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RESUMEN 

Los canales de ea'1:+- activados por voltaje están presentes en la superficies de todas 

las células excitables (Hagiwara, 1983; Reuter, 1983; Hille, 1984; Tsien, et al. 1987; 

Bean, 1989). Debido a las propiedades funcionales de estos canales, tales como su 

selectividad y a su cinética, ellos median el influjo de Ca2+ a través de la superficie 

membranal, además de la participación de otras proteínas que se encuentran en la 

superficie de la membrana como el intercambiador Na+¡Ca2+ y el intercambiador Ca2+ 

tW. 

El control del influjo del Ca2+ a través de los canales de ea2+ tienen un papel 

importante en el acoplamiento de los eventos eléctricos de la superficie membranal con 

una gran variedad de funciones celulares, que incluyen contracción, secreción y 

expresión genética. 

En el corazón, el flujo transmembranal de Ca2+ a través de los canales de ea2+ es 

vital para la actividad eléctrica y mecánica. El influjo de Ca2+ a través de estos canales 

influencia la duración del potencial de acción y del periodo refractario (DiFrancesco y 

Noble, 1985; Rasmusson, et al., 1990. 

El objetivo del presente trabajo fué el describir el comportamiento macroscópico 

del canal de ea2+ tipo-L en miocitos ventriculares de rata adulta desde el punto de vista 

cinético. 

Para este estudio se utilizaron miocitos ventriculares aislados enzimáticamente a partir de 

corazón de rata adulta (250-350 g) mediante el método de Langendorff. El registro de las 

corrientes de ea2+ (le.) se llevó a cabo mediante la técnica de fijación de voltaje en 

microáreas de membrana (patch-clamp) en su configuración de célula entera (whole-cell). 

Los resultados obtenidos muestran un curso temporal de lea con una activación 

monoexponencial definida por una constante de activación ('t) de 1.7 MS, y una fase de 

decaimiento biexponencial (1: = 6.83 ms y otra 1: = 635.7 ms). la cual no se inactivó 

completamente. El pico de la corriente se alcanzó a los 7 ms. La relación corriente-voltaje 

(I-V) mostró un umbral de activación a -40 mV, una corriente máxima de 802.7 ± 131.6 

picoamperios (PA) a-lO mV y un potencial de inversión en aproximadamente +35 mV. 

La normalización de la corriente hecha en función del tamafto celular, dio como resultado 
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una densidad de corriente de 11 ± 1.8 pNpF a -10 mV. Estos parámetros mostraron un 

comportamiento claramente dependiente de voltaje. La cinética estacionaria se definió 

mediante la medición de los parámetros de activación (<Lx,) e inactivación (í.,). La curva 

de activación se caracterizó por un potencial de wnbral (Vh) de -23.1 mV y una 

pendiente (k) de 6.2 mV. Mientras que la curva de inactivación presentó un Vh de -39 

mV y una k de 5.2 mV. La corriente de ventana, obtenida por la multiplicación de <Lx, y 

foo, indicó la participación del 4 % de los canales de ea2+. De acuerdo con nuestros 

resultados, lea se comporta de una manera muy cercana a la propuesta por Hodgkin y 

Huxley (1952) para la corriente de Na+. 
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2. INTRODUC e 1 ON 

El sistema cardiovascular tiene la función de transportar nutrientes desde los sitios 

de ingreso al organismo (pulmones e intestinos) hasta los sitios de consumo (células de la 

economía), al mismo tiempo que remueve las sustancias de desecho producidas por los 

tejidos y las transporta para su excreción (pulmones y riñones). Esta función se cumple 

mediante una organización estructural y funcional precisa, la cual consiste básicamente 

en un circuito tubular de conducción (sistema vascular) y un mecanismo de propulsión 

(corazón). 

El mecanismo de propulsión está a cargo del corazón que es un órgano muscular 

estriado dividido en cuatro cámaras: dos aurículas y dos ventrículos que funcionan a 

manera de bomba, que le permite generar una presión impulsora de sangre hacia los 

tejidos una vez que ésta ha sido enviada a los pulmones en forma desoxigenada y 

regresando al corazón ya oxigenada. De la misma manera, el corazón hace llegar a los 

tejidos de la economía hormonas, neurotransmisores y otros mensajeros desde sus sitios 

de origen. 

La capacidad del corazón para actuar como bomba, depende de su capacidad para 

generar rítmicamente impulsos eléctricos que se propagan de forma ordenada a todo el 

miocardio. El impulso cardiaco se genera en las células automáticas del nodo seno­

auricular (SA) y se propagan de manera secuencial y progresiva a las aurículas, nodo 

aurículo-ventricular (A V), sistema His-Purkinje y músculo ventricular. Esta compleja 

secuencia se repite durante cada latido cardiaco. 

El impulso cardiaco se propaga debido a una propiedad de las células cardiacas 

que es su excitabilidad, es decir, a la capacidad de responder a estímulos externos 

(químicos-neurotransmisores, mecánicos, térmicos o eléctricos) generando una respuesta 

eléctrica, el potencial de acción cardiaco (PA) a la que va acoplada la correspondiente 

respuesta contráctil. 

Todas las células poseen un potencial de membrana (Em) que es la diferencia de 

potencial entre el medio externo y el medio interno celular. Generalmente se han 

encontrado valores entre -90 mV y -60 mV, y se le denomina potencial de reposo cuando 

no son excitadas. 
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El potencial de reposo está detenninado por el balance entre la capacidad de los 

distintos iones para atravesar la membrana a favor de su gradiente electroquímico 

(penneabilidad de la membrana para cada ión) y el transporte activo de dichos iones en 

contra de su gradiente. Específicamente, el potencial de reposo esta dado principalmente 

por una corriente de K+, conocida como corriente de rectificación entrante, (IKI). La 

principal característica de estos canales es que dejan pasar corriente hacia el interior de la 

célula más fácilmente que hacia afuera de la misma. Debido a la presencia de esta 

rectificación entrante, el flujo neto de K+ es relativamente pequeño en el músculo 

cardiaco. 

El potencial de acción (P A) lo podemos definir como la resultante de una serie de 

cambios secuenciales en la conductancia de la membrana cardiaca a distintos iones y se 

genera cuando se alcanza el potencial umbral. 

El citoesqueleto de la fibra muscular se encuentra altamente especializado y se 

integra por elementos contráctiles que se organizan longitudinalmente en subunidades 

denominadas miofibrillas de 1-2 f.1IIl de diámetro. Las miofibrillas constituyen la 

maquinaria contráctil de la célula, y le pennite la transfonnación de energía eléctrica en 

actividad mecánica detenninante de la función cardiacas. Las miofibrillas a su vez están 

fonnadas fundamentalmente por dos tipos de proteínas contráctiles: actina y miosina; las 

cuales presentan una estructura fibrilar que les pennite interdigitarse altemadamente y 

deslizarse entre sí durante la contracción. La unidad funcional, denominada sarcómera, se 

delimita por dos líneas Z y se repite cada 2.3 ¡.Lm a lo largo del eje longitudinal de la 

miofibrilla. Las bandas oscuras y gruesas corresponden a las bandas A, las cuales se 

fonnan por interdigitación de filamentos de actina y miosina. En el centro de las bandas 

A aparece otra región menos densa llamada región H, integrada exclusivamente por 

filamentos de miosina Por su parte, la banda más clara corresponde a la llamada banda 1 

y se fonna por filamentos de actina y tropomiosina intercalados con la proteína globular 

troponina. 

Cada una de las miofibrillas se halla en estrecho contacto con dos sistemas 

membranales. Uno de ellos es el sistema tubular transverso (STI) o túbulos-T, el cual es 

una prolongación tubular del sarcolema en fonna radial. El otro es una estructura 
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intracelular denominada retículo sarcoplásmico (RS), el cual es un organelo análogo al 

retículo endoplásmico (RE), presente en otros tipos celulares. 

La cadena de eventos que conducen a la contracción muscular inicia con la 

despolarización de la membrana celular más allá de cierto valor crítico (umbral), lo cual 

permite el disparo de un potencial de acción. La onda de despolarización así generada se 

propaga radialmente en forma activa por el túbulo-T. La señal eléctrica induce la apertura 

de los canales de ea2
+, debido a sus características dependencia de voltaje y de tiempo. 

Estas propiedades del canal de ea2
+ le permiten abrirse en respuesta a una despolarización 

de la membrana, mediante cambios en su estructura terciaria. Tal apertura induce un 

aumento de la conductancia al ea2
+, lo cual permite la entrada de este catión para dar 

lugar al mecanismo de liberación de ea2
+ inducida por ea2

+ desde el retículo 

sarcoplásmico (Fabiato, 1983). Como resultado de esta secuencia de eventos el ea2
+ es 

liberado hacia el mioplasma debido a la apertura de los canales sensibles a la rianodina, 

los cuales se abren debido a la activación que sufren gracias a la unión del ea2
+ que entró 

a la célula a través del canal de ea2
+ tipo-lo El ea2

+ así liberado, difunde hacia los 

filamentos de actina y miosina activando como resultado generación de tensión. 

La relajación del miocito se debe a la disminución del ea2
+ libre mioplásmico, lo 

cual resulta de la recaptura de este catión por el RS y a su salida de la célula mediante la 

acción de bombas (ATPasas) que se encuentran en la membrana plasmática, además al 

cierre de los canales de Ca2
+ mediante su inactivación dependiente de voltaje (Cota et al., 

1984; Mejía-Alvarez et al., 1991) Y de Ca2
\ (Brehm y Eckert, 1978: Tillotson. 1979). 

Durante cada latido cardiaco, la [ea2+] libre en el mioplasma prímero se eleva 

rápidamente (hasta casi 10 IJM en las inmediaciones del canal de liberación de ea2
), para 

luego decaer gradualmente a sus niveles originales o basales (entre 10 Y 100 nM). El 

incremento del Ca2
+ intracelular no es homogéneo, sino que parece estar más bien 

organizado en espacio y en tiempo (de Waard, et al, 1996). Cuando la concentración del 

ea2
+ mioplásmico es baja (menor de 111M), la fuerte tendencia de la miosina a unirse con 

la actina es inhibida por las proteínas troponina y tropomiosina que forman parte de los 

filamentos delgados. Cuando la concentración del ea2
+ en el mioplasma se eleva por 

arriba de lxlO-6 M el Ca2+ se une a la troponina y causa un cambio conformacional tanto 

en la troponina como en la tropomiosina, de modo que los sitios de unión de la miosina 
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en la actina son expuestos. De tal manera que, los filamentos delgados se "activan" y son 

capaces de interactuar con las proyecciones laterales de los filamentos gruesos dando 

lugar a los puentes cruzados (Taylor y Amos, 1981). 

Cuando la concentración del ea2+ intraceluar ([ea2+]¡) cae (por debajo de 1x10-7 

M), la interacción de los filamentos desaparece, la fuerza decae y el acortamiento cesa. 

