibilizacién (Dudel y Hatt, 1976), éste es
sensible al Acido BR-guanidinopropiénico en tanto que aguél no lo
es (Gershenfeld{ 1973; Atwood, 1982). Ambos presentan, ademds,
una estrecha similitud con el canal de GABA tipo A descrito en
vertebrados (véase Hille, 1992).

Tanto la sinapsis excitadora como inhibidora presentan
propiedades relevantes, tales como la sumacién y la facilitacidn
temporales. En tanto que agquélla es consecuencia de 1las

caracteristicas eléctricaslpasivas de la membrana postsindptica,
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el mecanismo subyacente a ésta permanece alin controvertido.
2.IT. FIBRA MUSCULAR
ITA. Caracteristicas morfoldgicas
Las fibras musculares son plurinucleadas y resultan de 1la
fusién de varios mioblastos. Su tamano varia entre 0.1 y 1 mm de
longitud y 40 y 500 um de didmetro dependiendo de su posicién en
el misculo y de la edad y tamafio del individuo (Bittner, 1989).
El citoplasma de las fibras musculares de crustdceos estéd
rodeado por un sarcolema compuesto por una membrana plasmatica
compleja y por fibras de coldgeno. La superficie de la fibra
muscular estd frecuentemente interrumpida por profundas y largas
invaginaciones transversales y longitudinales de la membrana
plasmatica, que, a su vez, pueden estar interrumpidas por
sucesivas invaginaciones de menor tamafio, de tal suerte que todo
el citoplasma de la fibra muscular se halla préximo al espacio
extracelular (Brandt et al., 1965; Chapple, 1982). Asimismo, a
partir de la membrana plasmatica y de sus invaginaciones, surgen
unos sistemas de tibulos denominados Sistemas de Tuabulos T o
Transversos (STT) que dirigiéndose bien hacia la banda H en el
centro del sarcémero, bien hacia la parte lateral de la banda A,
hacen contacto a este nivel con el reticuloc sarcoplasmico a
través de estructuras discontinuas electrén—-densas, formando asi
diadas o triadas caracteristicas (Franzini-Armstrong, 1973;
Chapple, 1982; Franzini-Armstrong et al., 1986).
ITB. Caracteristicas fisiologicas
Desde un punto de vista funcional y atendiendo a 1las
propiedades eléctricas de membrana, la 1longitud de los

sarcémeros, la velocidad de desarrollo de tensién isométrica y
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la tensidén mdxima desarrollada, las fibras musculares de
crustaceos han sido clasificadas en: a) fibras musculares
fdsicas, generadoras de potenciales de accién "todo o nada" o
respuestas graduadas de gran amplitud, sarcémeros cortos (<4 um),
rapido desarrollo de tensién isométrica y baja tensién mdxima:;
b) fibras musculares ténicas, que no producen potenciales de
accién "todo o nada"™ sino respuestas graduadas de baja amplitud,
gue poseen largos sarcémeros (>6 um) Yy que Ppresentan un
desarrollo de tensién isométrica lento y una alta tensién méxima;
c) fibras musculares intermedias, cuyas caracteristicas son
intermedias de aquéllas que presentan a) y b) {(Atwood, 1973;
Govind y Atwood, 1982). Aun cuando ciertos misculos poseen fibras
musculares con caracteristicas uniformes, es comin que aguéllos
posean fibras musculares de diversos tipos (Govind y Atwood,
1982).

Las fibras musculares del misculo abductor se catalogan como
fibras musculares ténicas o intermedias. Asi, no generan
potenciales de accién "todo o nada", sino que presentan
despolarizaciones graduadas dependiendo de 1la intensidad de
estimulacién (véase Govind y Atwood, 1982). Producen ademas
contracciones lentas y mantenidas gque son funcién monoténica
creciente del grado de despolarizacidén generado por 1los PEPS
(orkand, 1962; Bittner, 1968; Bittner, 1989).

2.ITI. ANATOMIA

Cada uno de los dos hemiganglios del 2° ganglio toréacico
emite ipsilateralmente tres raices nerviosas secundarias y una
raiz nerviosa principal. Esta 1ultima se prolonga en un gran

nervio periférico por donde discurren la totalidad de fibras
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nerviosas, tanto aferentes como eferentes, que inervan la primera
pata marchadora. La organizacién topoldégica de los axones dentro
del nervio es extraordinariamente precisa, formando haces
nerviosos definidos que incluyen el conjunto de axones motores
inervantes del mismo misculo, el conjunto de axones motores
inervantes de misculos agonistas, y el conjunto de axones
inhibidores de misculos antagonistas. Asi, los axones excitador
e inhibidor que inervan cada fibra muscular corren por haces
nerviosos distintos. Ello facilita el aislamiento, identificacidén
y estimulacién independiente de los axones excitador e inhibidor
del misculoc abductor. El nervio periférico, gque discurre
emitiendo numerosas ramas en cada uno de los segmentos, se situa
ventralmente en el meropodito y asciende a niveles mediales en
el propodito, donde corre a través del conjuntivo que separa los
misculos abductor y aductor.

El misculo abductor, de menor tamano que el misculo aductor,

ocupa una posicién dorsal en el propodito.
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I.3. OBJETIVOS

Los canales idénicos de membrana voltaje-dependientes
constituyen un elemento determinante de las propiedades
intrinsecas de membrana. Asi, el andlisis de éstas como elemento
fundamental en la integracién de informacién requiere el
conocimiento y caracterizacién de los canales idnicos, y en
particular de aquéllos responsables de las corrientes activadas
por despolarizacién gue median los potenciales de accién de la
c¢élula postsindptica. Por tanto, el primer objetivo es:

1. CARACTERIZACION ELECTROFISIOLOGICA DE LOS CANALES
VOLTAJE-DEPENDIENTES ACTIVADOS POR DESPOLARIZACION PRESENTES EN
EL MUSCULO DEL CANGREJO DE RIO.

Si bien las corrientes activadas por despolarizacién han
recibido tradicionalmentermayor atencioén en su estudio, como
responsables de la conduccién y codificacién de la informacién
neuronal, a medida gue aumenta el conocimiento sobre las
corrientes activadas por hiperpolarizacién se extiende la idea
de su relevancia en la modulacién de la informacién aferente y,
en ultimo extremo, en su contribucién a las propiedades
integradoras neuronales. Por tanto, el segundo objetivo es:

2. CARACTERIZACION ELECTROFISIOLOGICA DE ILOS CANALES
VOLTAJE-DEPENDIENTES ACTIVADOS POR HIPERPOLARIZACION PRESENTES
EN EL MUSCULO DEL CANGREJO DE RIO.

Si bien desde un punto de vista eléctrico, las interacciones
de corrientes voltaje—-dependientes son de cardcter lineal, debido
a las caracteristicas eléctricas de la membrana de las células
excitables (v. gr., su naturaleza de condensador eléctrico y su

accién como filtro pasa-bajo), tales interacciones se ven
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reflejadas en variaciones no lineales de Vm, debidas a los
cambios de conductancia que los acompafan. Puesto que, en dltimo
término, la base fisica de la informacidén a nivel neuronal reside
en Vm, interesa el conocimiento de la interaccién de las
corrientes voltaje-dependientes y su expresién en términos de Vm.
Ademds, las condiciones reales y fisioldégicas de funcionamiento

de la membrana celular son de caracter dindmico, es decir, 1la

‘actividad eléctrica de la célula excitable se corresponde con

variaciones en el tiempo de Vm. Interesa, pues, conocer cémo es
la evolucién dindmica de las corrientes de membrana y de la suma
de ellas cuando Vm estéd variando, y cémo esta evolucién dinamica
de Vm es responsable de la actividad eléctrica de la membrana
muscular. Tal conocimiento permitirda asi establecer el
significado funcional de los canales involucrados en las
corrientes voltaje-dependientes que median los potenciales de
accién de la célula postsindptica. Por tanto, el tercer objetivo
es:

3. ESTUDIO DE LA INTERACCION DE LAS CORRIENTES IONICAS
ACTIVADAS POR DESPOLARIZACION.

La metodologfa experimental gque se utilizard para la
consecucién de los dos primeros objetivos correspondera a la
establecida en la caracterizacidén electrofisioldgica de canales
voltaje-dependientes. Asi, se determinard: a) el ién o iones que
median las distintas corrientes idnicas; b) las caracteristicas
de dependencia de tiempo y de voltaje de la activacién de los
canales asi como ée su inactivacién; c¢) la capacidad de
permeacioén de iones no fisioldgicos a través de los distintos

canales; d) la sensibilidad de los canales a distintos iones no
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fisiolégicos y diferentes compuestos orgénicos. Asimismo, se
estudiardn los mecanismos de blogqueo de los canales como método
de conocimiento de sus caracteristicas biofisicas (mecanismos de
activacidén e inactivacién, mecanismos de permeacién, selectividad
iénica, etc.).

Para la consecucién del tercer objetivo se estudiardn las
respuestas en voltaje a la inyeccidn de pulsos de corriente en
condiciones control y tras Jla supresién de determinadas
corrientes voltaje-dependientes. La supresién de una corriente
se llevard a cabo mediante la adicién de bloqueantes especificos
o la supresién de los iones transportadores de la corriente. Para
establecer la dindmica de las corrientes de membrana activadas
durante el potencial de accién se procederd a la variacién
experimental de Vm, en condiciones control y tras la supresién
de determinadas corrientes voltaje-dependientes, mediante
potenciales de accién simulados que reproduzcan estrechamente la
variacién de Vm durante el potencial de accién de 1la fibra

muscular.
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IT. MATERIALES Y METODOS




Los resultados experimentales presentados estan basados en
el estudio de mias de 320 fibras musculares de la primera pata
marchadora, tanto izguierda como derecha (en proporciodn
semejante), de mds de 250 cangrejos diferentes, de uno u otro

sexo (en similar proporcién) y cuyo tamaho varié entre 3 y 8 cm.

IT.1. DISECCION

Una vez seccionada la primera pata marchadora a nivel del
isquiopodito, fue colocada en una cdmara de diseccién y bafada
constantemente en solucién fisiolégica (Van Harreveld, 1936) a
temperatura ambiente (20-23°C). E1 aislamiento del misculo
abductor y del haz nervioso que incluia el axén excitador se
realizé con material de micricirugia y se utilizé una lupa de
diseccion (Nikon, x80) y una fuente de luz fria.

El aislamiento del haz excitador del misculo abductor se
realizé en la regidén distal del meropodito. El haz excitador fue
separado del resto con la ayuda de un capilar estirado;
posteriormente, los distintos haces nerviosos fueron cortados.
La identificacién del haz asi aislado se realizé mediante su
estimulacién extracelular (tal como luego gquedaréd descrito) con
trenes de pulsos (400 a 600 ms de duracidén del tren y 40 a 80 ips
de frecuencia de los pulsos), que provocaron, en su caso, la
contraccién del musculo abductor (y dgeneralmente aquélla de
misculos agonistas) con la consiguiente apertura de la pinza. Una
similar estimulacién conjunta del resto de haces nerviosos
provocd la contraccién del musculo aductor (asi como de muisculos
agonistas en numerosos casos) y el cierre de la pinza, indicando

la presencia del axén inhibidor del musculo abductor.
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Colocada 1al regién dorsal de 1la pata hacia la parte
inferior, la parte ventral de la cuticula del propodito fue
cortada y separada del resto, dejando al descubierto el misculo
aductor. Una vez levantado éste, el misculo abductor gquedd
expuesto al exterior y accesible desde él. La parte distal de la
pata desde el carpopodito, que incluia los haces nerviosos, fue
separada del resto y trasladada a una ca&mara de perfusién
continua de 2 ml de volumen. Esta estuvo colocada sobre una mesa
pesada con un dispositivo neumdtico de amortiguacién que
posibilitaba un registro duradero impidiendo la transmisién de
las vibraciones ambientales a la preparacién.

La preparacién fue iluminada desde abajo, observéhdose por
transparencia, a través de la cutficula dorsal, las fibras
musculares, que fueron penetradas con dos micropipetas movidas
por. sendos micromanipuladores (Zeiss-Jena).

Los experimentos se realizaron a la temperatura ambiente

(20-23°C).

IT.2. ESTIMULACION AFERENTE

La estimulacién del haz excitador e inhibidor se realizé
independientemente mediante sendos electfodos de succién
conectados a través de sendas unidades aisladas de estimulacién
(Isclation Unit MOD-100) a un doble generador de pulsos digital
(Cibertec-Stimulator €S 220). Los pardmetros de estimulacién
variaron en cada caso pero se mantuvieron entre los siguientes
limites:
- Frecuencia del pulso: 5-200 ips.

- Duracién del pulso: 30-300 us.
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- Intensidad del pulso: 10-100 mA.
La estimulacién se realizé de manera continua o por trenes

de pulsos.

IT.3. MICROELECTRODOS

Para el registro y estimulacién intracelular de la fibra
muscular se utilizaron micropipetas constituidas por capilares
de vidrio llenos de soclucién salina con un electrodo en su
interior. Se emplearon capilares de 2 y 1.16 mm de didmetros
externo e interno, respectivamente, con fibra de vidrio en su
interior (A-M Systems, Inc.) y fueron estirados con un estirador
(Brown-Flaming Micropipette Puller, Model P-80, Sutter
Instruments Co.). Para satisfacer las condiciones necesarias para
un 6ptimo registro y estimulacién intracelular (muy baja
resistencia y capacidad de los electrodos, que permitiesen el
flujo instantdneo de grandes cantidades de corriente y evitasen
la aparicién de oscilaciones en la fijacién de voltaje) el
didametro de la punta fue de 2-3 um y la longitud de la regién
estirada menor de 5 mm. La solucién salina generalmente utilizada
para su llenado fue KCl 1 M. Ocasionalmente, se utilizé en su
lugar acetato potdsico 3 M, especialmente en aquellos
experimentos que incluian el andlisis de PIPS, CIPS o respuestas
a GABA, con el fin de evitar posibles alteraciones de {Cl17],. La
forma vy 1llenado de 1las micropipetas fue controlada bajo
microscopio (Nikon, x400). El electrodo interior fue de Ag-AgCl.
Los electrodos asi obtenidos presentaron una impedancia de entre
0.5 y 5 MO y un comportamiento &éhmico. Como electrodo de

referencia se empleé un electrodo indiferente de Ag-AgCl de baja
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resistencia, en comunicacién con la solucién de perfusién a
través de un puente salino con agar (KCl 1 M; Agar 2%).

Para reducir la capacidad del condensador producido por la
proximidad de ambas micropipetas se procedié al blindaje de uno
de los electrodos; asi, el electrodo utilizado como registrador
de voltaje (electrodo de voltaje) fue cubierto hasta
aproximadamente 1 mm de su extremo con pintura de plata
conductora, que fue conectada a tierra a través del electrodo
indiferente. Sobre ella, y para evitar su contacto con el liquido
de perfusién y 1la consiguiente aparicién de corrientes
indeseables en el bafio de registro, se extendidé una capa de

esmalte aislante.

-II.4. REGISTRO INTRACELULAR

El empalamiento unicelular con dos microelectrodos permitié
tanto el registro del voltaje de membrana (técnica de fijacién
de corriente) como el registro de las corrientes idnicas de
membrana (técnica de fijacién de voltaje con dos electrodos).
Para elloc se utilizé wun amplificador Axoclamp-2A (Axon
Instruments, Inc.). Se utilizaron dos puntas de prueba, cuyas
respectivas impedancias de entrada fueron 10 y 10 Q, para los
electrodos de voltaje y corriente, respectivamente. La baja
impedancia del preamplificador para el electrodo de corriente
hizo posible la inyeccién de altas intensidades de corriente
{hasta 10 pA). Los estimulos de corriente y voltaje y las
correspondientes respuestas de voltaje y corriente de membrana
en condiciones de fijacién de corriente o voltaje,

respectivamente, fueron continuamente supervisados en un
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osciloscopio analégico con persistencia (Tektronix D13) vy
almacenados en un grabador de cinta de FM (0-1250 Hz bandwidht;
Hewlett-Packard, Modelo 3964a). Asimismo, de forma simulténea
generalmente, y ocasionalmente a partir del grabador de cinta,
los registros fueron almacenados en un ordenador personal (PC/AT,
IBM). El almacenamiento de los registros en el ordenador implica
tres procesos sucesivos:

a) La amplificacién o atenuacién de la senal, ajustando su
amplitud para gque, sin exceder al rango del nivel de entrada del
ordenador, sea al menos el 20% de este rango.

b) La digitalizacién o muestreo de la sefial, que consiste
en la toma de valores de la sefial original a intervalos fijos de
tiempo definidos por la inversa de la frecuencia de muestreo.
Para que un proceso digital (es decir, discontinuc segin valores
discretos de tiempo) reproduzca el proceso analégico original (es
decir, continuo en el tiempo), se debe verificar el "Criterio de
Nyquist", segin el cual la frecuencia de muestreo de 1la
digitalizacién debe ser superior al doble de la frecuencia maxima
del proceso analdégico original. Asimismo, para que aguél sea
visualmente identificable con éste, aguélla frecuencia de
muestreo debe ser cinco veces superior a ésta. Seguin ello, la
frecuencia de muestreo utilizada para la digitalizacidén de los
registros no fue nunca inferior a i KHz, y la frecuencia maxima
utilizada fue de 0.5 MHz., pudiéndose asi analizar todos aquellos
fenémenos cuya dinamica fue superior a 2 us.

c) El1 almacenamientc propiamente dicho, para lo cual se
empleé el programa de ordenador "“Clampex", perteneciente al

conjunto de programas "Pclamp" (versién 5.0; Axon Instruments,
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Inc.).

La amplificacién o atenuacién de 1la senal y su
digitalizacioén se realizd mediante un conversor analégico-digital
fabricado por J.M. Ibarz, ingeniero del Depto. de Investigacidn
del Hospital "Ramén y Cajal" de Madrid, que utiliza una tarjeta
de conversidon Lab Master TM-40 (Scientific Solutions Inc.).

El programa "Clampex" fue asimismo utilizado para 1la
generacién de pulsos de veoltaje que, tras su transformacidn
digital-analégica por el citado conversor analégico-digital,
fueron introducidos en el amplificador y sirvieron como estimulos
de corriente o voltaje intracelulares.

En ocasiones, bien fuese previamente a su almacenamiento o
en su posterior procesamiento, los registros fueron filtrados con
frecuencias de corte nunca inferiores a 1 KHz, utilizandose un
filtro activo (Ithaco, Modelo 4212), de forma que la dinamica de
los fendmenos estudiados no fuese distorsionada (véase més
arriba).

4.1. FIJACION DE CORRIENTE CON DOS ELECTRODOS.

Desde un punto de vista eléctrico, las membranas biolégicas
pueden ser consideradas como un conjunto de resistencias vy
condensadores en paralelo que forman un circuito eléctrico que
comunica el espacio intra y extracelular (Hodgkin y Huxley,
1952d).

Como ha gquedado dicho, el registro de Vm se realiza
clasicamente mediante la técnica de fijacién de corriente. Esta
se basa en el empalamiento celular con un microelectrodo gue
registra la diferencia de potencial existente entre &1 y un

electrodo de referencia localizado en el bafio de registro, o lo
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que es lo mismo, entre el interior y el exterior celular,
respectivamente. La metodologia de estudio se fundamenta en el
analisis de 1las variaciones de potencial producidas por
diferentes estimulos como la activacién de aferencias sindpticas,
la aplicacién de substancias neuroactivas y, fundamentalmente,
la inyeccidén de corriente intracelular. Esta ultima provoca el
flujo local de corriente a través de la membrana en forma de
corriente iénica y capacitiva que se extiende radialmente a 1lo
largo de la membrana, decreciendo su amplitud exponencialmente
con la distancia {véase mds abajo). La penetracién de la misma
célula con un segundo micrcocelectrodo presenta notables ventajas
experimentales. Asi, el registro simultdneo de Vm en diferentes
lugares de la célula permite el conocimiento preciso de las
caracteristicas pasivas de la membrana celular (resistencia de
entrada y constantes de espacico y tiempo) y de 1la difusién
electroténica de 1los potenciales de membrana, hecho éste
extraordinariamente relevante en el estudio de los potenciales
sindpticos. La posibilidad de efectuar inyecciones de corriente
intracelular a través de un microelectrodo diferente al utilizado
para el registro de Vm representa una ventaja afhadida, pues evita
que pequenas variaciones de la resistencia del microelectrodo de
registro durante la inyeccién de corriente a su través conlleven
a una falsa medida de Vm, de la resistencia de entrada y de la
constante de tiempo de la membrana.
4.1I. FIJACION DE VOLTAJE CON DOS ELECTRODOS

Frente a la técnica de fijacién de corriente, que registra

las variaciones de Vm y utiliza generalmente la inyeccién de

corriente como estimulo, la técnica de fijacién de voltaje
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Ilustracién introductoria. Representacidén esquematica de la
preparacién neuromuscular del misculo abductor del cangrejo de
rio. Se indican 1las aferencias excitadora e inhibidoras
(terminales vacios y llenos, respectivamente). A, amplificador;
AR, amplificador de retroalimentacidn; Vm, potencial de membrana:
Vi, potencial impuesto; Im, corriente de membrana.
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pretende el andlisis de la corriente iénica de membrana mediante
el control de Vm, manteniéndolo fijo en los valores deseados.

La Ilustracién introductoria muestra una representacién
esquemdtica de la‘ técnica de fijacién de voltaje con dos
electrodos. El electrodo intracelular (denominado de voltaje) que
registra Vm estd conectado a un amplificador de retroalimentacidén
de alta frecuencia de respuesta capaz de comparar el potencial
registrado de 1la membrana c¢on aquél impuesto por el
experimentador. Las diferencias encontradas entre ambos voltajes
son inyectadas intracelularmente por el amplificador en forma de
corriente a través de un segundo electrodo (denominado de
corriente), de esta manera se establece un circuito de
retroalimentacién negativa en el cual las corrientes inyectadas
tienen el valor y signo adecuado para reducir las diferencias
existentes entre los voltajes comparados, es decir para impedir
la variacién espontdnea de Vm. La determinacién de la magnitud
de la corriente de inyeccién permite conocer la magnitud de la
corriente que fluye a través de la membrana, puesto que aquélla
es igual y de signo contrario a ésta.

La aparicién de una variacién en el voltaje de membrana
implica un flujo de corriente capacitiva (Ic) en 1los
condensadores y transmembrana (Ii) a través de las resistencias
de membrana, de manera tal que la corriente total de membrana es
la suma de las corrientes capacitivas y transmembrana. Ic se
define como

Ic = C (dv/dt}
donde C es la capacidad del condensador (esto es, una constante

definida por sus caracteristicas fisicas de coeficiente
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dieléctrico, longitud y superficie), y dv/dt es la derivada del
voltaje en funcidn del tiempo. Asi, en la medida que dV/dt tiende
a cero, Ic también tiende a cero, y, por tanto, la corriente
total es igual a Ii, quedando asi aisladas las corrientes ionicas
transmembrana objeto de nuestro interés.
4.1I1IY. CONDICIONES DE REGISTRO o CRITERIOS DE BONDAD DE REGISTRO

Dos son las principales limitaciones técnicas vy
experimentales gue condicionan el registro idéneoc del voltaje y-
de la corriente idénica de membrana, a saber, las condiciones de
fijacién de voltaje y corriente temporales y espaciales. Si bien
tales condiciones son importantes en los registros obtenidos
mediante fijacién de corriente, ellos son extremadamente
relevantes en condiciones de fijacién de voltaje. Puesto que en
ambos casos la naturaleza de los condicionantes es idéntica,
haremos referencia a ellos exclusivamente en condiciones de
fijacién de voltaje, donde resultan decisivos, haciendo notar que
los problemas y soluciones discutidos son vdlidos para los
registros en condiciones de fijacién de corriente.

IIIA. Fijacion Temporal de Vm

La aplicacién de un pulso de voltaje a la membrana provoca
una variacién de vm, y durante el tiempo que tarde Vm en pasar
de su valor inicial al final, Ic serd distinta de cero y se
sumard a Ii. Asfi, sélo quedaran las corrientes transmembrana cuya
cinética sea mds lenta que el tiempo consumido en las variaciones
de wvoltaje. Por tanto, es condicién indispensable para 1la
obtencitén de registros de corriente transmembrana iddéneos que la
velocidad de variacién del voltaje de membrana sea superior a la

cinética de las corrientes transmembrana objeto de estudio. Las
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caracteristicas de los microelectrodos utilizados (forma vy
resistencia) y el blindaje empleado permitid que el tiempo mdximo
necesario para alcanzar el voltaje deseado fuese menor de 0.5 ms
Y gue no existiesen variaciones de voltaje indeseadas (como
consecuencia, por ejemplo, de 1la aparicién de corrientes
capacitivas entre ambos electrodos que provocasen variaciones en
el voltaje fijado). Estos dos fueron los criterios sequidos para
considerar que la fijacién de voltaje temporal fue aceptablemente
adecuada.
ITIB. Fijacidén espacial de Vm

La amplitud de una variacidén de voltaje en un punto
determinado de la membrana celular (x,) es funcién decreciente de
la distancia de acuerdo a la ecuacién:

vm,, = Vo e™/*

donde Vm.,, es la amplitud de Vm en funcién de la distancia x
alrededor de x,, Vo es la amplitud de Vm en x, vy A es un
parametro denominado constante de espacio, definido por la raiz
cuadrada del cociente entre la resistencia de membrana y 1la
resistencia citoplasmiatica. De la anterior ecuacién se puede
deducir que A representa la distancia entre x, y el punto en el
cual Vm ha decrecido un 63% respecto a Vo. Asi pues, en
condiciones de fijacién de voltaje con dos electrodos sélo se
tendrd un buen control del potencial de toda la membrana celular
si la célula es suficientemente pequena o si A es suficientemente
grande. En general, las medidas de corrientes generadas 0.1 veces
A mds alld del punto de fijacién de voltaje estan sujetas a
errores significativos.

La constante de espacio de las fibras musculares de
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crustdceos en general, y en particular del misculo abductor
(Bittner, 1989), es muy superior a la longitud de éstas. En
efecto, el valor de A varia entre 1 y 3 mm {Dudel y Kuffler,
196la; Orkand, 1962; Bittner, 1968). Ademas, con el fin de
verificar unas condiciones iddéneas de control de Vvm a lo largo
de toda la fibra muscular, se escogieron para su estudio agquellos
individuos cuyo tamano fue menor de 8 cm y aquellas de sus fibras
musculares cuya longitud fue menor de 400 um. Asi, considerando
la longitud de la fibras musculares utilizadas y su constante de
espacio, sSe puede esperar gque, habiéndose satisfecho las
condiciones necesarias para obtener una fijacidén de voltaje
espacial idéneo, la fijacién de voltaje a lo largo de toda la
fibra muscular fue aceptablemente homogénea.

Mas alld de estas consideraciones tedricas, dos son los
criterios seguidos para la comprobacién experimental de la bondad
y homogeneidad de la fijacién espacial de voltaje, a saber, el
control efectivo de las corrientes de entrada activadas por
despolarizacién, manifestado en la obtencién de corrientes cuya
amplitud vy <cinética de activacidén crecen y decrecen
respectivamente con el incremento de la despolarizacién, y la
ausencia de oscilaciones posteriores a la generacidn de aquellas
corrientes. En efecto, la presencia de tales oscilaciones y/0 la
aparicién de corrientes de entrada activadas por despolarizacién
gue presentan una activacién répida pero con un considerable
retraso respecto a la despolarizacidén, retardo que decrece con
la despolarizacién sin ser acompahado de variaciones en la
cinética de activacién, y cuya amplitud no es funcién creciente

del voltaje sino que es mdxima a partir de una despolarizacién
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umbral, indican que la condiciones de fijacién de voltaje no son
adecuadas (Mounier y Vassort, 1975b).

Aquellos fibras (en nuimerc menor del 20%) gue no cumplieron
los criterios considerados sobre la bondad de la fijacién Qe

voltaje, tanto espacial como temporal, no fueron consideradas.

IT.5. SOLUCIONES DE PERFUSION

Con el fin de caracterizar las corrientes de membrana y los
canales de membrana responsables de ellas, se traté de elucidar
la naturaleza 1idénica de las corrientes de membrana, la
susceptibilidad de distintos iones para permear a través de los
canales de membrana y la susceptibilidad de éstos para ser
bloqueados por distintos iones o moléculas orgédnicas. Para ello
se procedié a la perfusién extracelular con distintas soluciones
obtenidas por modificacién (equimolar, salvo indicacién
contraria) de una solucién fisioldégica, denominada Solucidn
Normal. Esta resulté de la modificacién de aquélla descrita por
Van Harreveld (1936). La composicién de las distintas soluciones
fue (en concentracién mMj):
Solucién Normal: NaCl, 210; KC1l, 5$.4; CaCl,, 13.5; MgCl,, 2.6;
tampén TRIS, 10; pH = 7.2 ajustado con HCl.
Solucién sin Na*' extracelular (0 mM Na*'): NaCl fue intercambiado
por LiCl, cloruro de colina o Tris valorado con HCl.

Solucién de n-veces [K']l,__normal: KCl fue anadido sin

compensacién de osmolaridad o bien reemplazando a NaCl (o el

respectivo substituyente en solucidén 0 mM Na').

Solucién sin Ca* extracelulayxy (0 mM Ca?'): CaCl, fue substituido
por MgcCl,.
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Solucién sin Ca®* extracelular y con EGTA extracelular (EGTA):

solucion idéntica a la anterior a la cual se afiadié EGTA (5 mM)
sin compensacién de la osmolaridad.

Solucién sin Cl- extracelular (0 mM Cl-): todas las sales de
cloruro fueron reemplazadas por las correspondientes sales de
metanosulfonato.

Solucién con TEA extracelular (TEA): Cloruro de tetraetilamonio
(TEA) (100 mM) fue ahadido reemplazando a NaCl (o al respectivo
substituyente en solucién 0 mM Na*).

Solucidén con cationes monovalentes no fisioldégicos {X'): sales de
cloruro de éstos fueron afadidos reemplazando a NaCl (o al
respectivo substituyente en solucién 0 mM Na‘).

Solucién con cationes divalentes no fisioldgicos (¥**}: sales de
cloruro de éstos fueron anadidos reemplazandoc a CaCl, (o a MgCl,

en solucién 0 mM Ca?®*').

II.6. APLICACION LOCALIZADA EXTRACELULAR

Por otra parte, se utilizé el sistema de pulsos de presidn
de aire (Picospritzer II, General Valve Corporation) para la
aplicacién extracelular de diferentes scluciones iénicas vy
substancias neurocactivas. Para ello, se fabricé una micropipeta
(a partir de un capilar de vidrio con el estirador arriba citado)
que, una vez llena con la solucidén deseada, se localizé préxima
a la fibra muscular registrada mediante el wuso de un

micromanipulador.

II.7. INYECCION INTRACELULAR

En determinados experimentos, el electrodo de corriente fue
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substituido, tras un registro control, por un nuevo electrodo
lleno con EGTA 0.7 M neutralizado con KOH (pH = 7.2}, con BAPTA
160 mM neutralizado con KOH (pH = 7.2) o/y con TEA 1 M. Estas
substancias fueron ionoforéticamente inyectadas intracelularmente
con pulsos de corriente negativa (para aguéllas) y positiva (para

ésta) de 100 nA y 500 ms de duracién, durante 15 min.

IT.8. PROCESAMIENTO DE RESULTADOS

"Clampfit" y "Clampan" fueron los programas, pertenecientes
al arriba citado conjunto de programas "pClamp", gque se
utilizaron para la presentacién grafica y el andlisis de los
registros. Los programas de ordenador "Sigmaplot" (versiones 3.1
y 5.0; Jandel Scientific) y "Minsg" (versién 2.3; MicroMath Inc.)
se utilizaron para la representacién en grdficas cartesianas y
el tratamiento estadistico de los resultados obtenidos de los
andlisis.

8.1. SUBSTRACCION DE CORRIENTES LINEALES

Para el aislamiento de las corrientes dependientes de
voltaje se procedid a la substraccién de las corrientes lineales,
a saber, las corrientes capacitivas y la corriente de pérdida
(sobre la linearidad de ésta \dltima, véase capitulo III.2). Para
ello se procedié de la siguiente manera: inmediatamente antes de
la aplicacién de cada serie de pulsos del protocolo de test, se
aplicaron 15 series idénticas entre si y semejantes a agquélla
pero cuya amplitud fue 15 veces menor, de manera gue no activaron
ninguna conductancia dependiente de voltaje; el ordenador
personal efectué la suma de las corrientes obtenidas por cada una

de las series y su substraccién de la corriente total generada
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por la serie del protocolo de test.
8.1II. AJUSTES EXPONENCIALES

Salve indicacién expresa contraria, para la determinacién
de las constantes de tiempo de las corrientes dependientes de
voltaje se procedié al ajuste a ellas de curvas exponenciales
utilizande para ello el programa de ordenador Clampfit. Las
curvas exponenciales de ajuste pudieron presentar varios
términos, siendo la curva exponencial general de la forma:

y = K + 4, exp(-t/7,) + A, exp(-t/7,) + ...
donde K es el valor de y en el tiempo 0, A, es la amplitud de 1la
exponencial y 7, es su constante de tiempo. El procedimiento de
ajuste utilizé algoritmos que minimizaron de modo iterativo la
suma de los cuadrados de las diferencias entre los puntos de la
curva experimental y los de la curva de ajuste. El proceso se
interrumpié cuando la variacién de la constante de tiempo entre
dos iteraciones sucesivas fue menor de 10 partes por millén.
8.1IT1. ESTADISTICA

Los valores experimentales se ajustaron a ecuaciones
siguiendo el algoritmo de Marquardt-Levenberg que determindé los
pardmetros gque minimizaban 1la suma de cuadrados de 1las
diferencias entre la variable dependiente de la ecuacién y la del
valor experimental. La bondad de este ajuste se cuantificé a
partir del coeficiente de determinacién, habiéndose utilizado el
simbolo r para representarlo.

Se ha expresado la media y el error estandar de los datos,
ya sean éstos valores experimentales o pardmetros de ajuste.

Salvo indicacién expresa contraria, para la comparacién de

medias de valores experimentales o de pardmetros de ajuste se
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utilizé el test t de Student, estableciéndose que las diferencias
son significativas, muy significativas o altamente significativas
segin el parametro t encontrado sea mayor que el tedérico con una
p<0.1, p<0.050p < 0.01, respectivamente. En caso contrario,

se considerd que no existian diferencias significativas.
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ITIT. RESULTADOS



I¥I.1. ACTIVIDAD ELECTRICA: POTENCIAL

Y CORRIENTES TOTALES DE MEMBRANA

1.I. RESUMEN
El potencial de membrana en reposo medio de las fibras
musculares es —-64.8 * 5.8 mV y su resistencia de entrada en Vr
es 0.24 * 0.17 MO (n = 31).

La estimulacién aferente excitadora provoca una
despolarizacién postsindptica, funcion creciente de la frecuencia
de estimulacién, gque a partir de un nivel umbral genera
potenciales de accién graduados dependientes de la frecuencia de
estimulacién.

La inyeccién de pulsos de corriente despolarizante provoca,
a partir de un nivel umbral, potenciales de accién graduados que
se asemejan a los generados por estimulacién sindptica.

la presencia de una Rectificacién Anémala o de Entrada es
puesta de manifiesto por la aplicacién de pulsos de corriente
hiperpolarizante.

Las corrientes de membrana subyacentes a esta actividad
eléctrica de las fibras musculares consisten en:

a) una corriente instanté&nea que es funcién lineal de Vm, que
denominamos I,.

b) una corriénte de entrada sensible a la hiperpolarizacién, que
liamamos I,,.

c) tres corrientes sensibles a la despolarizacién: una inicial
de entrada, de rédpida activacién y transitoria (que denominamos
I..); una inicial de salida, de rdpida activacién y también

transitoria (que llamamos I,..,); una de salida, retrasada
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respecto a aguéllas y de mas lenta activacién y sostenida (que
denominamos I,).

El patrén de actividad eléctrica y de las corrientes de
membrana fueron substancialmente idénticos en todas las fibras
musculares analizadas, independientemente de su localizacién,
tamafio y pertenencia a la pata derecha o izquierda, y del sexo,
edad y tamano de los cangrejos utilizados.

1.IT. INTRODUCCION.

La actividad eléctrica de las células excitables,
considerada como la capacidad para presentar variaciones de su
potencial de membrana, estd determinada por la variacién de la
permeabilidad idénica de membrana mediada por la activacién de
conductancias quimio-dependientes y/o voltaje-dependientes. Asi,
la presencia selectiva de diferentes conductancias de membrana
en las diferentes células excitables es un factor esencial y
determinante de las distintas actividades eléctricas que ellas
presentan. La actividad eléctrica puede ser considerada como un
conjunto temporalmente ordenadc de fenémenos eléctricos
especializados. Estos pueden agruparse en a) breves sehnales
voltaje-dependientes de gran amplitud denominados potenciales de
accién, b) lentas respuestas voltaje-dependientes y c) senales
de baja amplitud resultantes de la accién sindptica.