De modo que podemos decir que la contracción muscular es gobernada finalmente por la 

concentración de los iones Ca2+ así como por la velocidad de su eliminación del 

rnioplasma. Sin embargo, la contracción continúa por algún tiempo (decenas de 

milisegundos) después de que la concentración de Ca2+ ha decaído, lo que indica que 

otros procesos toman tiempo durante la relajación, presumiblemente aquellos asociados 

con la ruptura de los puentes cruzados. 

La morfología del potencial de acción se determina por el flujo transmembranal 

de los distintos iones presentes a ambos lados de la membrana, Na+, K+, cr y Ca2+. La 

secuencia de las corrientes iónicas que participan en el potencial de acción (P A) es la 

siguiente. El potencial de acción se origina cuando la membrana se despolariza por 

encima de un umbral crítico (-60 mV) lo cual induce apertura de los canales de Na+, 

permitiendo así el flujo de Na+ hacia el interior de la célula. Esto corresponde a la 

despolarización rápida inicial del potencial de acción conocida como fase O. Sin embargo, 

como resultado de esta despolarización, la corriente de sodio (lNa) se inactiva 

rápidamente, esto es, que entra en un estado no conductor-absorbente. Casi 

simultáneamente, pero a una menor velocidad, se activa una corriente saliente 

presumiblemente de K+, la cual se inactiva rápidamente, razón por la cual se ha 

denominado transitoria (kTo). Esta corriente induce la repolarización característica de la 

fase 1. Asimismo, y como consecuencia de la despolarización rápida se activa una 

segunda corriente entrante más lenta, esta corriente esta dada por el ingreso del Ca2+ (lea). 

Esta corriente desj>olarizante se activa con relativa lentitud (comparada con la activación 

de INa), de forma que produce en algunos tejidos cardiacos una segunda despolarización, 

o joroba, en el potencial de acción y se genera así la fase de meseta del PA. 

En la fase de meseta, el potencial transmembrana se "mantiene" relativamente 

estable (cerca de O m V) por aproximadamente 100 ms. El final de esta fase del PAse 

precipita por dos factores: a) disminución de lea (debido a su inactivación dependiente de 
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tiempo y voltaje), y 2) activación de una corriente saliente de K+ (IK), lo cual conduce 

hacia la repolarización celular. 

En conclusión, estos eventos eléctricos son el factor desencadenante de procesos 

intracelulares que terminan en la generación de tensión, y uno de los más importantes a 

ambos niveles es lea. Por tal motivo la definición de las propiedades funcionales de lea ha 

sido motivo de extensa investigación durante los últimos años. Sin embargo, se han 

llevado a cabo muy pocos trabajos en los que se estudien dichas propiedades desde un 

punto de vista integral, es decir, en donde se describan las propiedades biofisicas de b, 
al mismo tiempo que prediga su comportamiento durante el P A. Así pues el objetivo de 

esta tesis fue dar un panorama general sobre el comportamiento de lea durante el P A. 
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3. A N T E e E D E N T E S 

Julius Berstein (1902 y 1912) propuso que las células excitables se encuentran 

rodeadas por una membrana selectivamente permeable a iones K+ en reposo y que 

durante la excitación la permeabilidad a otros iones incrementaba. Su "hipótesis de 

membrana" explicó el potencial en reposo del nervio y del músculo como un potencial de 

difusión en movimiento por la tendencia de los iones cargados positivamente a difundir 

desde una región de alta concentración en el citoplasma a otra de baja concentración en la 

solución extracelular. Durante la excitación la negatividad interna se pierde 

transitoriamente cuando los iones comienzan a difundir a través de la membrana. 

3.1.- Canales Jónicos. 

Los canales iónicos son proteínas de gran tamaño que se encuentran como 

componentes fundamentales de las membranas excitables y que conforman una vía de 

acceso transmembranal para diversos iones. Tales vías se interpretan como poros o 

túneles estrechos, llenos de agua, permeables a determinados iones y moléculas 

pequeilas. Aunque la diversidad de los canales iónicos es menos amplia que la de las 

enzimas, hay muchos tipos de canales trabajando en concierto, abriéndose y cerrándose 

para formar seilales eléctricas propagables en tejidos excitables. Los canales iónicos 

actúan como sensibles pero potentes amplificadores que pueden generar violentas 

descargas eléctricas como en el caso de la anguila eléctrica o en la raya eléctrica. (Hille, 

B., 1992). 

La excitación y las seilales eléctricas en el sistema nervioso y en el músculo 

involucran una serie de flujos iónicos a través de los canales. La respuesta de los canales 

a los estímulos se traduce como una simple apertura y cierre del poro ("gating"). 

La selectividad es una propiedad importante de los canales iónicos, y que consiste 

en permitir el paso restringido de una clase de iones que fluyen pasivamente en favor de 

su gradiente electroquímico a una velocidad muy alta (> 106 iones/s) (Hille, B., 1992). 
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La selectividad de los canales iónicos pennite dividirlos en familias y en 

subfamilias. Las principales familias de acuerdo a este parámetro son: canales de Na+, 

canales de cr, canales de K+ y canales de Ca2+. Algunos canales se subdividen en varios 

tipos, como los canales de Ca2+ (tipos T, - N, Y -L), Y los de K+ (lto, IK Y kl, etc.). Estos 

tipos se distinguen además por presentar diferentes propiedades cinéticas. Otra forma de 

dividirlos es por su dependencia de voltaje, si dependen de ligando o si son sensibles a 

estiramiento mecánico. Uno de los últimos avances en la década de los 80s ha sido la 

secuenciación por métodos de biología molecular de los RNAs mensajeros y de los genes 

que codifican para los canales iónicos. Estos métodos han revelado una similitud 

estructural en la secuencia de sus aminoácidos lo cual habla de familias homólogas, lo 

cual podría indicar un canal común como ancestro a los desarrollados en la actualidad 

(Hille, B., 1992). 

3.2.- Generalidades de los Canales de Ca2
+. 

Los canales de Ca2+ se encuentran entre las proteínas más importantes que forman 

parte del sarcolema cardiaco (Zipes y Jalife, 1990). En los 70' s Reuter y colaboradores 

describieron una corriente entrante, lenta y transitoria en el músculo cardiaco. Posteriores 

trabajos mostraron que esta corriente se debe principalmente al influjo de iones ea2+ 

(Tsien, R.et al. y Lee, et al. 1985), con,.propiedades similares a las de la lea encontrada en 

los cuerpos celulares de las células nerviosas y en el músculo esquelético. 

En la actualidad se conoce que estos canales de ea2+ dependientes de voltaje 

participan en el acoplamiento de los eventos eléctricos del sarcolema con una amplia 

variedad de funciones celulares, que incluyen secreción, contracción y expresión genética 

(Ba1ke, et al, 1993). Estos canales de ea2+ son altamente permeables y muy selectivos 

para los iones de Ca2+. El Ca2+ fluye hacia el interior de la célula siguiendo su gradiente 

electroquímico desde una concentración extracelular del rango milimolar (10'3 mollL) a 

una concentración de Ca2+ libre intracelular en reposo del orden submicromolar (10-6 M; 

Patridge 1991 ; Sipido y Weir, 1991). El incremento de {ea2
) citosólico dado en principio 

por lea se potencia por el flujo de Ca2+ hacia el citosol desde los compartimentos 

intracelulares de almacén de ea2+ como el retículo sarcoplásmico~ 
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Los canales de c1+ tipo-L se caracterizan por las siguientes propiedades: 1) fluye 

a través de un grupo homogéneo de canales de ea2+; 2) a concentraciones fisiológicas de 

Ca2+ externo ([ea2+]o), la relación 1-V tiene forma de campana, con un potencial umbral 

de alrededor de -40 mV, un máximo de corriente de alrededor de O mV y un potencial de 

inversión (Erev) extrapolado entre +50 a +70 mV; 3) la conductancia del canal abierto 

prácticamente ohmica; 4) la selectividad de los canales de Ca2+ por iones Ca2+ sobre 

iones Na+ es grande. Algunos cationes divalentes como el Ba2+ y el S?+, pero no el Mi+ 
son buenos acarreadores de la corriente como sustitutos del ea2+; 5) la cinética del canal 

de ea2+ se ha supuesto puramente dependiente de voltaje, con una activación e 

inactivación gobernada por procesos de primer orden. La activación (d.,) y la inactivación 

(foo) en el estado estacionario son funciones sigmoides de voltaje, con valores de voltaje 

medio (Vh), cercanos a -20 mV; 6) lea se bloquea por diversos cationes, como La3+, Mn2+, 

Co2+, Ni+, Y Cd2+. Además, la corriente de ea2+ se bloquea también por compuestos 

orgánicos (llamados antagonistas) de una manera en la cual son dependientes del voltaje 

y de la frecuencia de estimulación; 7) los neurotransmisores regulan lea sin alterar su 

cinética (Pelzer, et al., 1990). 

Mediante la apertura y cierre se controla directamente la entrada del ión Ca2+ 

hacia el interior celular, la cual: 1) media la transferencia de cargas positivas 

despolarizantes, y 2) sirve como un mensajero químico debido a la importancia funcional 

de los iones Ca2+ como segundo mensajero universal. De tal modo, que los canales de 

Ca2+: a) contribuyen a la conducción del impulso y a la actividad rítmica; y b) actúan 

como transductores para convertir la información eléctrica en energía química, la cual 

induce respuestas celulares específicas vía enzimas dependientes de Ca2+ o de proteinas 

unidas al Ca2+ dentro de la célula. 

3.2.1. Clasificación de los Canales de Ca2+. 

Con base en sus propiedades biofísicas y farmacológicas se han definido cinco 

clases de canales de Ca2+ dependientes de voltaje (ver tabla 1). De acuerdo a su umbral de 

activación se han identificado diversas categorías de canales de Ca2+: 1) de bajo umbral 
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(LV A; tipo-T), los cuales se inactivan rápidamente, y 2) canales de alto umbral (HV A; 

tipos-L, -N, -P Y -R; de-Waard, et al., 1996). 

Tabla l. Clasificación Biofisica de los Canales de Ca2
+ LV A Y HV A. 

PROPIEDAD TIPO 

T L N P R 
Conductancia 7 a 10 pS II a 25 pS 10 a 22 pS 9 al9 Ps 14 pS 

Umbral de > -70 roV >-30 roV >-30 roV > -40 roV >-40 roV 
activación. LVA HVA HVA HVA HVA 

Rango de -1l0a-50 -60 a-lO -120 a 30 ? -100 a -
inactivación. roV roV roV 40roV 

Velocidad de 14 a 80 ros. >500 ros 50 a> 500 > 500 ros 20 a40 
inactivación. ros ros 

Conductancia Ba'+ = Cal + Bal+> CaH Ba' + > Cal + ? Ba'+Ca' + 

relativa. 

Duración del 0.5 a 2 ros 0.5 a lOros. 0.7 a l.5 ros. < 1 ros ? 
tiempo de 
apertura 

Modos de ? 2 3 ? ? 
gating. 

Los valores de conductancia se estimaron de los registros usando de 90 a1l O mM de Ba2+ como ion acarreador de la 
corriente. Los dos modos de gating de los canales tipo-L están basados en el cambio de la actividad de una duración de 
tiempo de apertura de corta vida a otro de larga vida. Los canales tipo-N tienen tres modos de gating que son debidos a 
los cambios de las probabilidades de apertura el canal baja, media y alta (Delcour y Tsien, 1993). 

3.3. Canal de 01+ tipo-L 

Los canales de ea2
+ tipo-L representan probablemente el grupo más heterogéneo 

de los canales de ea2
+ dependientes de voltaje. Se encuentran en una gran variedad de 

tejidos (cardiaco, secretores, o en neuronas) en los que tienen propiedades funcionales 

muy similares. Estos canales tienen un conductancia unitaria que varia entre 11 y 25 pS, 

y una inactivación dependiente de tiempo y de voltaje (de Waard, et al., 1996). Este canal 

es sensible a las dihidropiridinas (DHP~s) por lo cual es conocido también como canal de 

ea2+ sensible a las DHP' s o receptor de DHP's (denominado así erróneamente pues no 
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existen análogos endógenos). Son altamente penneables a una variedad de cationes 

monovalentes en ausencia de cationes divalentes; el flujo de cationes monovalentes es 

bloqueado por concentraciones de ea2+ del orden micromolar de una manera dependiente 

de voltaje (Tsien et al., 1987), sin embargo muestran diferencias importantes en su 

interacción con cationes divalentes (Tsien et al., 1987). 

Su cinética dependiente de tiempo y voltaje facilita la conversión de la 

despolarización de la membrana en una señal intracelular de Ca2+ que puede inducir 

varias repuestas celulares como la contracción. Este canal es sensible al bloqueo por 

cationes inorgánicos como el Cd2+, La3+, C02+ y Mn2+, además de ser sensibles a 

agonistas como las DHPs y a las sustancias adrenérgicas (fenilefrina, adrenalina, etc.). 

3.4. Canal de ctl+ Tipo-L cardiaco. 

3.4.1. Papel FuncionaL 

El influjo de Ca2+ a través de los canales tipo-L es esencial para la actividad 

eléctrica nonnal y para el acoplamiento. Este Ca2+ modula o induce otros sistemas 

regulatorios (p.e. la liberación de Ca2+ del retículo sarcoplásrnico; Fabiato, 1986), a 

varios sistemas enzimáticos y a las proteínas de unión al ea2+ (p.e. Calmodulina o 

troponina) y a los sistemas de extrusión y acarreadores transmembranales (p.e. bomba 

electrogénica Na+-Ca2+, bomba de Ca2+ dependiente de ATP; Campbell y Giles, 1990). 

Además, ICa influencia de manera importante la duración del PA (Eick, Whalley y 

Rasmussen, 1992.) y del periodo refractario (PR) de las células cardiacas (DiFrancesco et 

al., 1985; Rasmusson, et al, 1990; Rasmusson, et al., 1990). A diferencia de lo que ocurre 

en el músculo esquelético, la entrada de los iones Ca2+ es fundamental para poder inducir 

la liberación del Ca2+ almacenado en el retículo sarcoplásrnico (RS) mediante el 

mecanismo descrito por Fabiato para el tejido cardiaco de "liberación de Ca2+ inducida 

por Ca2+" (Fabiato, 198(i). 

Por otro lado, se han realizados numerosos estudios para caracterizar el número 

de receptores funcionales sensibles a las DHP's lo cual ha resultado muy controvertido. 

Lew, et al. (Lew, et al, 1991) calcularon el número de canales de Ca2+ funcionales en 

músculo cardiaco de mamífero. La densidad de receptores a DHP's que encontraron fue 
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de 14.6 por llm2
. Ellos consideraron una probabilidad de apertura (Po) estacionaria de 

0.03 y determinaron que la densidad de canales de Ca2
+ funcionales es de 15.1 por llm2

. 

Esto demostró que el músculo cardiaco prácticamente el 100% de los canales de Ca2
+ 

tipo-L son funcionales, lo cual es consistente con la marcada dependencia de Ca2
+ 

externo que se presenta en este músculo. 

Partiendo del hecho de que los canales de Ca2
+ son sensibles a las-DHP's, debe de 

haber una correlación entre el receptor a las DHP's (rDHP) y el canal de Ca2
+ debido a 

que el rDHP se encuentra formando parte de la subunidad al del canal de ea2
+ tipo-L en 

la que se le atribuye una capacidad de sensibilidad al voltaje (Aiba y Creazzo, 1993). De 

tal forma que de ser cierta esta suposición, por lo menos formaria parte del sensor de 

voltaje además de estar directamente relacionado con el acoplamiento excitación­

contracción. No obstante, evidencias experimenales demuestran que el número de rDHP 

es mayor que el número de canales de ea2
+ tipo-L funcionales, lo cual se podría explicar 

de varias formas. Es posible la existencia de canales "silenciosos" o no funcionales en el 

corazón embrionario (Renaud, et al., 1984), los cuales pueden volverse funcionales de 

manera que no pudieran ser determinados. Otra posibilidad es que haya rDHP que puedan 

localizarse en otros tipos celulares, como en músculo liso o que algunos DHPr sean 

intracelulares, de modo que estén transitando hacia, o desde el sarcolema en miocitos 

cardiacos y puedan no ser detectados por el análisis fluctuacional (Aiba y Creazzo, 1993). 

3.4.2 Localización y Estructura 

Los canales de ea2
+ tipo-L se encuentran en mayor abundancia en la membrana 

del túbulo-T, el cual es una prolongación de la membrana celular hacia el interior de la 

célula, además de que se encuentra topográficamente cerca del retículo endoplásrnico. 

El canal de ea2
+ tipo-L cardiaco esta compuesto de 5 subunidades: al, a2, 13, y y o. 

La subunidad a I del canal de ea2
+ contiene cuatro subunidades unidas por uniones 

peptídicas que rodean el poro del canal. A esta subunidad se le atribuyen las principales 

características del canal de ea2
+ tipo-L como lo son: su permeabilidad, su sensibilidad al 

voltaje, (Katz, 1992.; deWaard, et al., 1996), su cinética y su sensibilidad a las DHP 

(Striessnig, et al., 1991). La subunidad al esta formada a su vez por cuatro dominios 
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transmembranales homólogos (I-IV), contiendo cada dominio seis segmentos 

transmembranales a-hélice (SI-S6). El sitio de unión a las DHP's es esencialmente 

extracelular y esta formado por dos secuencias extracelulares de las hélices S6 de los 

dominios III y IV. Y el asa entre las hélices S5 y S6 del tercer dominio. El segmento S4 es 

el responsable de las corrientes de compuerta y se le conoce como sensor de voltaje, este 

segmento contiene varios aminoácidos cargados positivamente, los cuales se encuentran 

en todos los canales sensibles a voltaje. 

La subunidad ~ tiene una localización extracelular (Takahashi, et al., 1987). Esta 

subunidad es susceptible de ser fosforilada por una proteína cinasa dependiente de AMPc 

(PKC) y por una proteína cinasa dependiente de GMPc (Jahn, et al., 1988). 

La subunidad a2eS es un complejo compuesto por los péptidos a2 Y eS unidos por 

puentes disulfuro; esta es una unidad altamente glucosilada. 

La subunidad y es una proteína transmembranal que se encuentra también 

glucosilada, es muy hidrofóbica y se propone que tiene cuatro hélices transmembranales 

(deWaard, et al., 1996). 

3.4.3. Permeabilidad. 

Una de las propiedades fundamentales de los canales iónicos es su selectividad. 

Aunque esta selectividad no es perfecta, la preferencia de los distintos canales por una 

varidad iónica particular es grande. De tal forma que aunque en el fluido extracelular hay 

casi 100 veces más Na+ que Ca2+, los canales de ea2+ permiten la conducción de los iones 

Ca2+ principalmente. Una explicación a esta conducta es que los canales, en este caso de 

ea2+, tienen sitios de unión en el interior del canal que tienen una mayor afinidad por este 

ion que por otros (tanto divalentes como monovalentes). Se han propuesto dos modelos 

de permeación conocidos como "single-me pore" y "multi-ion occupancy". El modelo de 

un sitio postula que el sitio puede contener un sólo ión de Ca2+ con alta afinidad o dos 

iones con baja afinidad. Este modelo se concibe como un sitio altamente capaz de 

mantener dos iones en estrecha proximidad, pero localizados en una estrecha región del 

poro. El sitio de unión se encuentra en el interior del poro (Yellen, 1993). El otro modelo 

propuesto llamado multi iónico considera dos sitios de unión para el Ca2+. Estos sitios 
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son de alta afinidad para el Ca2+ de tal manera que el paso de estos iones a través del 

canal se considera que ocurre en fila, pero la afinidad de los sitios disminuye cuando 

están ocupados ambos sitios en el canal debido principalmente a la repulsión 

electrostática, de manera que se permite el flujo rápido de los iones a través del canal 

(Yellen,1993). 

Las bases estructurales de la selectividad del canal de Ca2+ se han demostrado que 

residen fundamentalmente en el anillo de glutamatos cargados negativamente que se 

encuentran en el segmento SS2 de la subunidad al. Los experimentos realizados en los 

canales de ea2+ tipo-L por Yang y cols. (Yang, et al., (1993) demostraron esta 

importancia fundamental de los residuos de glutamato en el segmento SS2 para la 

selectividad iónica y para la unión de alta afinidad para los iones Ca2+Junto con los de 

otros investigadores, estos resultados apoyan la identificación del segmento SS I-SS2 

como constituyente del poro del canal de Ca2+. Estructuralmente se manejan dos 

modelos, en uno de ellos los glutamatos tienen en un arreglo simétrico y se encuentran en 

un plano perpendicular a la vía de permeación. En el otro modelo, asimétrico, los 

carboxilos contribuyen de manera distinta al sitio de unión de alta afinidad para los 

cationes divalentes, como el Cd2+ y el Ca2+. Este arreglo asimétrico contribuye al arreglo 

de los iones Ca2+ de manera simultánea de manera que permite la competencia por los 

sitios de unión carboxilados y la repulsión electrostática entre ambos iones disminuye la 

afinidad y promueve el influjo de los iones al interior de la célula. 