Junto a los potenciales de accidén de Na', rdpidos y breves
mediados por el sistema clasico descrito por Hodgkin y Huxley en
el axén gigante de calamar (Hodgkin y Huxley, 1952a,d), 1la
presencia de potenciales de accién debidos al incremento de la
permeabilidad de membrana a Ca* ha sido demostrada en numerosas

células excitables (véase Hille, 1992). Especificamente, las
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fibras musculares de invertebrados, que no presentan potenciales
de accidén de Na' ripidos, generan potenciales de accién mediados
por Ca** (Fatt y Katz, 1953; Fatt y Ginsborg, 1958; Hagiwara y
Naka, 1964). A pesar de presentar esta caracteristica comin, la
actividad eléctrica de ellas es altamente variable dependiendo
de la especie y el misculo considerados.

En el presente capitulo se estudian las caracteristicas de
la actividad eléctrica de las fibras musculares del misculo
abductor, considerando sus propiedades pasivas, esto es,
potencial de membrana en reposo (Vr) y resistencia de membrana
en reposo, Yy los fenémenos eléctricos generados por
despolarizacién e hiperpolarizacién de la membrana. Se consideran
asimismo las corrientes de membrana involucradas en esta
actividad eléctrica.

1.IXI. METODOS.

Se han empleado las técnicas de fijacién de corriente y
voltaje con dos electrodos.

Usualmente, la estimulacién a alta frecuencia de la fibra
excitadora provoca la contraccién del misculo abductor en general
y de la fibra registrada en particular, con el consiguiente dano
de ésta (reflejado en la disminucién de la resistencia de entrada
de la fibra) y/o expulsién de los electrodos de registro de ella.
Sin embargo, a pesar de la contraccién generalizada del misculo,
en varias ocasiones se ha podido mantener un registro idéneo
durante la estimulacién a altas frecuencias. La razén de ello nos
es desconocida y dependeria de condiciones experimentales no
controladas, como por ejemplo, la posicién de la fibra muscular

(que quizd experimentase una aparente contraccidn isométrica).
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1.IV. RESULTADOS

A partir de una muestra representativa de 31 fibras
musculares, el potencial de membrana en reposo medio es de -64.8
* 5.8 y la resistencia de entrada media de 0.24 * 0.17 MQ.

La estimulacién del axén excitador provoca la
despolarizacién transitoria de la membrana de la fibra muscular.
Esta despolarizacioén, denominada potencial excitador
postsindptico (PEPS), es consecuencia de la activacién de
receptores postsindpticos de glutdmico (Glu) (Takeuchi vy
Takeuchi, 1964; Kawagoe et al., 1981) que provoéan el aumento de
la permeabilidad de la membrana postsinaptica fundamentalmente
a Na*, y, en menor medida a Ca?, estando su potencial de
inversién alrededor de 20 mV (Dudel, 1974; Onodera y Takeuchi,
1975). Por otra parte, la estimulacién del axén inhibidor produce
la activacién de receptores postsindpticos de GABA, similares a
los tipo A descritos en vertebrados, y el consiguiente incremento
de la permeabilidad de la membrana postsindptica a Cl-, cuyo
potencial de equilibrio es préximo a Vr (Boistel y Fatt, 1958;
Takeuchi y Takeuchi, 1965). Asi, el potencial inhibidor
postsindptico (PIPS) puede ser despolarizante o hiperpolarizante
en funcién del signo de la fuerza electromotriz de Cl- (esto es,
la diferencia existente entre Vm y el potencial de equilibrio de
éste).

La Figura 1.1 A muestra las respuestas postsindpticas a
trenes de estimulacién del axén excitador a tres diferentes
frecuencias. Cuando se estimula a una frecuencia de 50 ips, la
amplitud de los PEPS crece exponencialmente a lo largo del tren

(Aragque et al., 1989; Araque et al., 1992). Este fendémeno,
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Figura 1.1. Actividad eléctrica de las fibras musculares. A,
respuestas postsindpticas a la estimulacién del axén excitador
por trenes (linea horizontal inferior) a 50, 110 y 170 ips. B,
respuestas de Vm en solucidén normal a pulsos de corriente en
condiciones de fijacién de corriente; el potencial de reposo
impuesto es -65 mV. C, parte superior, corrientes activadas por
despolarizacién en solucién normal; las corrientes capacitiva y
de pérdida han sido substraidas; parte central, corrientes
totales activadas por hiperpolarizacién:; parte inferior, como en
parte central tras substraccién de las corrientes capacitiva y
de pérdida. P, relacién I-V de las corrientes mostradas en C.
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presente en la mayoria de 1las sinapsis quimicas y 1llamado
facilitacidén sindptica, es en el misculec abductor de reconocida
naturaleza presindptica {véase Zucker, 1977; Atwood, 1982; Araque
et al., 1989; Aragque et al., 1992). Asimismo, el tren de
estimulacién provoca wuna gradual despolarizacién gque se
desarrolla en el tiempo hasta alcanzar un mdximo gue dura tanto
como dura el tren. Una vez finalizado éste, la membrana se
repolariza de acuerdo a sus caracteristicas pasivas. Este
fenémeno, conocido con el nombre de sumacidén sindptica, es de
naturaleza postsindptica. En efecto, puesto gque la fase de
repolarizacién de cada PEPS ocurre con una constante de tiempo
que depende de 1las caracteristicas pasivas de la membrana
postsindptica, la ocurrencia de un nuevo PEPS durante esta fase
de descenso provoca la sumacién de la amplitud de éste dltimo con
la despolarizacién remanente del anterior.

Tanto la facilitacién como la sumacién sindpticas son
funcién creciente de la frecuencia de estimulacién (comparense
las respuestas a 50 y 110 ips en la Figura 1.1 A), considerando
un determinado rango de ésta. Sin embargo, la amplitud de los
PEPS generados por estimulacién a 170 ips es menor que a 110 ips
debido al incremento de la conductancia de membrana y a la
disminucién de la fuerza electromotriz de los PEPS (véase Martin,
1955).

En tanto que la estimulacién a 50 ips genera PEPS que
provocan una despolarizacién lenta hacia un maximo persistente,
los PEPS generados a 110 ips provocan una despolarizacién mayor
y mas rapida que, tras alcanzar un maximo, disminuye hasta un

valor estacionario persistente. Esta respuesta se hace mds
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acusada para mayores frecuencias de estimulacién. Asi, a 170 ips
la despolarizacién, mayor y mas rdpida que a 110 ips, alcanza un
maximo inicial para disminuir posteriormente hacia un valor
estacionario persistente. Este comportamiento complejo en
respuesta a la despolarizacién provocada por los PEPS generados
a 110 y 170 ips es consecuencia de las propiedades activas de la
membrana postsindptica y refleja la actividad eléctrica de ésta
generada por despolarizacién. En resumen, en tanto que a bajas
frecuencias de estimulacién, la respuesta de 1la menmbrana
postsinaptica generada por los PEPS consiste en una
despolarizacién graduada y dependiente de 1la frecuencia de
estimulacién, a mayores frecuencias de estimulacién, dicha
respuesta presenta un patrén temporal complejo constituido por
una despolarizacién inicial réapida y transitoria seguida por una
despolarizacién de menor amplitud, estacionaria y persistente,
siendo ambas dependientes de la frecuencia de estimulacidn.

La Figura 1.1 B muestra la actividad eléctrica de 1la
membrana del misculo en respuesta a la despolarizacién e
hiperpolarizacién mediante la inyeccién de pulsos de corriente
en solucién normal. En tanto que los pulsos de corriente
despolarizantes e hiperpolarizantes de menor intensidad generan
despolarizaciones e hiperpolarizaciones, respectivamente, debidas
a las caracteristicas pasivas de la membrana, 1los pulsos
despolarizantes de mayor intensidad provocan la aparicidén de
respuestas activas complejas (que denominamos potenciales de
accién) consistentes en una despolarizacidén inicial seguida por
una repolarizacién hasta un nivel persistente de despolarizacién

que dura cuanto dura el pulso. La amplitud de la despolarizacién
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transitoria inicial es graduada y funcién no 1lineal de 1la
intensidad del pulso, sugiriendo la presencia de un fendmeno
voltaje-dependiente. Igualmente, la amplitud de la
despolarizacién estacionaria, persistente, mds tardia, también
es funcién no lineal de la intensidad del pulso, de nuevo
sugiriendo la presencia de un mecanismo voltaje—-dependiente que
se desarrolla y mantiene a lo largo del pulso. Esta udltima no
linearidad fue descrita originariamente en el axén gigante de
calamar y recibe el nombre de Rectificacién Retardada {Hodgkin
et al., 1949). La existencia de un umbral de generacién de las
respuestas activas también indica la presencia de mecanismos
voltaje-dependientes.

La estrecha similitud entre la actividad eléctrica generada
por la despolarizacién provocada mediante estimulacién sinaptica
y mediante pulsos de corriente sugiere dque los mecanismos
subyacentes en ambos casos son idénticos.

Por otra parte, pulsos hiperpolarizantes de intensidad
creciente generan hiperpolarizaciones gque presentan un mnaximo
inicial transitorio seguido por un componente sostenido de menor
amplitud que dura tanto como el pulso. Este fenémeno es conocido
con el nombre de Rectificacién de Entrada (por ser provocada por
pulsos  hiperpolarizantes o de entrada) O Andmala (en
contraposicién a la rectificacidén retardada "normal" descrita
para pulsos despolarizantes). En tanto que la amplitud maxima de
las hiperpolarizaciones es funcién lineal de la intensidad de los
pulsos (incluyendo aquéllos de menor amplitud), la amplitud de
la hiperpolarizacidén estacionaria es funcién no lineal de ella.

Esto sugiere 1la presencia de un mecanismo voltaje vy
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tiempo-dependiente.

La Figura 1.1 ¢, parte superior, muestra las corrientes
voltaje~dependientes activadas por despolarizacién. Estas
consisten en una corriente de entrada inicial de muy répida
activacién (I..), seguida de una corriente inicial, répida y de
salida (I e.,) que, tras disminuir rédpidamente, da paso a una
nueva corriente de salida (I,) mds retrasada que se desarrolla
més lentamente en el tiempo hasta alcanzar un maximo durante los
primeros 50 ms y que se mantiene en él1 de forma sostenida.

Por otra parte, 1las corrientes totales activadas por
hiperpolarizacién se ilustran en la Figura 1.1 C, pafte central.
Los pulsos de voltaje hiperpolarizantes generan una corriente
instantdnea (gue denominamos I,), seguida por una corriente de
entrada que se desarrolla en el tiempo hasta alcanzar un maximo
estacionario durante los primeros 500 ms. En tanto gque la
corriente instantédnea es funcién lineal de Vm, la amplitud de la
corriente en el estado estacionario es funcién no lineal de éste,
sugiriendo de nuevo la presencia de una corriente
voltaje~dependiente sensible a 1la hiperpolarizacién que
denominamos I,, Yy que seria responsable de 1la rectificacién
anémala observada en condiciones de fijacién de voltaje. Esta
corriente puede ser observada aisladamente mediante substraccién
de la corriente lineal instantédnea, tal como aparece en la Figura
1.1 C, parte inferior.

La relaciones I-V de las corrientes voltaje-dependientes se
muestran en la Figura 1.1 D. La relacién I-V de la corriente de
entrada inicial (circulos llenos) es claramente funcién no lineal

del voltaje (indicando su dependencia de voltaje), presentando
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una regién de pendiente negativa que seria responsable de un
mecanismo de accidn autorregenerativeo, tal como ha sido descrito
para la corriente de Na*' que media el potencial de accién rapido
de Na* (Hodgkin y Huxley, 1952a,b,d.). Asimismo, las relaciones
I-V del resto de corrientes también muestran la dependencia de
voltaje de éstas, haciendo evidentes _1os fenémenocs de
rectificacién retardada y anémala (agquélla para despolarizaciones
y ésta para hiperpolarizaciones). Debe hacerse notar que el
umbral de generacién de las tres corrientes activadas por
despolarizacién presenta un valor muy semejante.

No se han observado diferencias substanciales en el patroén
de actividad eléctrica y de las corrientes de membrana en las mas
de 320 fibras musculares registradas de mds de 250 cangrejos
diferentes, independientemente de la localizacién o tamafio de la
fibra muscular, de su pertenencia a la pata derecha o izquierda,
y del sexo, edad o tamafic del cangrejo escogido.

1.V. DISCUSION

Los resultados presentados muestran que la estimulacién
aferente excitadora provoca una despolarizacién graduada vy
sostenida que es funcién creciente de la frecuencia de
estimulacién. Mas aun, cuando esta despolarizacidédn supera un
nivel umbral aparecen respuestas activas complejas consistentes
en una despolarizacién transitoria inicial que desciende hacia
un nivel sostenido de despolarizacidén. La amplitud de ambos
componentes de la respuesta también depende de la frecuencia de
estimulacién. Esta actividad eléctrica es intrinseca a la
membrana de la fibra muscular y puede ser desencadenada mediante

su estimulacién eléctrica por pulsos de corriente,
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independientemente de la existencia de actividad sindptica.
Asimismo, la estimulacién mediante pulsos de corriente
hiperpolarizantes pone de manifiesto la existencia de
rectificacién andmala en las fibras musculares. Este
comportamiento puede ser igualmente desencadenado de manera
fisiolégica por 1la aferencia inhibidora, cuya estimulacién
provoca PIPS hiperpolarizantes en gran numero de fibras.

Mediante la técnica de fijacién de voltaje, se han analizado
las corrientes de membrana, que son responsables de la actividad
eléctrica. Estas consisten en a) una corriente instantdnea,
funcidén lineal de Vm (I,.); b) una corriente de entrada sensible
a la hiperpolarizacién (I,,); Yy ¢) tres corrientes sensibles a la
despolarizacién, a saber, una inicial de entrada, de rapida
activacién y transitoria (I.), una inicial de salida, de rdpida
activacién y también transitoria (Ixe.,) Y otra de salida,
retrasada respectoc a aquéllas y de mas lenta activacidén vy
sostenida (I.).

Las caracteristicas de las diferentes corrientes de membrana
asi como sus implicaciones funcionales en la fisiologia del

misculc abductor son consideradas en los siguientes capitulos.
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IIT.2. CARACTERIZACION DE LA CORRIENTE INSTANTANEA

DE PERDIDA (I,)

2.1. RESUMEN

La corriente idénica instantdnea, gque denominamos I,, es
objeto de estudio en el presente capitulo.

La relacién I-V de I, puede ser aceptablemente ajustada (r
>0.99) a una regresidén de primer orden, demostrando la
independencia de voltaje de la conductancia subyacente a I, (G,)
y, por tanto, gque el misculo abductor no presenta rectificacién
andémala instantdnea. La independencia de tiempo y de voltaje de
I, permiten considerarla como la corriente de pérdida de la
membrana del misculo abductor.

El valor medio de G, es 5.77 * 1.43 usS (n = 27).

La aplicacibn extracelular de Cd* reduce I, sin modificar
su potencial de inversién, lo cual indica que este ién ejerce un
efecto blogqueante sobre G..

G, es blogueada reversiblemente y de forma dependiente de
concentracién por €d*', 2n*, Co* o Ni?*" extracelular. G, es
insensible a la aplicacién extracelular de Ba*, Mg> o Mn*'.

El blogqueo de G, por Cd* no es total, saturandose a
concentraciones entre 5 y 10 mM, y puede ser aceptablemente
descrito (r >0.95) por la ecuacién de Hill.

La constante de disociacién aparente de Cd** extracelular
por el sitio de unién para ejercer el bloqueo de G, es 0.024
0.022 mM y el coeficiente de Hill es 0.18 £ 0.05 (n = 9), lo cual
sugiere que cada i6n Cd** se une a mas de un sitio receptor con

una alta afinidad por él1 {en el rango micromolar).
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El bloqueo de G, por Cd* no es dependiente de voltaje.

Se discuten la identidad entre la corriente de pérdida e I,
y el verdadero blogueo de ésta por Cd*. Se concluye 1la
existencia de una conductancia de pérdida de naturaleza propia
y diferenciada del resto de conductancias de membrana, que es
caracterizada por su sensibilidad a distintos iones bloqueantes.

2.1I. INTRODUCCION

En una serie de trabajos cldsicos scbre las corrientes de
membrana presentes en el axén gigante de calamar responsables de
la generacién de potenciales de accién, Hodgkin y Huxley
(1952a,b,d) establecieron que la corriente idénica total estaba
constituida por tres corrientes, a saber, una transportada por
Na*, una transportada por K' y una pequefa corriente de pérdida
o fuga {en inglés "leakage", y que aqui abreviaremos como I.)
transportada por Cl- y otros iones. A partir de estos vy
posteriores trabajos referentes al andlisis de las corrientes de
membrana; la conductancia de membrana que media la corriente de
pérdida ha sido definida como una conductancia de fondo,
voltaje~independiente y de selectividad idnica indeterminada
(véase por ejemplo Hille, 1992). Si bien experimentalmente la
existencia de esta corriente ha sido demostrada y, teéricamente,
es considerada necesaria para explicar el comportamiento
eléctrico de la membrana, la naturaleza de esta corriente en los
distintos sistemas asi como de los supuestos (de acuerdo a lo
propuesto por Hodgkin y Huxley) canales iénicos de membrana que
1la median es obscura. En efecto, en tanto que las corrienfes Y
los propios canales de membrana quimio y voltaje-dependientes han

sido exhaustivamente caracterizados, fundamentalmente a raiz de
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la introduccidén de técnicas de andlisis de ruido (Katz y Miledi,
1970; Katz y Miledi, 1972; Anderson y Stevens, 1973) v,
especialmente, de la técnica de registro de regiones de membrana
(en inglés, "patch-clamp”) (Neher y Sakmann, 1976; Hamill et al.,
1981), dificultades de 1indole técnica imposibilitan tal
caracterizacién respecto a la corriente de pérdida y a los
supuestos canales involucrados. Asi, la definicién y naturaleza
de ellos permanece laxa y difusa. Tan s6lo su caracter
voltaje-independiente y su estado de continua apertura (son, pues
tiempo-independientes) pueden ser las propiedades comunes dque
presenten los distintos canales responsables de las distintas
corrientes de pérdida de los distintos sistemas.

Generalmente, 1la corriente de pérdida se asocia a 1la
corriente instantédnea por ser tiempo y voltaje-independiente. Sin
embargo, la corriente instantdnea de las fibras musculares
esqueléticas de vertebrados y de numerosas heuronas de
vertebrados e invertebrados es voltaje-dependiente debido a la
presencia de una corriente rectificadora instantdnea (véase
capitulo III.3). No obstante la existencia de una corriente de
pérdida puede ser demostrada en cuanto que la corriente
instantdnea para valores despolarizados es funcién lineal de Vm.

Distintos son los significados funcionales que se atribuyen
a la conductancia de pérdida en los diferentes sistemas
estudiados. En el modelo descrito por Hodgkin y Huxley en el axdén
gigante de calamar {1952d) seria responsable del cierre del
circuito de membrana. En sistemas cuyo Vr es estable, ésta es un
elemento responsable de él1 (junto con otras conductancias

voltaje-dependientes activadas en Vr), en cuanto gque su
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permeabilidad idnica (m&s o menos selectiva) participa en la
definicién de Vr. Debido a su cardcter de iudnica y continua
activacién, contribuye fundamentalmente a la conductancia de
membrana en reposo. Estas dos funciones son de relevada
importancia en la actividad eléctrica de las células. Asi, la
conductancia de membrana en reposo interviene directamente en el
control postsindptico de la eficacia sindptica y en la amplitud
y duracién de los fenémenos eléctricos de la membrana. Por
ejemplo, ha sido demostrado que la repolarizacién del potencial
de accién en los nodos de Ranvier de axones de rana y en algunos
de axones de mamiferos es fundamentalmente debida a 1la
conductancia de pérdida (Schmidt y Stampfli, 1966; Hille, 1992),
Y que ésta puede ser responsable de la despolarizacidn marcapasos
en algunos sistemas, tal como ocurre en los modelos del axén
gigante del calamar y de neuronas de Anisodoris (Connor vy
Stevens, 1971c: Hille, 1992).

En el presente capitulo se estudia la corriente instantdnea
de las fibras del misculo abductor y su sensibilidad a distintos
blogueantes, discutiéndose su definicidén como corriente de
pérdida.

2.II1I. METODOS.

Similar metodologia e idénticos materiales a los descritos
en II. MATERIALES Y METODOS han sido empleados para el estudio
de I,. Las particularidades especificas seguidas en este estudio
han consistido en la utilizacién de pulsos de voltaje de breve
duracién (<10 ms), con el fin de conseguir una alta frecuencia
de muestreoc gque permita observar adecuadamente la corriente

iénica instantédnea, y en la utilizacidén como solucién control de
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solucién 0 mM Ca*',TEA, donde las corrientes activadas por
despolarizacién han sido eliminadas o considerablemente reducidas
(véanse Capitulos IIr.5, III1.6 y III.7), con objeto de evitar
posibles errores introducidos por la presencia de ellas.
2.IV. RESULTADOS.
IVA. Caracterizacioén general

La Figura 2.1 A, Control, muestra las corrientes totales de
membrana generadas por pulsos de voltaje de breve duracién en
solucién normal. Para pulsos despolarizantes y pulsos
hiperpolarizantes de baja amplitud, éstas consisten en una subita
corriente transitoria de salida o entrada, respectivamente, que
varia en el tiempo hasta alcanzar un nivel estacionario en menos
de 5 ms desde el inicio del pulso. Para pulsos hiperpolarizantes
de mayor amplitud, la corriente transitoria de entrada disminuye
hasta alcanzar un minimo a partir del cual vuelve a crecer
lentamente. La subita corriente transitoria corresponde a 1la
corriente capacitiva, que finaliza dentro de los 5 primeros
milisegundos del pulso y cuya amplitud es funcién lineal de la
amplitud del pulso de voltaje (si bien la amplitud mdxima no es
visible en 1la Figura 2.1 A, tal linearidad es apreciable
inmediatamente después de aquélla, por ejemplo, 1 ms posterior
al inicio del pulso). Esta linearidad de la corriente capacitiva
permite su adecuada substraccidén de las corrientes totales de
membrana; posibilitando asi el aislamiento de las corrientes
voltaje-dependientes. Por otra parte, la corriente de entrada mas
lenta que, generada por pulsos hiperpolarizantes de mayor
amplitud, se desarrolla en el tiempo corresponde a una corriente

activada por hiperpolarizacién denominada I,, que es objeto de
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Figura 2.1. Efecto de Cd* sobre I,.,. A, corrientes totales
registradas en solucidén normal (Control), en solucién 0.5 mM Cd*
y en solucién 5 mM Cd*. B, relaciones I-V de la corriente
instantdnea medida a los 5 ms del pulso en Control (@), 0.5 mM

Ccd®* (a) y 5 mM Cd* (H).
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estudio en el capitulo III.3.

A los 5 ms del inicio del pulso, esto es, una vez que la
corriente total ha alcanzadb el estado estacionario para pulsos
despolarizantes y pulsos hiperpolarizantes de baja amplitud vy,
por tanto, una vez finalizada la corriente capacitiva y cuando
el grado de activacién de I,, es despreciable (véase Capitulo
IIT.3), la corriente total es funcién lineal de Vm, tal como
muestra la relacién I-V de la Figura 2.1 B, circulos, donde los
valores experimentales de corriente han siao aceptablemente
ajustados (r >0.99) a una regresién lineal de primer orden cuya
pendiente es 3.98 uS. En una muestra representativa de 27 fibras
en solucién normal, la pendiente media de las regresiones
lineales de primer orden ajustadas (r >0.99) es 5.77 * 1.43 usS.
Esta linearidad de 1la relacién I-V de la corriente lineal
instantdnea ("sensu stricto" corriente iénica instantédnea, que
denominamos I.) indica que la membrana no posee rectificacién
andémala instantdnea, que I, cumple la ley de Ohm y Qque, por
tanto, ésta verifica la ecuacién:

I, = G, (Vn-E.}, (2.1}
donde G, vy E, son la conductancia y el potencial de inversion de
I., respectivamente.

La linearidad de I, demuestra que la conductancia subyacente
a ella (G,) es una constante, es decir, es independiente de
voltaje, vy que, por tanto, la membrana de las fibras del misculo
abductor nc presenta rectificacién instantdnea, a diferencia de
las fibras musculares esqueléticas de vertebrados. Segun ello,
puesto que I, es tiempo y voltaje-independiente y puesto que su

potencial de equilibrio corresponde con Vr (como, por otra parte,
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no podia ser de otra manera al ser Vr estable) puede ser definida
como la corriente de pérdida de la membrana de la fibra muscular.
IVB. Efecto de distintos iones sobre I,

Los potenciales de reposo medios de 12 fibras musculares
representativas medidos en solucién control y en presencia de
diferentes concentraciones de Cd* (variable entre 0.5 y 10 mM)
son -62.6 * 6.6 y -65.1 * 5.9, respectivamente, no mostrando
diferencias significativas entre ellos,

La Figura 2.1 A muestra las corrientes totales generadas en
solucién control y en presencia de Cd* 0.5 y 5 mM. La relacién
I-V de I,, que es lineal en el control (r >0.99), permanece
lineal en presencia de c<cd* (r >0.95) (Figura 2.1 B). Sin
embargo, la pendiente de la regresién de primer orden de esta
relacién, es decir la conductancia de I, (G.), se reduce desgde
3.98 uS en control a 2.93 us y 1.29 usS en Cd* 0.5 y 5 mM,
respectivamente, indicando que el efecto de Cd* sobre G, es
dependiente de la concentracién extracelular de este 1ién,
acentudndose a medida gue ésta aumenta.

Ademds, la reduccién de G, se produce sin ser acompanada de
variaciones significativas en el potencial de equilibrio de I.
(E;), estimado a partir del punto de interseccién de la regresién
de primer oxrden de la relacién I~V de I, con el eje de abscisas
(véase ec. (2.1)), 1lo cual sugiere gue Cd* no modifica 1la
permeabilidad selectiva de los canales subyacentes a I,, sino que
los bloguea actuando sobre ellos.

Si bien el bloqueo de G, es dependiente de ([Cd*'],, éste
nunca es total sino que presenta una saturacién entre 5 y 10 mM

Cd* (Figura 2.2 A). Sin embargo, el grado de bloqueo es muy
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Figura 2.2. Relacidén concentracidén-efecto de [Cd*'], sobre G,. A,
relacién entre G, en diferentes [Cd®**], ¥ G, control en una udnica
fibra. B, valores medios (n = 9) de la relacién entre G, en
diferentes (Cd?*'], y G, control. Los valores experimentales han
sido ajustados a la ec. (2.2) (linea continua).
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variable entre las diferentes fibras estudiadas asi como 1la
propia G,, por lo que una descripcidén general y cuantitativa del
blogueo de G, por Cd* debe ser acogido con razonables reservas.
No obstante, la Figura 2.2 B nuestra la relacioén
concentracién-efecto del bloqueo de G, por Cd*, en la cual los
valores medios obtenidos a partir de 9 fibras distintas del
bloqueo de G, por diferentes [Cd*'], se ajustan aceptablemente (r
>0.99) a la ecuacidn

L =1L,, [1+(Cd/IC,)}]1™", (2.2)
deducida de la ecuacién de Hill, donde L es la relacién entre G,
en presencia de Cd** y ésta en el control, L., es el maximo valor
de L, Cd es [Cd*],, IC, es [Cd**], a la cual L = 5L... ¥ h es el
coeficiente de Hill. Los pardmetros de ajuste obtenidos son IC,,
= 0.024 * 0.022 mMy n = 0.18 *+ 0.05. Estos valores sugieren que
cada ién Cd* se une a mads de un sitio receptor con una alta
afinidad por él1 (en el rango micromolar) para llevar a cabo el
blogueo de G..

Otros cationes divalentes préximos a Cd* en la tabla
peridédica, a saber, Co*, Ni* y Zn*", ejercen un efecto bloqueante
sobre I, de caracteristicas idénticas al llevadé a cabo por Cd*.
No asi otros cationes divalentes como Mg**, Ba®' o Mn*' ni cationes
monovalentes como el Cs’,

2.V. DISCUSION

A diferencia de lo que ocurre en muisculo de vertebrados,
donde la conductancia de membrana es mayor durante la
hiperpolarizacién gque durante la despolarizacién debido a la
presencia de una corriente rectificadora instantdnea (véase

capitulo IIT.3 sobre sus caracteristicas y Capitulo III.4 sobre
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los mecanismos de activacidén), la membrana de las fibras
musculares del musculo abductor no presenta rectificacién
instantédnea, siendo la corriente instantdnea generada por pulsos
de voltaje funcién lineal de éstos. Si esta caracteristica es
particular del misculo abductor del cangrejo de rio o general del
misculo de invertebrados, es una pregunta aun por dilucidar y
cuya respuesta presenta un notable interés por sus connotaciones
evolutivas, funcionales y fisiolégicas.

Las propiedades de independencia de tiempo y voltaje que
presenta esta corriente permiten considerarla como la corriente
de pérdida de la membrana de estas fibras. Si tal consideracidn
es correcta, como parece desprenderse de los resultados obtenidos
y de la discusién que de ellos seguidamente se hace, es altamente
interesante la sensibilidad que ella presenta para ser blogueada
por diferentes iones.

En efecto, el efecto blogueante de G, por Cd* es, por su
originalidad, ciertamente sorprendente y cuestionable. Aun cuando
la reduccién de la conductancia instantdnea ha sido descrita por
nunerosos autores en distintos sistemas, ha sido cominmente
argumentado que en tal conductancia participaban en distinto
grado diferentes corrientes dependientes de voltaje (véase, por
ejemplo, Halliwell y Adams, 1982); asi, la corriente instantanea
seria resultado de la suma de la corriente de pérdida y de
diferentes corrientes dependientes de wvoltaje parcialmente
activadas en Vr, de tal manera gue constituirian lo que se ha
dado en llamar "corriente de fonao“. El bloqueo de la corriente
instantdnea, manifestacién de la corriente de fondo, es aceptado

como un bloqueo de aquéllas corrientes dependientes de voltaije
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gque contribuyen a la corriente de fondo y no como un blogueo
especifico de la propia corriente de pérdida. Sin embargo, éste
no parece ser el caso del bloqueo de la corriente instantdnea por
cd*, sino que efectivamente este ién parece actuar directamente
sobre I,, segun se deduce de los resultados presentados, y que se
pueden resumir en: a) el bloqueo de I, por Cd* es igualmente
observado en solucién 0 mM Ca* o solucién Mn**, donde I, no
existe o estd bloqueada (véase capitulo III.5), y donde, por
tanto, tampoco existe I, (véase capitulo III.7)}; b) I, no es
modificada por Cd** (al menos hasta 10 mM), e igual blogueo de I,
se observa aun cuando esta corriente se halla previamente
blogueada con TEA (véase capitulo IIT.6); c¢) si bien I,, es
también sensible a Cd*, el grado de activacién de I,, en el
potencial de reposo impuesto es de por si despreciable (y por
tanto la contribucién de I,, a I.), no pudiéndose explicar el
grado de blogqueo de I, por €d* como un blogueo de la minimamente
activada I,, (véase capitulo IIT.3).

No obstante, la imposibilidad de suprimir I,, sin modificar
I., vy viceversa, parece ser el argumento mas sdélido contra un
verdadero bloqueo por Cd* (u otros iones bloqueantes) de la
corriente de pérdida. Sin embargo, los resultados obtenidos
indican que cada ién Cd* se une a mas de un sitio receptor para
llevar a cabo el bloqueo de G, con mayor afinidad (superior al
doble} de como lo hace al sitio receptor para el bloqueo de G,,
(véase capitulo III.3). Si bien, como ya se ha dicho, estos
resultados deben ser tomados con las debidas precauciones por la
variabilidad encontrada en el blogueo de G, por Cd*, es digno de

destacarse que, por ejemplo, en una misma fibra, en tanto que el
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bloqueo de G,, (siendo el coeficiente de correlacién entre el
ajuste a la ec. (3.6) y los valores experimentales >0.99) sugiere
gue cada ién Cd*" se une reversiblemente a un unico sitio
receptor con una constante de disociacién aparente de 0.163
0.012 mM, el Dbloqueco de G, (mostrando también una alta
correlacién entre el ajuste a la ec. (2.2) y los valores
experimentales, r >0.99) indica que cada i6n Cd* se une a dos
sitios receptores (pues n = 0.54 * 0.092) con una constante de
disociacidén aparente de 0.057 + 0.022 mM. Ademds, en otra misma
fibra, el desarrollo temporal del blogqueo de G, y G,, ocurrido
durante la perfusién de 0.5 mM Cd* fue exponencial con
constantes de tiempo de 108.80 + 3.48 s y 241.01 * 5.71 s, Estos
resultados sugieren una mayor afinidad de Cd** por el sitio
receptor para el blogueo de G, que por aquél para el de G,,,
aungue bien podrian ser interpretados de diferente manera,
argumentando que los sitios de unién de Cd* para el blogueo de
G, Y G,, estdan localizados en diferentes lugares de la membrana
(con diferente accesibilidad de la solucién de perfusidén), v.
gr., en la superficie externa de la membrana y en el sistema de
tibulos transversos (donde estdan localizados los canales
rectificadores andémalos en el misculo esquelético de
vertebrados}, respectivamente. En todo caso, las evidencias hasta
aqui presentadas argumentan en favor de la existencia de dos
entidades diferentes de canales de I, e I,,, los cuales son
bloqueados reversiblemente por bajas concentraciones de c<cd*
extracelular.

Que(;,ﬁunca pierda su caricter voltaje-independiente cuando

es bloqueada por determinados cationes divalente es un fenémeno
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que merece una especial consideracién. Los canales de membrana
responsables de G, deben tener, por definicién (véase apde. IT de
este capitulo) una probabilidad conjunta de apertura uniforme,
y asi se ve reflejado en las caracteristicas de I,. El1 bloqueo
iénico de estos canales deberia asi ejercerse sobre el mecanismo
de permeacién idénica a su través, y no sobre otros mecanismos
responsables de esta permeacién, como son, por ejemplo, los
mecanismos de compuerta (en inglés "gating") presentes en la
mayoria de cénales voltaje-dependientes. Los fenémenos de bloqueo
iénico del mecanismo de permeacidén idénica a través de un canal
abierto descritos hasta el momento presentan un caréacter
voltaje-dependiente. Asi ocurre, por ejemplo, con el bloqueo
intracelular llevado a cabo por Mg* sobre el canal gue media la
rectificacidn anémala instantanea dotandole de esta
caracteristica rectificadora (Matsuda et al., 1987; Matsuda,
1991; véase ademas capitulo ITI.3), aguél ejercido
extracelularmente por Cs* sobre este mismo canal (Gay vy
Stanfield, 1977; véase también capitulo III.3) o el blogueo
ejercido por Mg>* extracelular sobre el canal de
N-metil-D-Aspartato (Nowak et al., 1984). Por el contrario, no
se observa voltaje-dependencia en el blogqueo ejercido por Cd*
sobre los canales que median G, (al menos en el rango de voltaje
estudiado), en el cual 1la fuerza electrostatica debida al
potencial de membrana puede ser lo suficientemente grande como
para impedir el abandono de los cationes divalentes del sitio de
unién a la membrana desde donde ejercen su efecto blogueante.
Asi, puede esperarse gque para mayores despolarizaciones, donde

la fuerza electrostatica disminuiria e incluso se invertiria, el
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blogqueo si se apreciaria como voltaje-dependiente, confirmando
un bloqueo por Cd** de canal abierto. Cabe considerar también la
posibilidad de 1la existencia de fuerzas electrostaticas
relativamente constantes en el lugar de unién de estos cationes
para ejercer su bloqueo. Para la elucidacién de estos mecanismos
de bloqueo, que aqui s6lo podemos plantear hipotéticamente, se
hace necesario un profundo estudio biofisico de sus
caracteristicas apoyado en nuevas técnicas de andlisis
(fundamentalmente registro de regiones de membrana y canales
unitarios). A este respecto, es interesante destacar el hecho de
que el bloqueo de G, es ejercido por un grupo de cationes
divalentes (Co?**, Ni**, Zn*' y Cd**) pertenecientes a los elementos
de transicién y localizados préximamente entre si en una regién
especifica de la Tabla Periédica de los Elementos (y, por tanto
con caracteristicas fisicas muy similares), en tanto que otros
cationes divalentes (Mg?**, Ba*, Mn*') de localizacidén dispersa en
ella (y, por tanto, con caracteristicas fisicas diferentes entre
s1) no afectan a G,. Asimismo, la sensibilidad de G, a Co* y no
a Mn** a pesar de su proximidad en la Tabla Periédica de los
Elementos, sugiere una gran especificidad en el mecanismo de
bloqueo.

Finalmente, otros argumentos de caracter fisico pueden ser
esgrimidos contra la existencia de un verdadero blogqueo de i,, a
saber, el aumento de la rigidez de la membrana por la presencia
de cd* y el aumento de 1la resistencia de membrana como
consecuencia del mejoramiento de los sellos establecidos entre
ésta y los microelectrodos. En efecto, las cargas negativas

pertenecientes a glucoproteinas y fosfolipidos y presentes en la
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superficie externa de la membrana interactian con los iones
divalentes presentes en el medio extracelular, de manera gue
pueden aumentar la rigidez de la membrana, en cuanto dgue
imposibilitan el libre movimiento de estos constituyentes en la
membrana (véase Hille, 1992). Igualmente, los cationes divalentes
podrian aumentar la unién entre los microelectrodos y la membrana
por interaccién de los iones con el vidrio de los microelectrodos
y con la membrana adyacente. Sin embargo, en los experimentos
aqui presentados no existe variacién de la concentracién de iones
divalentes, pues el aumento de ([Cd*], va acompanada de la
disminucién equimolar de la concentracién extracelular de los
iones divalentes de la solucién control (ya sean Mg* o Mn*'). Por
tanto, no parece ser este el caso, aun cuando Cd* sea mas
electronegativo que los iones presentes en la solucién control,
pues los efectos esperables de tal variacién de
electronegatividad no parecen ser de la suficiente magnitud como
para explicar la drastica disminucién de G,.