Los canales de Ca2+ tipo-L en células musculares son permeables a un gran 

número de cationes inorgánicos. Experimentos con soluciones externas que contienen 

Ca2+, S~+ o Ba2+ milimolar demuestran que estos cationes contribuyen a las corrientes 

macroscópicas del canal de ea2+, tanto en preparaciones multicelulares (Kohlhardt, et al., 

1975; Kass, et al, 1984), como en miocitos cardiacos aislados (Mitchell et al.,1983; Lee 

et al., 1985, Campbell et al., 1985a). Las corrientes inducidas por estos iones han sido 

resueltas a nivel unitario en miocitos cardiacos (Hess, et al., 1986). 
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3.4.4.- Bloqueo del Canal de 01+. 
El bloqueo de los canales de ci+ se puede inducir mediante el uso de algunos 

metales de transición como el Ni2
+, Cd2

+, C02
+ y Mn2

+, a concentraciones entre 10 j.lM ay 

20 mM. El análisis de dependencia de concentración del bloqueo con mezclas de iones 

sugieren que hay una competencia por el sitio de unión en el canal (Hagiwara, et al., 

1967; Hagiwara, et al. 1974). Hay además varias sustancias conocidas como antagonistas 

de ea2
+ que son de gran utilidad clínica por sus efectos sobre el corazón y sobre el 

músculo liso vascular (Fleckenstein, 1985). Estos compuestos, solubles en lípidos, 

incluyen al verapamil, D-600, nifedipina, nitrendipina y el diltiazem en un rango de 

concentraciones que varía entre 20 nM Y 50 j.lM. Es importante tener en cuenta que 

algunas de estas sustancias pueden actuar inhibiendo o incrementando la corriente de ea2
+ 

debido a que son mezclas racémicas de dos enantiómeros ópticos y su efecto resulta del 

isómero que predomine (Kokubun, et al. 1984; Bechem et al., 1988). 

El efecto bloqueador de las dihidropiridinas depende del potencial de 

mantenimiento. En experimentos de fijación de voltaje se ha postulado que la 

nitrendipina se une más fácilmente al canal durante su estado inactivado que en su estado 

en reposo, lo cual indica una dependencia de voltaje. Además, el canal de ea2
+ puede ser 

bloqueado por una variedad de toxinas peptídicas naturales (Hille, 1992) 

3.4.5.- Cinética del canal de 0/+. 

La cinética de apertura y cierre (gating) del canal de Ca2
+ tipo-L es dependiente 

de voltaje. Tanto la transición del estado cerrado al abierto, conocida como activación, 

como del abierto a uno cerrado absorbente (inactivado), llamada inactivación, son 

gobernadas por procesos de primer orden. En el estado estacionario estos dos procesos 

dependen del voltaje (Pelzer, et al., 1992). Cuando se aplica un pulso despolarizante, ICa 

se activa rápidamente, alcanza un pico y luego decae lentamente (Pelzer y cols., 1992). 

El gating se refiere a los procesos moleculares que determinan si el canal de Ca2
+ 

esta abierto (conductor) o esta cerrado (no conductor). En el corazón, este proceso es 

controlado principalmente por los cambios en el potencial eléctrico transmembranal, 

aunque puede se modificado por otros factores (otros iones, transmisores, etc.). Los 
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canales de ea2
+ pueden residir en por lo menos tres estados discretos de conducción: 

cerrado (en reposo), abierto (activado), e inactivados (refractario) (Campbell y Giles, 

1990). 

3.4.5.1. Activación 

La activación se refiere a los procesos moleculares inducidos por despolarización 

de la membrana, que causan que el canal transite del estado cerrado (reposo, no 

conductor) al abierto (conductor). Este proceso refleja la conducta de la partícula sensora 

de potencial, que permite modificar el arreglo tridimensional de la proteina que forma el 

canal. Esta reorientación induce cambios conformacionales que llevan al estado activado 

del canal (Campbell y Giles, 1990). 

El proceso de activación de lea se alcanza cuando aplicamos un puso 

despolarizante que induce la apertura de los canales de ea2
+. Esta corriente que fluye 

encuentra un pico máximo y entonces decae. Los primeros estudios de lea en células 

cardiacas realizados por lsenberg y Klockner (1980, 1982), reportaron que lea inducida 

por la despolarización a O m V alcanzó su pico de corriente a los 2-4 ms en miocitos 

cardiacos ventriculares de rata y bovino a 35°C. 

Se ha demostrado por registros a nivel unitario (corriente ensamblada) y a nivel 

macroscópico que este proceso de activación sigue un curso temporal de tipo sigmoideo 

Esto indica que la activación del canal de Ca2
+ involucra la transición entre más de un 

estado cerrado al abierto (Reuter, et al., 1982; Cavalié, et al., 1983). 

Este curso temporal sigmoide puede explicarse mediante un modelo cinético 

donde se incorporen al menos dos estados cerrados de vida corta que precedan al estado 

de apertura del canal. Las transiciones entre los distintos estados es altamente 

dependiente de voltaje y ocurren en una escala temporal en el orden de milisegundos. 

Este modelo de activación sería así: CBCBO, donde la C denota el estado cerrado o no 

conductor y ° el estado de apertura o de activación. 
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3.4. 5.2.- lnactivación de le,," 

La inactivación se refiere a aquellos procesos que fundamentan la entrada del 

canal hacia un estado cerrado, no conductor y absorvente (del cual no se puede salir sin 

restaurar las condiciones originales), donde no se encuentra disponible para activarse 

(Campbell y Giles, 1990). El proceso de inactivación de lea en corazón ha sido explicado 

por dos mecanismos: 1) dependiente de voltaje y 2) dependiente de Ca2+. 

Los primeros indicios de la inactivación dependiente de Ca2+ se obtuvieron en 

estudios realizados en neuronas de varios moluscos y del Paramecium (Ecker y Chad, 

198<h; Ecker y Chad, 1986). Esta hipótesis condujo a los siguientes puntos: la velocidad 

de inactivación durante una despolarización, podría incrementarse cuando la amplitud de 

la lea incrementa por un aumento del Ca2+ extracelular; la velocidad de inactivación 

durante una despolarización podría disminuir cuando otros cationes que no sean el Ca2+ 

pasen a través de este canal (p.e. Ba2+, Sr2+ o algunos cationes monovalentes; Bean, 1989; 

Josephson, et al,1984); la velocidad de inactivación de la lea podría disminuir cuando el 

Ca2+ entrante es amortiguado con EGTA intracelular (Bechem y Pott, 1985; Fedida, et al, 

1988; Josephson, et al., 198<h); la curva de inactivación en el estado estacionario obtenida 

mediante el método de dos pulsos no es una función lineal de voltaje, sino que se 

determina por la amplitud de la corriente durante el primer pulso (Pelzer, et al, 1992). 

La evidencia de la inactivación dependiente de voltaje se ha obtenido de estudios 

realizados tanto en célula completa como a nivel unitario. y se ha descrito como un 

mecanismo intrínseco de estos canales de Ca2+ tipo-L cardiacos. Las corrientes del canal 

de Ca2+ tipo-L sufren inactivación aún cuando son acarreadas por otros cationes 

divalentes como el Ba2+ y el S~+ (Josephson, et al.,1984; Kass, y Sanguinetti, 1984), o 

por cationes monovalentes como el Na+ (Hadley y Hume, 1987; Hess y Tsien, 1984). 

3.4.5.3.- Modelo de Hodking y Huxley 

En los afios cincuentas Hodgkin and Huxley (HH) desarrollaron un modelo para 

predecir el comportamiento de la corriente de Na + (loa) y de K+ (lK). Este modelo describe 

las propiedades dependientes de tiempo y de voltaje de los mecanismos de "gating" de 

los canales en axón gigante de calamar. La propuesta de HH se basa en la existencia de 
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dos procesos independientes, m y h los cuales definen los fenómenos de activación e 

inactivación, respectivamente. 

El término m aparece como como el coeficiente de activación que define las 

probabilidad de que el canal de Na+ se encuentre abierto, en tanto que h es el coeficiente 

de inactivación que defme la probabilidad de que el canal de Na+ no se encuentre 

inactivado. 

De acuerdo al modelo de HH, la magnitud de la corriente de sodio (INa) esta 

definida por estos dos coeficientes y por la conductancia máxima del canal. Debido a que 

m es el coeficiente de activación y h el coeficiente de inactivación, INa aumenta cuando 

incrementa m y disminuye h. La eCuación propuesta por el modelo de HH para definir INa 

es la siguiente: 

(1) 

El exponente de activación tiene un valor de 3, lo que sugiere una interacción 

cooperativa entre tres sitios o compuertas, cada una con probabilidad m de asumir 

determinada configuración en el control de la apertura del canal. La amplitud de INa 

tambien depende de la conductancia máxima al sodio (gNa) Y de la fuerza electromotriz 

diferencia entre Em Y ENa. La dependencia del voltaje de la apertura del canal tiene dos 

efectos opuestos. 

El modelo de HH predice también el curso temporal de los procesos de activación 

e inactivación; las compuertas m abren mucho más rápido que las compuertas h, después 

de que la membrana ha sido despolarizada. Por esta razón, la respuesta inicial a la 

despolarización es la apertura de las compuertas m. El lento incremento del otro 

parámetro, h, inactiva eventualmente el canal. Para retornar al estado de reposo el canal 

se tiene que reactivar mediante repolarización. La cual una vez lograda las compuertas m 

se cierran y las h se reabren; debido a que las compuertas m cierran más rápido que las 

compuertas h se abren, los canales de sodio no reabren durante la recuperación. Hodking 

y Huxley concluyeron que estos dos procesos el de activación rápida y el de inactivación 

más lenta en los canales de sodio son mediados por los dos procesos descritos lineas 

arriba. La activación tiene un curso temporal sigmoidal durante la despolarización y una 
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caída exponencial durante la repolarización. 

El modelo de HH predice el comportamiento cinético de las conductancias de los 

canales de Na+ y K+, sin embargo, únicamente mencionamos el comportamiento cinético 

concerniente al canal de Na + que servirá para dirimir el comportamiento cinético del 

canal de ea2+. No obstante, es importante mencionar la ecuación 2 que describe la 

corriente a través de la membrana: 

(2) 

en donde el cuarto elemento describe el comportamiento de la corriente de fuga 

inespecífica (l, leak) 

Este modelo también predice la cinética de "gating" para los canales y supone que 

N canales homogéneos abren y cierran siguiendo una reacción de primer orden que indica 

el tiempo de permanencia de los canales en un estado de cierre o de apertura dado por las 

constantes de transición a y 13, las cuales son independientes del tiempo. 

En resumen, el modelo propuesto por Hodgkin y Huxley describe los cambios en 

la permeabilidad de los canales dependientes de voltaje y de tiempo, y describe la 

cinética transitoria de la conductancia al Na+ y al K+. Además de la probabilidad de 

apertura y cierre de los canales, así como su cinética de "gating". 
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4. O B JET 1 V O S 

Objetivo GeneraL 

El objetivo general de la presente tesis es describir desde el punto de vista cinético 

el comportamiento del canal de ea2
+ tipo-L a nivel macroscópico, y correlacionarlo con 

su papel funcional durante el potencial de acción de miocitos ventriculares de rata adulta. 

Objetivos Específicos. 