Asi pues, podemos concluir la existencia en la membrana de
las fibras musculares de una conductancia de pérdida de
naturaleza propia y diferenciada del resto de conductancias de
membrana, y que puede ser caracterizada por su especifica

sensibilidad a distintos iones bloqueantes.
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ITI.3. CARACTERIZACION DE LA CORRIENTE ACTIVADA

POR HIPERPOLARIZACION (1I,.)-.

3.I. RESUMEN

Se estudia la corriente idnica responsable de 1la
rectificacién anémala o de entrada presente en las fibras
musculares del misculo abductor mediante la técnica de fijacién
de voltaje con dos electrodos. La hiperpolarizacién de 1a
membrana mediante pulsos de voltaje desde un potencial impuesto
de ~-60 mV provoca la aparicién de dos corrientes sucesivas en el
tiempo. La primera corriente, instantédnea lineal y no dependiente
de voltaje (I,), es seguida por una corriente de entrada (I,.)
cuya amplitud es dependiente de tiempo y de voltaje, que alcanza
un estado estacionario antes de llegar a los 500 ms, y que no
muestra inactivacién, al menos durante 2 s.

El potencial de inversion de I,, (E,,) se ha estimado a
partir de las corrientes de cola. El valor medio de E,; es -61.8
mV cuando [K*], es 5.4 mM. E,, cambia 50.8 mV por cada orden de
magnitud que varia [K'},.

La conductancia subyacente a I,, (G,) es una funcién
sigmoidea de Vm, comgnzando su activacién entorno a Vr,
incrementando su valor a medida gue aumenta la hiperpolarizacién
y saturdndose en un valor maximo (G,s....) €n torno a ~140 mV. El
potencial medio en el cual G,, es la mitad de G,, .. es de -94.4
mV. Si bien G,, ... N0 es afectada, la curva de activacién de G,,
se desplaza 53.6 mV hacia valores positivos por cada orden de
magnitud de incremento de [K'],.

Las cinéticas de activacién y desactivacién de I,, se
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corresponden con sendas funciones exponenciales, cuyas constantes
de tiempo, relativamente rapidas (<100 ms), son similares.

Ni I,, ni ninguno de los parametros que la definen, esto es,
ni su cursc temporal ni G,, ni E,, se ven alterados por las

2+

siguientes condiciones: 1)} ausencia de Na' o Ca* en el medio
extracelular; 2) presencia intracelular de EGTA; 3) presencia
extra (100 mM) o intracelular de TEA; 4) variacién de [Mg*'],
(entre 0 y 20 mM); 5) presencia extracelular de Cs* (hasta 50
mM), Rb* (hasta 10 mM), Ba® (13.5 mM) o Mn* (13.5 nM).

Sin embargo, bajas concentraciones extracelulares (<5 mM)
de Cd* o Zn* producen una acusada y reversible reduccién de 1,,.

Segun todo ello, concluimos que la rectificacién andémala
presente en este misculo estd generada por una corriente de
entrada de K*, que denominamos I,,, dependiente de tiempo y de
voltaje. Esta corriente, presenta caracteristicas farmacolégicas
y electrofisiolégicas que la diferencian de aquellas corrientes
activadas por hiperpolarizacién o que subyacen a la rectificaciédn
anémala descritas en otros sistemas.

3.7JY. INTRODUCCION

En 1949, Katz encontrdé dgue 1la membrana del musculo
esquelético de rana presentaba una menor resistencia cuando era
hiperpolarizada que cuando era despolarizada por pulsos de
corriente de entrada o) salida, respectivamente. Este
comportamiento no lineal de 1la membrana, fue denominado
rectificacién de entrada o anémala, en contraposicién a la
rectificacién "normal" descrita en el axén gigante de calamar.
Similar comportamiento fue posteriormente encontrado en otros

sistemas donde presenté diferentes caracteristicas.

64



La rectificacién andmala cldsica descrita por Katz (1949),
y posteriormente encontrada en misculo cardiaco (Hall, Hutter y
Noble, 1963; Ssakmann y Trube, 1984), células gigantes
metacerebrales de crustdceos (Kandel y Tauc, 1966), oocitos
marinos (Hagiwara y Takahashi, 1974), embriones de tunicados
(Miyazaki et al., 1974} y neuronas de vertebrados (Constanti y
Galvédn, 1983; Kaneko y Tachibana, 1985; Stanfield et al., 1985;
Williams et al., 1988), estd mediada por una corriente de entrada
de K' gque presenta dos componentes dependientes de voltaje, uno
de activacién instantdnea y otro de activacién rapida dependiente
de tiempo. La conductancia subyacente depende de [K'], Y su curva
de activacién es funcién de la diferencia entre Vm y E,. Debido
a su activacidén y desactivacién instantdanea, que permite la
entrada de K' a la célula pero no su salida de ella, es decir, a
su comportamiento rectificador, esta corriente ha sids llamada
corriente rectificadora.

Otra clase de corriente, transportada por Na* y K' Yy
subyacente a un segundo tipo de rectificacién andémala, fue
encontrada en misculo cardiaco (Yanagihara e Irisawa, 1980; Brown
y DiFrancesco, 1980), en células piramidales de hipocampo
(Halliwell y Adams, 1982) y en el receptor ténico de estiramiento
de crustaceos (Edman et al., 1987). Esta corriente, denominada
I., I, o I,, que presenta un desarrollo temporal 1lento sin
activacién instantdnea y cuya activacién es independiente de
[K'].,, fue posteriormente encontrada en numerosas neuronas de
vertebrados, donde también se le llamé I, o I,, (Mayer Y
Westbrook, 1983; Spain et al., 1987; Takahashi, 1990). S8in

embargo, para diferenciarla de la corriente rectificadora, es
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generalmente denominada COmO corriente activada por
hiperpolarizacién.

Un tercer tipo de rectificacién anémala, en este caso
mediada por una corriente de C1°, fue encontrada en neuronas de
Aplysia (Chesnoy-Marchais, 1983), neuronas de hipocampo (Madison
et al., 1986) y oocitos de anfibios (Parker y Miledi, 1988).

Por dltimo, utilizando la técnica de fijacidén de corriente
con un electrodo, Fatt y Ginsborg (1958) describieron una
disminucién de 1la resistencia de las fibras musculares del
misculo abductor del cangrejo de rio. Sin embargo, la
conductancia subyacente a este fenémeno no ha sido caracterizada.
Es mias, si bien la rectificacidén anémala presente en neuronas de
vertebrados e invertebrados y en misculo de vertebrados ha sido
exhaustivamente estudiada, aquélla de misculoc de invertebrados
permanece aun oscura en cuanto a su existencia y caracterizacién.
En el presente capitulo se trata la caracterizacién
electrofisioldégica y farmacoldégica de la corriente responsable
de la rectificacién anémala en las fibras del misculo abductor.

3.I11. METODOS

La membrana se mantuvo a un potencial impuesto (H) préximo
a Vr con el fin de reducir la corriente estacionaria. Asi, H fue
-60 mV, excepto cuando se incrementé [K'],, en cuyo caso H tomé
valores proximos a Vr alcanzado por la fibra. Se utilizaron dos
tipos distintos de protocolos Pl y P2. Los protocolos
consistieron en un pulso de voltaje desde H hasta un voltaje
inicial (V), seguido por otro pulsc a un voltaje final (F). En
Pl, V fue variable y F constante. En P2, V fue constante y F

variable. Ocasionalmente, al final de cada serie de pulsos, se
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anadié uno hiperpolarizante de escasa amplitud (generalmente, 5
mvV) con el fin de comprobar la constancia de las corrientes
capacitiva y de pérdida asi como, en su caso, su correcta
substraccién de la corriente total. La Figura 3.1 muestra las
corrientes provocadas por un protocolo tipico, asi como las
convenciones y medidas de corriente utilizadas: a) todos las
corrientes fueron medidas tomando como referencia el valor cero
real de corriente; b) la corriente estacionaria en H es I, : ¢)
el pulso desde H a V generd una corriente instantédnea (I°,,, que
corresponde a I.) seguida por una corriente que se desarrolla en
el tiempo hasta alcanzar el estado estacionario (I*,,):; d) el
pulso desde V a F generé una corriente instantépea (I°: ) seguida
por una corriente dependiente de tiempo que finalmente alcanza
el estado estacionario (I*,); e) sea cual fuese el voltaje, la
diferencia entre la corriente en cualquier instante y 1la
corriente instantdnea se correspondié con I,,, esto es, las
diferencias I®°,,-I%,, e I°,,-I*,, correspondieron a la activacidn
y desactivacién de I,, en V y F, respectivamente; f) la corriente
entre I°,, e I°,, 'correspondié a las corrientes de cola (I.,,) de
I,.. La corriente total se midié al final de V del protocolo Pl.
Las corrientes instantédneas al inicio de V y F de los protocolos
Pl y P2, respectivamente, se midieron entre 3 y 10 ms después del
respectivo pulso, una vez que las corrientes capacitivas han
finalizado y cuando la activacién o desactivacién de I,, es aiun
despreciable; por tanto, la conductancia de membrana al inicio
del pulso F es idéntica a aquélla al final del pulso V

precedente.
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Figura 3.1. Convenciones y parametros medidos en condiciones de
fijacién de voltaje. Corrientes activadas por un doble pulso
desde Vm impuesto (H) a un voltaje inicial (V) y a un voltaje
final (F). Las corrientes en H, V y F son I,,, I. e I,,
respectivamente, y son medidas desde el valor de corriente cero
(linea interrumpida superior). Para cada corriente, los
superindices 0 y s indican los valores inicial y estacionarios,
respectivamente. La amplitud de I_,, es la diferencia entre I°
e I°,,.

(F}

~-60mYV,

~130mV

400 nA
150 ms

Figura 3.2. Corrientes activadas por hiperpolarizacién. A,
corrientes activadas por pulsos hiperpolarizantes en solucidn
normal. B, como en A, pero tras substraccién de las corrientes
capacitiva y de pérdida.
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3.IV. RESULTADOS
La Figura 3.2 A muestra las corrientes generadas por un
protocolo hiperpolarizante P1, en el cual F = H. Se aprecia un
salto instantédneo de corriente (I°,,) seguido por una corriente
de entrada que se desarrolla en el tiempo (es decir, es
dependiente de tiempo) y que alcanza su estado estacionario antes
de llegar a los 500 ms. Ambas. corrientes crecen con la
hiperpolarizacién, pero mientras aquélla lo hace linealmente,
ésta no lo hace asi (es por tanto una corriente dependiente de
voltaje). De acuerdo a la ley de Ohm, el salto de corriente
instantdnea (AI) es proporcional a la amplitud del pulso de
voltaje (AVvm) y a la conductancia de membrana (G):
AI = G AVnm. (3.1)
Asi, puesto que para un pulso determinado AVm es constante, 1la
variacién de AI durante el pulso implica una variacién de G.
pPuesto que I°,, es menor que I°,, (excepto para aquellos pulsos
de escasa amplitud), podemos concluir gque la corriente de entrada
dependiente de tiempo y de voltaje estd asociada a un aumento de
G. Esta corriente de entrada activada por hiperpolarizacién (que
denominaremos I,,) se muestra en la Figura 3.2 B aislada, por
substraccién, de los componentes lineales (I, e I.).
Ocasionalmente, hiperpolarizaciones a Vm >-140 mV provocaron:
la aparicidn de corrientes de entrada muy lentas y de larga
duracién (varios - centenares de ms) gue acaso se debieron a
rupturas de la membrana y que no parecen estar relacionadas con
I... como queda demostrado por la saturacién de su curva de
activacién. Asi, hiperpolarizaciones de tan alta magnitud se

provocaron s6lo cuando este tipo de corriente estaba ausente.
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Figura 3.3. Corrientes instantdneas en solucidén 0 mM Ca* ,TEA. A,
corrientes totales generadas por el protocolo Pl. B, corriente
total proveocada por el protocolo P2. C, relaciones I-V de I°,,
(a) e 1°,, (@) ajustadas a regresiones de primer orden (lineas

continuas).
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IVA. Relacién I-V instantanea de I,,

La Figura 3.3 A y B muestra las corrientes generadas por los
protocolos Pl y P2, respectivamente. Las curvas I-V de las
corrientes instantaneas se representan en la Figura 3.3 C. Como
queda indicado en el capitulo III.2, la relacién I-V de I°,, (que
corresponde a I,) (Figura 3.3 C, triangulos) es lineal (r >0.99),
indicando gque 1la membrana no posee rectificacién andmala
instantanea. Igualmente, la relacién I-V de I°,,, cuando I,, ha
sido activada por un pulso V = =130, es lineal (r >0.99),
indicando que la corriente total es éhmica. Considerando que I°,,
e I°,, se comportan seguin la ley de Ohm, los canales que median
I.. ho rectifican y, por tanto, I,, cumple la ley de Ohm,
verificando asi la ecuacién:

I,, = G, (Vm-E,.), (3.2)
donde G,, Y E,s son la conductancia y el potencial de inversién de
I,., respectivamente. Por tanto, la corriente idnica total
generada por hiperpolarizacién (I,..) se ajusta a la ecuacién:

Tiotar= I, + I, = G, (V-E,)) + G,, (Vm~E,,), (3.3)
y, por tanto, I,, (y cualquier otra corriente dependiente de
voltaje) puede ser aislada a partir de 1la corriente total
mediante substraccién de I,.

Por otra parte, las pendientes de las regresiones lineales
de las relaciones I-V de 1I°,, e I°,,, que representan la
conductancia de reposo y ésta mds G,, a -130 mV, respectivamente,
son 5.5 y 13.5 uS, respectivamente, confirmando la existencia de
un incremento de la conductancia de membrana que subyace a la
presencia de I,,. Se puede deducir de la ec. (3.3) que el punto

de interseccién de ambas regresiones 1lineales es E,,,
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certificando el valor de E,, estimado a partir de I_,.. En efecto,
el valor de aguél en la Figura 3.3 C (E, = -56.5 mV) es muy
semejante al de éste (E,;, = -53.2 nV) obtenido en la misma fibra
(Fig. 3.5 C).

IVB. Dependencia de voltaje de G,,

La dependencia de voltaje de G,, ha sido caracterizada por
un pardmetro adimensional de activacién (N.), similar a los
pardmetros n y m definidos por Hodgkin y Huxley (1952d). N., que
varia entre cero y uno sequn G,, varia entre cero y G, s
representa la probabilidad conjunta en el estado estacionario de
activacién de los canales que mediap I,s« N, ha sido calculado a
partir de las corrientes generadas por el protocolo Pl (Figura
3.4 A) en el cual V es variable (generalmente, entre -40 y -160
mV) y F es constante (usualmente, -110 mV). Considerandoc que G,
al final de V es idéntica a G,, al inicio de F, y puesto que F,
E.w, E. v G, son constantes, la ec. {(3.3) se puede reescribir
como:

I°,, = G, (F~E.) + G, (F-Eg) = @ + B G,,, (3.4)

donde a y B son constantes, y, por tanto, cualquier cambio en G,,

se ve reflejado en I°,,. Esta toma valores entre un minimo

(I°ef),min} Y Un maximo (I°,,,...) Segun G,; varia entre cero y G,; s-

Asi,

No = (I°y=T%ky,min) 7/ (T, eax T2y min) - (3.5)

La Figura 3.4 C muestra la curva de activacién de I,,, esto es,

la relacién entre N, y Vm. Los valores se han ajustado a 1la
ecuacion:

N. = H_ [1 + exp(V-Vo/S)]™, (3.6)

deducida de 1a ecuacién de Boltzman, en la que N, es el mdximo
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Figura 3.4. Dependencia de voltaje de G,;. A, corrientes totales
provocadas por el protocolo Pl. B, registro expandido de las
corrientes de cola. ¢, curva de activacién de G,,, donde los
valores de N, han sido calculados a partir de la ec. (3.5) y
ajustados a la ec. (3.6) (linea continua).
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valor de N, (usualmente 1), Vo es el voltaje al cual G,, esta
medio activada y S es un pardmetro gque define la pendiente de 1la
curva.

Alternativamente, la dependencia de voltaje de G,, ha sido
caracterizada directamente a partir de la relacién entre G,, y
vm. Asi, asumiendo gque I°, ., = G, (F-E.) (suposicién sostenida
por la saturacién que presenta I°,, ... ¥ por la linearidad de I,
respecto a Vm), a partir de la ec. (3.4) se obtiene:

G = (I, I%ry,min) / (F-Ep). (3.7)

Los resultados obtenidos en condiciones normales a partir
de 17 fibras musculares representativas indican que la activacién
de G,, aumenta con la hiperpolarizacién de forma sigmoidea y de
acuerdo a la ecuacién de Boltzman (r >0.99; indicando que la
probabilidad de apertura de un canal es independiente del resto),
comenzando en valores préximos a Vr y saturdandose alrededor de
~140 mV. La dependencia de voltaje de G,, muestra ademds una
activacién media a -94.4 mV * 7.1 nV, una pendiente S de 12.4 *
2.7 ¥ UNA Gypeee de 7.8 £ 3.6 uS.

IVC. Dependencia de tiempo de I,,

El curso temporal de la activacién y desactivacién de I,
(es decir, durante los pulsos V y F; Figura 3.5 A y B,
respectivamente) se ajusta a sendas funciones exponenciales de

la forma:

IAB(V) a-+hb exP("t/Tact) (3—8)
I.(F) = ¢ + d exp(-t/7..) (3.9)
donde a, b, ¢ y d son constantes ¥ 7T,.. Y T4 SOn las respectivas

constantes de tiempo de la activacién y desactivacién de I,,.

Ambas constantes de tiempo son funciones exponenciales de Vm
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Figura 3.5. Potencial de inversién y curso temporal de I,,. A,
corrientes totales (lineas punteadas) generadas por el protocolo
Pl y ajustadas cada una de ellas la ec. (3.8) (lineas continuas).
B, I... generadas por el protocolc P2 y ajustadas cada una de
ellas a la ec. (3.9) (lineas continuas). C, relacién I-V de la
amplitud de las corrientes de cola de I,, ajustada a una
regresién de primer orden (linea continua). D, relacidén 1-V de
las constantes de tiempo de la activacién (@) y desactivacién

(a) de I,s.
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(Figura 3.5 D). En efecto, 7,. decrece e-veces cada 23.6 mV de
hiperpolarizacién, en tanto que 71,, decrece e-veces cada 31.7 mV
de despolarizacién. La similitud de las magnitudes de T, ¥V Tae
sugiere que la cinética de activacidén y desactivacién de'Im
puede ser descrita por una unica constante de tiempo (7,.).
Arbitrariamente, 7,, se ha hecho corresponder con 7., para las
hiperpolarizacionés de relativa mayor amplitud y con r7,,. para el
resto de voltajes. De acuerdo a lo expuesto por Hodgkin y Huxley
(1952d), la constante de tiempo de una corriente dependiente de
tiempo cuya curva de activacién sea semejante a aquélla mostrada
por I,,, debe ser una funcién acampanada de Vm cuyo pico
corresponda a la activacién media. La Figura 3.5 D muestra que,
en efecto, 71,, es una funcién acampanada de Vm cuyo pico coincide
con Vo {(compadrese con la Figura 3.4 perteneciente a la‘misma
fibra).
IVD. Naturaleza idnica de I,,. Efecto de iones fisiologicos
E,, se ha estimado a partir de 1I.,, generadas por el
protocolo P2. La Figura 3.5 B muestra un registro expandido de
aquéllas representativas ilustradas en la Figura 3.3 B. Puesto
que los canales que median I,, no rectifican e I,, es dependiente
de tiempo:

Teora = I%=1I%,, = AG,, (F-E,), {3.10)
donde AG.,, es la diferencia entre la conductancia al principioc
y al final de F. G, al principio de F es igual a G,, al final de
V y, por tanto, constante y >0 (pues V es constante e igual a
-130 nv). Asi, I_.,, es cero cuando AG,, es cero (esto es, cuando
V = F) o cuando F = E,,. La Figura 3.5 C muestra la relacién I-V

de las corrientes de cola mostradas en la Figura 3.5 B y la
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regresién de primer orden a la que han sido ajustadas (r >0.99).
El valor de E,, obtenido por interpolacién es de -53.2 mV. E1
valor medio de E,, asi obtenido en 28 fibras representativas es
de -61.8 + 6.3 mV, que no difiere significativamente del promedio
de Vr (véase capitulo III.1).

IVDa. Iones Na*

La total substitucién de Na' extracelular por TRIS, colina
o Li* no provoca ninguna modificacién en I,, ni en ninguno de los
pardametros que la definen, indicando que Na' no contribuye a I,;.
IVDb. Iones Ca* y Mg**

I.. ni ninguno de sus pardmetros caracteristicos se
modifican en ausencia de Ca?* extracelular ni en presencia de
EGTA intracelular. Por tanto, podemos concluir que Ca?®**, intra o
extracelular, no estd involucrado en la deneracién de I,.
Iqualmente, la variacién de [Mg*'], (entre 0 y 20 mM) no modifica
I... sugiriendo que estos iones no influyen sobre I,

IVDc. Iones C1° .

Puesto que las fibras musculares presentan receptores de
GABA gque median una conductancia de Cl- (véase II. MATERIALES Y
METODOS), E. puede ser estimado a partir del potencial de
inversién de 1las corrientes postsindpticas provocadas por
aplicacién extracelular de GABA. Este potencial de inversioén
corresponde al punto de interseccién de las regresiones lineales
de primer orden (r >0.99) de las relacién I-V de 1°,, generadas
por el protocolo Pl en el control y en el pico de la corriente
postsindptica inducida por GABA.

Cuando los iones Cl- extracelulares son totalmente

reemplazados por iones metanosulfonato, que son incapaces de
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Figura 3.6. Efecto de Cl- sobre I,,. A Yy B, corrientes totales
generadas en solucién normal y en solucién 0 mM Cl-,
respectivamente. ¢ y D, relaciones I-V de I°,, en Control (O) y
en presencia de GABA (@) en solucidén normal y en solucidén 0 mM
Cl-, respectivamente. E y F, relaciones I-V de I%, (Q) e I°
(4) en solucidén normal y en solucién 0 mM Cl°, respectivamente;
I°y ha sido generada por el protocolo Pl donde H = -60 mV, V =
10 mV y F variable entre -35 y -80 mV. G y H, relacién I-V de la
amplitud de I_,,. de I,, en solucidén normal y en sclucién 0 mM Cl1°,
respectivamente. Los valores han sido ajustados a regresiones de

primer orden (lineas continuas).
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permear por los canales de Cl°, I,, es drasticamente reducida
(Figura 3.6 A y B) y de forma reversible (nc mostrado). Boistel
y Fatt (1958) mostraron que en el misculo abductor el potencial
de inversién de los PIPS, y por ende E.,, variaba 30 mV hacia
potenciales positivos tras la perfusién con solucién 0 mM Cl°. La
Figura 3.6 C y D muestra que E, cambia desde ~51.1 a -22.0 mV en
solucién 0 mM C1-, indicando que la redistribucién de iones cl-
a través de la membrana en esta condicién es minima (al menos
dentro de los 15 primeros minutos, puesto que la respuesta a GABA
se mantiene) y sugiriendo, por tanto, gque I,, no es transportada
por Cl”, pues en caso de que si lo fuese, en solucién 0 mM Cl1-,
donde Cl- intracelular no sufre una rapida redistribucién, I,
deberia incrementarse respecto al control debido al aumento de
la fuerza electromotriz de Cl1-, lo cual estd en contradiccién con
lo observado. Ademds, E., estimado a partir de I, {véase capitulo
IIT.6), y E,, no se modifican significativamente en estas
condiciones. En efecto, E,, estimado a partir del punto de
interseccién de las regresiones 1lineales (r >0.99) de las
relaciones I-V de I°,, e I°, (para I.), es =-61.4 y -58.0 mV
(Figura 3.6 Ey F) ¥ E,, es -56.1 y -63.4 mV (Figura 3.6 G y H),
en solucién control y en solucién 0 mM Cl-, respectivamente.
Estos valores de E,, que en principio parecen sorprendentemente
despolarizados, no son inesperados, de acuerdo a similares
resultados obtenidos en otros misculos de crustdceos (véase, por .
ejemplo, Mounier y Vassort, 1975b; Hencek et al., 1978).

A pesar de teodo lo expuesto, la desaparicién de I,, en
ausencia de Cl- extracelular pareceria indicar gque ésta esté

mediada por Cl°. Sin embargo, la corriente activada por
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hiperpolarizacién presente en neuronas de 1los ganglios
sensoriales (Mayer y Wetbrook, 1983) y en motoneurcnas espinales
(Takahashi, 1990) es también suprimida cuando Cl- extracelular es
substituido por aniones no permeantes, lo cual ha 1llevado a
sugerir que la presencia de Cl- extracelular es esencial para el
funcionamiento de esta corriente (Mayer y Wetbrook, 1983;
Takahashi, 1990).

Podemos por tanto concluir que los iones C1™ no contribuyen
a I,, vy que ésta o bien es blogqueada por aniones impermeantes o
bien necesita de la presencia de Cl™ extracelular.
vbd. Iones K*

Los efectos de la variacién de [K'], se resumen en la Figura
3.7. Las corrientes generadas por el protocolo Pl en soluciones
EGTA,TEA con 5.4 y 10.8 mM K* se muestran en la Figura 3.7 Ay B,
respectivamente. De acuerdo a la variacién de Vr producida por
el incremento de [K']., la relacién I-V de la corriente total se
desplaza hacia valores despolarizados en soluciones con alta
{K*], (Figura 3.7 <¢). Igualmente wvarian las corrientes
instanténeas I°., e I°,, (Figura 3.7 D, simbolos vacios y llenos,
respectivamente), sin dejar de ser lineales. Ademds, la pendiente
de la relacién I-V de I°,, {es decir, la conductancia en Vr)
aumenta 1.4 £ 0.1 (n = 7) cuando se dobla [K'],, sin que G, uux
varie significativamente. La Figura 3.7 E muestra de qué modo se
ve afectada la dependencia de voltaje de G,; por [K'],. En tanto
que la pendiente de la curva S apenas cambia desde 16.4 a 17.0,
Vo varia desde -100.0 a -81.9 mV en 5.4 (circulos) y 16.8 mM K*
(triangulos), respectivamente. Igualmente, y tal como es

esperable por la variacién de la curva de activacién de G,,,
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Figura 3.7. Efectos de [K'], sobre I,,. A ¥ B, corrientes totales
generadas en 5.4 mM y 10.8 mM K', respectivamente, por el
protococlo P1, donde H = -60 mV y H = -40, respectivamente. En las
grédficas C¢ a G, los circulos y los triangulos corresponden a 5.4
y 10.8 mM K', respectivamente. C, relaciocnes I-V de I®,,. D,
relaciones I-V de I°,, e 1%, (simbolos vacios y llenos,
respectivamente) ajustadas a regresiones de primer orden (lineas
continuas). E, curvas de activacién de G,,, donde los valores de
N. obtenidos a partir de la ec. (3.5) se han ajustado a la ec.
(3.6) (lineas continuas). F, relaciones 71-V de la activacién y
la desactivacién de I, (simbolos vacios Yy llenos,
respectivamente). G, relaciones I-V de la amplitud de I_,, de I,,.
H, grafica semilogaritmica de los valores medios de E,, (@) y de
la activacién media de G, (M) en funcién de [K'],, ajustados a
regresiones de primer orden (lineas continuas).
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cuando se incrementa [K'], la relacién 7-V de 71,, se desplaza
hacia valores despolarizados sin que se vea afectada la magnitud
de 7,, (Figura 3.7 F). En efecto, aun cuando el pico de la curva
acampanada se desplaza 18 mV hacia valores positivos, su amplitud
no varia significativamente. Por ultimo, el incremento de [K*}],
desde 5.4 hasta 10.8 mM (Figura 3.7 G, circulos y triangulos,
respectivamente), provoca que E,, varie desde -54.7 hasta -38.6
mV (tal como varia el punto de interseccién de las regresiones
lineales de I°,, e I°, en la Figura 3.7 D). En promedio, E,;, varia
desde -59.2 + 9.8 (n = 5) a -43.5%5 + 8.6 (n =5) y -28.7 £ 9.3 (n
= 3) en 5.4, 10.8 y 21.6 mM K* (Figura 3.7 H, circulos).

En conclusién, Vo y E,, se desplazan en promedio 53.6 y 50.8
mV por cada orden de magnitud que se incrementa [K*'], (Figura 3.7
H, cuadrados y circulos, respectivamente; el coeficiente de
correlacién de las regresiones lineales es >0.99), lo que
representa una variacién préxima a la variacién de E, segin la
ecuacién de Nernst ({asumiendo constante [K'],). Podemos pues
concluir que I,, es selectivamente transportada por K* y que su
curva de activacién depende de la diferencia Vm-E,.

Aungue es bien conocido que la alteracién de [K']_, resulta
en un réapida redistribucién de los iones Cl- a través de la
membrana celular en numerosos sistemas (Boyle y Conway, 1941;
Hille, 1992), Boistel y Fatt (1958) mostraron que E;, no cambia
substancialmente cuando se incrementa [K'], en fibras del misculo
abductor. Estas observaciones estuvieron basadas en medidas de
la amplitud de los PIPS realizadas durante los 15 primeros
minutos tras el cambio de solucién, sin considerar modificaciones

ulteriores. La Figura 3.8 muestra los efectos del incremento de
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Figura 3.8. Efecto de [K*'], sobre E,;, Ex ¥ Eo;. A Y B, I_..:. de I,,
(izda.) e I, (dcha.) en 5.4 y 10.8 mM K*, respectivamente. Las
flechas indican I°,, En las graficas ¢ a D, los circulos y
triangulos corresponden a 5.4 y 10.8 mM K*, respectivamente; los
valores han sido ajustados a regresiones de primer orden (lineas
continuas). C, relaciones I-V de la amplitud de I_,, de I,.. D,
relaciones I-V de la amplitud de I_.,, de I.. E, relaciones I-V de
las diferencias entre 1°,, en ausencia y presencia de GABA.
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[K*'}, sobre EAB, E, y E., medidos durante los primeros 15 min de
perfusién con la nueva solucién. Mientras E, y E,, varian desde
-60.1 y =63.%5 a =-46.5 y =-49.4 nV, respectivamente, E. ‘
(considerado como el punto de interseccién de la relacién I-V de
la diferencia entre I°,, en presencia y ausencia de GABA) no
cambia significativamente (desde -53.3 a -55.8 mV), por el
incremento de [K'], desde 5.4 a 10.8 mM, respectivamente
(circulos y triéngulos, respectivamente). Estos resultados
confirman aguéllos encontrados por Boistel y Fatt (1958), en
cuanto que indican wuna minima o extremadamente lenta
redistribucién de C1- tras la variacién de [K'],.

Podemos por tanto concluir que los efectos producidos por
el incremento de [K'], no son debidos a redistribucién de Cl1-,
sino que éstos son efectivamente debidos a la variacién de [K*],
y que I,, es selectivamente transportada por K'.

IVE. Efecto de iones no fisioldgicos
IVEa. Cationes monovalentes (Cs* y Rb")

Tanto la corriente rectificadora anémala como las corrientes
activadas por hiperpolarizacién son bloqueadas por bajas
concentraciones de Cs*' extracelular (Hagiwara et al., 1976; Gay
y Stanfield, 1977; DiFrancesco y Ojeda, 1980; Halliwell y Adams,
1982; Mayer y Westbrook, 1983). No asi I,,, que no se ve afectada
por [Cs'], (hasta 50 mM). Por otra parte, Rb' interactia con
numerosos canales de K' de diferentes tejidos, incluyendo ambos
tipos de rectificadores andémalos, a los cuales bloguea a
concentraciones extracelulares inferiores a 10 mM (Hagiwara y
Takahashi, 1974; Standen y Stanfield, 1980; DiFrancesco, 1982).

Sin embargo, la adicién extracelular de 10 mM Rb* no modifica I,,.
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generadas en solucién normal (Control), en solucién 5 mM Cd* y
tras lavado de ésta en solucidn normal. B, corrientes totales
generadas con solucién normal (Control}, en solucién $ mM Zn* y
tras lavado de ésta con solucién normal.
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IVEb. Cationes divalentes (Ba®*', Mn**, Cd* y zZn**)

Ba?** extracelular (a concentraciones <1 mM) suprime la
corriente rectificadora anémala (Hagiwara et al., 1978), pero no
modifica las <corrientes activadas por hiperpolarizacién
(Yanagihara e Irisawa, 1980; Halliwell y Adams, 1982; Mayer y
Westbrook, 1983). En soluciones en las cuales Ba* reemplaza a
Ca®**, I,,- no se modifica, ni tampoco lo hace cuando éste es
substituido por Mn?**,

Contrariamente a ello, la presencia de bajas concentraciones
extracelulares (<5 mM) de Cd* o Zn** en el medio extracelular
provocan una drdstica y reversible reduccién de I,, (Figura 3.9
2 Y B, respectivamente). Es ocioso subrayar que la rectificacién
an6mala observada en condiciones de fijacién de corriente es
también suprimida en estas condiciones.

3.V. DISCUSION

Los experimentos descritos en el presente capitulo
demuestran la existencia de una corriente activada por
hiperpolarizacién, I,,, que es dependiente de tiempo y de voltaje
y que es responsable de la rectificacién anémala o de entrada de
las fibras del misculo abductor. Aungue esta corriente presenta
caracteristicas comunes tanto a 1la corriente rectificadora
anémala como a las corrientes activadas por hiperpolarizacién,
muchas de sus propiedades electrofisiolégicas y farmacolégicas
son privativas de ella.

La corriente rectificadora anémala se caracteriza por ser
transportada por K' (Hagiwara y Takahashi, 1974; Constanti y
Galvan, 1983), por presentar una activacién instanténea Yy un

posterior curso temporal réapido (Hagiwara y Takahashi, 1974:
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Constanti y Galvan, 1983), por depender su activacién de 1la
diferencia Vm-E, (Hagiwara y Yoshii, 1979; Leech y Stanfield,
1981) y por ser blogueada extracelularmente tanto por Cs* y Rb*
como por Ba** {Hagiwara y Takahashi, 1974; Hagiwara et al., 1976;
Gay y Stanfield, 1977; Hagiwara et al., 1978; Standen vy
Stanfield, 1980). Las corrientes activadas por hiperpolarizacién
son transportadas por Na* y K' (DiFrancesco, 1981; Halliwell vy
Adams, 1982; Mayer y Westbrook, 1983), no presentan activacién
instantdnea sino un desarrollo temporal lento, su activacién es
independiente de ({K'], (Halliwell y Adams, 1982; Mayer Yy
Westbrook, 1983; Spain et al., 1987) y, siendo bloqueadas por Cs*
y Rb* (DiFrancesco y Ojeda, 1980; Halliwell y &Adams, 1982;
DiFrancesco, 1982; Mayer y Westbrook, 1983}, son insensibles a
Ba** (Yanagihara e Irisawa, 1980; Brown y DiFrancesco, 1980;
Halliwell y Adams, 1982; Edman et al., 1987).

Dos son los mecanismos propuestos para explicar ambas
corrientes. Las corrientes activadas por hiperpolarizacién serian
debidas a la activacién de canales mediante mecanismos de
compuerta intrinsecos a ellos y sensibles al voltaje, que harian
S6hmico el comportamiento del canal abierto (Edamn et al., 1987;
Edman y Gramp, 1989). Por su parte, el componente de activacioén
y desactivacién instantdneo de la corriente rectificadora se
deberfia a la propiedad rectificadora de los propios canales sin
que mecanismos de compuerta intrinsecos estuvieran involucrados
(Sakmann y Trube, 1984). Existen evidencias experimentales gue
apoyan esta idea, demostrando gue Mg* intracelular a
concentraciones fisiolégicas ejerce un bloqueo dependiente de

voltaje que transforma los canales abiertos en rectificadores,
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cuando de otro modo serfian ©oéhmicos (Matsuda et al., 1987;
Matsuda, 1991). Mecanismos de compuerta, sin embargo, serian
responsables del componente dependiente de tiempc de esta
corriente (Hagiwara et al., 1976; .Hagiwara y Yoshii, 1979; Leech
Yy Stanfield, 1981). No obstante, es objeto actual de discusién
si tales mecanismos de compuerta serian capaces de explicar la
rectificacién instantdnea (Ishihara et al., 1989; Silver vy
DeCoursey, 1990; Mitra y Morad, 1991; Matsuda, 1991).

Contrariamente a lo que ocurre en misculo de vertebrados,
en el misculo abductor la corriente instantdnea es independiente
de Vm y muestra un comportamiento o6hmico que permite
identificarla con la corriente de pérdida. Asimismo, la corriente
que subyace a la rectificacién andémala en este misculo (I,;) no
presenta un componente de activacién instantdnea caracteristico
de la corriente rectificadora del misculo de vertebrados. En
efecto, la activacién y desactivacién de I,, es dependiente de
tiempo, lo cual sugiere gue la rectificacién es debida a las
caracteristicas cinéticas de 1los canales subyacentes y que
existen mecanismos de compuerta responsables de su activacion.
Ademds, la rectificacién no es debida a las propiedades de los
canales abiertos, en cuanto que a cualquier grado de activacién,
I,, verifica la ley de Ohm y, por tanto, una vez abiertos
aquéllos también verifican la ley de Ohm.

Considerando que la cinética de activacidén y desactivacion
de I,, son similares, y dado el comportamiento 6hmico de los
canales abiertos y la existencia de mecanismos de compuerta, la
representacién méds simple capaz de explicar el comportamiento de

I,. seria un modelo de canal con dos estados, abierto y cerrado,
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tal como ha sido propuesto para explicar la rectificacién anémala
mediada por Cl- en Aplysia (Chesnoy-Marchais, 1983).

I,. es transportada por K y su dependencia de voltaje es
funcién de la diferencia Vm-E,, asemejandose a la corriente
rectificadora y diferencidndose de las corrientes activadas por
hiperpolarizacién. Ahora bien, la conductancia de aquélla es
proporcional a la raiz cuadrada de {K*'], ¥, sin embargo, G,, es
independiente de [K*],, tal como lo es también la conductancia de
la corriente activada por hiperpolarizacién de motoneuronas
espinales de rata (Takahashi, 1990), aunque en otros sistemas si
depende de [K'], (Mayer y Westbrook, 1983; Spain et al., 1987).

Por tanto, I, comparte numerosas caracteristicas
electrofisioclégicas con los dos tipos de corrientes catidnicas
mediadoras de la rectificacién anémala, que, por tanto, no
permiten adscribirla a ninguno de ellos. No obstante, son sus
caracteristicas farmacoldégicas, en cuante a su sensibilidad a
diferentes iones extracelulares, las que la diferencian netamente
de aquéllas. En efecto, I,, no se modifica ni por cCs*
extracelular, gque blogquea a bajas concentracionesl tanto 1la
corriente rectificadora anémala (0.5~1mM, Hagiwara et al., 1976;
2.5 mM, Gay y Stanfield, 1977) como las corrientes activadas por
hiperpolarizacién {20 mM, DiFrancesco y Ojeda, 1980; 0.5-3 mM,
Halliwell y Adams, 1982; 1-10 mM, Mayer y Westbrook, 1983; 2 mM,
Takahashi, 1990) ni por Rb', que también bloquea ambos tipos de
corrientes a concentraciones extracelulares inferiores a 10 mM
(Hagiwara y Takahashi, 1974; Standen y Stanfield, 1980;
DiFrancesco, 1982), y entre 50 mM y 10 mM, respectivamente. I,,

tampoco se ve alterada por Ba®* extracelular, blogueante a bajas
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concentraciones de la corriente rectificadora anémala (0.01-5 mM,
Standen y Stanfield, 1978; 10-100 uM, Hagiwara et al., 1978; 0.5
mM, Constanti y Galvan, 1983). Sin embargo, I,, es blogueada por
bajas concentraciones extracelulares (<5mM) de Cd* y Zn*.

En conclusién, los resultados expuestos demuestran la
existencia en el misculec abductor de una nueva corriente activada
por hiperpolarizacién, que denominamos I,,, gue es transportada
por iones K', cuya conductancia es dependiente de tiempo y de
voltaje e independiente de [K*'],, cuya dependencia de voltaje es
funcién de Vm-E, (asumiendo [K*], constante) y que es insensible

a Cs*, Rb* y Ba** pero es bloqueada por Cd* o Zn*,
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ITI.4. CARACTERIZACION DEL BLOQUEO DE I,, POR Cd* Y Zn*

4.T. RESUMEN

Se estudia el efecto blogqueante de Cd* y Zn*' sobre I,,.

I, Se reduce de forma reversible en presencia de Cd*
extracelular, sin que varie E,;.

La presencia de Cd* extracelular provoca la disminucién de
Gin,max ¥ €1 desplazamiento de la curva de activacién de G,, hacia
valores mas hiperpolarizados. Sin embargo, la pendiente de la
curva de activacién de G,, no es modificada por ca*.

los efectos de Cd** son independientes de [K'}],, y 1los
efectos de la variacién de [K'], sobre I,, no se modifican por la
presencia de cd*.

Cd** enlentece la cinética de activacién de I,, sin modificar
su cinética de desactivacidn.

Los efectos de Cd** sobre I,, son dependientes de su
concentracién extracelular. El bloquec de G, ... por diferente
[cd**], se ajusta aceptablemente a la ecuacién de Hill, comienza
en torno a 10 uM y alcanza la saturacién alrededor de 10 mM. La
constante de disociacién aparente de Cd* por el sitio de unién
para ejercer el blogqueo de I,, es 0.452 * 0.045 mM, siendo el
coeficiente de Hill 1 {n = 10), lo cual sugiere gue cada ién cd*
se une un uUnico lugar de bloqueo. El desplazamiento de la curva
de activacién de G,, por Cd* depende de [Cd* ], de forma semejante
a como lo hace la reduccidn de G,,, .-

La presencia de Zn?*' extracelular produce efectos similares
sobre I,, que los provocados por Cd*'.

De todo ello se concluye dque a) el bloqueo de I,, por Cd* es
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dependiente de [Cd*'], ¥y es aceptablemente descrito por 1la
ecuacién de Hill, asumiendo gue cada 16n Cd* se une
reversiblemente a un dnico sitio receptor con una constante de
disociacién aparente de 0.452 mM; b) Cd* no modifica 1la
permeabilidad selectiva de los canales gue median I,,; c¢) el
lugar receptor de Cd** para blogquear es diferente del lugar
receptor de K' para permear; d} el blogqueo de I,, por Cd* no es
dependiente de voltaje; e) los canales de I,, presentan dos
distintos mecanismos de compuerta responsables de su apertura y
cierre, y de entidad diferenciada por su sensibilidad a cd=.
4.11. INTRODUCCION

Gran parte del conocimiento actual acerca de la naturaleza
de los canales subyacentes a las corrientes de membrana proviene
de la caracterizacién del bloqueo que diferentes substancias
ejercen sobre ellos. La caracterizacién del blogueo y del
hipotético mecanismo responsable de él1 permite extraer
conclusiones en cuanto a la estructura y el funcionamiento de los
canales, habiéndose asi progresado considerablemente en el
conocimiento de los mecanismos involucrados en la permeacién
iénica y en la selectividad idénica, en la estructura del filtro
selectivo y del vestibulo y en los mecanismos de compuerta de
apertura y cierre de los canales (véase Hille, 1992).

Los efectos bloqueantes de diferentes iones sobre distintas
corrientes de membrana muestran una dran diversidad en sus
caracteristicas (véase Hille, 1992). Numerosos agentes
bloqueantes ejercen un blogqueo dependiente de yoltaje en cuanto
que el grado de bloéueo se ve alterado por Vm; tal es el caso del

blogqueo de los canales de Na* por H' extracelular (Woodhull,
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1973; Campbell y Hille, 1976) y de K' por TEA intracelular
(Armstrong, 1975; Stanfield, 1983). El bloquec, y desblogueo,
puede ser dependiente de uso (Courtney, 1975), de manera que el
grado de bloqueo es variable en funcidén del estado del canal
(activado, inactivado o desinactivado); asfi es el que ejercen los
anestésicos locales polares (como lidocaina, procaina, QX-314 y
GEA 968) sobre los canales de Na* (Strichartz, 1973; Courtney,
1975; Hille, 1977a,b; Schwarz et al., 1977). Inversanmente, la
unién del blogueante a su sitio receptor puede implicar la
modificacién de los mecanismos de compuerta que regulan el estado
del canal; tal como ocurre con los anestésicos locales (Courtney,
1975; Hille, 1977a,b). Algunos agentes, que en ocasiones no son
verdaderos blogueantes, provocan variaciones en la dependencia
de voltaje del canal o bien en su selectividad idénica; ejemplos
de aguéllos son los cationes divalentes extracelulares sobre
practicamente todos 1los canales dependientes de voltaje
(Frankenhaeuser y Hodgkin, 1957; véase Hille, 1992), y de éstos
la Aconitina y Veratridina sobre los canales de Na' (Mozhayeva et
al., 1977). Por ultimo, existen agentes que bloguean los canales
de membrana sin mostrar dependencia de voltaje en su accién, ni
afectar a los mecanismos de compuerta, ni verse afectados por
ellos; tales son la Tetrodotoxina (TTX) y la Saxitoxina (véase
Hille, 1992).
4.11T. METODOS.

La metodologia experimental seguida para la caracterizacién
del blogueo de I,, por Cd* y Zn** ha sido semejante a aguélla
empleada en la caracterizacién de I,, (Capitulo III.3). Con

objeto de evitar interacciones con las corrientes activadas por
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despolarizacién, la solucién control empleada ha sido 0 mM

Ca*",TEA, de manera gque éstas han sido eliminadas o

considerablemente reducidas (véanse Capitulos III.5 y III.6).
4.1IV. RESULTADOS.

La Figura 4.1 muestra‘las corrientes totales generadas por
el protocolo Pl en control, en presencia de 5 mM Cd* y tras el
lavado de éste. En Cd*', en tanto que la corriente estacionaria
a ~-60 mV no se modifica, la corriente total sufre una dréstica
reduccién (superior al 90% a -170 mV) y su relacién I-V se
transforma en una relacién aproximadamente lineal, indicando que
en tales condiciones I,; queda prdcticamente abolida.

Los efectos de Cd** sobre I,; son dependientes de 1la
concentracién extracelular de este ién, acentudndose a medida que
ésta aumenta. Los efectos de una menor [Cd*'], {0.5 mM) sobre I,,
se representan en la Figura 4.2. La relacién I-V de la corriente
total (Figura 4.2 B) muestra que la corriente total es blogueada
en todo el rango de voltaje explorado, pero en grado desigual
seqin Vm sea mayor o menor gque -60 mV. En efecto, si bien las
corrientes totales generadas por voltajes mds positivos que -60
mV son reducidas por Cd*, tal como cabe esperar por el efecto de
éste sobre I, (véase capitulo III.2), la reduccién de 1la
corriente total es mas prominente para valores de Vm < -60 mv,
debido a la adicién del bloqueo de I,, al blogueo de I.. Debe
hacerse notar que, contrastando con lo acaecido en 5 mM Cd*, 1la
relacién I-V de la corriente total en presencia de 0.5 mM Ccd*
mantiene su cardcter no lineal, sugiriendo que I,, no es
totalmente bloqueada en estas condiciones (puesto que el bioqueo

de I, por Cd* no es voltaje-~dependiente; véase caplitulo III.Z2)
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Figura 4.1. Efecto de 5 mM Cd* sobre I,,. A, corrientes totales

en solucidén normal (Control), en solucidén 5 mM Cd** y tras lavado
de ésta con soluciodén normal. B y C, relaciones I-V de I*,, e I°,
respectivamente, en solucién normal (@) y en solucién 5 mM cd*

(a).

orden (lineas continuas).
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y que el efecto de Cd* sobre I,, es, por tanto, dependiente de
concentracién.

Las relaciones I-V instantdneas de I, y de I,, se muestran
en la Figura 4.2 C (simbolos llenos y vacios, respectivamente).
G,., al igual que en presencia de 5 mM Cd*, es lineal (r >0.99)
tanto en el control como en presencia de 0.5 mM Cd* y varia de
5.7 a 4.5 uS, respectivamente, es decir, G, se reduce un 22.0%
por 0.5 mM Cd* frente al 85.0% que lo hace en 5 mM Ca*,
indicando que la reduccidn de I, es dependiente de {Cd*'], (véase
capitulo III.2). Por otra parte, la relacién I-V instantdnea de
I,., Que es lineal {(r >0.99) en el control y en 0.5 mM Cd*,
reduce un 32% su pendiente en presencia de 0.5 mM Cd?**, variando
de 10.9 uS en el control a 7.4 uS. Por tanto, podemos concluir
gque el bloqueo de I,, por Cd** es dependiente de [Cd**], Y que éste
no es dependiente de voltaje, o lo que es lo mismo, que Cd* no
blogquea los canales de 1I,, de manera dependiente de voltaje
interfiriendo con el flujo iénico a través de 1l1los canales
abiertos de I,..

De la Figura 4.2 C se puede también deducir que E, no es
modificado por Cd* (como queda dicho en el capitulo III.2) y que
tampoco 1lo es E,,, como se desprende de los puntos de
interseccién de las regresiones de primer corden dé las corrientes
instantdneas {-56.4 mV en el control, y -59.8 mV en 0.5 mM C4*"),
que no varfan substancialmente. En efecto, tampoco se aprecian
cambios significativos en E,; cuando éste es estimado a partir de
las corrientes de cola (no mostrado). De todo ello se deduce gque,
al igqual que ocurre con I,, la permeabilidad selectiva de los

canales de I,, no se ve modificada por la presencia de Cd**, lo
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Figura 4.2. Efecto de 0.5 mM Cd*" sobre 1,,. A, corrientes totales
en solucién normal (cControl) y en solucién 0.5 mM Cd**. B,
relaciones I~V de I*,, en solucién normal (®) y en solucién 0.5
mM Ca&** (a). C, relaciones I-V de I°%, e I, (simbolos llenos y
vacios, respectivamente) en solucién normal y en solucién 0.5 mM
cd** (circulos y triangulos, respectivamente); los valores han
sido ajustados a regresiones de primer orden {lineas continuas).
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cual sugiere un diferente mecanismo de accién de bloqueo de los
canales de I,, por Cd*.

Que efectivamente Cd** no ejerce su blogueo uniéndose a un
lugar involucrado en el mecanismo de permeadién, puede ser
corroborado nediante el andlisis de los efectos de Cd* en
presencia de diferente [K'],, habida cuenta de que K' es el i6n
transportador de I,, (véase capitulo III.3). La Figura 4.3 Ay B
muestra las corrientes totales en 5.4 y 10.8 mM K-,
respectivamente, en ausencia y presencia de 0.5 mM Cd*. Cuando
[K*], se€ incrementa desde 5.4 a 10.8 mM (Figura 4.3 C, simbolos
llenos y vacios, respectivamente), las relaciones I-V de 1la
corriente total se desplazan 17 mV hacia valores positivos en el
eje de abscisas, tanto en ausencia como en presencia de Cd*
(circulos y triangulos, respectivamente). Asimismo, el grado de
bloguecs de 1la corriente total por C€d*, considerando el
desplazamiento de la relacidén I-V, es similar en ambas [K*'],. En
efecto, la reduccién de la corriente total por 0.5 mM Cd* en 5.4
y 10.8 mM K' es del 56% a -140 mV y del 55% a -120 mV,
respectivamente. Asi, la independencia del grado de blogqueo
respecto de [K'], corrobora la idea de que el lugar de unién de
Cd** al canal para ejercer su blogqueo es diferente a aquél o
aquéllos de unién de K' involucrados en la permeacién de éste.
Por otra parte, el hecho de que Cd* no modifique E,, en una u
otra ([K'], (Figura 4.4 A), confirma gque la perneabilidad
selectiva de los canales de I,, no se ve afectada por Cd?*.

El efecto de Cd* sobre G,, y su dependencia de voltaje en
ambas [K'], estd reflejado en la Figura 4.4 B. G, ... S€ reduce en

presencia de 0.5 mM Cd** (triangulos), tal como es esperado por
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Figura 4.3. Efecto de Cd*" sobre I,, en diferente [K'],. A y B,
corrientes totales en 5.4 y 10.8 mM K', respectivamente, en
presencia y ausencia de 0.5 mM Cd* (trazos superiores e
inferiores, respectivamente). ¢, relacién I~V de I*,, en 5.4 y
10.8 mM K' (simbolos 1lenos y vaclios, respectivamente), en
presencia y ausencia de 0.5 mM Cd* (circulos y triangulos,
respectivamente).
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el efecto bloqueante de Cd*, y lo hace de manera similar en 5.4
y 10.8 mM K (simbolos 1llenos y vaclos, respectivamente),
disminuyendo respecto al control (circulos) un 58.5% y un 59.7%,
respectivamente, lo cual sugiere de nuevo gque, puesto que no
existe competencia entre Cd* para bloquear y K' para permear,
éstos ejercen su accién en lugares diferentes. En presencia de
cad**, la curva de activacidén de G,;, se desplaza hacia valores mas
negativos en el eje de abscisas, y de manera similar en 5.4 y
10.8 mM K*, considerando el desplazamiento que [K'], produce en
la curva de activacién de G,, (véase apdo. IVDd del capitulo
ITr.3). En efecto, la diferencia entre Vo en presencia y ausencia
de 0.5 mM Cd* es -26.2 y =-21.8 mV, en 5.4 y 10.8 mM K,
respectivamente. Tal desplazamiento de la curva de activacién se
produce sin que se vea aconmpahado en ningun caso de variacioén
significativa en su pendiente S. Asi pues, el efecto de ca*
sobre la curva de activacién de G,, tampoco es modificado por
{K']., lo cual indica de nuevo que Cd** no compite con K' para
llevar a cabo su efecto.

La cinética de I,, también se ve afectada por Cd*', tal como
se refleja en la Figura 4.4 C, donde se muestran las relaciones
7=V de I,, en 5.4 y 10.8 mM K* (simbolos 1llenos y vacios,
respectivamente) en ausencia y presencia de 0.5 mM Cd* (circulos
y triangulos, respectivamente). La dependencia de voltaje de 7,
de las distintas soluciones se desplaza sobre el eje de abscisas,
tal como cabe esperar de las respectivas variaciones de la curva
de activacién de G,, (véase ma&s arriba y capitulo III.3). A
potenciales méds positivés que Vo, 7,, no se ve alterada por cd*

(nétese que la disminucién aparente de r1,, es consecuencia del
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Figura 4.4. Efecto de Cd* sobre E,,, G, ¥ 7., en diferente [K'],.
Simbolos llenos y vacios corresponden a 5.4 y 10.8 mM K',
respectivamente; circulos y triangulos corresponden a la
presencia y ausencia de 0.5 mM Cd*, respectivamente. A, amplitud
de I_.,. de I,, ajustadas a regresiones de primer orden (lineas
continuas). B, dependencia de voltaje de G,,; los valores
obtenidos a partir de la ec. (3.7) han sido ajustados a la ec.
(3.6) (lineas continuas). En ausencia de Cd**, en 5.4 mM K': G,5 pax
= 14.83 + 0.12, Vo = -B4.14 t 0.42 ¥y S = 13.92 + 0.33; en 10.8
mM K': Gpoay = 15.54 £ 0.10, Vo = =-72.92 % 0.40 ¥y S = 13.72 &
0.33. En presencia de 0.5 mM Cd*, en 5.4 mM K+: G,p 40 = 8.68 *
0.12, Vo = -110.35 * 0.76 vy S = 16.03 * 0.54; en 10.8 mM K":
Gaseax = 9.28 * 0.19, Vo = -94.76 * 0.92 ¥y S = 12.39 * 0.70. C,
relacidén 7-V de T,,.
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Figura 4.5. Relacién concentracién-efecto de ([(Cd**], sobre la
dependencia de voltaje de G,,. Valores medios (n = 10) en funcion
de [Cad%*'], de: A, la relacidén (Y) entre G,, ... €n Cd* respecto al
control ajustada a 1la ec. (4.1) (linea continua); B, 1la
diferencia (R) entre Vo en Cd®*" y en el control; C, la diferencia
entre el pardmetro de pendiente S en Cd** y en el control.
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desplazamiento de la curva de activacidén). Por el contrario, a
potenciales m&s negativos que Vo, 7,, estd claramente aumentada
por la presencia de Cd*; por ejemplo, a potenciales 30 mV mas
hiperpolarizados que los respectivos Vo en 5.4 y 10.8 mM K*, 71,,
es 1.5 y 1.4 veces mayor, respectivamente, en éresencia de Ca*
gque en el control.

Por tanto, puesto que el blogueo por Cd** no es afectado en
ninguna de sus manifestaciones por [K'],, podemos concluir que el
Cd** no compite en ningin caso con K' por su lugar de unién para
el blogueo de los canales de I,, y, por ende, que el lugar de
unién de Cd* para ejercer tal bloqueo es diferente a aquél del
K* para transportar I,,.

El mayor grado de bloqueo de I,, presente en 5 mM que 0.5 nM
cd** (Figuras 4.1 y 4.2), permite suponer que el efecto de Cd* es
dependiente de su concentracién extracelular. Los resultados
obtenidos a partir de 10 fibras sobre el efecto de diferentes
[Ccd*'], sobre G, Y su dependencia de voltaje se representan en la
Figura 4.5 como relaciones concentracién-efecto. La Figura 4.5
A muestra la relacién concentracién-efecto sobre G,; ..., donde los
simbolos representan los valores medios de la relacién (Y) de
Gun,max €N pPresencia de <Cd* respecto a G,, ... €n el control, es
decir, la funcidén opuesta al grado de blbqueo. El grado de
blogqueo es funcién de ([Cd*'],, aumentando a medida gque aumenta
ésta. Asi, los valores medios de Y se pueden ajustar a la
ecuacion:

Y = Y., [1+(Cd/IC,)]™ (4.1)

max

deducida de la ecuacién de Hill, donde Y, es el valor maximo de

Y, cd es [{Ccd*],, IC., es la constante de disociacidén aparente (es
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decir, la [Cd*], en la cual Y = % vY_), v en la cual el
coeficiente de Hill (representado por el valor absoluto del
exponente) es 1. Los pardnetros de mejor ajuste obtenidos son Y.,
=1.01 £ 0.02 e IC,, = 0.452 + 0.045 mM. Del andlisis estadistico
de tal ajuste (r >0.99) se deduce a) que el efecto de Cd* sobre
G,s €s dependiente de su concentracién extracelular de manera que
aparece a partir de 10 uM, aumenta segin ésta se incrementa, toma
un valor medio alrededor de 0.45 mM, y alcanza la saturacién por
blogqueo total de G,; alrededor de 10 mM; b) que tal efecto se
ajusta muy aceptablemente a la ecuacién de Hill en la cual el
coeficiente de Hill es 1, lo cual sugiere que la proporcién de
iones unidos a lugares especificos de blogueo es 1:1, es decir,
cada ién bloqueante se halla unido a un unico lugar de blogueo.
Por otra parte, 1la Figura 4.5 B 1ilustra la relacién
concentracidén-efecto de [Cd*'], sobre el desplazamiento de la
curva de activacién de G,,, cuantificada a partir del efecto de
f{Ccd**], sobre Vo. Asi, se representan las diferencias medias (R)
entre Vo en presencia de diferentes [Cd*'], ¥ Vo en la solucién
control, frente a [Cd*],. [Cd* ], superiores a 5 mM producen un
bloqueo de G,, tan acusado que impide un ajuste fiable de su
curva de activacién a la ecuacién de Boltzman (véase apdo. IVB
del capitulo III.3) y, asi, una determinacidén valida de Vo, vy,
por tanto, la obtencién de una esperable saturacién de R para
altas [Cd**],. Ademds, cuando G,; ... = 0, Vo es matemadticamente
indeterminado. No obstante, los valores se ajustan razonablemente

(r >0.95; no mostrado) a la ecuacidn
R = R,,, [1-(1+(CA/IC,)*], (4.2)

también deducida de la ecuacién de Hill, asumiendo que el
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coeficiente de Hill es 1 y donde R,,, es el minimo valor de R. Los
pardmetros de mejor ajuste son R,,, = -21.8 + 1.8 mV e IC,, = 0.270
+ 0.066 mM. En todo casco, la relacidén concentracidn-efecto de
(Cd**], sobre Vo se asemeja enormemente a aquélla sobre G, ...
sugiriendo que los efectos de Cd* sobre G,; ... ¥ Vo pueden tener
un origen comin. En efecto, el efecto de [{Cd*'], sobre Vo también
se hace aparente a partir de 10 uM Cd*", crece segun se
incrementa {Cd?'], con idéntica pendiente (asumiendo que el
coeficiente de Hill es 1) y alcanza un valor de efecto medio
alrededor de 0.270 mM (gue no difiere significativamente de aquél
sobre G, ...). Una vez mds, la bondad de ajuste de los valores
experimentales a la ec. (4.2) cuyo coeficiente de Hill es 1
argumenta en favor de la conjeturada unién 1:1 de iones
blogueantes y lugares receptores para el blogqueo. Asimismo, la
relacién entre R e Y es lineal (r >0.95), siendo su pendiente
23.8 mV (que se traduce en un cambio de -12.4 mV por cada 50% de
blogqueo de G,; ...) (no mostrado}, lo cual también sugiere gque los
fendmenos de bloqueo de G,; y de desplazamiento de Vo son
consecuencia de un efecto comin.

Por udltimo, la relacidén concentracién-efecto de {Cd* ], sobre
S se muestra en la Figura 4.5 ¢, donde se representan las
diferencias medias (P) entre el wvalor del pardmetro S en
diferentes [Cd**]., y aquél en control. No existen diferencias
significativas entre el valor medio de S en solucién control vy
éste en diferentes [Cd*'],. En efecto, el coeficiente de
correlacién entre S y [Cd* ], no es significativamente diferente
de cero.

Idénticos efectos a los descritos por Cd* son ejercidos por
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Zn**, en un rango de concentracién igual al de aquél (no
mostrado, pero véase Figqura 3.9).
4.V. DISCUSION

Los resultados presentados hasta aqui sobre el blogqueo de
G,, por Cd* extracelular permiten concluir que: a) el referido
bloqueo es dependiente de [Cd**'], y puede ser aceptablemente
descrito por la ecuacidén de Hill, asumiendo gue cada i6én C4d** se
une reversiblemente a un udnico sitio receptor con una constante
de disociacién aparente media de 0.452 mM; b) no existe
competencia entre Cd* para unirse al sitio receptor para
bloquear I,, v K' para unirse al sitio receptor para permear a
través de la membrana y transportar asi I,,, es decir, Cd**, no
compitiendo con K*, no se une al sitio de permeabilidad de éste;
c) Cd* no modifica la permeabilidad selectiva para K' de los
canales de I,,, pues no modifica E,;; d) el blogqueo de G, por Cd*
no es dependiente de voltaje; e) Cd** desplaza la curva de
activacién de G,, hacia valores mas hiperpolarizados; f) cgd*
modifica la constante de tiempo de activacién de I,, pero no la
constante de tiempo de desactivacidn.

Si las caracteristicas electrofisioldégicas y farmacoldégicas
de I,, la diferenciaﬂAde las corrientes mediadoras del resto de
rectificaciocnes andmalas (véase capitulo IIr.sy, las
caracteristicas del blogqueo de G,, por Cd* también son diferentes
a aquéllas del blogueo de dichas corrientes por diferentes iones.

En efecto, Cs* blogquea todas las corrientes de rectificacién
andmala distintas de I,, de manera independiente de tiempb Y
dependiente de voltaje. Como explicacién de la dependencia de

voltaje en el bloqueo de distintas corrientes por diferentes

105



iones, se ha propuesto un mecanismo general de accidn seqgun el
cual los iones bloqueantes son atraidos hacia el canal por el
campo eléctrico de la membrana y alli interactuian con sitios de
unién del propio canal (Woodhull, 1973; Gay y Stanfield, 1977;
Standen y Stanfield, 1978). Variaciones en el campo eléctrico de
la membrana conducirian bien al aumento del blogueo por aumento
de la fuerza de atraccién, bien a su disminucidédn por 1la
disminucidén de ésta, o bien al desbloqueo por la aparicién de una
fuerza de repulsién. Similar mecanismo parece ser responsable del
componente instantédneo de la corriente rectificadora anémala
{(véase capitulo III.3). Por otra parte, las caracteristicas del
bloqueo dependiente de tiempo y de voltaje de la corriente
rectificadora anémala por Ba*' extracelular (Standen y Stanfield,
1978), entre las que cabe destacar la competencia existente entre
Ba?** y K' por el sitio de unidén, parecen indicar que en ella el
mecanismo de permeacién estd garantizado por un canal gque posee
un sitio de unién capaz de unir 2 iones K' (que permearian a
través del canal) o un ién Ba*' (que, incapaz de permear por el
canal, lo bloquearia). Aunque el blogueo por Cd*" de I,, presenta
ciertas similitudes con el de la corriente rectificadora anémala
por Ba®**, v. gr., el rango de concentracién de Cd* en el cual
ejerce su bloqueo y la idea de que un dnico ién se une a un udnico
sitio receptor, ciertas caracteristicas de aquél difieren
notablemente de las caracteristicas de éste, a saber, el bloqueo
de I,, por Cd* no es dependiente de uso, no es dependiente de
voltaje y no muestra que exista competencia entre cd* y K'.

De todo ello se deduce que la accién de Cd** ocurre por

unién de este ién a un sitio receptor gue no estd involucrado en
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el mecanismo de permeacidén de K*.

Un seqgundo mecanismo responsable de la modificacién de las
corrientes dependientes de voltaje por distintos iones es aquél
que produce la variacién de la dependencia de voltaje de estas
corrientes sin gue se vea acompanada de otras variaciones en los
parametros que las definen. Frankenhaeuser y Hodgkin (1957)
encontraron que variaciones de [Ca*'], resultaban en la
modificacién de la dependencia de voltaje de las corrientes de
Na* y de K' presentes en el axén gigante de calamar. Estos
autores propusieron gque la 1interaccién de iones Ca*
extracelulares con las cargas negativas presentes en 1la
superficie externa de la membrana del axén altera el campo
eléctrico existente a través de la membrana, o traducido de sus
propias palabras: "los iones calcio pueden ser adsorbidos por el
limite externo de la membrana y asi crear un campo eléctrico
dentro de la membrana gque se sume a aquél dado por el potencial
de reposo". Tal interaccién, que se hace extensiva a otros
cationes divalentes (y, en menor grado, a los cationes
monovalentes), no implica necesariamente la existencia de sitios
de unién para los cationes divalentes, bastando la creacién de
una atmésfera anidénica en la superficie exterior de la membrana
para que la presencia de cationes en el medio extracelular
provoque variaciones del potencial superficial de la membrana vy,
con ello, del potencial interno de 1la membrana. Similares
resultados a aquéllos obtenidos por Frakenhaueser y Hodgkin
(1957) han sido descritos para el resto de corrientes
dependientes de voltaje, excepto para la corriente rectificadora

andémala y para las corrientes activadas por hiperpolarizacién,
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demostrandose que el incremento de la concentracién extracelular
de cationes divalentes produce un desplazamiento de la curva de
activacién de las corrientes hacia potenciales mds despolarizados
(véase Hille, 1992).

Obviamente, el efecto blogueante de Cd** sobre I,, no se
corresponde con tales mecanismos de accién de los cationes
divalentes, pues el desplazamiento de la curva de activacién de
G,s provocado por Cd** es hacia potenciales mas hiperpolarizados,
la concentracién extracelular de iones divalentes en ninguin caso
se ha variado (véase 6.III vy 6.VA), y la presencia de Ba*" o Mn*
extracelular (substituyendo equimoclarmente a Ca* o Mg**) no se
traduce en un bloqueo de G,;.

Los mecanismos de compuerta (en inglés "“gating") son, de
acuerdo al modelc de Hodgkin y Huxley sobre la generacién y
conduccién del potencial de accién (Hodgkin y Huxley, 1952d4), los
mecanismos responsables de la transicién entre sus diferentes
estados de los canales voltaje-dependientes. Las propiedades de
estos mecanismos de compuerta son usualmente definidas a partir
de la probabilidad de los posibles estados del canal (apertura,
inactivacién, cierre, etc.) en funcién del voltaje y en funcién
del tiempo (véase por ejemplo Edman et al., 1987; Edman y Grampp,
1989). Asi, las propiedades de compuerta de I,, pueden ser
definidas a partir de las relaciones N.-Vm y G,,~Vm.

Los resultados presentados muestran gque la curva de
activacién de G,; es modificada por Cd*, lo cual indica gque su
efecto bloqueante es debido a su accidén sobre los mecanismos de
compuerta de los canales que median esta corriente. Ademas, la

modificacién llevada a cabo por Cd?* sobre la constante de tiempo
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de )activacidn Y no sobre la de desactivacién sugiere la
existencia de dos mecanismos de compuerta, de entidad
diferenciada por su sensibilidad a Cd**, responsables de 1la
apertura y cierre de los canales, y de los cuales tan sdlo seria
afectado por Cd* el mecanismo de compuerta de la apertura y no
el del cierre de estos canales. Estos resultados son coherentes
con la idea sugerida en el capitulo III.3, segin la cual los
canales que median I,, presentarian doslﬁnicos estados, abierto
y cerrado, con sus correspondientes mecanismos de compuerta

diferenciados.
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IIT.5. CARACTERIZACION DE LA CORRIENTE DE ENTRADA

ACTIVADA POR DESPOLARIZACION (I..)

5.Y. RESUMEN

Se estudia la corriente inicial de entrada, transitoria y
de rapida activacién por despolarizacién (I.) presente en el
misculo abductor.

I.. no se modifica en ausencia de Na' extracelular o en
presencia de TTX y es suprimida en ausencia de Ca*" extracelular
o en presencia de distintos cationes divalentes, indicando que
I., es transportada por iones Ca**.

En presencia de TEA, I, presenta una incompleta
inactivacién por tiempo, indicando que I, no es transitoria sino
que su verdadero caracter persistente se ve truncado vy
enmascarado por las corrientes de salida.

La relacién I-V de I, presenta una regién de pendiente
negativa, desde un umbral en torno a -40 mV hasta un méximo
alrededor de 0 mV, y una regién de pendiente positiva llegando
a cruzar el eje de abscisas para valores superiores a 30 mV. La
existencia de dos uUnicas pendientes en la relacién I-V de I_, la
identidad en la forma de esta relacién para el maximo y para el
estado estacionario de I., y el hecho de que la inactivacién por
tiempo ocurra segin una unica exponencial indican la existencia
de un unico tipo de canal de Ca* voltaje-dependiente (CCVD).

La substitucién de Ca?** por Ba** produce un notable aumento
de la amplitud de I, (ahora I,,), sin que sea modificada la forma
de su relacién I-V, indicando que los CCVD que median I

presentan mayor permeabilidad a Ba** que a Ca*.
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La conductancia subyacente a I, (G, ) aumenta con la
despolarizacién de forma sigmoidea y de acuerdo a la ecuacién de
Boltzman con una pendiente S de 6.77 + 1.43, comenzando su
activacién a partir de -40 mV, alcanzando un valor medio a —-17.14
+ 3.13 nV y siendo mdxima para Vm >10 mV (n = 17).

La inactivacién por voltaje de G, aumenta con la
despolarizacién segun la ecuacién de Boltzman con una pendiente
de 3.31 +* 1.01, comenzando en torno a -40 mV, presentando un
valor medic a -33.65 + 4.13 yv siendo maxima a partir de -15 mV
(n = 7).

I.. alcanza su mdxima activacién entre 4 y 2 ms desde el
inicio del pulso; I, tarda entre 7 y 2 ms en alcanzar su maxXimo.
El tiempo necesario para alcanzar la mdxima activacién es funcién
exponencial decreciente de Vm.

La inactivacién por tiempo de I, sigue un curso temporal
exponencial, con constantes de tiempo variables entre 5 y 15 ms.
Esta inactivacién no es total y presenta una ligera dependencia
de voltaje. La inactivacién por tiempo de I,, es, al menos, dos
veces mas lenta que la de I, y su dependencia de voltaje mds
acusada, indicando que la inactivacién por tiempo de I., es
dependiente de Ca*" y de voltaje, y que la dependencia de Ca** es
el factor limitante.

I.. es sensible a dihidropiridinas y no a FTX, sugiriendo
que el CCVD que media I., es de tipo L.

5.1I. INTRODUCCION

El flujo de iones Ca®* a través de canales de cCa?

voltaje-dependientes (CCVD) hacia el interior celular es de

extremada relevancia en la fisiologia celular. Los fendémenos
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desencadenados por este influjo de Ca* son de doble naturaleza.
Por una parte, el paso de Ca*, como idén transportador de carga,
a través de la membrana produce su despolarizacién, participando
asi en la generacidén de actividad eléctrica. Por otra parte, el
flujo de ca* produce un aumento transitorio de su concentracién
intracelular ([Ca*1,), que sirve como sefial quimica intracelular
para el control, directo o indirecto, de numercsos procesos
celulares, tales como activacién de determinados canales iénicos
de membrana (véase por ejemplo el capitulo III.7), activacién
enzimatica, metabolismo, expresién génica, liberacién de
transmisor, etc. (véanse las revisiones Miller 1987; Tsien et
al., 1988). |

Los CCVD se clasificaron inicialmente en tres tipos
diferentes, a saber, CCVD tipo L, tipo N y tipo T (Nowycky et
al., 1985; véanse también las revisiones Tsien et al., 1988;
Carbone y Swandulla, 1989) a los gque posteriormente se ha éﬁadido
un nuevo tipo descrito en las neuronas de Purkinje del cerebelo
conocido como canal P (Llinds y Sugimori, 1989). Aun cuando todos
ellos presentan una cinética de activacién rapida pero mds lenta
que el canal clasico ridpido de Na*, se distinguen entre ellos por
su cinética de 1inactivacién, dependencia de voltaje vy
farmacologia. Ademds, su distribucién en la membrana celular esta
bien definida, existiendo evidencias que indican una segregacién
de funciones llevadas a cabo por cada uno de los diferentes
tipos. Existe, sin embargo, controversia respectc a la similitud
de los CCVD tipo L, N ¥y T en distintos tipos celulares.