1.- Describir las propiedades del potencial de acción de los miocitos ventriculares 

de rata adulta. 

2.- Describir el curso temporal de lea 

3.- Describir las propiedades de permeabilidad de lea en función del potencial de 

membrana. 

4.- Describir la cinética de lea en el estado estacionario, en términos de los 

parámetros <Lo y f",. 

5.- Describir el componente estacionario de lea. 

6.- Definir la amplitud y curso temporal de lea durante el potencial de acción. 
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S.M A TER 1 A L y METODOS 

5.1. Aislamiento de miocitos ventriculares. 

Se utilizaron ratas Wistar adultas de 250-300 g de ambos sexos. La ratas se 

anestesiaron con tiopental sódico (50 mglkg) intraperitoneal. Una vez anestesiadas se les 

practicó una toracotomía, se extrajo el corazón lo más rápido posible y se lavó con 30 mi 

de solución Tyrode normal (1 mM de Ca2+ , ver soluciones experimentales) durante lO 

segundos. El aislamiento de los miocitos se llevó a cabo a 37°C mediante la técnica de 

digestión por perfusión retrógrada utilizando el aparato de Langendorff, lo que permite 

realizar cambios de soluciones durante el proceso de digestión. Las soluciones y tiempos 

empleados fueron los siguientes. 

1) Recuperación. Perfusión con solución Tyrode normal (1 mM ci+), durante 3 

minutos aproximadamente para permitir que el corazón se recuperara del trauma de la 

extracción, esto se determinó cuando el corazón recuperó su actividad ritimica. Es 

importante seiialar que a fm de disminuir el impacto hipóxico, el tiempo transcurrido 

entre la extracción del corazón y el inicio de la perfusión no excedió 30 segundos. 

2) Desestabilización de uniones intercelulares. Perfusión con solución Tyrode sin 

Ca2
+ aftadido, durante 20 minutos. 

3) Digestión enzimática. Perfusión con solución Tyrode (20 J.LM Ca2
) más 

colagenasa tipo II (0.0004 mg/rnl, Sigma) durante 7:50 mino El objetivo de esta fase fué 

romper las uniones de colágena. 

4) Lavado de la enzima. Perfusión en solución Tyrode (200 J.LM Ca2
) más 

albúmina (1 mg/ml), durante 8-10 mino con el fin de lavar el corazón de la enzima 

utilizada y de eliminar también las enzimas proteolíticas que se hallan liberado durante la 

digestión. 

Al término de la digestión se procedió a separar los ventrículos de las aurículas, se 

depositaron los ventrículos en una caja de Petri de 15 mi la cual contenía solución C 

conocida también como de alto K+ en la cual se cortaron los ventrículos y se filtraron a 

través de una malla de poro pequeiio. 
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5.2. Mediciones ElectroflSiológicas. 

5.2.1. Registro del Potencial de Acción. 

El registro del potencial de acción se obtuvo mediante la fijación de corriente 

(current clamp), esto es, mediante la aplicación de corriente constante se midió el cambio 

en el potencial de membrana causado por la aplicación de dicha corriente. El protocolo de 

estimulación consistió en un pulso de corriente de 1 nA de amplitud con una duración de 

IOms. 

5.2.2. Registro de lea-

El registro de lea se realizó mediante la técnica de patch clamp, en su 

configuración de whole cell (Hamill et al., 1981), la cual permite acceso directo al 

interior celular luego del rompimiento del parche de la membrana después de la 

formación de un sello de alta resistencia. La ruptura de la membrana se logra mediante la 

aplicación de presión negativa o por la aplicación de un pulso de 1 mV. El circuito 

electrónico que se utilizó se muestra en la Figura 1 
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Figura l. Diagrama de las conditiones experimentales para el registro de le.· le. se registró conJa técnica de pateh 
clamp en su configuración de whole- cell. La composición de las soluciones experimentales extracelular (baJIo) e 
intracelular (pipeta) se muestra en los recuadros. Por simplicidad no se muestran todos los componentes electrónicos 
para la fiajación de volt!\ie y procesamiento de la sena!. 

Las pipetas de registro se fabricaron con vidrio de borosilicato (Glass Thin wall 

w/fil 1.5 mm 4 in, Word Precision Instruments, Inc.), mediante el uso de un estirador 

horizontal de pipetas programable (modelo P-87, Sutter Instrument Co.)~ y su punta se 

pulió en una microforja (Narishige Scientific Instruments, tipo MF-83). Una vez llenas 

con solución de pipeta (Fig. 1), el valor de la resistencia fluctuó entre 3 y 5 Mil. El 

potencial de unión que aparece por la diferente movilidad de los iones en la interface de 

dos soluciones con diferente composición (Brockris y Reddy, 1970), se corrigió 
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electrónicamente. La resistencia en serie se mantiene en un rango entre 8-10 Mn. Se 

compensó alrededor del 80% de las resistencia en serie. 

Los protocolos de estimulación utilizados para el registro de lea fueron los 

siguientes,," Se aplicó un prepulso a-50 mV a partir de un potencial de mantenimiento de 

-90 mV, con una duración de 300 ms, seguido de pulsos despolarizantes desde -50 mV 

con incrementos de 5 mV con una duración de 75 ms. El prepulso se aplicó para inactivar 

INa. Los prepulsos aplicados no inactivan la lea debido a que el prepulso que se aplica es 

en un rango de voltaje donde no se activa este tipo de corriente. 

La amplitud de lea se graficó midiendo el valor máximo de la corriente obtenida 

con los pulsos despolarizantes en función del potencial del pulso. La densidad de la 

corriente se graficó después de normalizar la amplitud de la corriente por el área celular, 

5.1.3. Medición del Area Celular. 

A fm de expresar lea como densidad de corriente, eliminando el tamaño celular 

como variable, se normalizó la amplitud de lea por la cantidad de membrana por miocito. 

La cuantificación de la membrana celular se obtuvo midiendo la capacidad eléctrica 

membranal de acuerdo a las siguiente relación: 

1 =C
dV 

e dI (3) 

donde l e es la corriente capacitiva; C es la capacidad de la membrana multiplicada por la 

derivada del voltaje con respecto al tiempo (dV/dl). El protocolo para el registro de le 

consistió en un pulso despolarizante de 10 mV, a partir de un potencial de mantenimiento 

de -90 mV, de tal forma que lo único que se obtuvo fué el componente lineal de la 

corriente (excluyendo el componente iónico). Ya que C es proporcional al área celular y 

conociendo que la capacidad de todas las biomembranas es de 1 IlF/cm2 podemos llevar a 

cabo esta relación y obtener el área de la célula (figura 2). 
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-90rnV 

J -80rnV 

500pA L le = e dv/dt 

1 rns 

Figura 2. Medición del área total de membrana. El área de membrana se calculó a partir de la capacidad eléctrica_de 
la membrana celular. Para ello se utilizó un pulso de 10 mV durante 30 ms como se muestra en la parte superior de la 
figura. La capacidad de la membrana se obtuvo integrando la corriente capacitiva resultante. 

La amplitud de la corriente se expresó en nA, en tanto que la densidad de la 

corriente en pAlpF. 

5.1.4. Determinación de la Dependencia de Voltaje de ICa en el Estado Estacionario. 

La dependencia de voltaje de los procesos de activación e inactivación se evaluó 

mediante la medición de los parámetros definidos por Hodgkin y Huxley, d.o y foo, 

respectivamente. 
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5.2.4.1. Inactivación. 

Para evaluar la inactivación, se registró lea con un protocolo de doble pulso 

(Raymond et al., 1994; Wetzel et al., 1993). Este protocolo consistió en la aplicación de 

un pulso condicionante a diferentes potenciales (entre -60 y-lO mV, con incrementos_de 

10m V), a partir de un potencial de mantenimiento de -90 m V, Y con una duración de 100 

ms, seguido de un pulso despolarizante de prueba a -10 mV, con una duración de 25 ms. 

A fin de cuantificar el parámetro foo, se midió la amplitud del pico de lea durante el pulso 

de prueba, su valor se normalizó a la máxima obtenida sin prepulso y se graficó en 

función al potencial del prepulso. La fracción resultante indica la proporción de canales 

no inactivados a cada potencial. Los datos experimentales se ajustaron con la ecuación de 

inactivación propuesta por HH: 

1 
f" = (V ~) 

l+exp - h 

k¡ (4) 
En donde V corresponde al potencial de membrana del pulso despolarizante, y la 

dependencia de voltaje se deriva del valor de Vh que es el potencial medio de la curva y k¡ 

corresponde a la pendiente de la parte lineal de la curva. 

5.2.4.2. Activación. 

La curva de activación se obtuvo por dos métodos: uno farmacológico y otro 

analítico. El método farmacológico consistió en medir la corriente de cola de lea (leatail) 

antes y después de la aplicación de 100 J.lM de Cd2
+, bloqueador selectivo de los canales 

de ea2
+ tipo-lo leatail se midió al momento de repolarizar la membrana desde un potencial 

en donde se logra la máxima activación de Ica, de manera que generamos una mayor 

fuerza electromotriz con los canales abiertos durante el pulso despolarizante y que no se 

inactivaron por la corta duración del pulso aplicado. El pulso que se aplicó para la 

obtención de esta corriente de cola fue a 10 mV, a partir de un potencial de prepulso de -

50 m V (para inactivar INa), con una duración de 10 ms. La corriente así medida tiene dos 

componentes uno capacitivo y otro iónico (leatail). La aplicación del Cd2
+ bloquea el 

componente iónico dejando sólo el capacitivo. De tal manera que restando los trazos 
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registrados antes y después de la aplicación de Cd2
+ se obtiene una corriente que 

corresponde exclusivamente a Ica. Al corte del pulso se observa entonces ICatail que 

corresponde a la fracción de canales de ea2
+ abiertos a cada potencial despolarizante. Con 

el fin de medir la amplitud de la corriente exactamente al corte del pulso y eliminar la 

incertidumbre generada por la frecuencia de muestreo, se ajustó una función exponencial 

al decaimiento de la corriente y se extrapoló al primer punto registrado durante la 

repolarización. Mediante la graficación de la amplitud de lcatail normalizada a la máxima, 

en función al potencial del pulso despolarizante se obtiene la curva de activación en el 

estado estacionario, es decir el parámetro doc. 

El método analítico se basó en la medición de la conductancia cuerda (g¡Ca) a 

partir de la amplitud máxima de ICa (IpiCO) durante un pulso despolarizante. g¡Ca se calculó 

dividiendo ¡pico entre la fuerza electromotriz 

(5) 

g¡Ca corresponde a trazar una cuerda desde el punto de inversión de la corriente a 

los distintos puntos, y su pendiente se grafica como función del potencial de membrana. 