E1l CCVD tipo L esta presente en neuronas y fibras musculares

de vertebrados e invertebrados y en células cardiacas de
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vertebrados, su activacién ocurre a potenciales nuy
despolarizados (en torno a -40 mV), siendo llamado, por tanto,
de alto umbral, y su inactivacién por tiempo es lenta, de ahi su
denominacién (del 1inglés "long 1lasting™) (véase Carbone vy
Swandulla, 1989). Farmacolégicamente, es sensible a
dihidropiridinas (DHP) como, por eijemplo, BAY K 8644
(abreviadamente BAY K) y nifedipina, que actian como agonista y
antagonista, respectivamente (Nowycky et al., 1985; Reuter et
al., 1985; Tsien et al., 1988; Carbone y Swandulla, 1989). No
obstante, existen canales con propiedades electrofisiclégicas
semejantes que sin embargo son insensibles a ellas (Mogul y Fox,
1991); ademds neuronas hipotalamicas de rata (Akaike et al.,
1989) y neurconas del ganglio de la raiz deorsal de embricnes de
ratén (Richard et al., 1991) poseen canales sensibles a DHP pero
cuyas caracteristicas electrofisiolégicas los hacen asimilables
al tipo T. Entre otros tipos de respuesta, los canales L generan
potenciales de accién lentos de alto umbral que a su vez provocan
la aparicién de rdfagas de potenciales de accién rédpidos de Na*
(Schwartzkroin y Slawsky, 1977; Janhsen y Llinds, 1984). Adenmds,
parecen estar involucrados en la liberacién de neurotransmisores
y neurochormonas, tales como Substancia P por neuronas de los
ganglios de la raiz dorsal (Perney et al., 1986; Cazalis et al.,
1987) y catecolaminas por células cromafines (Cefia et al., 1983).
Asimismo, Jjuegan un papel crucial en los mecanismos de
acoplamiento de la excitacién-~contraccién (E-C) de las fibras
musculares esqueléticas, tanto de vertebrados como de
invertebrados (Rios y Brum, 1987; Miller 1987; Tanabe et al.,

1988; Tanabe et al., 1990a,b; Ashley et al., 1991; Gydrke vy
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Palade, 1992).

El CCVD tipo N es también de alto umbral. Se diferencia sin
embargo del CCVD tipo L por su insensibilidad a DHP (Nowycky et
al., 1985), aunque ambos son, sin embargo, blogueables por el
péptido w-conotoxina (w-CgTX) (McCleskey et al., 1987; Carbone
y Swandulla, 1989). El1 CCVD tipo N parece intervenir en los
procesos de liberacién de neurotransmisor desde la terminal
presindptica de neuronas simpdticas (Hirning et al., 1988).

El CCVD tipo T presenta una cinética de inactivacién por
tiempo relativamente rédpida (de donde proviene su denominacién,
del inglés "transient") y su activacién ocurre para valores poco
despolarizados (en torno a -80 mV) y, por tanto, se dice de bajo
umbral (Nowycky et al., 1985). Farmacolégicamente, es facilmente
diferenciable del resto, puesto que es insensible a DHP y a
w—-CgTX. E1 canal T es responsab}e de la generacién de potenciales
de accién lentos de bajo umbral descritos originalmente por
Llinds y Yarom (1981) en neurcnas de la oliva inferior.

E1l CCVD tipo P presenta un umbral de activacién intermedio,
es insensible a DHP y w-CgTX y es especificamente blogqueado por
una fraccién de bajo peso molecular del veneno de la arafa
Agelenopsis aperta (FTX) (Llinés et al., 1989). Esta involucrado
en la liberacidén de neurotransmisor en la sinapsis gigante del
calamar (Llinds et al., 1989), en la sinapsis neuromuscular de
mamiferos (Uchitel et al., 1992) y en la sinapsis neuromuscular,
tanto excitadora como inhibidora, de invertebrados (Araque et
al., 1993).

Como ha quedado puesto de manifiesto en el capitulo III.1,

la corriente de entrada presente en la membrana de las fibras
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musculares del misculo abductor presenta una gran similitud con
las corrientes de Ca** descritas en otros misculos de
invertebrados (Mounier y Vassort, 1975; Hencek y Zachar, 1977).
Los resultados gque ahora se presentan muestran que,
efectivamente, la corriente de entrada de las fibras del misculo
abductor (que denominamos I.) estd transportada por iones Ca?*.
El presente capitulo pretende ademds 1la caracterizacién
electrofisiolégica y farmacoldégica de los CCVD que median I., Yy
su implicacién funcional como desencadenantes de los procesos
conducentes a la contraccién muscular.

5$.I1I1. METODGS.

Similar metodologia e idénticos materiales a los descritos
en II. MATERIALES Y METODOS y en capitulos precedentes han sido
empleados para el estudio de I.,. Se hard agui, por tanto, sélo
. referencia a las particularidades especificas seguidas en este
estudio.

En solucién normal, la despolarizacioén de la fibra muscular
durante relativamente largo tiempo conduce generalmente a su
contraccién, con el consiguiente dano de la fibra (manifestada
por un aumento de la conductancia de pérdida) y/o la expulsién
de 1los electrodos. Sin embarge, la aplicacién de pulsos
despolarizantes de corta duracién (inferior a 25 ms) no llega a
desencadenar, en la mayoria de los casos, contraccién manifiesta,
permitiendo el registro estable de las corrientes activadas por
despolarizacién. Por tanto, la aplicacién en solucién normal de
pulsos de duracién superior a 25 ms ha sido usualmente evitada,
no representando ello un serio problema experimental dada la

cinética extremadamente rédpida de la activacidén e inactivacidn
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de las corrientes activadas por despolarizacién.

No obstante, en condiciones de fijacién de corriente se han
usado pulsos de corriente despolarizante de mayor duracién que,
si bien ocasionalmente conducen a la contraccién de la fibra
muscular, ésta no es generalmente manifiesta debido a la rapida
repolarizacién siguiente al maximo de despolarizacién (véase
capitulo IIT.1). Véanse ademds las conéideraciones expuestas al
respecto en el apdo. IIT del capitulo III.1.

Las corrientes de salida activadas por despolarizacién son
relativamente poco sensibles a TEA extracelular (Hencek et al.,
1978), necesitédndose altas concentraciones {superiores a 50 mM)
para obtener una eficaz supresién de estas corrientes. Tan altas
concentraciones de TEA provocan la despolarizacién de las fibras
musculares conduciendo a su contraccién espontanea, con el
consiguiente movimiento de la preparacién e imposibilidad de
obtencién de registros estables. Sin  embargo, tales
inconvenientes pueden ser soslayados mediante 1la inyeccién
intracelular de TEA. En efecto, en estas condiciones en gque sélo
la fibra registrada se ve afectada por TEA, la fijacién de Vm en
valores subumbrales (siempre inferiores a -60 mV) evita 1la
contraccién inducida por TEA de esta fibra.

El mecanismo de acoplamiento de la E-C de los misculos de
invertebrados necesita de la presencia de Ca* extracelular
(Zacharova y Zaéhar, 1967; Hidalgo et al., 1979). asi, la
substitucién total y equimolar de Ca?* extracelular por Ba?*
pernite tanto la aplicacién de pulsos de larga duracién como la
presencia de TEA extracelular, sin riesgo de una posible

contraccién muscular.
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Debido al caricter relativamente hidréfobo de las DHP, el
etanol ha sido el solvente utilizado para conseguir una
concentracién 1 mM, a partir de la cual se han obtenido las
distintas concentraciones de ellas, por adicién de distintos
volimenes de esta solucién a la solucidén contrel. El etanol, a
las concentraciones utilizadas (< 1%}, no tiene efecto por si
mismo sobre las corrientes voltaje-dependientes. Los experimentos
realizados con DHP han sido llevados a cabo en condiciones de
escasa iluminacidén debido a la inactivacién fotosensible de estas
substancias, por transformacién del enantiémero activo en el
inactivo.

La dependencia de voltaje de la activacién de I, ha sido
caracterizada a partir de la conductancia de I., (G.) segun la
ecuacidén deducida de la ley de Chm:

Gen = I/ {Vm-Eq), (5.1)

Asi, para la cuantificacién de G, ha sido necesario el
conocimiento de E., que tan sélo puede ser estimado a partir del
punto de interseccién de I, con el eje de abscisas en 1la
relacién I-V, con el consiguiente error experimental introducido.
Ademds, E., puede ser infravalorado por la presencia de
corrientes de salida. Sin embargo, debido a la dependencia de
tiempo de I.,, y, por tanto a la variacién del intervalo de
tiempo (al que llamaremos tiempo al pico) existente entre el
inicio del pulso despolarizante y el pico de la corriente de
entrada, la aplicacién del método experimental descrito en el
capitulo IXI.3 para el conocimiento de G, en el mdximo, se hace
excesivamente complejo, de forma que este es el unico método, por

sencillo, técnicamente aplicable en nuestras condiciones. En
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efecto, el cdlculo tebérico de E., basado en el conocimiento de
las concentraciones intra y extraceldlares de Cca*', amén de ser
discutible la identidad entre el potencial de equilibrio de ca**
y el potencial de inversién de I, (véase Hagiwara y Byerly,
1981; Hille, 1992), es experimentalmente complejo. En cualquier
caso, el error introducido en la estimacién de E., no parece ser
de la suficiente magnitud como para alterar substancialmente el
comportamiento de G, en funcidén de Vn.

No obstante, en solucién TEA,Ba®**, puede utilizarse un
método alternativo (similar al descrito en el apdo. IVB del
capitulo III.3}, que pernite definir la dependencia de voltaje
a partir de 1las corrientes de cola. En efecto, en estas
condiciones, la corriente de entrada presenta un estado
estacionario directamente proporcional al picoc de ésta (véase
apdo. 1IV), y, por tanto, de acuerdc a la ley de Chm, la
conductancia en el estado estacionario es directamente
proporcional a la conductancia maxima en el pico, puesto que Vm
es constante durante el pulso. Asi, se verifica la ecuacién

Gea/Cenrmax = (I~Tuin) /(Toai=Tun) s (5.2)
donde G../G., ..« €5 la conductancia relativa al maximo (sea en el
pico, sea en el estado estacionario) e I la amplitud de 1la
corriente de cola que varia entre un minimo (I,,) Yy un maximo
(I...) seguin G., varie entre un minimo (activacién nula) o un
maximo (maxima activacidén de G.).

La dependencia de voltaje de I, determinéda por la
aplicacién de uno u otro método en solucién TEA,Ba* no es

significativamente diferente (véanse RESULTADOS).
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5.IV. RESULTADOS
IVA. Naturaleza ionica de I,

La Figura 5.1 A muestra registros tipicos de las corrientes
voltaje-dependientes activadas por pulsos despolarizantes de 7
ms de duracién desde -60 mV a =35, =25, -15 y 10 mV obtenidas
ensolucién normal y solucién 0 mM Ca*'. Mientras que la corriente
tardia de salida no es modificada por 1la ausencia de ca*
extracelular, tanto la corriente inicial transitoria de entrada
como la corriente inicial transitoria de salida observadas en
solucién normal desaparecen en ausencia de Ca** extracelular,
indicando que ambas corrientes son dependientes de Ca*. (La
corriente inicial de salida y su dependencia de Ca* son
analizadas en el capitulo III.7, haciéndose aqui referencia
exclusiva a la corriente inicial de entrada).

Similares resultados a los descritos en ausencia de Ca*
extracelular se obtienen en presencia de bajas concentraciones
(inferiores a milimolar) de Cd* extracelular (Figura 5.1 B), un
reconocido bloqueante de los CCVD (Hille, 1992). Sin embargo,
ninguna de las corrientes se ve modificada en solucién 0 mM Na*
o por adicidén de TTX, un blogueante especifico de las corrientes
de Na' voltaje-dependientes (Hille, 1992) (no mostrado).

Podemos concluir, por tanto, que la corriente inicial de
entrada activada por despolarizacién (I.) es transportada por
iones Ca*'.

IVB. Propiedades generales

La amplitud del pico de I, aumenta a mnedida que se

incrementa la despolarizacién (Figura 5.1 A, Control). Adenmas,

en la Figura 5.1 B se observa que la amplitud del pico de 1la
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Figura 5.1. Corrientes activadas por despolarizacién. A,
corrientes en solucidén normal (Control) y en solucién 0 mM Ca**.
B, corrientes en solucién normal (Control) y en presencia de S
mM Cd*., ¢, relacidén I-V del pico de la corriente de entrada en
solucién normal mostrado en A. D, corrientes activadas en
solucién normal por un pulso despolarizante cuya duracién crece
cada vez 0.2 ms desde 0.2 a 4.8 ms (izda.) y 1 ms desde 1 a 24
ms (dcha.). Como en el resto de figuras del presente capitulo,
las corrientes de pérdida y capacitivas han sido substraidas.
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corriente de entrada generada por despolarizacién a -~10 es mayor
que a =30 mV y, sin embargo, menor que a 10 mV. En efecto, 1la
relacién I-V del pico de I., en solucién normal (Figura 5.1 C)
muestra que ésta es funcidén no lineal de Vm, presentando un
umbral de activacién alrededor de =40 mV y una pendiente
inicialmente negativa que tras alcanzar un maximo en torno a 0
mV se hace positiva para llegar a cruzar el eje de abscisas en
un potencial de inversién superior a 40 mV (tal como es esperado
para E.,). Podemos asi afirmar que la activacién de I, es
dependiente de voltaje.

Por otra parte, I, se desarrolla ridpidamente en.el tiempo
alcanzando un maximo dentro de los 2 primeros milisegundos desde
el inicio del pulso despolarizante. Ademds, el intervalec de
tiempo (al que llamamos tiempo al pico) entre el inicio del pulso
despolarizante y el pico de I, disminuye progresivamente con la
despolarizacién (Figuras 5.1 A y B). Todo ello indica que 1la
activacién de I, es dependiente de tiempo y que esta dependencia
de tiempo es, a su vez, dependiente de voltaje.

Las corrientes registradas en condiciones de fijacién de
voltaje con dos electrodos en grandes fibras musculares presentan
oscilaciones como consecuencia de un control de voltaje no
uniforme a lo largo de la fibra (Mounier y Vassort, 1975b). No
es éste, sin embargo, el caso de la oscilacién gue se observa en
las corrientes activadas por despolarizacién. En efecto, esta
oscilacién es debida a la sumacién lineal de las tres corrientes
descritas en el capitulo III.1, como se desprende de la Figura
5.1 D, donde se muestran 24 registros superpuestos de las

corrientes provocadas por un pulso despolarizante desde -60 ao
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mV y de duracién creciente desde 0.2 a 4.8 ms (Figura 5.1 D,
izquierda) y desde 1 a 24 ms (Figura 5.1 D, derecha). Debido a
la bondad de ia fijacidén temporal de Vm, puede asumirse gue en
los pocos microsegundos consumidos en la variacién de Vm 1la
inactivacién de las conductancias es practicamente inexistente
(véase apdo. IVEb del presente capitulo y los capitulos III.6 vy
IIr.7) ¥ gue, por tanto, la conductancia al final del pulso es
practicamente igual a la del inicio de la repolarizacidén. Las
corrientes de cola obtenidas por pulsos cortos interrumpidos
durante la corriente de entrada son asimismo de entrada y de
mayor amplitud que la propia corriente de entrada durante el
pulso, tal como cabe esperar por el incremento de la fuerza
electromotriz de Ca*' al repolarizar a -60 mV desde 0 mV. Sin
embargo, la corriente de cola cambia de sentido al hacerlo 1la
corriente generada al final del pulso, siendo la amplitud de
aguélla menor a la de ésta, de acuerdo a lo esperable por la
disminucién de la fuerza electromotriz de la corriente de salida
al repeoclarizar (en los capitulos IIT.6 y III.7 se pondré de
manifiesto que estas corrientes de salida estdn transportadas por
K*, cuyo potencial de equilibrio es préximo a -60 mV). Por otra
parte, la amplitud de la corriente de cola es proporcional a la
corriente existente al final del pulso, sugiriendo que estas
corrientes estdn mediadas por canales de membrana gque, en su
estado abierto, presentan un comportamiento éhmico (véanse las
consideraciones hechas al respecto en 1los capitulos IIT.2 y
IIT.3). Por otra parte, el hecho de que en presencia de TEA ésta
oscilacién desaparezca {véase mas abajo) habla asimismo en favor

de la existencia de verdaderas corrientes de salida de K' y no de
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Figura 5.2. Efecto de TEA intracelular. Corrientes activadas por
despolarizacién desde -60 a 5 mV en solucidén normal (Control)},
tras inyeccién intracelular de TEA y en solucién 5 mM Cd*. En
TEA, la corriente (linea punteada) ha sido a‘justada a una unica

funcidn exponenecial (linea continua).
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oscilaciones de la corriente debidas a una falta de uniformidad
espacial del voltaje impuesto.

I.. puede ser aislada del resto de corrientes activadas por
despolarizacién mediante la inyeccién intracelular de TEA, un
blogqueante de numerosas corrientes de K' (Hille, 1992). La Figura
5.2 muestra la corriente activada por un pulso despolarizante
desde -60 mV a 5 mV en soclucién normal, en presencia de TEA
intracelular y tras 1la posterior adicién de 5 mM Cd*. En
solucidén normal, 1la corriente total sigue el patrén tipico
consistente en una corriente inicial de entrada sequida por una
corriente inicial transitoria de salida que se continda con una
corriente retrasada de salida; en presencia de TEA, la corriente
de entrada crece rapidamente en el tiempo hasta un maximo para
después decrecer exponencialmente con una constante de tiempo de
1.99 ms (r >0.95) hasta alcanzar un estado estacionario que se
mantiene a lo largo del pulso. La adicién posterior de cd*
muestra que la corriente de entrada sostenida registrada en TEA
es practicamente‘ pura de Ca*, pues sélo es apreciable una
pequena corriente de salida al final del pulso. Se pone asi de
manifiesto que el cardcter transitorio de I, no lo es tal, sino
gue su verdadero caréidcter persistente tras una primera e
incompleta inactivacién se ve truncado y enmascarado por las
corrientes inicial y retrasada de salida. Se explica asi el
incremento observado en la amplitud del pico de I, y en el
tiempo en que éste ocurre, en TEA respecto al control (véase
apdo. IVEa).

La Figura 5.3 A muestra las corrientes activadas por

despolarizacién en TEA y solucién Ba**, donde las corrientes de
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salida estan practicamente bloqueadas (véase capitulo III.6). En
estas condiciones, los uUnicos posibles iones transportadores de
la corriente de entrada son iones Ba*', demostrdndose que, al
igual que en otros sistemas (véase mas abajo), éstos son capaces
de permear por los CCVD del misculo abductor. Se hard, por tanto,
referencia a I,,, sin olvidar que ésta estd mediada por idénticos
canales de membrana gque I_,, ¥y que, con cliertas restricciones,
existe una estrecha relacién entre la naturaleza de ambas. Se
observa que I, se desarrolla en el tiempo hasta alcanzar un
maximo a partir del cual decrece lentamente, que el maximo de
corriente ocurre tanto mas rdpidamente cuantoc mayor es el pulso
despolarizante y que el lento decrecimiento de la corriente a
partir de su maximo varia con la amplitud del pulso, todo lo cual
indica que I, (y, por tanto, I.,) es una corriente cuya
activacién e inactivacién es dependiente de tiempo y que esta
dependencia de tiempo es, a su vez, dependiente de voltaje.

La relacién I-V del pico de I, (Figura 5.3 B) es muy
similar a la descrita para I., (Figura 5.1 C), mostrando un
crecimiento con pendiente negativa a partir de un umbral préximo
a —40 mV, un maximo en torno a -1% mV y un decrecimiento con
pendiente positiva.

Por otra parte, la forma de la relacién I-V (que presenta
‘'dos Unicas pendientes}, la identidad en la forma de la relacién
I-V en el pico y en el estado estacionario de I,, (no mostrado)
y el hecho de que la inactivacién de I, ocurra segun una unica
funcién exponencial (véase apdo. IVEb), permite afirmar 1la
existencia de un unico tipo de CCVD responsable de la corriente

de entrada.

125



10mV
A tomy

-60mVd L

%
100 nA
A 7 ms
A 4
C

B  Vm (mV)
—-60-40-20 0 20 40

.—Q% } ——— gt 0 1.2
C o O
R T —50 § 1 1.0
=
e 100 g 708 g
® Y o+ + 0.6
. ® | 500 3
o = ;0.4 5
\ . T _200 3 1 0.2
v ! 0
- —RD = —f 0.0
—60-40-20 0 20 40

Vm (mV)

Figura 5.3. I.. Y su dependencia de voltaje. A, corrientes
activadas por <despolarizacién en solucién Ba** y TEA
intracelular; las cabezas de flecha indican la corriente durante
el pulso a 10 mV y su correspondiente corriente de cola. B,
relacién I-V del pico de la corriente de entrada. C, conductancia
relativa de I, calculada a partir de la relacién I~V (@) y de
las corrientes de cola (a), segqin las ec. (5.1} y (5.2},

respectivamente. Los valores se han ajustado a la ec. (5.3)
(lineas continuas), donde los pardmetros de ajuste son: para @,

Vo = -23.88 £ 0.46 mV y S = 6.28 * 0.40; para 4, Vo = -25.02 %
0.44 mV y S = 6.16 £ 0.40.
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De todo lo expuesto se puede concluir que la corriente de
entrada del misculo abductor estid mediada por un unico tipo de
CCVD cuya activacién es dependiente de tiempo y de voltaje y cuya
inactivacién es dependiente de tiempo.

IVC. Efecto de cationes divalentes
IVCa. Ccationes bloqueantes

Ha sido demostrado en numerosas preparaciones gque, en
concentracioén milimolar, los cationes divalentes pertenecientes
al grupo de los metales de transicién, tales como Mn**, Co?®*, NiZ?*,
cd* y zZn**, son potentes blogueantes de los distintos CCVD (véase
la revisién Hagiwara y Byerly, 1982}. I_. del miusculc abductor es
totalmente suprimida por la presencia en el medio extracelular
de concentraciones entre 1 y 5 mM de estos cationes divalentes
(véase por ejemplo la Figura 5.1 B), bien sea por substitucién
equimolar de Ca* o por adicidn sin compensacién.

IVCb. Cationes permeantes

Los CCVD, ademds de ser permeables a Ca*', también lo son,
aunque en diferente grado a Ba*'. Asi, en tanto que los CCVD tipo
T son igualmente permeables a Ca* y Ba*, los CCVD tipo N y tipo
L presentan mayor permeabilidad a Ba* que a Ca?*" (Hille, 1992).
Asi, los iones Ba?** pueden substituir, y aun mejorar, a los iones
Ca** como transportadores de corriente, en ocasiones haciendo una
inconspicua corriente de Ca* lo suficientemente grande como para
ser susceptible de estudio. Sin embargo, los iones Ba** son
incapacgs de reemplazar a los iones Ca* como desencadenantes de
numerosos procesos de relevada importancia, v. gr., liberacién
de neurotransmisor, acoplamiento de la E-C en invertebrados,

liberacién de Ca?** de los reservorios intracelulares, y, de
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especial importancia en nuestro caso, activacién e inactivacién
de canales idénicos de membrana (véase Hille, 1992).

El efecto de Ba* sobre las corrientes activadas por
despolarizacidén se analiza en la Figura 5.4. El1 patrén tipico de
las corrientes en solucién normal (Figura 5.4 A, Control) se
transforma, en solucién Ba*, en una corriente de entrada de
mayor amplitud que en el control y que disminuye lentamente en
el tiempo sin llegar a hacerse de salida en los 18 ms que dura
el pulso. Tras la posterior adicién de 5 mM Cd**, la corriente de
entrada desaparece, quedando tan s6lo una pequefia corriente
retrasada de salida, y de menor amplitud que la obtenida en
solucidén normal. I,, puede ser aislada a partir de la corriente
obtenida en solucién Ba?** por substraccién de la corriente
registrada tras adicién de 5 mM Cd*.

Ademids de los posibles efectos de Ba* sobre la corriente
retrasada de salida (gque son analizados en el capitulo III.6) y
de la ausencia de corriente inicial transitoria de salida cuando
el ién transportador de la corriente de entrada es Ba* y no Ca*
(lo cual sugiere que aquélla es una corriente de K* dependiente
de ca?*', tal como se demuestra en el capitulo III.7), varias son
las diferencias encontradas en las corrientes registradas en
solucién normal y solucién Ba**. En efecto, el tiempo al pico de
la corriente de entrada es mayor para I,, que para I., el
decrecimiento temporal de I,, es mds lento que el de I, y la
amplitud de I,, es mayor dgque la de I.. Las dos primeras
diferencias son consideradas en los apdos. IVEa y IVED,
respectivamente, haciéndose aqui s6lo referencia a la tercera de

ellas.
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Figura 5.4. Efecto de Ba** sobre las corrientes activadas por
despolarizacién. A, corrientes activadas por despolarizacién en
solucién normal (Control), solucién Ba** y tras adicién de 5 mM
cda**. I, se ha aislado por substraccién de la corriente
registrada en solucién Ba®* de la registrada tras adicién de 5 mM
cd** (Ba**-Ccd*'). B, relacién I-V, del pico de I, (@) e I, (a).
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Si bien la amplitud de I,, es mayor que la de I., la forma
de su relacidén I-V no difiere substancialmente de la de I,
(Figura 5.4 B), presentando ambas un mismo umbral de generacién
y un proximo potencial de inversioén de la corriente, todo 1o cual
indica gue la conductancia de los CCVD que median la corriente
de entrada es mayor en Ba®* que en Ca* y/o gue la verdadera
magnitud del pico de I., estd enmascarada por la presencia de
corriente de salida. Ambos fenémenos parecen tener efectivamente
lugar, pues si bien el bloqueo de las corrientes de salida por
TEA produce un aumento de la amplitud del pico de I., (véase
Figura 5.2), apoyando la idea de una disminucién de I, por las
corrientes de salida, éste nunca es de tan alta magnitud; ademéas,
la amplitud de I,, es también mayor que la de I., aun cuando las
corrientes de salida se hallan blogqueadas por TEA {véase Figura
5.7 A). Todo ello permite concluir que I., se ve truncada y
enmascarada por las corrientes de salida y que los CCVD que
median I, presentan una mayor permeabilidad a Ba*" que a Ca*.

IVD. Dependencia de voltaje de I,

IVDa. Activacion

La dependencia de voltaje de I,, determinada a partir de la
relacion I-V del pico de I, de acuerdo a la ecuacidén (5.1) y a
partir de la amplitud de las corrientes de ccla seglin la ecuacidn
(5.2) se muestra en la Figura 5.3 C (circulos y triangulos,
respectivamente). Cada conjunto de valores experimentales se
ajusta aceptablemente (r >0.99) a la funcién

Gpa/Goeeax = [1 + exp(Vo-V/5)17%, (5.3)

deducida de la ecuacién de Boltzman, en la que Gg, ... €S €l mdximo

valor de G.,, Vo es el voltaje al cual G, estd medio activada y

130



S es un parametro que define la pendiente de 1la curva. El
andlisis de la funcién de ajuste a los valores experimentales
obtenidos a partir de la amplitud de las corrientes de cola
indica que la dependencia de voltaje de la activacidén de G,
puede ser descrita por la ecuacién de Boltzman (indicando que la
probabilidad de apertura de un canal es independiente del resto),
que G,, presenta un umbral de activacidén en tornoc a -40 mV y que
crece sigmoideamente con Vm con un factor S de 6.16 * 0.41,
alcanzando una activacién media a -25.02 + 0.44 mV y saturandose
para valores superiores a 0 mV. Muy similares parametros de
ajuste de la funcién se obtienen a partir de los valores
experimentales deducidos de la relacién I-V de I,,. En efecto, la
dependencia de voltaje de la activacién de G,, asi determinada
también puede ser aceptablemente (r >0.99) descrita por 1la
ecuacién (5.3), indicando que, en tales condiciones, el umbral
de activacion de G, se situa alrededor de -40 mV, que G,, alcanza
un valor medio a -23.88 * 0.46 mV y madximo a partir de 0 nV, y
que el pardmetro S es 6.28 * 0.40. Por tanto, puesto que no
existen diferencias significativas entre la dependencia de
voltaje de la activacién de G, determinada por uno u otro
método, la activacién de G,, en el pico es idéntica a la del
estado estacionario. Cabe suponer ademas que la irrelevancia del
mnétodo utilizado es extrapolable a la determinacidn de 1la
dependencia de voltaje de la activacioén de G,.

1os resultados obtenidos en solucidén normal a partir de 17
fibras musculares representativas (véase por ejemplo la Figura
5.8) indican que 1la activacién de G, <crece con la

despolarizacién de forma sigmoidea y de acuerdo a la ecuacién de
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Boltzman (r >0.99; indicando que la probabilidad de apertura de
un canal es independiente del resto) con una pendiente S de 6.77
* 1.43, comenzando en valores prdéximos a ~40 mV, alcanzando un
valor medio a -17.14 * 3.13 mV y saturidndose en torno a 10 mV.
IVDb. Inactivaciodn

La Figura 5.5 A pone de manifiesto cémo la aplicacién previa
de sucesivos prepulsos despolarizantes a =30, =25 y =20 mV
modifican 1la corriente de Ca* generada por un postpulso
constante desde -60 a -20 nV. Debido a la activacién de
corrientes de salida durante la aplicacién del prepulso, 1la
amplitud del pico de I, es considerada como la amplitud entre la
corriente existente al inicio del postpulso y el minimo de
corriente generada por el postpulso. La drastica disminucién
observada en 1la amplitud del pico de I.. generado por el
postpulso a medida que se incrementa la amplitud del prepulso
indica la acusada inactivacién dependiente de voltaje que muestra
I..- Evidencia a favor de la exclusiva dependencia de voltaje en
estas condiciones se presenta mds abajo, en solucién Ba*, en la
cual la inactivacién por Ca* no estd presente.

La relacién entre el valor de Vm durante el prepulso y la
amplitud relativa al méximo del pico de' I, generado por el
postpulso caracteriza la dependencia de voltaje de 1la
inactivacién de I, (Figura 5.5 B, circulos). Es interesante
destacar que la aplicacidén de prepulsos de baja amplitud, lejos
de disminuir la amplitud del pico de I, por inactivaciodn,
aumentan la amplitud de ésta (véanse los tres valores
correspondientes a Vm < -45 mV). Este fendmeno, al que llamaremos

potenciacién de I, ha sido consistentemente encontrado en todas
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Figura 5.5. Dependencia de voltaje de la inactivacién de I_, e
I..- A, corrientes registradas en solucién normal por
despolarizacién desde -60 a -20 mV en ausencia y presencia de
prepulsos a =30, -25 y =20 mV. B, conductancia relativa del pico
de I_., del postpulso en funcién de Vm del prepulso:; los valores
se han ajustado a la ec. (5.4) (linea continua), excepto los tres
correspondientes a Vm <-45 mV (véase texto); los pardmetros de
ajuste son: Vo = =-33.39 + 0.27 mV y S = 3.61 + 0.20. C,
corrientes registradas en solucién Ba®*' y TEA intracelular por
despolarizacién desde -60 a -20 mV en ausencia y presencia de
prepulsos a -40, -30 y -20 nV. D, conductancia relativa del pico
de I, respecto a Vm del prepulso; los valores se han ajustado a
la ec. (5.4) (linea continua) donde los parametros de ajuste son:
Vo = -31.42 +# 0.31 mV y S = 3,90 £ 0.26.
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las fibras analizadas en solucién normal (n = 7).

Puesto que Vm del postpulso permanece constante, de acuerdo
a la ecuacidén (5.1), Ic./Tcamex = Gea/Gea,max- LOS valores
experimentales asi obtenidos, y de los cuales no se consideran
los correspondientes a prepulsos de baja amplitud que no
inactivan sino potencian I_,, se pueden ajustar a la funcidn

Gea/Gea,max = [1 + exp(V-Vo/S) 1%, (5.4)
deducida de la ecuacidén de Boltzman, semejante a la ecuacién
(5.3) y donde los pardmetros tiene igual significado. El andlisis
de la funcidn de ajuste indica que la dependencia de voltaje de
la inactivacién por voltaje de I.. es aceptablemente descrita (r
>0.99) por la ecuacién de Boltzman. La inactivacioén por voltaije
de I_., comienza en torno a -35 mV, alcanzando un valor medio a
-33.39 + 0.27 mV, aumentando con una pendiente de 3.61 + 0.20 y
haciéndose maxima por encima de -15 mV, Del andlisis de 7 fibras
diferentes en solucién normal podemos concluir que 1la
inactivacién por voltaje de G, aumenta de forma sigmoidea con la
despolarizacién de acuerdo a la ecuacién de Boltzman (indicando
que la probabilidad de inactivacién de un canal es independiente
del resto) con un factor de pendiente S de 3.31 * 1.01,
comenzando en torno a -40 mV, alcanzando un valor medio para
-33.65 * 4.13 y siendo mdxima a partir de ~15 mV.

En solucién TEA,Ba** (Figura 5.5 C), en 1la cual I, es
prdcticamente pura por el considerable blogqueo de las corrientes
de salida, se aprecia que, en tanto el pico de I, generado por
el postpulso disminuye notablemente hasta desaparecer al aunentar
la amplitud del prepulso, el componente estacicnario de I,

apenas se ve modificado, reduciéndose como mdximo hasta un 70%
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y sin correlacidén evidente con la amplitud del prepulso. En este
sentido, cabe destacar que el pico de I, generado por el
postpulso es de mayor amplitud gue el generado por un prepulso
idéntico a aquél, y gque esta diferencia es de igual magnitud a
la observada en el estado estacionario.

La dependencia de voltaje de la inactivacién del pico de I,
en estas condiciones, se muestra en la Figura 5.5 D, en la cual
los valores experimentales se ajustan aceptablemente (r >0.99)
a la ecuacién (5.4) (donde ahora G, es G, ). La inactivacién de
Gp.; Que es minima para valores inferiores a -40 mV y mdxima por
encima de ~15 mV, presenta un valor medio a -31.42 % 0.31 y una
pendiente S de 3.90 £ 0.26. La estrecha similitud entre estos
valores y los encontrados para I, indican que la dependencia de
voltaje de la inactivacién de G,, es igual a la de G,, Y que, por
tanto, los resultados obtenidos no se ven distorsionados por la
presencia de corrientes de salida y/o presencia de una supuesta
inactivacién por Ca** sino que, efectivamente, corresponden a la
verdadera dependencia de voltaje de la inactivacidén de G,.

IVE. Dependencia de tiempo de I, -
IVEa. Activacidn

En el apdo. IVB se ha puesto de manifiesto que la activacién
de I. es dependiente de tiempo y que esta dependencia de tiempo
es, a su vez, dependiente de Vm. En efecto, el pico de I, en
solucidén normal ocurre tanto mds rdpidamente cuanto mayor es la
amplitud del pulsc despolarizante y siempre dentro de los dos
primeros milisegundos del pulso, tal como muestra la Figura 5.7
A, circulos, donde se representa una tipica relacién entre el

tiempo al pico de I., Yy el valor del pulso despolarizante en
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solucidén normal (circulos). Los valores experimentales se ajustan
aceptablemente (r >0.99) a la ecuacidn exponencial decreciente
t = m[exp(-V/T)] + b, (5.5)
donde t es el tiempo al pico de I.,, m es la amplitud entre la
asintota y el puntoc de corte con el eje de ordenadas, V es Vn,
7 es la constante de tiempo de la exponencial y b es la asintota.
Del andlisis de la funcién de ajuste podemos concluir que 1la
dependencia de tiempo de la activacién de I, en solucién normal
es funcién exponencial decreciente de Vm, disminuyendo e-veces
por cada 19.44 * 1.40 nmV de despolarizacién, tomando m un valor
de 0.09 * 0.01 y tendiendo asintéticamente a 0.56 + 0.03 ms.

Sin embargo, tras la inyeccién intracelular de TEA (Figura
5.6 A, tridngulos) el tiempo al pico de I, es aproximadamente el
doble de éste en solucién normal, variando aproximadamente entre
5 vy 1 ms. La funcién de ajuste a los valores experimentales
indica que, en estas condiciones, la dependencia de tiempo de la
activacién de I, es también funcién exponencial decreciente de
Vvm (r >0.99), disminuyendo e-veces por cada 11.97 * 0.79 mV de
despolarizacién, siendo m = 0.09 * 0.01 y presentando una
asintota a 1.17 £ 0.04 ms.

Por tanto, podemos concluir que la dependencia de voltaje
de la dependencia de tiempo de la activacién de I, es idéntica
en solucién normal y en TEA. No obstante, el tiempo al pico de
I.. es 2 veces mayor en TEA que en solucién normal, sugiriendo de
nuevo que I, se ve truncada por la activacién de las corrientes
de salida, puesto que un efecto directo de TEA sobre la
activacién de I., parece muy improbable, dada su especificidad

por las corrientes de K (Hille, 1992).
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Figura 5.6, Dependencia de tiempo de la activacién de I, e I,,.
A, relacién entre Vm y el tiempo al pico de I, en solucién
normal (@) y en TEA intracelular (4). Los valores se han
ajustado a la ec. (5.5) (lineas continuas) y los parametros de
ajuste son: en solucién normal, m = 0.12 * 0.01 ms, b = 0.56 %
0.0 ms vy 7 = 19.44 + 1.40; en TEA, m = 0.09 * 0.01 ms, b= 1.17
+ 0.04 ms y 7 = 11.96 * 0.79. B, relacion entre Vvm y el tiempo
al pico de I., e I.. en TEA intracelular (a) y tras perfusién con
solucidén Ba®’" (M), respectivamente. La linea continua representa
el ajuste de la ec. (5.5) a los valores experimentales. Los
pardmnetros de ajuste son: en TEA, m = 0.04 * 0.01 ms, b = 1.40
* 0.04 ms y 7 = 12.59 % 1.52; tras perfusidén con solucién Ba*,
m=1.24 % 0,02 ms, b =0.002% 0.57 ms y 7 = 49.16 + 7.78.
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La Figura 5.6 B compara, en una misma fibra, el tiempo al
pico de I, en TEA (triangulos) y el tiempo al pico de I, en TEA
y solucién Ba®** (cuadrados). Se apfecia el notable incremento del
tiempo al pico de I, respecto al de I_.. En ambos casos, la
dependencia de voltaje de la dependencia de tiempo de 1la
activacién decrece exponencialmente (r >0.99) de acuerdo a la
ecuacién (5.5). En TEA, m es igual a 0.04 * 0.01 y el grado de
decrecimiento es e-veces por cada 12.59 + 1.52 mV de
despolarizacién tendiendo asintéticamente hacia 1.40 * 0.04 ms
(nétese la similitud entre el valor de estos parametros y el de
los encontrados para la fibra muscular representada en la Figura
5.6 A también en TEA). Por su parte, el tiempo al pico de I,
decrece e-veces por cada 49.16 t 7.78 v, tendiendo
asintéticamente hacia 0.00 + 0.57 ms, con un valor de mn = 1.24
+ 0.22.

IVEb. Inactivacion

Debido a la presencia de corrientes de salida que truncan
y enmascaran I_., la inactivacién por tiempo de I, s6lo es
apreciable en TEA y/o TEA,Ba*. La variacién de I, e I, en el
tiempo a partir del pico de corriente sigue un curso temporal
exponencial decreciente (r >0.99) alcanzande un estado
estacionario que dura cuanto dura el pulso (Figura 5.7 Ay C).
La dependencia de tiempo de la inactivacién de I_,, cuantificada
a partir de la constante de tiempo de la funcién exponencial que
se ajusta a su curso temporal, se representa en la Figura 5.7 B.
En TEA, la relacién entre la dependencia de tiempo de 1la
inactivacién y Vm (Figura 5.7 B, circulos) muestra que la

inactivacién de I., es muy rdpida, con constantes de tiempo
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Figura 5.7. Dependencia de tiempo de la inactivacién de I., e I,.
A, corrientes activadas por despolarizacién (lineas punteadas)
en TEA y tras perfusién con solucidén Ba** (TEA,Ba?>), ajustadas a
sendas funciones exponenciales (lineas continuas). B, relacién
7-V de la constante de tiempo de inactivacién en TEA (@) vy
TEA,Ba”" (a}); misma célula que 4. C, corrientes activadas por
pulsos despolarizantes de larga duracién (lineas punteadas) en
TEA y TEA,Ba®™, en dos células distintas, ajustadas a sendas
funciones exponenciales (lineas continuas), cuyas constantes de
tiempo son 6.41 ms (TEA) y 21.75 ms (TEA,Ba*).
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inferiores a 5 ms, y muy poco variable en el rango de voltaje
explorado. Sin embargo, en TEA,Ba* en la misma fibra (Figura 5.7
B, triangulos), la inactivacién de I,, es considerablemente mas
lenta y presenta una clara dependencia de voltaje, siguiendo una
curva en forma de campana Ccuyo mdximo ocurre para valores de
voltaje prdéximos al voltaje de activacidén media de la corriente
(véase apdo. IVDa), tal como cabe esperar para corrientes
voltaje-dependientes (véase apdo. IVC del capitulo III.3). En
ocasiones, la constante de tiempo en TEA es algc mayor (véase por
ejenplo la Figura 5.7 ¢, TEA), aungue siempre inferior a 15 ms,
mostrando una ligera dependencia de voltaje, pero nunca tan
acusada como en Ba®*'. Quizd estas diferencias encontradas en
diferentes fibras en TEA sean-debidas a un mayor o menor grado
de blogueo de 1las corrientes de salida, en funcién de una
distinta concentracién de TEA intracelular alcanzada en las
diferentes fibras; sin embargo, el hecho de que la inactivacién
por tiempo siempre sea segun una unica exponencial indica que las
corrientes de salida estdn significativamente reducidas, no
obstante, la minima presencia de ellas puede inducir una mayor
velocidad en la inactivacién de I, registrada.

En cualguier caso, la inactivacién de I,, fue siempre mayor
que I, (siendo la constante de tiempoc mdxima de I,, el doble, al
menos, que la de I.,) y su dependencia de voltaje
consistentemente mas acusada. Podemos asi concluir dgue la
inactivacién de I., en el tiempo presenta una doble dependencia,
a saber, una dependencia de Ca* (en cuanto gque la inactivacién
de I., es mads rapida que la de I, ) y una dependencia de voltaje

(en cuanto gque la constante de tiempo de la inactivacién de I,
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es funcidén de Vm). Ademds, el hecho de gue esta dependencia de
voltaje sea mds acusada para I,, que para I.. (donde en ocasiones
sdlo se manifiesta levemente) sugiere que la dependencia de Ca**
y no de Vm es el factor limitante de la inactivacién por tiempo
de I...
IVF. Corriente de Ventana

En la Figura 5.8 se representa la dependencia de voltaje de
la activacién (circulos) y de la inactivacién (triangulos) de I,
para una fibra tipica en solucién normal. Tanto los valores
experimentales de la activacién como de la inactivacién por
voltaje de I, se ajustan aceptablemente (r >0.99) a las
ecuaciones (5.3) vy (5.4), respectivamente. La interseccidén de las
curvas de ajuste que definen la dependencia de voltaje de 1la
activacién e inactivacién ocurre para un valor de Vm = ~28.43 nmV,
para el cual la conductancia relativa de I, es mayor gque cero.
Asfi, en un determinado intervalo de Vm, la activacién e
inactivacién de I, se superponen, definiendo en el plano x-y un
espacio delimitado por el eje y = 0 .y las curvas de activacién
e inactivacién de I.,. La corriente incluida en esta regién de Vm
recibe el nombre de corriente de ventana (en inglés "window
current"). La corriente de ventana de los CCVD del misculo
abductor se sitia entre ~40 y -20 mV, que corresponde &l rango
de despolarizacién sostenida que tiene lugar tras la generacién
de un potencial de accién graduado por estimulacién sindptica
(véase Figura 1.1 A) o por inyeccién de un pulso de corriente

despolarizante de larga duracién (véase la Figura 1.1 B).
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Figura 5.8. Corriente de Ventana de I.. La dependencia de
voltaje de la activacién (@) y de la inactivacién (a) de I, se
han ajustado a las ec. (5.3) v (5.4), respectivamente. No se han
considerado los puntos de 1la inactivacién por voltaje
correspondientes a Vm < =45 mV (véase texto). El1 punto de
interseccién de ambas curvas ocurre en vm = -28.43 mV.
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IVG. Farmacologia

Log distintos CCVD, ademds de diferir en sus caracteristicas:
electrofisioldgicas (en cuanto que poseen distinta cinéticé,
dependencia de voltaje, dependencia de Ca*', selectividad iénica,
regulacion metabdlica y/o conductancia unitaria), presentan
notables diferencias en su farmacologfa. Asi, las DHP actuan
especificamente, bien como agonistas o como antagonitas (por
ejemplo, BAY K o nifedipina, respectivamente), sobre los CCVD
tipo L (Nowycky et al., 1985). La toxina peptidica w—-conotoxina
(w-CgTX) contenida en el veneno del gasterdépodo marino Conus
geographus inhibe los CCVD de alto umbral, esto es, los tipo L
y tipo N (Nowycky et al., 1985; McCleskey et al., 1987; Carbone
y Swandulla, 1989). E1 CCVD tipo P es especificamente blogqueado
por el péptido w—-Aga-IVA (Mintz et al., 1992) y por una toxina
no peptidica de bajo peso molecular (denominada FTX) (Llinas et
al., 1989) presentes en el veneno de la arana Agelenopsis aperta.
Por Gltimo, no se ha demostrado sensibilidad alguna del canal
tipo T a ninguna de las citadas toxinas.

La adicién a la solucién extracelular de 1 uM Nifedipina
produce una notable reduccién en la amplitud de I,, en solucién
TEA,Ba* (Figura 5.9). Esta reduccién, que se acentua al aumentar
la concentracién extracelular de Nifedipina (a 10 uM), y que por
tanto sugiere un efecto dependiente de concentracién, no se ve
acompanada de variaciones en el umbral de activacidén de I, ni en
su potencial de inversién, tal como se muestra en la relacién I-V
de la amplitud del pico de I, (Figura 5.9 B).

En efecto, en tanto que la forma de esta relacién no se ve

alterada por nifedipina 1 6 10 pM, la amplitud mdxima de I, es
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Figura 5.9. Efecto de Nifedipina sobre 1I,.. A, corrientes
activadas por despoclarizacién en solucién TEA,Ba* (Control} y
tras adicién sin compensacién de 1 y 10 uM Nifedipina. B,
relacién I-V del pico de I,, en solucién TEA,Ba** (@) y en

presencia de 1 y 10 uM Nifedipina (O y A , respectivamente).
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Figura 5.10. Efecto de BAY X sobre I,. A, corrientes activadas
por despolarizacién en solucién TEA,Ba®*" (Control) y tras adicién
sin compensacién de 1 uM BAY K. B, relacién I-V del pico de I,
en solucién TEA,Ba** (@) y en presencia de 1 uM BAY K (O).
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0.68 y 0.40 veces menor, respectivamente, que en el control.

En la Figura 5.10 A se muestra cémo, por el contrario, 1 uM
BAY X provoca el incremento de I,, generada en solucién TEA,Ba**
{(Control). La relacién I-V del pico de I,, (Figura 5.10 B), pone
de manifiesto que 1 uM BAY K aumenta un 56% la anplitud méxima
de I,, en el control (circulos llenos), y gue este incremento se
realiza sin alteracién de la forma de la relacién I-V, del umbral
de activacién de I,, ni de su potencial de inversidn.

Por otra parte, I. no es modificada por la presencia de FTX
(hasta 1ul/ml), un reconocido blogqueante especifico de los CCVD
tipo P cuya constante de afinidad aparente es alrededor de 10
' nl/ml (no mostrado; pero véase Araque et al., 1993).

Todo ello permite concluir que, de acuerdo a las
caracteristicas farmacolégicas de I, de las fibras musculares,
los CCVD que median esta corriente son de tipo L.

5.V. DISCUSION

Los resultados presentados indican que la corriente de
entrada activada por despolarizacién del misculo abductor (I_.,)
es una corriente transportada por iones Ca®*" a través de un unico
tipo de CCVD, cuya activacién e inactivacién son dependientes de
voltaje y de tiempo.

Tanto las caracteristicas electrofisioldgicas de 1., a
saber, su alto umbral de activacioén (alrededor de -40 mV), su
cardcter persistente en el tiempo, su elevado rango de
inactivaciéﬁ por voltaje (entre ~40 y -15 mV) y la mayor
conductancia de Ba** que de Ca?*, como sus caracteristicas
farmacolégicas, en cuanto que es sensible a DHP, permiten

adscribir el CCVD responsable de I, a aquéllos de tipo L.
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No pbstante, la cinética de activacién e inactivacién de Ica
difiere de la de otras corrientes de Ca*" mediadas por CCVD tipo
L descritas en otros sistemas. En efecto, la activacién de I, es
considerablemente mas rapida que la de otras corrientes de Ca*',
especialmente la descrita en misculo esquelético de vertebrados
(Carbone y Swandulla, 1989), de acuerdo gquiza al diferente
mecanismo de acoplamientc de E-C. En el misculo esquelético de
vertebrados se ha propuesto que el mecanismo de acoplamiento de
E~-C es de naturaleza mecdnica y estd basado en la actuacién de
los CCVD como sensores de voltaje, y no como verdaderos canales
de Ca?®', transduciendo mecé&nicamente la senal eléctrica a los
receptores de ryanodina del reticulo sarcopldsmico, que actudan
como canales de Ca®* permitendo la liberacién de Ca*" desde este
organulo para la contraccién muscular (Schneider y Chandler,
1973; Schwartz et al., 1985; Rios y Brum, 1987; Smith et al.,
1988; Rios y Pizarro, 1991). Sin embargc, en misculo esquelético
de invertebrados (Hidalgo et al., 1979; Vergara y Verdugo, 1988;
Lea y Ashley, 1989; Gydrke y Palade, 1992) y en misculo cardiaco
(véase Bers, 1991) se ha propuesto gque el mecanismo de
acoplamiento de E-C es de naturaleza quimica y se fundamenta en
la liberacién de Ca* desde el reticulo sarcopldsmico inducida
por el Ca* (abreviadamente LCIC) que fluye a través de los CCVD
desde el espacio extracelular. A este respecto es interesante
hacer notar que la cinética de activacién de la corriente de Ca**
en misculo cardiaco es semejante a la de misculo esquelético de
invertebrados y mds rédpida que la de misculo esquelético de
vertebrados. Asi, el mecanismo de LCIC es posiblemente mads lento

que el mecanismo mecdnico, en cuanto que depende del tiempo de
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difusién intracelular de Ca® para su unién al sitio receptor del
reticulo sarcopldsmico, y requeriria una mayor velocidad en el
influjo de Ca*" y, por tanto, una mayor velocidad de activacién
de los CCVD.

Por otra parte, en tanto que la constante de tiempo de 1la
inactivacién de I_., es inferior a 25 ms, las corrientes de Ca?*
mediadas por CCVD tipo L en otros sistemas es superior a 500 ms.
No obstante, dado el cardcter persistente de I.,, el resultado
funcional de ambos tipos de corrientes puede ser idéntico,

Dignos de ser resehnados son dos fenémenocs, de obscura
naturaleza y consistentemente encontrados, referentes a 1la
inactivacién por voltaje, a saber, la potenciacién de I, por
prepulsos de baja amplitud y la menor amplitud tanto del pico
comno del estado estacionario de I,, (y en iqual magnitud) cuando
es generado por el prepulso que cuando lo es por el postpulso
(siendo ambos de igual amplitud). El hecho de que I, y no I,
presente potenciacién sugiere bien gque ésta es dependiente de
Ca** (y que guizd el Ca* intracelular podria facilitar 1la
apertura de los propios CCVD) o© bien que I,., (ausente en
solucién Ba?*', aun cuando este ién permea por el mismo CCVD) se
inactiva por voltaje. Que la potenciacién de I, ocurra para
voltajes inferiores a la activacidén de I, hablaria en favor de
la segunda hipétesis, aungue no puede desecharse la idea de una
baja probabilidad, peroc no nula, de apertura de CCVD para
voltajes inferiores al umbral de activacién de una conspicua IL,.
Por otra parte, dos son las posibles explicaciones al segundb
fenémeno, a saber, una acumulacién del grado de inactivacién

provocada por la sucesiva aplicacién de pulsos despolarizantes
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de amplitud creciente y/o una acumulacién de Ba** intracelular
(gque no es sensible a los mecanismos fisiolégicos homeostaticos
de Ca* citosélico) que provocaria una disminucién de la fuerza
electromotriz de Ba** y, por tanto, una disminucién de 1la
amplitud de I,.,. Que I, no manifieste tal fendémenc hablaria en
favor de esta udltima interpretacién, si bien la potenciacién de
I.. podria enmascarar este fenémeno.

Las curvas de activacidn e inactivacién de las corrientes
de Ca** mediadas por CCVD en distintos sistemas se superponen
para un determinado rango de voltaje. En fibras cardiacas, ha
sido demostrada la existencia de una corriente de ventana (en
inglés, "window current") durante la generacidn de potenciales
de accién en meseta, donde el valor de Vm alcanzado se
corresponde con el rango de.voltaje para el cual se define la
corriente de ventana (Reuter y Scholz, 1977; Brown et al., 1984;
Hirano et al., 1992). En este rango de voltaje ha sido sugerida
la existencia de transiciones en el estado del canal, segun las
cuales los canales pasarian probabilisticamente de un estado
‘abierto a un estado inactivado y luego cerrado (de acuerdo a la
curva de inactivacién) desde el cual volverian a pasar a un
estado abierto (de acuerdo a la curva de activacioén), generédndose
asi un ciclo repetitivo de distintos estados del canal (Shorofsky
y January, 1992; Hirano et al., 1992). En el musculo abductor,
las curvas de activacidén e inactivacidén se superponen en una
regién de Vvm comprendida entre -45 y -20 mV, que se corresponde
con la despolarizacidén sostenida que ocurre durante 1la
estimulacién sindptica con trenes ¢ la inyeccién de pulsos de

corriente de larga duracién, sugiriendo la existencia de una
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corriente de ventana de Ca* que contribuirfia, junto con el
caracter persistente de I_,, al influjo sostenido de Ca?" durante
tanto tiempo como dure la estimulacién, explicando asi el
comportamiento lento y ténico de este musculo.

La existencia de un pico rdpido de I, puede explicarse como
necesaria para la superaciodn de una posible inercia del sistema,
sea ésta de naturaleza mecdnica y/o quimica. En efecto, la
naturaleza viscoeldstica de las fibras musculares confiere al
sistema muscular un alto grade de resistencia mecdnica al
movimiento, que necesitaria de wuna contraccién muscular
transitoria inicial mas fuerte que la estacionaria; por otra
parte, puesto que la contraccidén muscular estd mediada por Ca*
liberado del reticulo sarcopldsmico por un mecanismo de LCIC,
podria ser necesaria la existencia de un gran influjo de Ca*" que
elevara los niveles de Ca* citos6lico desde su nivel
practicamente nulo en reposo hasta el iddéneo para desencadenar
la LCIC, y una vez conseguido este supuesto nivel de Ca*
citosdlico, la corriente de Ca?** sostenida seria un mecanismo de
mantenimiento de €1.

De todo lo expuesto podemos concluir que la corriente de
‘entrada del misculo abductor es una corriente de Ca* dependiente
de tiempo y de voltaje mediada por un dnico tipo de CCVD de tipo
L, cuya activacién e inactivacion es dependiente de voltaje y de
tiempo, presentandc una répida cinética de activacién, que
permite alcanzar el mdximo de corriente dentro de los 7 primeros
milisequndos de despolarizacién, y una rapida cinética de
inactivacién, que no es total y gque hace posible el influio

sostenido de Ca? mientras dura la despolarizacién.
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ITII.6. CARACTERIZACION DE LA CORRIENTE DE SALIDA

RETRASADA ACTIVADA POR DESPOLARIZACION (I.)

6.I. RESUMEN

En el presente capitulo se estudia la corriente retrasada
activada por despolarizacidén (I1,).

I, es una corriente cuya amplitud es dependiente de tiempo
y de voltaje, gue alcanza un estado estacionario dentro de los
primeros 100 ms y gue no presenta inactivacién por tiempo, al
menos durante los primeros S00 ns.

El potencial de inversién de I, (E) varia con [K'],
aproximadamente igual a la variacién esperada en el potencial de
equilibrio de K' seqin la ecuacién de Nernst.

La conductancia subyacente a I, (Gy) es una funcién
sigmoidea de Vm que, siguiendo la ecuacién de Boltzman, comienza
en torno a -30 mV y es maxima alrededor de 70 mV. El potencial
de activacién media de G, se situa en torno a 10 mV.

La cinética de activacién y desactivacién puede ser
aceptablemente descrita por la cuarta potencia de una funcién
exponencial, cuya constante de tiempo es dependiente de Vm y
siempre inferior a 5 ms.

I, es bloqueada pecr  TEA intracelular, por altas
concentraciones de TEA extracelular (superiores a 25 mM) y por
Ba** extracelular.

De tode ello, concluimos que I, es una corriente dependiente
de tiempo y de voltaje, transportada por K', responsable de la
rectificaéién retardada de salida observada en condiciones de

fijacién de corriente y cuyas caracteristicas electrofisioldgicas
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y farmacolégicas la asemejan notablemente a otras corrientes
rectificadoras retardadas presentes en diferentes sistemas.
6.I1. INTRODUCCION

Hodgkin y Huxley (1952a,d) demostraron la existencia de una
corriente de K' involucrada en la repolarizacién del potencial de
accién en el axén gigante de calamar. Los canales de K que-
median esta corriente recibieron el nombre de "rectificadores
retardados" por ser responsables del incremento de conductancia
observado tras un pequefio periodo de retraso durante un pulso de
voltaje despolarizante (Hodgkin et al., 1949). La presencia de
rectificadores retardados fue posteriormente descrita en 1la
inmensa mayoria de células excitables, donde mostré propiedades
similares aungque no idénticas. Asi, actualmente el término
rectificador retardade hace referencia no a un udnico tipo de
canal de XK' sino a una clase de canales c¢on propiedades
electrofisiolégicas y funcionales muy similares que pueden,
incluso, coexistir en un mismo tipo celular (Hille, 1992).

Considerando como representativo de ellos el descrito por
Hodgkin y Huxley (1952a,b,d), el rectificador retardado es un
canal voltaje-dependiente que se activa por despolarizacidén y que
media selectivamente una corriente de salida de K' que no
presenta inactivacién por tiempo, al menos durante los primeros
500 ms de despolarizacidén. La cinética de activacidén y de
desactivacién de esta corriente puede ser descrita por la cuarta
potencia de una funcién exponencial del tiempo, cuya constante
de tiempo es dependiente de voltaje y siempre inferior a 10 ms.
Farmacoldégicamente, los rectificadores retardados son

generalmente sensibles a 4-aminopiridina, Ba** extra e
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intracelular y Cs* intracelular, aunque en diferente grado
dependiendo del tipo celular (Stanfield, 1983; Hille, 1992).
Igualmente, todos ellos son sensible a aminas cuaternarias,
fundamentalmente TEA (Tasaki y Hagiwara, 1957; Hagiwara y Saito,
1959; Hille, 1967), habiéndose demostrado la existencia de sendos
receptores diferenciados en la cara extracelular e intracelular
de estos canales en numerosos sistemas (Koppenhéfer y Vogel,
1969; Armstrong y Hille, 1972, Hille, 1992). La afinidad de estos
receptores por TEA, difiere considerablemente entre los distintos
tipos celulares, considerdndose actualmente ¢gue mnientras el
receptor intracelular es similar en todos los sistenas
estudiados, el receptor extracelular es sin embargo variable en
los distintos tipos celulares (Hille, 1992); asi, en tanto que
los rectificadores retardados de la mayoria de los axones de
vertebrados son bloqueados por bajas concentraciones de TEA
extracelular (en el rango milimolar) (Hille, 1967; Stanfield,
1970; Stanfield, 1983), los de los axones de invertebrados
necesitan de mayores concentraciones de TEA extracelular (al
menos dos Ordenes de magnitud superiores) para ser blogqueados,
aungque, incluso, tales concentraciones pueden no ser ni siquiera
efectivas (Tasaki y Hagiwara, 1957; Wong y Binstock, 1980).

En el presente capitulo se estudia la corriente retrasada
y sostenida de salida responsable de la rectificacidén retardada
presente en el musculo abductor.

6.ITI. METODOS

El potencial de membrana impuesto ha sido de -60 mV y se han

utilizado dos tipos de protocolos andlogos a los descritos en el

apdo. III. METODOS del capitulo III.3, con la salvedad de que,
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en el protocolo P2, V no es hiperpolarizante sino despolarizante.
Idénticas convenciones y medidas a las alli establecidas han sido
seguidas en el presente capitulo.
6.IV. RESULTADOS

La Figura 6.1 A, izquierda muestra el patrén tipico Ade
corrientes activadas por despolarizacién en solucién normal
consistente en una corriente 1inicial ré4pida de entrada (que
denominamos I., y que ﬁa sido estudiada en el capitulo III.S),
una inicial rédpida de salida (que llamamos Iy.., ¥ gue se estudia
en el capitulo III.7) y una retrasada mds lenta de salida (que
denominamos I,). Tras perfusién con solucién 0 mM Ca®* (Figura 6.1
A, derecha) o tras blogqueo de los CCVD (Figura 5.1 A y B), tanto
I., como I,..., son suprimidas, quedando asi aislada I,. La Figura
6.1 B muestra gue la relacién I-V de I, medida a los 18 ms del
pulso despolarizante es idéntica en solucién normal (circulos)
Yy en ausencia de Ca* (triangulos), indicando que la corriente de
salida neta observada al final del pulso despolarizante
corresponde practicamente de forma exclusiva a I,. Por otra
parte, la relacidén I-V de I, es claramente no lineal, presentando
un umbral de generacién en torno a -30 mV. Este comportamiento
no lineal de I, frente a Vm indica que I, es una corriente
voltaje-dependiente que se activa por despolarizacién a partir
de un umbral préximo a -30 mV, y cuya activacidén es responsable
de la existencia de una rectificacién en el comportamiento
eléctrico de la membrana frente a la despolarizacién, que recibe
el nombre de rectificacién de salida o retardada (véase capitulo

I171.1).
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Figura 6.1. Corrientes activadas por despolarizacién. A,
corrientes activadas por despolarizacidn en solucidén normal
{Control) y en solucién 0 mM cCa*. B, relacién I-V de 1la
corriente medida a los 18 ms del pulso despolarizante en Control
(®) y en ausencia de Ca* extracelular (a4). Las corrientes
capacitiva y de pérdida han sido substraidas.
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IVA. Relacion I-V instantanea de I,

La Figura 6.2 B muestra las relaciones I-V instantineas de
I. (triangulos) e I, (circulos) en solucién 0 mM Ca* obtenidas a
partir de los registros mostrados en la Figura 6.2 A y B,
respectivamente. Tal como ha gquedado descrito en el capitulo
I1r1.2, la relacién I-V de I, es lineal, ajustandose
aceptablemente (r >0.99) a una regresién de primer orden (linea
continua) cuya pendiente (esto es, G.) es igual a 5.46 uS.
Igualmente, la relacién I-V instantdnea de I°,,, medida a los 3
ms del inicio del pulso F, cuando I, ha sido activada por un
pulso V = 0 mV, se ajusta aceptablemente (r >0.99) a una
regresién de primer orden. Asi, puesto que I, cumple la ley de
Ohm, podemos concluir que I, también cumple la ley de Ohm, y que,
por tanto, verifica la ecuacién

I, = G, (Vm-E.), (6.1)
donde G, Yy E, son la conductancia y el potencial de inversién de
I., respectivamente.

Por otra parte, las pendientes de las regresiones lineales
de las relaciones I-V instantédneas de I, e I°,,, gue representan
la conductancia de reposo y ésta mds G, a 0 mV, respectivamente,
son 5.46 y 8.50 uS, respectivamente, 1lo cual confirma la
existencia de un incremento de la conductancia de membrana que
subyace a la presencia de I,, y que, por tanto, I, es una
corriente voltaje y tiempo-dependiente gque se activa por
despolarizacién.

El punto de interseccidén de ambas regresiones lineales es
-65.89 mV y corresponde a E, (véase la deduccién analoga hecha

para E,; en el capitulo III.3).
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Figura 6.2. Corrientes instantdneas en solucién 0 nM Ca*. A,

corrientes totales generadas por el protocolo Pl desde H = -60
a V variable entre -30 ¥y -120 mV y a F = H. B, corrientes totales
generadas por el protocolo P2 desde H = -60mV a V=0mnmnvyafeF

variable entre -30 y -90 mV. C, relaciones I-V de I°,, (4} e I°,,
(®) ajustadas a regresiones de primer orden (lineas continuas).
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IVB. Naturaleza ionica de I,

En la Figura 3.8 se ha mostrado que E, varia desde -60.1 a
-46.5 MV en 5.4 y 10.8 mM K* extracelular, respectivamente, sin
que existan variaciones significativas en E;,. Puesto que la
variacién de E, es proxima a la esperable variacién del potencial
de eguilibrio de K' segin la ecuacién de Nernst (asumiendo
constante {K*],), podemos por tanto concluir gque I, es
selectivamente transportada por K*'.

IVC. Dependencia de voltaje de I,

La dependencia de voltaje de I,, caracterizada por un
pardmetro adimensional de activacién (n.) similar al parametro
definido por Hodgkin y Huxley (1952d) para el rectificador
retardado presente en el axén gigante de calamar, se representa
en la Figura 6.3. n. representa la probabilidad conjunta en el
estado estacionario de activacién de los canales que median I,y
varia entre cero y uno, segun G, varia entre cero y su valor
maximo (Gy ...). El pardmetro n. ha sido calculado a partir de las
corrientes generadas por el protocolo Pl (Figura 6.3 A) en el
cual V es variable y F constante.

De forma andloga a como ha quedado expuesto en el apdo. IVB
del capitulo III.3 para I,,, se puede demostrar gque la variaciodn
de G, es directamente proporcional a I°,,, Yy que, por tanto, se
verifica la ecuacion

. = (I°%,=I%,e1n) 7/ (), max= L) ,m1n) » (6.2)
considerando ahora que I°,, es resultado de pulsos de voltaje V
despolarizantes (y no hiperpolarizantes, como en el caso de I,,).
La Figura 6.3 B muestra la relacién entre n. y Vm, es decir, la

curva de activacién de I,, donde los valores experimentales se

158



A 40mVv B

—-60mV l

700 nA :'0”
15 -3

ms

1.0 1

0.6 1

0.4 1

0.0 - -+ ¢
-60 -30 0 30 60 9

Vm (mV)

It 1
LI 1

Figqura 6.3. Dependencia de veltaje de G,. A, corrientes totales
provocadas por el protocolo Pl desde H = -60 mV a V variable
entre =50 y 40 mV y a F = =20 mV. B, registro expandido de las
corrientes de cola; préximo a cada registro se indica el valor
correspondiente de V. C, curva de activacién de G,., donde los
valores de n. han sido calculados a partir de la ec. (6.2) y
ajustados a la ec. (6.3) (linea continua}.
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ajustan aceptablemente (r >0.99) a la ecuacién

n. = ni. [1 + exp(Vo-V/S)]1™, (6.3)
deducida de la ecuacién de Boltzman, en la que f_, es el valor
maximo de n, (generalmente 1), Vo es Vm para el cual n, = %A, y
S es un parametro que define la pendiente de la curva.

Los resultados mostrados en la Figura 6.3 B indican que G,
se activa con la despolarizacidén de forma sigmoidea de acuerdo
a la ecuacién de Boltzman (indicando que la probabilidad de
apertura de un canal es independiente del resto) a partir de un
umbral en tornoc a —-30 mV, que estd medio activada a 10.82 * 0.90
mvV, gque su crecimiento se realiza seqin una pendiente S de 12.24
+ 0.71, y que estd mdximamente activada alrededor de 70 mV.

IVvD. Dependencia de tiempo de I,

El curso temporal de la activacién por despelarizacidén de
I, sigue una curva sigmoidea, alcanza un maximo dentro de los
primeros 15 ms y no presenta inactivacién por tiempo (al menos
durante los primeros 500 ms}. Tras la repolarizacién de Vm, I, se
desinactiva siguiendo un curso temporal exponencial, alcanzando
su maxima desinactivacién a los pocos milisegundos de la
repolarizacién (Figura 6.4 A).

El modelo mas simple capaz de explicar tal comportamiento
se basaria en suponer que G, es proporcional a la cuarta potencia
de una variable adimensional (n) que varia entre cero y uno, y
gue sigue una reaccidén de primer orden entre dos estados posibles
(n vy n-1}), que son funcién de Vm y no de tiempo (Hodgkin y
Huxley, 1952d4). Asi, la activacidén de G, desde cerc hasta su
miximo durante un pulso de voltaje es funcién del tiempo (t)

segin la expresidn {1-exp(~-t))* (esto es, segun una curva
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Figura 6.4. Dependencia de tiempo de I,. A, corrientes activadas
por despolarizacién en solucién 0 mM Ca®* (lineas punteadas)
ajustadas a la ec. (6.9) (lineas continuas). Las corrientes
capacitiva y de pérdida han sido substraidas. B, relacidén 7-V de
la constante de tiempo de activacién de I, (71,).
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sigmoidea) y su desactivacién es funcién de exp(—-4t) (es decir,
seguin una funcién exponencial simple). Segun todo ello, se
cumplirian las ecuaciones

Ix = n‘IK,ﬂﬂl (6¢4)

dn/dt = a,(1-n)-83,, (6.5)
donde I,. es el maximo de I, para cada valor de Vm y donde a, y
B, son las constantes cinéticas de la reaccién de primer orden
dependiente de Vm. La solucién de la ecuacién diferencial (6.5)
que satisface las condiciones de contorno segin las cuales n =
n, para t = 0 (donde n;, es el valor de n en el réposo) es
n = n.-~(n-ngexp(-t/r,.}, (6.6)
siendo n,. el valor maximo para cada Vm de n, y donde

n. = a,/(a,+8.}, (6.7)

To = (@4B,)7, (6.8)

De las ecuaciones (6.4) y (6.6) se puede deducir que I, es
funcién del tiempo seguin la expresién

I.(t) = [(L ) -[ (L) - (I0) Jexp(-t/T,) 1, (6.9)
donde I, , es el valor de I, para t = 0 y 7, es la constante de
tiempo de la exponencial.

La Figura 6.4 A muestra que la ecuacidén (6.9) describe
aceptablemente (r >0.99) el curso temporal de activacién y
desactivacién de I,. La constante de tiempo de activacién de I,
es dependiente de Vm, como cabia esperar de la ecuacién (6.8},
manteniéndose siempre inferior a 5 ms y mostrando una relacioén
-V en forma de campana asimétrica invertida con un maximo en

torno a -10 mV (Figura 6.4 B).
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Figura 6.5. Efecto de TEA extracelular sobre I,. A, corrientes
activadas por despolarizacién en solucidén 0 mM Ca* (Control) y
en solucién 0 mM Ca*, 100 mM TEA (TEA). B, relacién I-V de I,
medida al final del pulso despeclarizante en ausencia (@) vy
presencia de TEA (A). Las corrientes capacitiva y de pérdida han
sido substraidas.
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IVE. Efecto de TEA

La Figura 6.5 A muestra corrientes activadas por
despolarizacién en solucidédn 0 nmM Ca** (Control) y en solucién 0
mM Ca®**, 100 mM TEA. La relacidén I-V de I, medida al final del
pulso despolarizante ilustra el notable efecto bloqueante de TEA
sobre I,. Este efecto blogueante es dependiente de la
concentracién extracelular de TEA, pues menores concentraciones
de TEA extracelular producen un menor bloqueo de I, (no
mostrado). Son necesarias, sin embargo, concentraciones
superiores a 25 mM para provocar bloqueos apreciables de I,., lo
cual shgiere una menor afinidad de los receptores extracelulares
de TEA de los canales de I, del misculo abductor respecto a otros
receptores de corrientes semejantes en distintos sistemas (véase
apdo. 6.II}).

Por otra parte, la inyeccién intracelular de TEA también
produce un acusado blogueo de I, en la inmensa mayoria de los
casos prdcticamente total (véanse las Figuras 5.2 y 5.7). Si bien
la concentracion intracelular alcanzada tras inyeccién de TEA es
desconocida, la mayor rapidez observada en ejercer el blogueo
respecto a la perfusién con TEA extracelular y el alto grado de
bloqueo alcanzado, sugiere que los receptores intracelulares de
TEA de 1los canales de I, presentan mayor afinidad que 1los
extracelulares.

IVF. Efecto de Ba*" extracelular

Los iones Ba* son reconocidos blogqueantes extracelulares de
corrientes de K' semeljantes a I, en numerosos sistemas ({Arhem,
1980; Armstrong et al., 1982; Hille, 1992). En la Figura 6.6 se

nuestra el efecto de la adicién de 13.5 mM Ba®** sobre I, obtenida
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Figura 6.6. Efecto de Ba* extracelular sobre I,. A, corrientes
activadas por despolarizacidén en solucién 5 mM Cd® (Control) y
tras adicién de 13.5 mM Ba?®'. Las corrientes capacitiva y de
pérdida han sido substraidas. B, relacidn I~V de I, medida a los
40 ms del pulso despolarizante en ausencia (@) y presencia de
Ba®** (a). €, curvas de activacién de G« en ausencia (@) Yy
presencia de Ba®** (a), donde los valores de n. calculados a partir
de la ec. (6.2) han sido ajustados a la ec. (6.3) (lineas
continuas). Los parametros de ajuste son: en Control, h. = 0.98
¥+ 0.0, Vo = 11.25 + 0.62 mV, S = 13.18 % 0.53; en 13.5 mM Ba*,
h, = 0.99 * 0.01, Vo = 5.14 + 0.48 mV, S = 11.35 + 0.41.
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en sclucién 5 mM Cd* (Control), donde I, e I.., han sido
blogqueadas, observandose que I, es sensiblemente menor en Ba®*' que
en el control. Esta disminucién de I,, que ocurre sin ser
acompanada de variaciones en E, (no mostrado} ni en el umbral de
activacién, es de alrededor de un 40% para los distintos pulsos
de voltaje, tal como muestra la relacién I-V de I, medida a los
17 ms del pulso despclarizante (Figura 6.6 B). Esta constancia
en el grado de disminucién de I, sugiere gque la dependencia de
voltaje de I, no se ve modificada por Ba* extracelular. En
efecto, la Figura 6.6 C muestra que las curvas de activacién de
I, en presencia (triadngulos) y ausencia (circulos) de Ba?**, donde
los valores experimentales han sido obtenidos segin la ecuacién
(6.2) y han sido aceptablemente ajustados (r >0.99) a la ecuacién
(6.3), no son substancialmente diferentes, lo cual indica que el
efecto de Ba** sobre I, no es debido al desplazamiento hacia
valores despolarizados de su curva de activacién, como ha sido
descrito en otros sistemas para el incremento extracelular de
iones divalentes (véase capitulo III.4).