Los resultados obtenidos con ambos métodos se ajustaron con la expresión 

propuesta por Hodgkin y Huxley para la activación estacionaria: 

1 
d", = (V. V) 

l+exp h-

kd (6) 

En donde V corresponde al potencial de membrana del pulso despolarizante, y la 

dependencia de voltaje se deriva del valor de Vh que es el potencial medio de la curva y kd 

corresponde a la pendiente de la parte lineal de la curva. 
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5.2.4.3. Corriente Estacionaria o de Ventana. 

La fracción de canales que determina la amplitud de lea estacionaria observada al 

final de un pulso despolarizante, corresponde a los canales activados a ese potencial 

resistentes a la inactivación. Esta corriente se le denomina corriente de ventana (Iw), y su 

amplitud a cada potencial se obtuvo multiplicándolos parámetros de activación e 

inactivación en el estado estacionario, con la siguiente expresión: 

(7) 

en donde el valor de los exponentes a y b fueron determinados empíricamente. En 

nuestro caso el valor de ambos fue de 1, a diferencia del modelo original de HH en donde 

el valor de a es de 3. 

5.3. Análisis de Datos. 

lea se registró en línea tanto en el osciloscopio como en una computadora personal 

386, compatible con IBM, con un procesador de 25 MHz, en donde se almacenó para 

posteriormente analizarse. El almacenamiento definitivo se realizó en discos magnéticos. 

Tanto la generación de los diferentes protocolos de pulsos como la adquisición se 

llevaron a cabo mediante el uso de software disponible comercialmente (PClamp, V5, 

Axon Instruments Inc.). El valor de la corriente de membrana se expresó en densidad por 

área de la membrana (uA/cm2
) o por capacidad (nAlnF). 

La señal de la corriente se digitalizó a 4 kHz con un convertidor de 12 bits D/A -

AID (TLM, Labmaster) la señal se filtró a través de un filtro pasa-bajos Bessel de un 8 

polos a una frecuencia de 2 kHz. Los datos se expresan como la media ± error estándar. 
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5.4. Soluciones Experimentales (expresadas en mM). 

5.4.1. Aislamiento de Miocitos. 

Tyrode Tyrode sin Solución Solución 
Nonnal ea2+ Enzimática de Lavado 

añ.adido 

NaCI 140 140 140 140 

KCI 5 5 5 5 

MgCh 

HEPES 10 10 10 10 

Glucosa 10 10 10 10 

CaCh 2 20J!M 200 J!M 

Colagenaza Tipo-U 0.4mg/ml 
(Sigma) 

Albúmina 1 mg/ml 

pH(NaOH) 7.4 7.4 7.4 7.4 

5.4.2. Solución e o de alto C. 

KCI 5 

K-glutamato 120 

MgCh 

HEPES 10 

EGTA 0.1 

Glucosa 10 

pH (KOH) 7.4 
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5.4.3. Solución para el Registro de Icll' 

NaCI 140 

KCI 5 

CaCh 2 

MgCh 1 

Glucosa 10 

HEPES-Na 10 

pH(NaOH) 7.4 

5.4.4. Solución Interna o de Pipeta 

CsCI 140 

MgCh 

MgATP 3 

Glucosa 10 

HEPES-Cs 10 

EGTA 0.1 

pH (CsOH) 7.4 
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~ R E S U L T A D O S 

6.1 e A P 1 TUL o 1 

POTENCIAL DE ACCION. 

Las características de lea determinan muchos de los aspectos funcionales de la 

célula cardiaca, tanto en sus propiedades mecánicas como eléctricas. Entre estas últimas 

destaca la morfología del P A.- La figura 3 muestra un trazo representativo del P A 

registrado en miocitos cardiacos de rata adulta, con 2 mM de CaCh en la solución 

externa. 

OmV 

ER=-92mV 

~200mV 
30ms 

o 25 50 75 100 125 ISO 

Tiempo (ms) 

Figura 3. Potencial de acción de miocitos ventriculares de rata adulta. En la parte superior se muestra un P A 
registrado con la técnica de pa/eh clamp, en su configuración de whole cell, en el modo de fijación de corriente. El 
potencial de reposo fue de -92 mV y el potencial de inversión de 19.8 mV. En la parte inferior se muestra la derivada 
del potencial en función al tiempo, el cual alcanzó un valor máximo de 23.4 mV/ms. 

Tal Y como se ha descrito previamente (Cohen y Lederer, 1988; Kojima et al., 

1990a), el PA de rata adulta muestra características muy particulares, entre las que 
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destaca la corta duración de su fase de meseta. Debido a esta característica, la duración 

del P A típicamente varía entre de 100 Y 150 ms 

De acuerdo a la figura 3, los parámetros que mostró el PA fueron: ER = -92 mV; 

sobretiro = +7.8 mV, duración del PA al 50% de la repolarización = 35 ms; duración del 

PA al 90% de la repolarización = 93 ms; y máxima dV Idt = 23.4 m V Ims. 

Los mecanismos iónicos responsables de esta morfología se explican por el gran 

predominio de las fuerzas repolarizantes mediada por diferentes corrientes de K+, 

especialmente ho e IK1 • Debido a la abundancia y gran velocidad de activación de ho, la 

fase 1 de repolarización temprana es dominada por esta corriente, lo cual hace que el 

potencial de membrana se repolarice rápidamente. Por otra parte, la baja densidad de le., 

única corriente despolarizante durante la fase 2, impide el equilibrio de fuerzas, 

responsable de la fase de meseta típicamente observada en otras especies. Finalmente, 

cuando el potencial de membrana se encuentra entre -30 y -40 (alrededor del final de la 

fase 2), IKI se activa para generar la fase 3, lo cual lleva el potencial de membrana hasta 

su valor de reposo. 

En la parte inferior de la figura 3, se muestra la derivada del potencial con 

respecto al tiempo. Su valor máximo (23.4 mV/ms) refleja la activación de INa 

responsable de la fase o. Una característica del PA en la rata es que la dV/dt, rápidamente 

cambia de signo y se mantiene en valores negativos mientras dura el P A. 

Como se mencionó anteriormente, una de las razones por las que la fase de 

meseta es tan pequeña en la rata es la baja densidad de lea. Sin embargo, otros 

mecanismos podrían participar en tal fenómeno, como por ejemplo corrimiento hacia la 

izquierda de la dependencia de voltaje de le.. A fin de evaluar estas posibilidades 

registramos le. y medimos sus diferentes parámetros que la determinan, tanto en relación 

a su amplitud máxima como a su cinética y dependencia de voltaje. 
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6.2. CAP I TUL O 11 

CURSO TEMPORAL DE Ica. 

Los factores que detenninan en qué fase del PA participa una corriente iónica son 

fundamentalmente dos, a) su dependencia del voltaje y b) la velocidad con la que el canal 

responde a los cambios en el potencial de membrana. Estos factores se reflejan en el 

curso temporal que sigue una corriente registrada en un detenninado potencial mediante 

fijación de voltaje. 

El curso temporal de lea registrada en presencia de 2 mM de ea2
+ externo y a 

temperatura ambiente, se muestra en la figura 4. lea se registró mediante la aplicación del 

protocolo que se muestra en la parte superior de la figura 4. Este protocolo consistió en la 

aplicación de un prepulso a-50 mV, a partir de un potencial de mantenimiento(H.P. de-

90 mV con el fin de inactivar INa. Posterionnente se aplicó un pulso de prueba a -10 rnV, 

durante 75 ms. Con este protocolo fue posible registrar lea en su máxima amplitud y 

durante suficiente tiempo como para evaluar por completo su curso temporal. 

· 10 m V Ir ------------ - ---" 

- 50mv---1 75ms L--

· ."".". ~ \ -- t -V-""" """, 
\ r 

~ 
Figura 4. Curso tempoul de le. Ic. se registró en presencia de 2 mM de ci+ externo y mediante el uso del protocolo 
que se muestra en la parte superior de la figura Las flechas indican las fases de activación y de inactivación. 

El trazo de la figura 4 se muestra sin restar los componentes capacitivos, por lo que tanto 
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al inicio como al final del pulso existen dos eventos transitorios formados por: a) 

corriente capacitiva, b) corriente de compuerta, y c) corriente de cola de ICa (sólo al corte 

del pulso). Durante el pulso despolarizante lea muestra dos componentes temporales 

predominantes: un componente de activación y otro de decaimiento (señalado con 

flechas). El pico de la corriente de Ca2
+ se alcanzó a los 7 ms, en tanto que la fase de 

decaimiento no llegó a ser completa. 

6.2.1. Fase de Activación de lea 

Para evaluar mejor el componente de activación de lea, la escala de tiempo se 

expandió al inicio del trazo, como se observa en la parte inferior de la figura 5 

-lOrnV 

-50rnV 

.. _. __ .....................• 

,·UUO.09~ I~", ___ . 

o.5nAL 
2.5 ms 

O.5nA L 
20ms 

Figura 5. Activación de Ic.. En la parte inferior se muestra el componente de activación de Ic. (círculos negros), 
desplegada en una base de tiempo expandida El mejor ajuste de los datos experimentales (línea continua) se obtuvo 
cuando la ~ fue de 1.5 ms, para ello se utilizó la siguiente expresión AlX exp. {-(t-K)/T1} + C. Para fines de 
comparación, se muestra en línea discontinua el comportamiento de la activación en el caso de esquemas cinéticos 
complejos. 
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El proceso de activación mostró un curso temporal definido por una función 

monoexponencial (línea continua) con una constante de activación ('t) de :;;;;1.5 ms. Este 

tipo de comportamiento podría indicar la existencia de un sólo estado de cierre antes del 

estado abierto del canal. Alternativamente, se podría especular que existen varios estados 

de cierre previos, pero que el canal se activa a partir del estado de cierre inmediato al 

abierto, siendo la transición entre los estados previos, independiente del voltaje. Sin 

embargo, debido a la presencia de una corriente capacitiva al inicio del pulso de gran 

amplitud la cual se relaja después de varios milisegundos, es imposible concluir sobre el 

esquema cinético de activación. De hecho, la presencia de una activación sigmoide, 

(figura 5, línea discontinua) reflejo de la existencia de varios estados de cierre con 

transiciones dependientes de voltaje, es también posible. 

-10 mV --.J 
-50mV 

~ = 65.7 ± 4.1 ms 

'tI = 5.7 ± 0.1 ms 

200 pA <-, __ _ 

25 ms 

Figura 6-Decaimiento de Ic.. Ic. (linea punteada) se registró mediante el pulso ilustrado en la parte superior, el cual 
tuvo una duración de lOO ms. La linea continua se generó ajustando los datos experimentales con la ecuación (8) 
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6.2.2. Fase de lnactivación de lo,. 

La figura 6 muestra el decaimiento de ICa cuando se registra con un pulso 

despolarizante a -10m V, durante 100 ms. Tal decaimiento se caracterizó por presentar un 

curso temporal definido por un componente exponencial rápido (f't¡ = 5.7 ms) y otro 

lento ("2 = 65.7 ms). Esta cuantificación se obtuvo mediante el uso de la siguiente 

expresión: 

(8) 

Las posibles explicaciones del decaimiento de lea se basan en los siguientes 

mecanismos: a) disminución en la fuerza electromotriz por depleción de ea2
+ en el 

espacio tubular, o por acumulación de ea2+ en el mioplasma (Almers et al., 1981); b) 

existencia de un proceso de inactivación dependiente de ea2
+ (Brehm y Eckert, 1978; 

Tillotson, 1979) y/o de voltaje (Cota et al., 1984; Mejía-Alvarez et al., 1991); Y c) 

activación de una corriente saliente. 

Con el fin de explorar el mecanismo responsable del decaimiento de ICa se evaluó 

la corriente envolvente de lea. Para tal fin se utilizó un protocolo de pulsos consistente en 

mantener el potencial en -50 mV, y dar un pulso despolarizante a-lO mV con diferentes 

duraciones, repolarizando la membrana a-50 mV. El resultado de tales experimentos se 

ilustra en la figura 7. 

En estas condiciones, el pico de la corriente al corte del pulso disminuye 

conforme aumenta la duración del pulso despolarizante, reflejando el componente debido 

a lea-Taib quien a su vez resulta de la fracción de ICa que aún no decae. En la parte inferior 

de la figura 7 se grafica la amplitud de esta corriente al corte del pulso, tanto para el 

componente rápido (izquierda, figura 7) como para el lento (derecha, figura 7), en 

función a la duración del pulso de prueba. El ajuste de los datos se realizó con una 

función exponencial simple para ambos componentes, con una constante de decaimiento 

de 12 ± 0.7 ms para el componente rápido y de 63.4 ± 4.9 ms para el componente lento. 

La constante de decaimiento de ambos componentes medidos a partir de la 

corriente envolvente de ICa fue muy similar a la obtenida directamente del decaimiento de 

ICa (figura 6). Debido a que la medición de la corriente envolvente refleja directamente el 

decaimiento de ICa, (la fuerza electromotriz para otras corrientes se mantiene sin cambio), 
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y a la gran similitud en las constantes de decaimiento medidas con los dos métodos, 

concluimos que el decaimiento observado resulta de un verdadero decaimiento de lea. 

-1 1111111111 

~ J 

2nA 

IOms 

-70 -70 

~ -75 ~ 

-75 
os ~ 
.¡ -so os -so .~ 

~ -85 oS -r,=63 .4±4.9ms 
~ -85 

.!! -90 ~ e ~l = 12±O.7ms -90 

~ 
... 
'6 

-95 '6 o -95 U o 
U 

-100 -100 

30 40 50 60 
, , , 

20 30 40 50 60 
Tiempo(ms) Tiempo(ms) 

Figura 7.- Corriente envolvente de fc.. Con el fin de evaluar el decaimiento de lea sin la interferencia de otra 
corriente se midió la envolvente de lea. En la parte superior, se muestran dos familias de trazos que ilustran los 
componentes rápido (izquierda, 10 trazos) y lento (derecha, 16 trazos) del decaimiento de lea. En la parte inferior, se 
muestra la amplitud de la corriente medida al corte del pulso, normalizada a la máxima y graficada en función a la 
duración del pulso. 

El hecho de que la cinética de decaimiento de lea observada por nosotros mostró 

un curso temporal muy parecido al que se ha descrito previamente a nivel unitario para el 

canal de ea2
+ tipo L cardiaco, permite suponer que tal decaimiento corresponde a una 

verdadera inactivación del canal, ya sea dependiente de ea2
+ y/ de voltaje. 
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6.3. e A P 1 TUL o 1 1 1 

PROPIEDADES DE PERMEABILIDAD DE le •. 

6.3.1. Amplitud de lo. en Función del Vm 

Para ilustrar la dependencia de voltaje de la amplitud de lea graficamos la relación 

corriente-voltaje (1-V) como se muestra en la figura 8. lea se registró mediante la 

aplicación de un protocolo como el que se muestra en la parte superior de la figura, el 

cual consistió en la aplicación de un prepulso con una duración de 300 ms desde -90 m V 

a -50 m V para inactivar INa. Al final de este prepulso se aplicaron pulsos despolarizantes 

a distintos potenciales con una duración de 75 ms. De esta forma se obtuvo una familia 

de trazos como la que se muestra en la parte inferior del panel A de la figura 8. 

La relación 1-V se obtuvo graficando la amplitud máxima de lea en función del 

potencial del pulso (panel B, figura 8). Tal relación mostró un umbral de activación de - -

45 m V, una amplitud máxima de 802.7 ± 131 .6 pA a -10m V, Y un potencial de inversión 

aparente de - 35 mV. Con el fm de conocer los parámetros que definen la activación y 

permeabilidad de lea en función al voltaje, se ajustaron los datos experimentales con la 

siguiente expresión: 

zRY-ECd 
1 J+ z VF exp[ RT ]-1 

ICa ={ V -V }·{[C VPCa RT H ¡VF } 
I+ex~) expt==)-I 

k RT 
m (9) 

Esta expresión resulta de la convolución de una función de Boltzman y la 

ecuación de corriente de campo constante. El primer término (función de Boltzman) 

indica la activación de lea en función al potencial, en donde Vm (potencial al cual se 

alcanza la mitad de la activación) tuvo un valor de -16 mV, y km (pendiente de la región 

lineal de dicha activación) fue de 7.38 mV. El segundo y tercer términos definen los 

cambios de permeabilidad en función al voltaje, y en donde [ea2+]o fué de 2 mM, Pea 

(máxima permeabilidad para el ea2l fue de 5.5 x 10·s cm/s, z (carga del ea2+) fue de 2 
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Figura 8.- Amplitud de le. en función del voltaje. A. Familia de trazos de le. registrada a diferentes potenciales con 
el protocolo que se muestra en la parte superior. le. se registró en presencia de 2 mM de 0(+ en la solución extracelular 
y a temperatura cambiante. Por fines de claridad se ha omitido la región del trazo durante el prepulso a -50 m V que 
incluye lNa' B. Relación corriente-voltaje de le. medida en su valor de máxima amplitud. Los datos son el promedio de 
13 células ± S.E.M. La linea continua se generó mediante el ajuste de los datos con la ecuación (9). 
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mM, Eco de 35 mV, y R, T, Y Ftuvieron sus típicos valores termodinámicos. 

Estos resultados indican que la amplitud de lea es dependiente de voltaje, ya que a 

medida que el voltaje se vuelve menos negativo por arriba del valor umbral, lea alcanza 

su valor máximo (a -10 mV), después del cual lea se comportó en forma ohmica, es decir, 

conforme el potencial se acercó al valor de inversión la fuerza electromotriz disminuyó 

con el resultante decaimiento lineal en la amplitud de lea. 

6.3.2. Densidad de lc;q. 

Para cuantificar la densidad de la entrada de ea2
+ a través del sarcolema (densidad 

de lea) normalizamos el valor de la amplitud de la corriente por el área total de 

membrana. El resultado se graficó como relación de densidad de corriente-voltaje, como 

se muestra la figura 9. Para cuantificar el área celular total medimos la capacidad 

eléctrica de la membrana mediante el registro de la corriente capacitiva obtenida con un 

pulso despolarizante de 10m V de amplitud a partir de un potencial de mantenimiento de 

-90 mV (ver sección de Material y Métodos). De esta manera determinamos que la 

superficie total de la membrana fue de 88 ± 11.4 ~cm2 (n = 22). Así, una vez conocida el 

área celular normalizamos la amplitud de lea Y la densidad resultante se graficó en 

función del potencial de membrana. Como se observa en la figura 9, el valor de densidad 

máxima fue de 11 ± 1.8 pA/pF, y como era de esperarse las propiedades morfológicas y 

de dependencia de voltaje de la curva no cambiaron con respecto a la mostrada en la 

figura 8 
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Figura 9. Relación corriente-voltaje normalizada por unidad de Area (densidad de la corriente). Esta figura se 
construyó a partir de la curva I-V de amplitud nonnalizada por el área celular. (n=\3) 
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6.4. CAP I TUL O IV 

CINETICA DE lea EN EL ESTADO ESTACIONARIO 

El papel funcional de lea en la célula miocárdica esta determinado por la 

propiedades de permeabilidad, cinética y regulación del canal de ea2
+ tipo L. Como se ha 

mostrado a lo largo de la presente tesis, muchos de los aspectos funcionales de lea 

dependen fuertemente del potencial de membrana. Esto es particularmente relevante al 

considerar que durante el P A, el potencial de membrana fluctúa continuamente en un 

amplio rango de valores. En este capítulo se describirá la dependencia de voltaje de los 

parámetros cinéticos más importantes de lea en el estado estacionario. 

De acuerdo con la propuesta de Hodgkin y Huxley, el estudio de la activación e 

inactivación en el estado estacionario permite evaluar la dependencia de voltaje de los 

parámetros <Lo y f." respectivamente, los cuales controlan estos procesos. El estado 

estacionario se logra cuando el potencial de membrana se mantiene constante durante un 

tiempo suficientemente largo como para eliminar los componentes temporales de una 

corriente iónica. De esta manera el factor tiempo resulta eliminado. 

6.4.1. Activación de IciJ' 

La manera más directa de evaluar la dependencia de voltaje de <Lo es la medición 

de lea-Tail, la cual se obtiene al repolarizar la membrana después de un pulso 

despolarizante muy breve a diferentes potenciales. Con ello se logra activar 

progresivamente un mayor número de canales, los cuales debido a la corta duración del 

pulso prácticamente no se inactivan. Al repolarizar la membrana se aumenta súbitamente 

la fuerza electromotriz lo suficiente como para generar una corriente entrante (corriente 

de cola) que permite cuantificar dicha fracción de canales. Debido a que la probabilidad 

de apertura del canal de ea2
+ aumenta conforme se despolariza la membrana, dicha 

fracción muestra un comportamiento sigmoidal con respecto al voltaje, revelando así el 

parámetro <Lo. Debido a que en nuestras condiciones experimentales no restamos los 
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componentes lineales, la corriente de membrana se encuentra compuesta 

fundamentalmente por corriente capacitiva y la propia Ica. Con el fin de disecar ICa 

registramos la corriente antes y después de la adición en la solución externa de 1 00 ~M 

Cd2
+, bloqueador selectivo del canal de ea2

+ tipo L. La diferencia que resulta de restar los 

trazos en ambas condiciones corresponde enteramente a Ica. El resultado de uno de estos 

experimentos se muestra en el panel A de la figura 10. 

,..., 10mV 

A -90 mV j 
-50 mV 

~ CDrn: 
Diferencia 

V 
2 nA L J 1 nA 

2.5 ms 2.5 ms 

B 
(Vm - Er) (mV) 

-120 -100 -80 -60 -40 -20 o 
0.0 

\ , 

" .o. 
\ Er 

\ 
1m (nA) .o . \ 

.o. 
-1. 