Puesto que Ba*" extracelular no modifica E, ni la dependencia
de voltaije de G,, podemos concluir que Ba* extracelular ejerce
un verdadero bloquec de los canales que median I..

6.V. DISCUSION

En el presente capitulo se estudia la corriente retrasada
de salida (I,) activada por despolarizacién y responsable de la
rectificacién retardada de salida observada en condiciones de
fijacién de corriente (véase capitulo III.1).

I, es una corriente transportada por K' dependiente de

voltaje y de tiempo. La dependencia de voltaje de su activacién
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muestra que ésta ocurre a partir de valores préximos a -30 mV,
crece con Vm de forma sigmoidea segun la ecuacién de Boltzman (lo
cual indica que la probabilidad de apertura de un canal es
independiente del resto) y encuentra su saturacién en torno a 70
mV. En cuanto a la dependencia de tiempo de I,, su curso temporal
puede ser descrito por 1la potencia cuarta de una funcidén
exponencial, cuya constante de tiempo es inferior a 5 ms y que
alcanza un estado estacionario persistente en un tiempo inferior
a 15 ms. Debe hacerse notar la extremada rapidez de activacién
y desactivacién de I,, aun cuando se ha dado en calificarla como
retrasada y lenta en relacién a I., € Iy, que permite la pronta
repolarizacién de Vm tras la despolarizacién y participa asi en
la imposibilidad de generacién de potenciales de accién "todo o
nada" (véase capitulo III.8).

Aun cuando I, ha sido definida como persistente por no
presentar inactivacién por tiempo, al menos durante los primeros
500 ms, debe indicarse que, en ocasiones, durante pulsos de
voltaje de mayor duracién ocurre una progresiva y muy lenta
reduccioén de I,.. Si este fendmeno es consecuencia de una parcial
redistribucién de K' a través de la membrana (Frankenhaeuser y
Hodgkin, 1956), si es resultado de una muy lenta inactivacién de
I, (Nakajima et al., 1962; Nakajima y Kusano, 1966; Nakajima,
1966; Adrian et al., 1970) o si es debido a la existencia de
distintos componentes de I, (Dubois, 1981; Dubois, 1983; Benoit
y Dubois, 1986) nos, es desconocido y su elucidacién requeriria
nuevos y profundos estudios que escapan a los objetivos aqui
perseguidos.

lLas caracteristicas electrofisiolégicas y farmacolégicas de
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I, presentan acusadas similitudes con otros rectificadores
retardados presentes en distintos-sistemas. Asi, por ejemplo, I,
s6lo se diferencia del rectificador retardado cléasico descrito
en el axon gigante de calamar (Hodgkin y Huxley, 1952a,b,d) por
presentar una curva de activacién desplazada hacia valores mas
despolarizados, siendo todas sus demds caracteristicas
prdcticamente idénticas. Estas diferencias y analogias encuentran
significado a partir de las diferencias y analogias funcionales
de ambos sistemas. En efecto, en ambos casos la funcidén de ambas
corrientes consiste en la repolarizacidén de Vvm tras un potencial
de acciodon, sin embargo, el umbral de activacién de I, del
misculo abductor es alrededor de 20 mV mas despolarizado gque el
de la corriente de Na' del axén gigante de calamar.

Ademds de la funcidén de I, como corriente responsable de la
repolarizacién del potencial de accién de ca* .y de 1la
rectificacidén retardada, las implicaciones funcionales de I,
relativas a la generacién de potenciales de accién graduados por
el misculo abductor son puestas de manifiesto en el capitulo

Irr.s.
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III.7. CARACTERIZACION DE LA CORRIENTE DE SALIDA INICIAL (I.c.,)

7.I. RESUMEN

En el presente capitulo se estudia la corriente inicial de
salida presente durante la despolarizacioén (Iceca,)-

I,..ay €S una corriente transportada por K' que desaparece en
ausencia de Ca* extracelular o por bloqueo de los CCVD. Es, por
tanto, una corriente de K' dependiente de Ca®*'.

Su amplitud crece con Vm y es dependiente de tiempo,
mostrando una cinética de activacién extracrdinariamente rapida
que le permite alcanzar un maximo dentro de los primeros 5 ms de
la despolarizacién. Mediante una rédpida e incompleta
inactivacién, I..., decrece hasta alcanzar un estado estacionario
dentro de los 10 primeros milisegundos, en el cual se mantiene,
al menos, durante 100 ms.

Ademds de su dependencia de Ca?*", la relacioén I-V de I, .., en
el estado estacionario sugiere que esta corriente es también
dependiente de voltaije.

Ixcay ©S insensible a la inyeccién intracelular de EGTA, un
agente gquelante de Ca®*', pero es totalmente suprimida por
inyeccién intracelular de BAPTA, un agente quelante de Ca* cuya
constante de afinidad por él es semejante a EGTA pero cuya
cinética es varios d6rdenes de magnitud mas rapida.

I, €S bDlogqueada extracelular e intracelularmente por TEA.

Por tanto, podemos concluir que I..,, €S una corriente de K*
dependiente de Ca®*', cuyas caracteristicas la asemejan a otras
I.c., descritas en diferentes sistemas que son mediadas por

canales de tipo BK.
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7.1I. INTRODUCCION

El aumento de la permeabilidad de K' en la membrana de
eritrocitos originada por el incremento de [Ca*'], fue la primera
evidencia que sugeria la participacién del Ca*" intracelular en
la activacién de canales iénicos de membrana (Gardos, 1958). Esta
sugerencia se vio corroborada por posteriores resultados que
demostraban la activacién de una corriente de K' por inyeccién
intracelular de Ca“. en neuronas de wmoluscos (Meech vy
Strumwasser, 1970). Ulteriores trabajos han demostrado 1la
existencia de corrientes de K' dependientes de Ca* intracelular
(Iccay) ©n gran numero de células excitables (Meech, 1974; Heyer
y Lux, 1976; véanse las revisiones Blatz y Magleby, 1987; Latorre
et al., 1989).

Considerando su sensibilidad a Ca*, su dependencia de
voltaje, sus propiedades farmacolégicas y su conductancia
unitaria, los canales i6nicos de membrana gque median las
distintas I,.,, han sido clasificados en dos tipos, a saber,
canales Maxi-K o BK y canales SK. Los canales BK se caracterizan
por presentar una nmenor sensibilidad a Ca® intracelular y una
mayor conductancia unitaria que los canales SK (de ahi sus
nombres, del inglés "big", grande, y "small", pequena) (Blatz y
Magleby, 1987; Latorre et al., 1989} y por mostrar ademas
dependencia de voltaje, que sin embargo no presentan los canales
SK (Gorman y Thomas, 1980; Pallota et al., 1981; Moczydlowski y
Latorre, 1983; Latorre et al., 1989). Farmacoldégicamente, ambos
tipos de canales pueden ser diferenciados por su sensibilidad a
distintas substancias. Asi, en tanto que los canales BK son

blogqueados por bajas concentraciones (en el rango nanomolar) de
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Charybdotoxina (una toxina obtenida a partir del veneno del
escorpién Leiurus quinquestriatus) (Miller et al., 1985; Leveneu
Y Simonneau, 1986; Latorre et al., 1989) y TEA extracelular e
intracelular (K, alrededor de 1 y 50 mM, respectivamente) (Blatz
y Magleby, 1984; Yellen, 1984; Villarrocel et al., 1988; Latorre
et al., 1989), los canales SK son insensibles a estas substancias
{véase Blatz y Magleby, 1987; Latorre et al., 1989). Por otra
parte, Apamina (una toxina presente en el veneno de abeja) a
concentraciones en el rango nanomolar bloquea selectivamente los
canales SK, sin afectar a los canales BK (Hugues et al., 1982;
Blatz y Magleby, 1986; Romey y Lazdunski, 1984).

Las mayoria de las funciones que pueden realizar las
distintas I, .., en diferentes células estén por eiucidar, aun
cuando se han realizado notables progresos en el conocimiento de
algunas de- éllas. Asi, diferentes autores han sugerido 1la
participacién de los canales BK en la fase de repolarizacién del
potencial de accién en neuronas del ganglio simpdtico de rana
{Adams et al., 1982) vy en células cromafines (Marty, 1983) y su
intervencién en la regulacién de procesos de secrecidén en las
células B del pdncreas (Petersen y Maruyama, 1984) y en las
células exocrinas de las glandulas salivares (Blatz y Magleby,
1987). Ademas, distintas I,.. mediadas por canales BK y SK
parecen ser también responsables de la generacién ritmica de
rafagas de potenciales de acciodon en células marcapaso de moluscos
(Gorman y Thomas, 1978; Gorman et al., 1981) y de la adaptacién
de la frecuencia de potenciales de accidén en numerosas neuronas
(Madison y Nicoll, 1984; Yarom et al., 1985). Por otra parte, se

ha sugerido gue, en misculo de vertebrados, los canales BK
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podrian actuar repolarizando y estabilizando la membrana de los
tibulos tranversos tras un potencial de accién, y que los canales
SK prolongarian la generacién repetitiva de potenciales de accidn
al mantener Vm en valores hiperpolarizados entre cada potencial
de accién, permitiendo asi la desinactivacién de los canales de
Na*® (Blatz y Magleby, 1987).

En misculo de invertebrados ha sid6 descrita una Iy, de
rapida activacién y transitoria sensible a TEA extracelular
{Mounier y Vassort, 1975b; Hencek et al., 1978).

El presente capitulo pretende el estudio de I,.. PpPresente
én el misculo abductor del cangrejo de rio.

7.1I1X. METODOS

Los métodos utilizados para el estudio contenido en el
presente capitulo no presentan peculiaridades propias, habiéndose
empleado agquéllos generales descritos en JII. MATERIALES Y
METODOS .

7.IV. RESULTADOS

Tanto la corriente inicial de entrada como la inicial de
salida son suprimidas por la presencia extracelular de distintos
bloqueantes egpecificos de los CCVD o por la ausencia de Ca*
extracelular (Figura 7.1 A), lo cual sugiere que la corriente
inicial de salida es dependiente del flujo de iones Ca* al
interior celular, es decir, es dependiente de Ca?*. La
substraccién a las corrientes registradas en solucidén control de
las obtenidas en solucién 5 mM Cd** (esto es, de I,) permite
observar I.,, e I..., conjuntamente. En la Figura 7.1 A,
Control-Ccd* se observa que tras un componente inicial de entrada

seguido por otro de salida, la corriente neta estacionaria es
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practicamente nula, lo cual sugiere que I,.., presenta un cardcter
sostenido, puesto que I, es persistente (véase capitulo III.5).
En efecto, en la Figura 7.1 B, correspondiente a otra fibra
muscular, se aprecia que Jjunto a los componentes iniciales de
entrada y salida, la corriente total obtenida por substraccién
presenta un componente de salida sostenido, demostrando el
cardcter persistente de Iy, . Considerando ademds que I., es
también persistente, la amplitud de I,.,, €S incluso mayor que la
amplitud de la corriente neta de salida. En un 32% de las 25
fibras asi estudiadas, 1la corriente neta en el estado
estacionario es de salida (Figura 7.1 A), y en un 20% lo es de
entrada, seguin I, .., Sea mayor o menor que I_., respectivamente.
En la mayoria de los casos (48%), como el mostrado en la Figura
7.1 A, la corriente neta es prédcticamente cero, indicando que 1la
amplitud de I, .., ©s muy semejante a la de I.. (pero de signo
opuesto). La relevancia funcional de la similitud de amplitudes
de TI.. e I«e; ©en el estado estacionario se expondrd en el
capitulo III.8.

La relacién I-V del pico de I, .., muestra un comportamiento
no lineal (Figura 7.1 ¢, triangulos vacios) que sugiere un
cardcter voltaje dependiente de Iy..,, Si bien los procesos
regulados por [Ca®']), adquieren una dependencia de voltaije que
refleja la dependencia de voltaje del influjo de Ca® a través de
los CCVD (Figura 7.1 C, circuleos vacios). No obstante, 1la
disminucién del pico de I, para valores muy despolarizados, que
implica una disminucién del flujo de Ca®', no se ve reflejado en
una disminucién paralela de Iy ., lOo cual sugiere una‘posible

dependencia de voltaje de I, anadida a su dependencia de Ca®.

173



Fe
£
¥

/& 20mV
—60mV
Control cd®* Control—Cd**

A

L
I

E3 35mV
-60mvV
Control cd** Control—Cd?**
Iy —
600 nA
|7 _ms
C Vm (mV)

—-50 -25 O 25 50

b=

| } —+ +—— 2000
@ A Control A O
O A Control-¢d2* AA 1 15009‘
A A2 1000 2.
‘f26¥3 M
AN 1 500 ©
c—f—
D
0 Ve
® -]
o g™ 0 &
1 —-1000

Figura 7.1. Corrientes activadas por despolarizacién. A y B,
corrientes activadas por despolarizacién en solucién normal
(Control), en solucién S mM Cd*, y tras substraccién de éstas
(Control-Cd**), en células diferentes. C, relacién I-V del pico
de I., (circulos) e I, ., (triangulos) en control (simbolos
llenos} y tras substraccién de la corriente en 5 mM Cd*
{(simbolos vacios):; misma célula gue en B. Como en el resto de
figuras del presente capitulo, las corrientes capacitiva y de
pérdida han sido substraidas.
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IVA. Naturaleza ionica de Iy,

El estudio de la naturaleza idénica de I..., Siguiendo los
métodos convencionales a partir de las corrientes de cola se
enfrenta a considerables limitaciones como consecuencia de la
imposibilidad de aislar I,.., de otras corrientes. En efecto,
ninguna de las substancias utilizadas se ha revelado como
bloqueante especifico de I, de forma gue permitiese su estudio
por substraccién de las corrientes totales en ausencia Y
presencia de este bloqueante. Asi, el estudio de I,.. presenta
las siguientes dificultades: a) la presencia de I, .., implica
necesariamente la existencia de I.; b) el incremento de [K'],
produce la despolarizacién de la membrana (véase capitulo III.3)
y la consiguiente contraccién muscular.

Sin embargo, numerosas evidencias permiten concluir gque I, .,
es transportada por K*. De la relacién I~V del mdximo de I,.., Se
puede deducir que el potencial de inversiodon de I..., (Egca;) €S
inferior a -40 mV. Mas aun, las corrientes de cola de salida (aun
cuando estén contaminadas por las corrientes de cola de I.)
mostradas en la Figura 5.1 D indican que E.,, s menor de -60 mV.
Por tanto, considerando el potencial de equilibrio de los
distintos jiones, I,.,, no puede ser transportada por Na*' ni por
Ca®* sino que debe serlo por K' o por Cl-. Por otra parte, la
sensibilidad de I... a TEA (véase mas abajo), un reconocido
bloqueante especifico de corrientes de K' y no de Cl-, sugiere
enérgicamente que el ién transportédor de I, .., ©5 K' y no Cl-.
Por dltimo, la invariabilidad de I,.,, en solucién 0 mM Cl°, donde
si varia E.,, constituye un argumentc decisive a favor de esta

sugerencia.
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Por tanto, podemos concluir gque I, €S una corriente de

salida transportada por K'.
IVB. Efecto de lones que modifican I,

cuando el Ca?>" extracelular es totalmente reemplazado por
Ba**, la corriente inicial de entrada persiste, siendo ahora
transportada por Ba®* y no por Ca®* (véase capitulo III.5). Sin
embargo, la ausencia de I,.,, en tales condiciones (véanse Figuras
5.3 y 5.4) indica una alta especificidad de los mecanismos de
activacién por Ca®* de los canales que median I, .., de manera gue
los iones Ba** no son capaces de simular el efecto de los iones
Ca®** para producir la activacién de Iy..,, tal como ocurre para
numerosos procesos dependientes de Ca* intracelular (véase
capitulo IIT.5)

IVC. Efecto de gquelantes de Ca* intracelulares

IvCa. EGTA

El compuesto EGTA es un agente gquelante de Ca?" cuya
constante de afinidad (K,) varia entre 10" y 107 M para valores
fisioldégicos de pH (alrededor de 7) (Adler et al., 1991), que,
a diferencia de la del compuesto EDTA (Portzehl et al., 1964),
no se ve modificada significativamente por la presencia de Mg*
(incluso a concentraciones mM) debido a su baja afinidad por €1
(Zucker y Steinhardt, 1978; Thomas, 1982). La Figura 7.2 A
muestra gue la inyeccidn intracelular de EGTA no produce
modificaciones substanciales en las corrientes activadas por
despolarizacién. Tampoco aparecen variaciones significativas en
la relacién I~V del pico de I, (Figura 7.2 B) ni en el supuesto
E.., como cabria esperar por la ya de por si baja [Ca*};,, ni en

la relacién I-V del pico de I, .-

176



OmVv

—ESOmVJ L‘

Control

700 nA
7 ms
B C
Vm (mV) Vm (mV)
-50-25 0 25 50 -50-25 0 25 50
% ¢ : } -0 [ 4 : 4 - 3000
é
e @ Control O
o A EGTA e ‘9
A ®. 600 OEGTA-Ca** @ 1 2000 5.
@
° 2@59 =)
o & i
‘ + —1200 - 1000 —~
@® Control H
A EGTA Z
OEGTA~Cd ®* 1 1800 -0

Figura 7.2. Efecto de EGTA intracelular. A, corrientes activadas
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corriente en Cd* (0Q).
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Sin embargo, es interesante hacer notar que mientras en
solucién normal las despolarizaciones grandes y duraderas
provocaban, en la mayoria de los casos, la contraccién de la
fibra muscular registrada (manifestada por el aumento de 1la
corriente de pérdida y/o por la expulsién de los electrodos),
tras la inyeccién intracelular de EGTA no se ha observado
contraccién muscular en las mds de cincuenta fibras registradas
en estas condiciones, por grande y duradera que fuese la
despolarizacién. La interpretacién mas simple y plausible de
estos resultados sugiere que el Ca* liberado del reticulo
sarcoplédsmico y responsable de la céntraccién muscular es guelado
por EGTA, impidiéndose asi 1la contraccién muscular. Tal
interpretacién indica 1la verdadera vy efectiva presencia
intracelular de EGTA, aun cuando ésta no se vea reflejada en
variaciones significativas de las corrientes de membrana. Podemos
concluir, por tanto, que la inyeccién intracelular de EGTA no
modifica las corrientes de membrana.

Parece resultar paradéjico que Iy .,. siendo dependiente de
Ca®** intracelular, no se vea modificada por un agente quelante de
Ca*. Véase, sin embargo, el apdo. siguiente y el apdo. 7.V.
IVCh. BAPTA

BAPTA es un agente guelante de Ca* cuya K, es nuy semejante
a la de EGTA (alrededor de 10" M a pH fisiolégico) y que,
igualmente, presenta muy baja afinidad por Mg®*. Sin embargo, se
diferencia de éste en que la constante de tiempo de su reaccién
con Ca* es alrededor de 400 veces mas rapida. Asi, por ejemplo,
ha sido demostrado que en la sinapsis gigante de calamar, para

una misma concentracién de quelante, la reaccién entre éste y
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Ca®* alcanza su equilibrio en torno a 1.2 ms y 3 us, cuando el
guelante es EGTA y BAPTA, respectivamente (Adler et al., 1991).
La Figura 7.3 A muestra el efecto de 1la inyeccién
intracelular de BAPTA sobre las corrientes activadas por
despolarizacién (trazos superiores). Se observa gque, tras
inyeccién de BAPTA, la amplitud del pico de la corriente inicial
de entrada aumenta respecto al control y qué la corriente inicial
de salida desaparece. La ulterior perfusidén con solucién 5 mM
Cd** suprime la corriente de entrada, observadndose de forma
aislada I,. Asumiendo que la inyeccién intracelular de BAPTA sélo
modifica la constante de tiempo de inactivacién por tiempo de I,
y no varia la amplitud de I, en el estado estacionario (véase
nas adelahte), mediante la substraccién de las corrientes
registradas en solucién normal, tras inyeccién intracelular de
BAPTA y en solucién 5 mM C@*' se obtienen de forma conjunta I, e
Iy (Control-Cd*), y de forma aislada I., (BAPTA-CA*) e I,
(Control-BAPTA) (Figura 7.3 A, trazos inferiores).

En la Figura 7.3 B se representan las relaciones I-V del
pico de I_, en solucién control y en BAPTA (circulos y tridngulos
llenos, respectivamente) y tras la substraccidén de I, obtenida en
cd** (simbolos vacios). Cuando I, .., e I, han sido previamente
bloqueadas por TEA intracelular, la inyeccién intracelular de
BAPTA no produce variaciones significativas en la amplitud del
pico de I, (no mostrado), lo cual sugiere gue la inactivacidn
por tiempo de I, en el pico es practicamente nula. Seqgin ello,
el aumento de amplitud del pico de I_, observado en presencia de
BAPTA respecto al control (y cuando I, ha sido substraida)

(Figura 7.3 B, circulos y triangulos vacios, respectivamente) es
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Figura 7.3. Efecto de BAPTA intracelular. A, trazos superiores,
corrientes activadas por despolarizacidén en solucién normal
(Control), tras inyeccién intracelular de BAPTA y en solucién 5
mM ¢Cd?*; tra2os Iinferiores, substracciones de las corrientes
activadas por despolarizacidén, seqgun se indica en la Figura. B,
relacidén I-V del pico de I_, en control (@) y BAPTA (A) y tras
su respectiva substraccién de la corriente en Ccd®™ (O y A,
respectivamente). C, relacidén I-V de I., (A ) e I e (O) medidas
a los 36 ms del pulso despolarizante y halladas por substraccidén
de las corrientes registradas en Control, BAPTA y Cd*, tal como
se indica.
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debido a la supresién de I,.. tras inyeccién de BAPTA. Por tanto,
la diferencia existente entre el pico de I, en tales condiciones
corresponde a I, .., presente durante el pico de I, y, por tanto,
de la Figura 7.3 B se puede deducir que la relacién I-V de I,
existente durante el pico de I, refleja la dependencia de
voltaje del pico de I.,, creciendo a partir de un umbral préximo
al umbral de I. Yy decreciendo a medida que I, se aproxima a su
potencial de inversién, confirmdndose asi la dependencia de ca**
de Iica,- Sin embargo, esta diferencia no representa una verdadera
relacién I-V de Iy..,, pues el pico de I, varia en el tiempo por
la dependencia de voltaje de I, (véase capitulo III.5) vy
posiblemente también la activacién de I,.,, (véase mds abajo).
Por la misma razén, la relacion I-V de I,., no ha sido
considerada en el pico de I, ., Sino a los 36 ms del pulso
despolarizante, una vez alcanzado su estado estacionario. As{,
la Figura 7.3 € muestra las relaciones I-V de I, € Igea
(triangulos y <cuadrados, respectivamente) obtenidas por
substraccién y medidas a los 36 ms del pulso despolarizante, esto
es, una vez alcanzado el estado estacionario (véase capitulo
IIT.5 y apdo. IVD del presente capitulo). Se puede apreciar que,
aun cuando ambas corrientes presentan un umbral de activacién muy
semejante, la forma de la relacién I-V de I,,., difiere de aquélla
de I, . Asi, en tanto gque para valores superiores a 20 mV I
decrece con Vn al aproximarse a su potencial de inversién, I, .,
continda creciendo con Vm, lo cual sugiere que durante la fase
sostenida de I ..,, ©sta presenta una dependencia de voltaje
afiadida a su dependencia de Ca*. En efecto, si I .., fuera

exclusivamente dependiente de Ca?®*', al aumentar Vm, aun cuando su
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fuerza electromotriz aumente, Ii., deberia disminuir (o alcanzar
un valor constante) a medida gue disminuye I,.

Dado que BAPTA disminuye la inactivacién de I, (véase
capitulo III.5), pedria pensarse que I..., € I.., halladas por
substraccién podrian corresponder a un Unico fendmeno, a saber,
el posible aumento de I, como consecuencia de la reduccién de la
inactivacién dependiente de Ca*, tal como parece sugerir el
similar curso temporal y 1la semejante amplitud de ambas
corrientes. Sin embargo, la diferente relacién I-V de I, e I, ..,
en el estado estacionario confirma la bondad del método utilizado
para su obtencién.

IVD. Dependencia de tiempo de I, ..,

La cuantificacién de la dependencia de tiempo de I,
presenta notables dificultades debido a la imposibilidad de
aislamiento de esta corriente (véase apdo. IVA). Sin embargo, la
substraccién de 1las corrientes generadas tras inyeccién
intracelular de BAPTA respecto a aquéllas obtenidas en control
permite obtener una fiel representacién del curso temporal de
Iccay- No obstante, puesto gue BAPTA produce un aumento de la
constante de tiempo de inactivacién de I.,, la cuantificacién del
curso temporal de I, a partir de esta substraccién debe ser
tomada con las debidas reservas. No obstante, de los resultados
obtenidos a partir de 14 fibras musculares inyectadas con BAPTA,
un ejemplo de los cuales se ilustra en la Figura 7.3, podemos
deducir que I, presenta un maximo dentro de los primeros 5 ms
de despolarizacién, a partir del cual decrece raipidamente hasta
alcanzar un estado estacionario dentro de 1los 10 primeros

milisegundos de despolarizacién y en el cual se mantiene a lo
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largo de la duracion del pulso, durante al menos 100 ms (Figura
7.3 A, Control-BAPTA). Este comportamiento cinético de I,.. es
muy semejante al descrito para I., (véase capitulo III.5 y Figura
7.3 A, BAPTA-Cd?*') pero con un ligero retraso (alrededor de 1 ms)
respecto a éste. Las implicaciones funcionales de ello se
analizan en el capitulo III.S8.

IVE. Efecto de TEA

La sensibilidad a TEA es una propiedad diferenciadora de los
canales SK y BK que median las distintas I, - Asi, mientras los
canales BK son blequeados por TEA extra e intracelular (Blatz y
Magleby, 1984; Yellen, 1984; Latorre et al., 1989), los canales
SK son insensibles a TEA.

Icca, del misculo abductor es blogueada en solucién TEA y/o
tras inyeccién intracelular de TEA (véanse, por ejemplo, las
Figuras 5.2 y 5.7), lo cual sugiere que los canales que median
I..; SON semejantes a los canales BK descritos en otros sistemas.

7.V. DISCUSION

En el presente capitulo se ha estudiado la corriente inicial
de salida (I,..,) presente durante la despolarizacién de 1la
membrana muscular. I,., es transportada por K y estd
necesariamente asociada a la corriente de entrada de Ca*, lo
cual permite concluir que I,.., €S una corriente de K' dependiente
de Ca*.

Dos son los tipos de canales idénicos de membrana gue median
las distintas I..., descritas en diferentes sistemas, a saber,
canales BK y canales SK (véase Latorre et al., 1989). Los
primeros se caracterizan por tener una gran conductancia

unitaria, por presentar una baja sensibilidad a Ca?*
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intracelular, por mostrar una dependencia de voltaje anhadida a
su dependencia de Ca?" y por ser bloqueados por Charybdotoxina y
TEA extra e intracelular. Por el contrario, los canales 5K
presentan una menor conductancia wunitaria y una mayor
sensibilidad a Ca* intracelular, no presentan dependencia de
voltaje, son selectivamente bloqueados por Apamina y Sson
insensibles a Charybdotoxina y TEA.

Los resultados obtenidos indican que la relacién I-V de I,
difiere de la de I.,,, de tal forma que para valores
despolarizados aun cuando I, disminuyé al aumentar Vm, I...,
sigue creciendo con él, lo cual sugiere que la activaciéh de Iiccay
es sensible a la despolarizacidén. Podemos asi concluir que I...,
presenta, ademds de dependencia de Ca*, dependencia de voltaje.

La cinética de activacién e inactivacién de las distintas
I.cay Presentes en diferentes células es el complejo resultado de
la cinética de distintos fendémenos involucrados gque incluyen la
activacién de los CCVD y del influjo de Ca®* a través de ellos,
la difusién intracelular de Ca*, la captacién de Ca*
intracelular en orgdnulos citopldsmicos y su extrusién al medio
extracelular, la reaccién entre Ca® y su receptor en el canal,
las propias transiciones dependientes de voltaje del canal, etc.:
ademds de estos condicionantes cinéticos, otros de caracter
estructural también estdn involucrados, como por ejemplo el
nimero y la respectiva distribucién topolégica de los CCVD y los
canales de K' dependientes de Ca*'. Asi, aun cuando los canales
gue median I, parecen ser de dos 1Unicos tipos, el
comportamiento cinético de éstos en diferentes células es muy

variable. No obstante, ha sido demostrada la existencia de dos
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tipos de I., €cOn distinta cinética, una rdpida (cuya constante
de tiempo de activacidén e inactivacidén es de alrededor de 20 ms)
y otra lenta (cuya constante de tiempo de inactivacién es del
orden de segundos) en distintas células (Barret y Barret, 1976:
Pallota et al., 1981; Pennefather et al., 1985; Blatz y Magleby,
1986; Storm, 1987; Storm, 1988) En tanto que I.,., rdpida es
sensible a TEA y no a Apamina (Adams et al., 1982; Blatz vy
Magleby, 1984; Storm, 1987), I..., lenta es blogueada por Apamina
pero es insensible a TEA (Barret y Barret, 1976:; Hugues et al.,
1982; Pennefather et al., 1985; Blatz y Magleby, 1986), lo cual
sugiere que los canales gque median ambas corrientes son de tipo
BK y SK, respectivamente. Comparativamente, I,., del musculo
abductor es una corriente extraordinariamente rapida, cuya
constante de tiempo de activacién es menor de 5 ms (tiempo en el
cual ha alcanzado un mdximo). No obstante, esta caracteristica
podria ser resultado no de una propiedad intrinseca de los
canales que median I, ..,, Sino de una mas rapida cinética de los
procesos dependientes de Ca** que median su activacién, debido a
que la elevada relacién superficie-volumen de la fibra muscular
produce mds rédpidas y efectivas variaciones de [Ca®*'];, o0 de una
estrecha distribucién topolégica de los CCVD y de los canales que
median Iy..,. Por otra parte, tras alcanzar un maximo, I,..,
decrece rédpidamente (alcanzando un minimo en los primeros 10 ms),
pero sin llegar a inactivarse completamente. No se ha podido, sin
embargo, elucidar si este comportamiento de su inactivacién
corresponde a una caracteristica intrinseca del canal o es simple
reflejo del comportamiento de I, (véase capitulo III.S).

En este sentido, y considerando la distinta cinética de
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quelado de Ca* por EGTA o BAPT2A (véase apdo. IVC del presente
capitulo), es interesante destacar la capacidad de BAPTA para
suprimir I,..,, en contraste con la insensibilidad de ésta a EGTA.
En efecto, dada la extremada rapidez de activacién de I,_,,, la
ausencia de efecto de EGTA intracelular sobre I,.,, puede ser
explicada por una mas lenta cinética del proceso de quelado
respecto a la del procesc de activacién de I..., como ha sido
sugerido en relacién a I,., de las células cromafines (Marty y
Neher, 1985; Neher, 1986), por una estrecha proximidad entre los
CCVD y los canales gque median I,.., Y/O por una baja afinidad de
estos canales por Ca*, como ha sido sehalado respecto a los
mecanismos involucrados en la liberacién de neurotransmisor en
la sinapsis gigante del calamar (Adler et al., 1991). Sin
embargo, puesto que BAPTA, cuya constante de afinidad es
semejante a la de EGTA pero cuya cinética de quelado es al menos
dos érdenes de magnitud mas rdpida, si suprime I..,, la dltima
interpretacién no parece razonable.

Por otra parte, I .., €S bloqueada peor TEA extra e
intracelular. Puesto que la concentracién intracelular de TEA
alcanzada tras su inyeccién es desconocida, no se ha podido
estimar la posible diferente sensibilidad a TEA de sus receptores
extra e intracelulares.

Si bien son necesarios mds profundos estudios de los canales
iénicos de membrana que median I,.,, basados en nuevas técnilcas
de andlisis, que incluirian el control de [Ca*], y el registro
unitario de estos canales mediante la técnica de registro de
regiones de membrana (en inglés, "patch-clamp"), la dependencia

de voltaje mostrada por Icc., Y SU sensibilidad a TEA hacen
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pensar que estos canales son de tipo BK. Si las diferencias
cinéticas encontradas entre estos canales y los pediadores de
Iecay €©n el misculo abductor corresponden a diferentes
caracteristicas intrfnsecas de dos tipos diferentes de canales,
0 si ellas pueden ser explicadas por las caracteristicas
cinéticas de los CCVD y de [Ca* ], y/o por las caracteristicas
estructurales del misculo abductor, necesita de ulteriores
estudios basados en nuevas técnicas de analisis para su
elucidacién.

Por udltimo, es interesante destacar la estrecha similitud
de las cinéticas de I, e I, ., (con un ligero retraso de ésta
respecto a aquélla), de sus umbrales de activacién y de sus
amplitudes en el estado estacionario, por las implicaciones
funcionales que de ello se derivan y que se exponen en el

capitulo III.B.
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IIT.8. SIGNIFICADO FUNCIONAL DE LAS CORRIENTES

ACTIVADAS POR DESPOLARIZACION

8.I. RESUMEN

Se estudian en condiciones de fijacién de voltaje las
corrientes generadas en solucidén normal, en presencia de BAPTA
intracelular y en solucién 13.5 mM Cd*" por potenciales de accién
simulados (PAS) gque semejan los potenciales de accién registrados
en condiciones de fijacidén de corriente en solucién normal
(PAS-Normal) y en presencia de BAPTA (PAS-Experimental).

La relacién I-V del drea de la corriente durante el pico del
potencial de accién muestra la existencia de dos puntos de
estabilidad de Vm, a saber, el potencial de membrana en reposo
Y un potencial estable en torno a 0 mV.

Este potencial estable se corresponde con el respectivo
valor de Vm en el méximo del potencial de accién registrado,
tanto en solucidén normal como en BAPTA. Este segundo potencial
estable difiere en ausencia o presencia de BAPTA, pero es
independiente de la forma del PAS utilizado.

En tanto que la forma del potencial de accién registrado en
BAPTA es constante, en solucién normal éste es variable, siendo
su fase de ascenso mids rapida a medida que aumenta la amplitud
del pulso despolarizante.

I., activada por PAS-Normal presenta un pico durante el pico
del PAS y un componente sostenido durante la fase despolarizada
del PAS.

De forma similar, I..., presenta un pico durante el pico del

PAS—-Normal vy un componente sostenido durante 1la fase
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despolarizada del potencial de accién. Este segundo componente
es de similar amplitud pero de signo contrario al correspondiente
en el tiempo de I,.

Se concluye que a} el garécter persistente de I_, permite ia
contraccién sostenida de 1las fibras musculares; b) I, ..,
contrarresta I_.,, retrasando la fase de ascenso del potencial de
accién, contribuyendo asi a impedir la generacidén de potenciales
de accién "todo o nada" y permitiendo la existencia de un
componente persistente de I.. sin la correspondiente
despolarizacién de la membrana; c) I, es responsable directo de
la generacién de potenciales de accién graduados y de la
repolarizacién de Vm hasta niveles donde la corriente de ventana
de I_, esta presente.

Se establecen las correlaciones funcionales del
comportamiento dindmico de estas tres corrientes idnicas de
membrana.

8.1IT. INTRODUCCION

Desde los trabajos clasicos de Hodgkin y Huxley
(1952a,b,c,d) en los que se determinaron las corrientes idnicas
de membrana responsables del potencial de accién en el axén
gigante de calamar, el método cominmente utilizado para la
caracterizacién de las distintas corrientes de membrana presentes
en diferentes sistemas se ha basado en la aplicacién de pulsos
de voltaje, en condiciones de fijacién de voltaje, que variaban
rdpidamente Vm desde un potencial de reposo impuesto a un nuevo
potencial impuesto constante en el tiempo. Asi, esta metodologia
considera el andlisis de las corrientes de membrana en

condiciones estaticas, esto es, cuando Vm es constante en el
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tiempo, facilitando la caracterizacidén electrofisiolégica de
estas corrientes. Sin embargo, las condiciones reales vy
fisiolégicas del funcionaniento de la membrana celular son de
caracter dinamico, esto es, la actividad eléctrica de la célula
excitable, en cuanto que substrato de su fisioclogfia, se
corresponde con variaciones en el tiempo de Vm. Es interesante,
por tanto, el conocimiento de cémo es la evolucién dindamica de
cada una de las corrientes de membrana y de la suma total de
todas ellas cuando Vm estd variando en el tiempo, y de cémo esta
variacién dindmica de 1las corrientes es responsable de 1la
variacién en el tiempo de Vm.

No obstante, utilizando pulsos de voltaje en condiciones de
fijacién de corriente se ha podido inferir el comportamiento
dindmico de ciertas corrientes durante el potencial de accién.
Asi, se ha demostrado que el influjo de Ca* responsable de la
liberacién de neurcotransmisor desde la terminal presinéptica
ocurre durante la fase de repolarizacién y, fundamentalmente, la
fase de postpotencial del potencial de accién presinaptico
({Llinds et al., 1981; Augustine et al., 1985a,b). Tales
inferencias han sido también hechas a partir de modelos
matemdticos tedricos basados en el conocimiento exhaustivo de las
caracteristicas electrofisioldgicas de los canales de membrana
involucrados en la actividad eléctrica de determinadas neuronas
(Hodgkin y Huxley, 1952d; Huguenard y McCormick, 1992; McCormick
y Huguenard, 1992).

Sin embargo, recientemente han sido obtenidos notables
resultados en condiciones de fijacién de voltaje utilizando

potenciales de accién previamente registrados en condiciones de
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fijacién de corriente como estimulos de voltaje, presentandose
asi evidencias directas respecto al comportamiento de las
corrientes de membrana durante la actividad eléctrica celular
(Llinds et al., 1982; Gola et al., 1986; Doerr et al., 1989;
Spencer et al., 1989; McCobb y Beam, 1991).

Una metodologia similar a esta udltima descrita ha sido
utilizada en el presente capitulo para el esclarecimientc de cémo
es la dindmica de las corrientes de membrana activadas durante
el potencial de accién, de cdmo éstas son responsables de la
forma de éste, y del significado funcional de todo ello. Esta
metodologia ha consistido en la aplicacién como estimulo de
voltaje en condiciones de fijacién de voltaje de potenciales de
accién simulados (PAS) obtenidos a partir de cuatro rampas
sucesivas de diferente amplitud filtradas con un filtro lineal
activo. La forma de los PAS se asemeja estrechamente a la de los
potenciales de accidn registrados en condiciones de fijacién de
corriente. Merced a las caracteristicas lineales del filtro
empleado, este método posibilita la obtencién de una familia de
PAS de distinta amplitud perc idéntica forma y permite 1la
substraccién de las corrientes lineales capacitiva y de pérdida
de la corriente total, todo lo cual representa una notable
ventaja en la utilizacidén de este método, frente a la utilizacién
de potenciales de accidén previamente registrados.

En el presente capitulo se estudian las corrientes generadas
en solucién normal, en presencia de BAPTA intracelular y en
presencia de Cd*' extracelular por PAS cuya forma es semejante a
los potenciales de accién registrados en condiciocnes de fijacién

de corriente en solucidén normal y en presencia de BAPTA
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intracelular (PAS-Normal y PAS-Experimental, respectivamente).
Puesto que BAPTA es un agente gquelante extremadamente rapido de
Ca** (véase capitulo.III.7) que suprime I .., ¥ Cd*" es un idn
bloqueante de los CCVD (véase capitulo III.5) que suprime I. e
Ty(cay (dejando inalterada y aislada I,), el andlisis de los
resultados obtenidos y la comparacién de éstos en las distintas
condiciones permite establecer la contribucién de las distintas
corrientes de membrana a la forma de los potenciales de accidn
registrados y, por tanto, su funcién en la actividad eléctrica
celular y en la fisiologia de las fibras del misculo abductor,
en cuanto que la funcién de éstas, esto es, su contraccidén, estd
determinada por su grado de despolarizacién (Orkand, 1962).
8.1III. METODOS

A diferencia de lo descrito en capitulos anteriores, el
protocolo de estimulacién en condiciones de fijacién de voltaje
no ha consistido en 1la aplicacién de ﬁulsos de voltaje a
distintos valores de Vm desde un potencial de reposo impuesto,
sino en la aplicacién de una forma de onda cuya forma simula el
potencial de accién registrado en condiciones de fijacién de
corriente. Esta forma de onda, que llamamos potencial de accion
simulado (PAS) en contraposicién al que llamamos potencial de
accién registrado que corresponde al obtenido en condiciones de
fijacién de corriente y que es generado por la fibra, ha sido
obtenido como resultado de filtrar a través de un filtro activo
lineal {Ithaco, Model 4212) cuatro rampas de voltaje sucesivas
y de distinta amplitud. Gracias al cardcter lineal del filtro
utilizado, han podido ser obtenidos distintos PAS de diferente

amplitud pero idéntica forma y ha sido posible la substraccién
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de las corrientes lineales capacitiva y de pérdida de las
corrientes totales siguiendo el método usual (véase II.
MATERIALES Y METODOS). El1 potencial de membrana en reposo
impuesto es de -70 mV, tanto en condiciones de fijacién de
corriente como de voltaje.

Las condiciones experimentales escogidas para este estudio
han sido: solucién normal, que corresponde a las condiciones
fisioldgicas de funcionamiento de la membrana de la fibra
muscular; inyeccién intracelular de BAPTA, donde I,.., esté
ausente y donde I.. e I, estédn prdcticamente inalteradas (véase
capitulo III.7):; y solucién 13.5 mM Ccd*, donde I, e I,., no
estdn presentes y sélo existe I,, que no ha sido modificada
(véase capitulo III.6). En estas condiciones dos son los tipos
de potenciales de accién registrados en condiciones de fijacioén
de corriente y, por tanto, dos son los tipos de PAS utilizados,
denominados PAS-Normal y PAS-Experimental, que semejan 1los
potenciales de accién registrados en solucién normal y en
presencia de BAPTA, respectivamente.

La aplicacién de un pulso despolarizante supraumbral en
solucién normal provoca una respuesta compleja de Vm en el
tiempo. En efecto, tras la aplicacién del pulso despolarizante,
Vm crece hasta alcanzar un mdximo desde el cual decrece hasta una
fase despolarizada sostenida que dura tanto como dura el pulso
(véase Figura 8.1, Control y 8.2 A, Control). Dada la complejidad
de esta variacién de Vm en el tiempo, para facilitar su estudio
ha sido dividida en distintas fases, que han sido denominadas
segun la siguiente terminologia: el potencial de accidén es

considerado como toda la variacién de Vm durante el pulso
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despolarizante supraumbral; la fase de ascenso del potencial de
accion corresponde a la variacién de Vm desde el inicio del pulso
hasta el maximo de despolarizacion alcanzado; el pico del
potencial de accion se considera la variacién de Vm desde el
inicio del pulso hasta el inicio de la fase de depolarizacion
sostenida del potencial de accidén (en la Figura 8.3 A, parte
superior, izquierda, la flecha indica el fin del pico del
potencial de accién y el inicio de la fase despolarizada
sostenida).
8.IV. RESULTADOS

La Figura 8.1 muestra respuestas tipicas de una misma fibra
en condicicnes de fijacién de corriente a'pulsos de corriente
despolarizante en solucién normal (Control), tras inyeccién de
BAPTA intracelular (BAPTA) y tras perfusioén con solucién 13.5 mM
Cd**. En solucién normal, 1los pulsos despolarizantes generan
potenciales de accién graduados, cuya amplitud maxima y el tiempo
que tarda en alcanzarse ésta son funcién creciente de 1la
intensidad del pulso (Figura 8;1 A). Sea cual fuere la intensidad
y la duracién del pulso despolarizante, éste sélo es capaz de
generar un unico potencial de accién (Figura 8.1 B). Tras la
inyeccioén intracelular de BAPTA, idénticos pulsos de corriente
generan potenciales de accién repetitivos cuya amplitud es
independiente de 1la intensidad del pulso, es decir, son
potenciales de accién "todo o nada", y cuya frecuencia se
incrementa al aumentar la intensidad del pulso (Figura 8.1 A y
B), sin que tenga lugar acomodacidén (Figura 8.1 B), esto es, una
progresiva disminucién de la frecuencia de potenciales de accién

durante la despolarizacién sostenida. En solucién 13.5 mM cd*,
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Figura 8.1. Potenciales de accién de la fibra muscular. A,
respuestas en condiciones de fijacién de corriente a pulsos
despolarizantes de 100 ms de duracién en solucién normal
(Control), tras inyeccién intracelular de BAPTA y en solucidn

13.5 mM Cd*. B, respuestas a pulsos de 500 ms de duracién en
idénticas condiciones que en A.
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la resistencia de entrada aumenta respecto al control (véase
capitulo III.2) y 1los potenciales de accidn desaparecen,
obteniéndose, para bajas intensidades, una respuesta puramente
pasiva debida al circuito RC de la membrana (Hodgkin y Huxley,
19524) vy, para mayores intensidades, una pequefia respuesta activa
graduada, diferente de la obtenida en solucién normal y que
corresponderia a la rectificacién retardada de salida mediada por
la activacidén de I, {(véase capitulo III.6).

Para el andlisis de 1las corrientes activadas por
despolarizacién subyacentes a 1los potenciales de accién
registrados en solucién normal y en presencia de BAPTA, PAS
semejantes a ellos han sido utilizados como voltaje impuesto en
condiciones de fijacién de voltaje. La Figura 8.2 A muestra el
potencial de accién registrado (linea punteada) por un pulso
despolarizante de 120 nA en solucién normal (Contrecl) y en
presencia de BAPTA (la respuesta total repetitiva esta
interrumpida y sé6lo se muestra el primer potencial de accién) y
el correspondiente PAS (linea continua). Las corrientes generadas
en solucién normal (Control), en BAPTA y en solucién 13.5 mM cd*
por el PAS-Normal (izquierda) y el PAS-Experimental (derecha) se
ilustran en la Figura 8.2 B.

La Figura 8.3 ‘A, parte superio;, muestra tres ejemplos de
PAS-Normal Y PAS-Experimental (izquierda Yy derecha,
respectivamente) que reflejan la identidad de la forma y la
variacién lineal de amplitud dentro de cada tipo de PAS. La linea
horizontal discontinua indica el valor maximo de Vm al cual llega
el potencial de accidén registrado, y el trazado mds grueso

corresponde al PAS cuya amplitud es mads prdxima a la amplitud del

-196




A 120nA
onal L
Control - BAPTA

16 mv
25 ms

B

Control o,

BAPTA w4 /"‘-.m--m i

250 nA
125 ms
Cde+ M »/\bmm

Figura 8.2. Potenciales de accidn registrados, potenciales de
accién simulados y corrientes generadas por éstos. A, potenciales
de accién registrados (lineas punteadas) denerados por
despolarizacién en solucién normal (Control) y tras inyeccidn
intracelular de BAPTA, y los correspondientes PAS (lineas
continuas); la respuesta en BAPTA sé6lo incluye el primero de los
sucesivos potenciales de accién repetitivos. B, corrientes
generadas por PAS-Normal (izda.) y PAS-Experimental (dcha.) en
solucidén normal (Control), en BAPTA y en solucién 13.5 mM cd®.
Como en el resto de figuras del presente capitulo, las corrientes
capacitiva y de pérdida han sido substraidas.
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potencial de accién registrado, y que, por tanto se ha escogido
como representativo de la familia de PAS (corresponde ademas al
mostrado en la Figura 8.2 A). Las ceorrientes mostradas en 1la
Figura 8.2 B correspondientes al entorno del maximo del potencial
de accién (indicade por flechas en 1la Figura 8.2 A} se
representan de forma expandida y superpuesta en la Figura 8.3 A,
parte inferior.

Las corrientes activadas por el PAS-Normal (Figura 8.3 A,
parte inferior izquierda) en solucién normal (linea punteada)
consisten en una corriente de entrada seguida por una de salida,
que dura tanto como la despolarizacidén sostenida del potencial
de accién registrado (véase Figura 8.2 B, Control, izquierda).
En BAPTA (linea continua gruesa), en tanto gque la corriente de
salida generada por el PAS-Normal es levemente menof gue en el
control y alcanza su midximo mds tardiamente, la amplitud de la
corriente de entrada es mayor. En presencia de Cd* (linea
continua delgada), 1la corriente de‘ entrada desaparece y 1la
corriente de salida es algo mayor que en BAPTA, sugiriendo que
Cd** suprime una corriente de entrada persistente a lo largo del
componente de despolarizacién sostenida del PAS-Normal.

Por su parte, las corrientes generadas por el
PAS-Experimental mostradas en la Figura 8.3 A, parte inferior
derecha, reflejan gue en solucién normal (Control, Iinea
punteada) la corriente de entrada se continia con una de salida
que es transitoria debido a la repolarizacién de
PAS-Experimental, que en BAPTA la amplitud de la corriente de
entrada aumenta mientras la corriente de salida disminuye y se

retrasa notablemente respecto al control, y que en Cd* este
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Figura 8.3. Corrientes generadas durante el pico del potencial
de accién. A, superior, PAS representativos de PAS-Normal (izda.)
y PAS-Experimental (dcha.); como en B, las lineas discontinuas
indican el maximo del potencial de accién registrado en solucidn
normal (izda.) y en BAPTA (dcha.); inferior, registro expandido,
correspondiente al intervalo comprendido entre las flechas del
PAS mostrado en la Figura 8.2, de las corrientes alli mostradas
Yy generadas por PAS-Normal (izda.) y PAS-Experimental {dcha.) en
Control (linea punteada), en BAPTA (linea continua gruesa) y en
solucién 13.5 mM Cd* (linea continua delgada). B, relacién entre
el maximo del PAS y el drea de la corriente durante el pico del
PAS-Normal (circulos) y PAS-Experimental (triangulos) en control
(simbolos vacios) y en BAPTA (simbolos llenos). El pico del PAS
corresponde al intervalo de tiempo comprendido entre el inicio
del PAS y el indicado por la flecha en A.
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retraso se mantiene. (La menor amplitud de la corriente de salida
en Cd** respecto a la de ésta en BAPTA indica la presencia de una
pegqueia fraccién de Leicmy en BAPTA para grandes
despolarizaciones).

Por otra parte, de 1la comparacién de 1las corrientes
generadas en una misma condicién por los distintos PAS, se deduce
que en solucién normal (linea punteada) mientras el pico de la
corriente de entrada es algo mayor (1.22 veces) cuando ésta es
generada por PAS-Experimental que cuando lo es por PAS-Normal
(como cabria esperar por la mayor amplitud del mdximo del
PAS-Experimental que del PAS-Normal, teniendo en cuenta que el
valor de despolarizacién alcanzado por ambos es menor que el pico
de la relacidén I-V de I_..; véase capitulo III.5), el pico de 1la
corriente de salida generada por PAS-Experimental es 4.16 veces
mayor ¢gue la generada por PAS-Normal. Esta diferencia es
principalmente debida a una mayor activacién de I,.., PpPOr
PAS-Experimental, puesto gque la activacién de I, (linea éontinua
delgada) en el pico de la corriente de salida es muy similar para
ambos PAS.

De acuerdo al modelo descrito por Hodgkin y Huxley (1952d)
sobre la generacidén del potencial de accién en el axén gigante
de calamar, tras una despolarizacidén por encima de un nivel de
Vm conocido come umbral, la cénductancia de Na' se incrementa
rdapidamente permitiendo el influjo de Na' y provocando asi una
mayor despolarizacién. Como consecuencia de la dependencia de
voltaje de los canales de Na' y de la pendiente negativa de 1la
relacién I~V de la corriente de Na', la fase de ascenso del

potencial de accién consiste en un fendmeno regenerativo de
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retroalimentacién positiva entre la conductancia de Na' y Vm que
cesaria a medida que Vm tiende al potenciél de equilibrio de Na*
(segun la pendiente positiva de la relacién I-V de la corriente
de Na*). El nivel de despolarizacién umbral corresponderia al
valor limite de Vm donde el influjo de Na' es equilibrado por el
eflujo de K*, por encima del cual aquél es superior a éste y, por
tanto, se desencadena el proceso conducente a la fase de ascenso
del potencial de accién (Hodgkin y Huxley, 1952d:; Noble, 1966;
MacGregor Yy Lewis, 1977). Idéntico mecanismo regiria la
generacién de potenciales de accién de ca®*', pues al igual que la
corriente de Na*, la relacién I-V de I, también presenta una fase
de pendiente negativa.

Segun ello, para la compresién de 1los mecanismos
involucrados en las diferencias existentes entre el potencial de
accién registrado en solucién normal y en BAPTA, se ha
cuantificado la corriente neta existente durante ambos PAS en
ambas condiciones y, puesto que el potencial de accién tiene una
duracién finita, esta cuantificacién se ha realizado no a partir
del pico de corriente sino a partir del &area definida por 1la
corriente y el nivel de corriente cero (que llamamos Area de la
corriente) durante el pico del potencial de accién.

La Figura 8.3 B muestra la relacién existente entre el
mdximo del PAS y el drea de la corriente durante el pico del PAS
(esto es, desde el inicio hasta el tiempo indicado por la flecha
en la Figura 8.3 A, parte superior; no se considera, por tanto,
la fase de despolarizacién sostenida del PAS-Normal). Las lineas
discontinuas verticales corresponden al valor de Vm en el maximo

del potencial de accidén registrado en solucién normal (izquierda})
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y en BAPTA (derecha), que correéponden a -16.3 y 7.4 mV,
respectivamente. Se observa gque, en solucién normal {(simbolos
vacios), y tanto para el PAS-Normal (circulos) como para el
PAS-Experimental (triangulos), el &rea de la corriente neta es
de entrada a partir de un valor umbral de alrededor de -45 nvV,
crece con el voltaje segin una pendiente negativa hasta un maximo
alrededor de -25 mV, varia a partir de éste segin una pendiente
positiva y se hace de salida tras cruzar el eje de abscisas en
torno a -10 mV. De manera similar, en presencia de BAPTA
(simbolos 1lenos) el &rea de la corriente se hace de entrada a
partir de un umbral en torno a -45 mV (similar al encontrado en
solucién normal}, varia en funcién de Vm con pendiente negativa
hasta alcanzar un miaximo alrededor de -20 mV, a partir del cual
crece con pendiente positiva haciéndose de salida tras cruzar el
eje de abscisas en torno a 4 y 10 mV para el PAS-Normal
(circulos) y para el PAS-Experimental (triangulos),
respectivamente. Asi pues, la relacidén entre el drea de corriente
y Vm del PAS presenta dos puntos de estabilidad (esto es, cuando
la corriente neta es cero) hacia los que tiende Vm cuando se
produce una perturbacién en él (esto es, cuando se hace variar
Vm) y que corresponden al potencial de reposo y al potencial de
inversién del Area de la corriente neta. Aasi, tras 1la
despolarizacién de la membrana por encima de un umbral en torno
a -45 mV, el proceso autorregenerativo (manifestado por la
pendiente negativa de la relacidén I-V, gque viene determinada por
la de I_.) hace tender vm hacia su nuevo punto de estabilidad
(alrededor de -10 y 7 mvV, en solucién normal y en BAPTA,

respectivamente). Obviamente, en solucién Cd**, donde I, esta
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Figura 8.4. I., € I, .., durante el pico del potencial de accidn.
Registros obtenidos por substraccién, tal como se indica, de las
corrientes mostradas en la Figura 8.3 A, parte linferior, y
registradas en solucién normal (Control), en BAPTA y en solucién
13.5 mM Cd*". La linea punteada corresponde a I. (BAPTA-Cd*) y la
linea continua corresponde a I, .., (Control-BAPTA) generadas por
PAS~-Normal y PAS-Experimental (izda. y dcha., respectivamente).
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blogueada, el &rea de corriente neta siempre es >0 (puesto que
la corriente es siempre de salida) y, por tanto,. sélo existe un
unico punto estable correspondiente al potencial de reposo. Debe
hacerse notar que el segundo punto de equilibrio es independiente
de la forma del PAS y s6lo depende de la presencia o ausencia de
BAPTA, lo cual sugiere que el aumento de la amplitud del
potencial de accidén registrado en BAPTA respecto al registrado
en solucidén normal es debido a la ausencia de I.,,, es decir, en
el control, I,.., actida contrarrestando I., e impidiendo asi una
gran despolarizacién de Vm.

La Figura 8.4 muestra I, (linea punteada) e I,.., (linea
continua) activadas en torno al pico del PAS-Normal (izquierda)
y del PAS-Experimental (derecha) aisladas por substraccién a
partir de los corrientes mostradas en la Figura 8.3 A (véanse las
consideraciones hechas al respecto en el capitulo III.7). El
retraso observado en el pico de I, .. respecto al de I, es
responsable de la corriente neta de entrada existente en 1la
corriente total (véase Figura 8.3 A). Por otra parte, en tanto
que la amplitud del pico de I, es substancialmente idéntico, la
amplitud del pico de Twicay ©S 1.34 veces mayor para el
PAS-Experimental que para el PAS-Normal, debido a la mayor fuerza
electromotriz de K* existente en aquél.

Por otra parte, considerando la fase despolarizada sostenida
del potencial de accidén, se observa que tanto I, como I,
generadas por PAS-Normal no desaparecen totalmente durante la
fase de descenso de éste sino que persisten durante la fase
despolarizada sostenida del PAS-Normal (Figura 8.4, izgquierda),

tal como ha sido sugerido al hacer referencia a la Figura 8.3 A,
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Figura 8.5. Corrientes generadas durante la fase despolarizada
del potencial de accion. A, corrientes (parte inferior) generadas
por PAS-Normal (parte superior), desde la flecha hasta el final,
obtenidas por substraccién de las corrientes registradas en
solucién normal (Control), en BAPTA y en solucién 13.5 mM Cd?*,
tal como se indica. Las lineas punteadas y continuas corresponden
a I.. © Ixeays respectivamente. B, relacidén I-V de I. (@), I.ca,
(a) e I, (W) medidas al final de la fase despolarizada del PAS;
Ica @ Igcay S€ han obtenido por substraccién como se indica en A;
I. se ha obtenido directamente en solucién 13.5 mM Cd*".
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parte inferior, izquierda. En efecto, la Figura 8.5 A, parte
inferior, muestra que 1. (linea punteada) e I, .. (linea
continua) aisladas durante la fase despolarizada sostenida del
PAS-Normal (Figura 8.5 A, parte superior; desde la flecha hasta
el final) persisten durante toda esta fase, variando
temporalmente de forma similar. La Figura 8.5 B muestra la
relacién I-V de I., (circulos), Iy, (triangulos) e I, (cuadrados)
al final de la fase despolarizada del PAS~Normal. I, crece con
Vm seqin una pendiente negativa a partir de un valor de Vm en
torno a -50 nV (nétese que este valor es menor que el umbral de
I.. definido mediante pulsos despolarizantes desde -60 nv;
capitulo III.5). De manera similar, I..., Crece con Vm segin una
pendiente positiva a partir de -50 mV. Esta simetria de las
relaciones I-V de I, e I... respecto a la corriente cero indica
que, aun cuando se mantiene de forma sostenida un influjo de Ca*
por la presencia sostenida de I.,, ésta no se manifiesta en Vm
como despolarizante debido a la presencia de I, .,, cuya amplitud
es practicamente idéntica pero de signo opuesto a ésta, de forma
tal que la corriente neta resultante de ambas es practicamente
cero y, por tanto, Vm es estable. La presencia de I, resulta en
una corriente neta de salida que es responsable de la
rectificacién retardada observada en condiciones de fijacién de
corriente (véase Figura 8.1).
8.V. DISCUSION

En el presente capitulo se ha estudiado el comportamiento
dindamico de las corrientes voltaje-dependientes cuando Vm estd
variando en el tiempo, esto es, en las condiciones reales de

funcionamiento de la membrana de la fibra muscular. Para ello se
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Al

han utilizado como estimulos de voltaje impuesto en condiciones
de fijacién de voltaje distintas formas de onda, denominadas
potenciales de accién simulados (PAS), de amplitud variable pero
cuya forma semejaba estrechamente los potenciales de accién
registrados en condiciones de fijacién de corriente en solucién
normal y en presencia de BAPTA. Los resultados asi obtenidos
permiten sugerir los mecanismos de membrana involucrados en la
generacién de potenciales de accién graduados, el comportamiento
dindamico de las corrientes de membrana voltaje-dependientes y las
implicaciones funcionales de todo ello.

Los resultados presentados muestran que la relacion entre
el drea de corriente y Vm del PAS presenta dos puntos de
estabilidad (correspondientes al valor de Vm para el cual el &rea
de la corriente neta es cero) hacia los que tiende Vm cuando se
produce una perturbacion en él. Estos puntos corresponden al
potencial de reposo y al potencial de inversién del 4rea de la
corriente neta, de manera que tras la despolarizacién de 1la
membrana por encima de un umbral el procesc autorregenerativo
(manifestado por la pendiente negativa de la relacién I-V) hace
tender vm hacia su nuevo punto de estabilidad despolarizado. En
tanto que la forma en el tiempo del potencial de accién
registrado en BAPTA es constante, aquél registrado en solucién
normal es variable, pues el tiempo necesario para alcanzar su
méximo disminuye a medida que aumenta la intensidad del pulso
despolarizante (véase Figura 8.1). Por tanto, mientras gque en
BAPTA, el grado de activacién de I, e I, durante el pico del
potencial de accién es constante, en solucién normal I., I ., ©

I, estdn diferentemente activadas durante €1, lo cual se traduce
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en la existencia de un unico punto estable en BAPTA (cualquiera
sea la despolarizacidén supraumbral) y de diferentes puntos
estables para diferentes intensidades de despolarizacién en
solucién normal. En efecto, cuanto mayor es la despolarizacidén
provocada por el pulso de corriente, mds rdpida es la fase de
ascenso del potencial de accién y menor, por ello, la proporcién
de corriente de salida activada durante el potencial de accidn,
siendo asi mds despolarizado el punto estable y, por tanto,
siendo mayor la despolarizacién alcanzada por el méximo del
potencial de accidén. En BAPTA, sin embargo, la fase de ascenso
del potencial de accién es constante cualquiera sea la
despolarizacién supraumbral y no se ve retrasada por la presencia
de I, ..,; la proporcién de corriente de salida activada es, por
ello, constante, como lo es, por tanto, el dnico punto estable
y, bor ende, la despolarizacién alcanzada por el maximo del
potencial de accién. Se explica asi la existencia de potenciales
de accién "todo o nada" en presencia de BAPTA, y la existencia
de potenciales de accién graduados en solucidén normal.

De todo lo cual, podemos deducir que I,.., €s responsable de
la variacién en el tiempo del mdximo del potencial de accién, en
cuanto que contrarresta la corriente de entrada, y, por tanto,
es responsable dltimo de la gradacién del maximo del potencial
de accién. No debe olvidarse, sin embargo, la contribucién que
a ello hacen la corriente de pérdida y capacitiva de la fibra
muscular, aun cuando I..., Sea, efectivamente, el factor decisivo,
pues aquellas corrientes se mantienen inalteradas en presencia
de BAPTA, y la unica diferencia existente entre el potencial de

accién registrado en solucién normal y en BAPTA es la supresion
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de Igca,-

Por otra parte, I, presenta un componente persistente que
dura tanto como dura la fase despolarizada sostenida del
PAS-Normal, como cabia esperar por el cardcter persistente de
I... Ademas, la relacién I~V de este componente sostenido muestra
gque éste aparece para valores de Vm nds hiperpolarizados
(alrededor de 10 mV) del umbral de activacién de I_., determinado
por pulsos de voltaje despolarizantes. Este comportamiento puede
ser explicado por la existencia de una corriente de ventana de
I.., (véase capitulo III.5). En efecto, 1la despolarizacién
correspondiente al pico del potencial de accién provoca la
inactivacién por voltaje de 1los CCVD (de acuerdo a 1la
probabilidad definida por la curva de inactivacién de I_.), si
esta despolarizacién es lo suficientemente grande, durante la
despolarizacién sostenida subsiguiente al pico del potencial de
accién, una alta proporcién de CéVD se hallarian en su estado
inactivado; sin embargo, la presencia de una corriente de ventana
de I., durante la cual se ha sugerido la existencia de
transiciones en los diferentes estados del c¢anal (cerrado,
abierto e inactivado) (véase capitulo III.5), contribuye, junto
con el caracter persistente de I., a la existencia de una
corriente persistente de Ca* durante esta fase de
despolarizacién sostenida tras un pico de mayor despolarizacién.
Asi, el caricter pérsistente de I., Y la corriente de ventana de
I.. permiten la entrada sostenida de iones Ca** durante tanto
tiempo como dura la despolarizacidén sostenida producida por la
aferencia sindptica excitadora y, por ende, la contraccidn ténica

de las fibras musculares durante tanto tiempo como dure 1la
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excitacién sindptica.

Se explica, asi, la diferencia en el umbral de activacién
de I., por pulsos de voltaje y el valor de Vm al cual aparece la
corriente sostenida de I.,, pues en tanto que el umbral de
activacién ocurre por transicién de los CCVD desde el estado
cerrado al abierto segin una probabilidad de apertura definida
por la sensibilidad a vm de ellos, el valor de Vm a partir del
cual existe un componente sostenido de I.,, depende de 1la
probabilidad de transicién entre los diferentes estados del canal
y, por tanto, de las curvas de activacién e inactivacién (en
definitiva, del valor de Vm en el cual ambas se solapan, esto es,
de la corriente de ventana). En efecto, para un valor de Vm
conprendido en la reéién donde ambas curvas se solapan, esto es,
donde la activacién de los CCVD es despreciable (es decir, donde
la probabilidad de apertura desde el estado cerrado es préxima
a cero) pero donde la inactivacién de los CCVD no es total (es
decir, donde lé probabilidad de que los CCVD pasen a un estado
inactivado es menor gque uno), I.. no seria denerada por
despolarizacién de la membrana a ese valor de Vm desde un valor
hiperpolarizado y si{ lo seria, sin embargo, cuando ese valor de
Vm se alcanzase por repolarizacién de la membrana desde un valor
despolarizado que previamente provocara la apertura de los CCVD.

Por otra parte, I., durante la fase de despolarizacién
sostenida es dependiente de Vm, incrementandose a medida que
aumenta la despolarizaciodn. Asi, cuanto mayor es la
despolarizacién, mayor es I. Yy, por tanto, mayor la cantidad de
Ca®* liberada del reticulo sarcopldsmico y, por ello, mayor el

grado de contraccién de la fibra muscular. Esta gradacién de la
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despolarizacién es asi responsable de 1la gradacién de la
contraccién muscular.

Sin embargo, el caricter autorregenerativo de I., (debido a
la pendiente negativa de su relacién I-V) pareceria impedir una
gradacion de la despolarizacién de acuerdo al modelo descrito
para la generacidén del potencial de accidén en el axén gigante de
calamar (Hodgkin y Huxley, 1952d; Noble, 1966; MacGregor y Lewis,
1977). No obstante, la presencia de un componente sostenido de
I¢cay de igual amplitud pero signo opuesto al componente sostenido
de I_,, contrarresta este fenémenc autorregenerativo, haciendo la
suma resultante de ambas corrientes igual a cero y, por tanto,
haciendo Vm estable cualquiera sea el grado de despolarizacién
generado por la excitacién sindptica.

Podemos asi concluir las implicaciones funcionales de las
tres corrientes activadas por despolarizacién presentes en las
fibras musculares del misculo abductor. El1 influjo de CcCa*
manifestado por I, media la liberacién de Ca®** desde el reticulo
sarcopldsmico responsable de la contraccién muscular (Gydrke y
Palade, 1992). I ., ©es responsable de contrarrestar I,
impidiendo el proceso autorregenerativo del potencial de accién
(definido por la pendiente negativa de la relacidon I-V de 1.} vy
retrasando la despolarizacién inicial provocada por I., siendo
asi responsable ultima de la gradacién del potencial de accién,
en cuanto gque este retraso permite la activacién de I,, que es,
finalmente, responsable directa de esta gradacién. I, es asimismd
responsable de 1la repolarizacién de Vvm hasta un valor
despolarizado sostenido durante la estimulacién, en el cual

aparece la corriente de ventana de I.,, permitiendo asi el flujo
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sostenido de iones Ca* durante la despolarizacién sostenida.
Ademds, durante la fase despolarizada sostenida del potencial de
accién, I, .., contrarresta I, permitiendo el influjo de Ca*" sin
la consiguiente despolarizacidén. Por tanto, puesto que la
contraccién de la fibra muscular es funcién directa del grado de
despolarizacién (Orkand, 1962), 1la conjugacién de estas
corrientes produce la variacidén graduada de Vm, permitiendo asi
la gradacién del influjo de Ca* y, por ultimo, la gradacién de
la contraccién muscular. Ademds, puesto que el mecanismo de
contraccién muscular es un mecanismo de LCIC (Gydrke y Palade,
1992), la conjugacién de estas corrientes permite también el
influjo sostenido de Ca* sin que ello conlleve una subsiguiente

despolarizacién.
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IV. CONCLUSIONES



De los resultados expuestos y de la discusidén realizada de

ellos establecemos las siguientes conclusiones:

IV.1. DE LAS CARACTERISTICAS DE 1.0S CANALES IONICOS DE MEMBRANA

1. La corriente instantianea, que denominamos I,, y cuya
conductancia es independiente de tiempo y de voltaje, puede ser
considerada como la corriente de pérdida del misculec abductor.
Los canales 1ifénicos de membrana gque median I, presentan una
naturaleza propia y diferenciada del resto de canales. Estos
canales son blogqueados, de manera reversible y dependiente de
concentracién, por €d*, zZn®*', Co®* o Ni** y son insensibles a Ba**,
Mg** y Mn*'. Cada ién Cd** se une a mds de un sitio receptor para
bloguear I..

2. La rectificacién antmala es debida a la activacién por
hiperpolarizacién de una corriente de entrada, dependiente de
tiempo y de voltaje, gque denominamos I,,, y gque presenta
caracteristicas electrofisiolégicas y farmacolégicas propias. I,,
es transportada por K*, su conductancia es dependiente de tiempo
y de voltaje e independiente de [K'],, la dependencia de voltaije
de su conductancia es funcién de Vm-E; (asumiendo [K'],
constante), es insensible a Cs*, Rb* y Ba* y es blogqueada
reversiblemente por Cd* o 2Zn*. Los canales de membrana gque
median I,, presentan un comportamiento ohmico y poseen dos
mecanismos de compuerta, de entidad diferenciada por su
sensibilidad a €d*, responsables de su apertura y cierre.

3. El1 bloqueo de I,, por Cd* es dependiente de concentracién

e independiente de voltaje, y es ejercido por unién reversible
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de un ién Cd*" a un unico sitio receptor del canal que media I,s.
Cd** no modifica la permeabilidad selectiva de los canales que
median I,,. El1 lugar receptor de Cd®" para bloguear es diferente
del lugar receptor de K' para permear.

4. La corriente inicial de @entrada activada por
despolarizacién (que llamamos I_ ) es transportada por Ca* a
través de un unico tipo de CCVD tipo L, y su activacién e
inactivacién dependen de voltaje y de fiempo. I.. presenta una
activacién muy rdpida y una inactivacién rédpida e incompleta. Los
CCVD que median I., son blocqueados por Mn®**, Co*, Ni*, cd* y Zn*',
y presentan un alto umbral de activacién, y mayor permeabilidad
a Ba** que a Ca* y sensibilidad a DHP. La inactivacién por tiempo
de estos canales es dependiente de Ca* y de voitaje, siendo la
dependencia de Ca* el factor limitante de este proceso.

5. La corriente retrasada de salida activada por
despolarizacién (que denominamos I,} es transportada por K*, es
dependiente de voltaje y de tiempo y es responsable de 1la
rectificacién retardada generada por despolarizacién. Los canales
de membrana que median I, son sensibles a Ba®" y poseen receptores
extra e intracelulares de TEA, siendo la afinidad de TEA por
éstos mayor que por aguéllos.

6. La corriente inicial de salida {que llamamos I..,,) €S una
corriente transportada por K' y dependiente de Ca*. Es ademds,
dependiente de voltaje y de tiempo, y es suprimida por BAPTA
intracelular y no por EGTA. Los canales iénicos de membrana que
median I,.. Son bloqueados extra e intracelularmente por TEA y
poseen propiedades semejantes a los canales tipo BK descritos en

otros sistemas.
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IV.2. DE LA FUNCION DE LOS CANALES IONICOS DE MEMBRANA

1. T.. e I e, Presentan un pico durante el maximo del
potencial de accién, y un componente sostenido, de similar
amplitud pero de signo contrario, durante su fase despolarizada,
haciendo Vn e;table cualquiera sea el grado de despolarizacién
generado por la excitacidén sindptica.

2. El1 caracter persistente de I.. ¥ la existencia de 1la
corriente de ventana de I, para valores correspondientes a la
fase de despolarizacién sostenida del potencial de accién
posibilitan la existencia de una corriente persistente de Ca*
tras el maximo de despolarizacidén, permitiendo, por tanto, la
entrada sostenida de iones Ca*' durante tanto tiempo como dura la
despolarizacién producida por la excitacidén sindptica.

3. I, es responsable directo de la generacidén de potenciales
de accién graduados y de la repolarizacién de vm hasta niveles
donde la corriente de ventana de I, esté& presente.

4. I, durante 1la fase de despolarizacidén sostenida es
dependiente de Vm. Asi, cuanto mayor es la despolarizacién, mayor
es I, Yy, por tanto, mayor la cantidad de Ca** liberada del
reticulo sarcopldsmico y, por ello, mayor el grado de contraccién
de la fibra muscular. Esta gradacién de la despolarizacion es asi
responsable de la gradacién de la contraccién muscular.

$. La conjugacidén de I., I e, © Ix produce la variacién
graduada de Vm, permitiendo asi la gradacién del influjo de Cca*
Y. por ultimo, la gradacién de la contraccién muscular. Ademdas,
permite el influjo sostenido de Ca* sin que ello conlleve una
subsiguiente despolarizacién. Se explica asi la contraccién lenta

y toénica llevada a cabo por el misculo abductor.
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