-1.2 

Figura 10. Medici6n de la activaci6n estacionaria de le •• A. Corriente de membrana registrada con el protocolo 
ilustrado en la parte superior, antes y después de la adición de 100 11M de Cd2

+ (el trazo ilustrado se obtuvo a -10m V). 
A la derecha se muestra le. que resulta de restar los trazos antes y después de Cd2+ (izquierda). El valor máximo de le. 
T';I se cuantificó mediante el ajuste con dos exponenciales y la extrapolación del componente rápido. B. Conductancia 
cuerda (recta) medida a partir de la relación I-V para Ic. (curva en forma de campana),. y graficada en función a la 
fuerza electromotriz. 

Con el fin de estimar la amplitud real de ICa-Tail se ajustó la relajación de lea 

durante la repolarización con una función exponencial doble. El componente rápido se 

extrapoló al primer punto obtenido al repolarizar la membrana, el cual correspondió al 

valor máximo de ICa en este potencial (corriente de cola). Dicho valor se normalizó al 

máximo obtenido a diferentes potenciales y se graficó en función del potencial del pulso 
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despolarizante. El resultado se ilustra en la figura 11. 

1.00 

~ '-' 0.75 
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-80 -70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 O 10 20 

Potencial de Membrana (m V) 

Figura 11.- d~ de fc.. Los circulos indican la amplitud de la corriente de Ic._TaiI normalizada con respecto a la máxima. 
La curva de activación (linea continua) se obtuvo con la ecuación (6), la cual se presentó un V. de -23.1 mV y una kd de 
6.2mV. 

Los datos se ajustaron mediante el uso de la ecuación (6) de HH para la 

activación: 

I 
d., = (JI: V) 

I +exp h-

kd (6) 
en donde Vh representa el valor medio de potencial, y kd el valor de la pendiente para la 

parte lineal. Como se observa en la figura 11, los datos experimentales se describieron 

cuando Vh fue-23.1 mVyk6.2mV. 

Con el fin de corroborar la exactitud del método del Cd2+, cLo también se evaluó 

mediante la medición de la conductancia cuerda (panel B, figura 10). Al graficar la 

pendiente normalizada de la conductancia cuerda en función al voltaje, se obtuvo la 

fracción de canales abiertos a cada potencial de membrana, lo cual reflejó el valor de cLo. 

El resultado también se ajustó con la ecuación (6), la cual se caracterizó por presentar un 

Vh de -19.8 mV y una kd de 6.0 mV. El resultado se muestra en la figura 12 (línea 

discontinua) en comparación con la curva obtenida con el método del Cd2
+. 

Independientemente del método utilizado, cLo desplegó un comportamiento muy 

similar, el cual se caracterizó por un umbral de activación de - -40 mV, un Vh de - -20 

mV, y una pendiente de - 6 mY. Más aún, estos valores reflejan un comportamiento muy 
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similar al observado en la relación I-V que se muestra en la figura 8B, y con el que se 

derivó a partir de la ecuación (9). 

1.00 1.00 

'6 
'O 
'-' 

'" 0.75 0.75 
;> 
.~ 

~ O.SO O.SO 

o ... s:: o 0.25 0.25 ·S 
o 
U 

0.00 0.00 

.go .()Q -40 ·20 20 

Potencial de Membrana (m V) 

Figura. 12. Comparación de d~ evaluado mediante dos métodos. Los triángulos indican los datos experimentales 
obtenidos mediante el uso de Cd2

+. El ajuste (linea continua) de los datos se realizó mediante el uso de la ecuación (6). 
La curva discontinua indica la activación medida a partir de la conductancia cuerda y ajustada con la misma ecuación. 

Inactivación de lea-

Para el estudio del componente de inactivación estacionaria, se registró lea 

mediante el uso de un protocolo conocido como de doble pulso. La figura 13 muestra el 

resultado de uno de estos experimentos. 
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Figura 13. Inactivación de le. registrada con el protocolo de doble pulso. Familia de trazos de Ic. registrada con 2 
mM de 01+ externo y mediante el uso del protocolo indicado en la parte superior. La duración del prepulso fue de IDO 
ms y la del pulso de prueba de 25 ms. 

El protocolo de doble pulso consistió en la aplicación de prepulsos 

despolarizantes a distintos voltajes (desde -60 hasta -10 mV, con intervalos de 10 mV), 

con una duración de 100 ms, a partir de un potencial de mantenimiento de -60 m V, Y 

seguidos de un pulso de prueba a -10 mV, durante 25 ms. La duración del prepulso se 

prolongó con la fmalidad de permitir la inactivación de la fracción de canales activados a 

distintos potenciales. Cada trazo de lea mostró dos componentes de activación secuencial, 

cada uno correspondiente a cada despolarización (uno durante el prepulso y otro durante 

el pulso de prueba). Cuando el prepulso no fue suficiente como para activar lea (-60 mV), 

lea desplegó su máxima amplitud durante el pulso de prueba. A medida que los pulsos 

condicionantes se hicieron más positivos una fracción progresivamente mayor de canales 

se activó, y debido a la duración del prepulso se favoreció su inactivación. Como 

consecuencia, la fracción de canales activables restante fue menor durante el pulso de 

prueba, y por lo tanto el pico de lea disminuyó. Por el contrario, cuando durante el 

prepulso lea logró su máxima amplitud, la amplitud de lea fue mínima durante el pulso de 

prueba. Una observación interesante es que la amplitud de lea durante el pulso de prueba 

nunca fue de cero, aún cuando durante el prepulso se obtuvo la máxima activación de lea. 

Lo cual sugiere la existencia de un componente de lea resistente a la inactivación. 

El parámetro foo se obtuvo midiendo la amplitud máxima de lea obtenida durante 

el pulso a -10m V, normalizándola al valor máximo de lea obtenida con un prepulso a -60 

mV, y graficándola en función del potencial del prepulso. En la figura 14 se muestra el 

resultado de tal análisis. 
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Figura 14. f~ de Ic.. Los clrculos representan el promedio de 8 experimentos, mientras que la línea continua se generó 
ajustando los datos con la ecuación (4). El mejor ajuste se obtuvo cuando Vh = -38.8 mV y una k¡= 5.2 mV. 

El ajuste de los datos experimentales se realizó mediante la expresión propuesta 

por HH para la inactivación durante el estado estacionario: 

1 
j", = (V ~) 

1 +exp - h 

kl (4) 
en donde V corresponde al potencial de membrana del pulso despolarizante, y la 

dependencia de voltaje se deriva del valor de Vh que es el potencial medio de la curva y kl 

corresponde a la pendiente de la parte lineal de la curva. 

Como se muestra en la figura 14, el resultado es una curva que varía entre O al, 

indicando la fracción de canales activables a cada potencial desde donde se activa lea. El 

comportamiento de Lo sugiere que esta fracción de canales disminuye conforme el 

potencial del prepulso se hace menos negativo. De acuerdo a la ecuación (4), fa, presenta 

un Vh de -38.8 mV y una kl de 5.2 mV. Esta curva describe un comportamiento de 

Boltzman, lo que indica la transición entre dos estados, en este caso entre un estado 

activable a otro inactivado. 

50 



Corriente de Ventana y su Relación con el Componente Estacionario de lea-

Como se mencionó anteriormente, una de las observaciones más interesantes en 

esta tesis fue que cuando se registró lea con pulsos despolarizantes suficientemente largos 

se observó que su decaimiento fue incompleto. Por el contrario, la amplitud de lea se 

estaciona en un valor pedestal (lea-SS). Intuitivamente, uno podria suponer que durante el 

PA este nivel de corriente debería mantenerse activo suficiente tiempo como para generar 

una entrada de ea2
+ importante; insidiendo de esta manera en las propiedades contráctiles 

de la célula miocárdica. A continuación se descríben las maniobras realizadas con el fm 

de estudiar las propiedades de lea-SS. 

En la figura 15 se muestran sobrepuestos los dos parámetros que definen la 

dependencia del voltaje en el estado estacionario de lea. La región en donde dao y foo se 

sobreponen se conoce como corriente de ventana (lea-Win), e indica la activación de una 

fracción de lea que es resistente a la inactivación. Como se observa en la figura 15, el 

valor máximo se encuentra en -33.6 mV, con una amplitud de - 0.18. El valor del 

potencial umbral de activación y el de decaimiento de lea a cero, no se puede derivar 

directamente de los resultados mostrados en la figura 15, ya que la interacción de los dos 

parámetros modifica tales valores_ 

1.0 

0.8 • .-, 
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Figura 15. Dependencia del voltaje de Ic..w ... Esta corriente resulta de la activación de una fracción de Ic. que no se 
inactiva. Ic.Won se muestra como el área de sobreposición de la curvas d.. y r.,. Su valor máximo fue de 0.1 g Y se centró 
en -33.6 mV. 
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Con el fin de cuantificar la fracción de canales responsable de lea-win, se obtuvo el 

producto de los parámetros d., y foo, los cuales definen la dependencia de voltaje de la 

cinética estacionaria de lea. 

De acuerdo con la expresión general de HH para la corriente de membrana dada 

por la ecuación (2), 

(2) 

es posible definir la dependencia de voltaje de las propiedades cinéticas de INa e k Para 

el caso de lea, Y con base en nuestros resultados, dicha expresión se modifica para generar 

la siguiente ecuación: 

(lO) 

en donde gCa representa la conductancia máxima para el ea2
+. La principal diferencia con 

la ecuación (2), es el valor del exponente del parámetro de activación (m3
, para INa, Y n4 

para k), ya que para lea fue igual a l. Con base en lo anterior, la fracción de canales 

responsable de lea-win se obtuvo directamente del producto d., y foo, tal y como se muestra 

en la figura 16. 

4 

3 

o 
-8~'O~--~~'--~-~~~--~w~~~o~~~w 

Potencial de Membrana (rnV) 

Figura 16. Dependencia del voltaje de la fracción de canales responsables de Ic.WIoo' Esta fracción se obtuvo del 
producto de los parámetros de activación e inactivación en el estado estacionario (do, x f",). La fracción máxima fue del 
3.5 % Y se centró en -33.6 mV. 

En esta figura se observa que la amplitud obtenida con el producto de d., y foo es 

distinta de la que se observa por la simple sobreposición de ambos (figura 15, Ica-win). Por 

52 



lo tanto, la fracción de canales responsable de lea-Win muestra un valor máximo de 3.5% a 

-33.6 mV, un umbral de activación significativamente más negativo que el umbral de 

activación del componente transitorio de lea, Y decae a valores mayores que +10 mV. Es 

interesante señalar que aún a mayores potenciales, el valor de la fracción de canales 

abiertos en el estado estacionario se acercó asintóticamente a cero. Lo que sugiere que 

aún a potenciales cercanos al de reposo es posible que exista cierta actividad del canal. 

De acuerdo con las anteriores consideraciones, es posible concluir que lea-win 

determina el componente estacionario de lea, y que por lo tanto, durante un pulso 

despolarizante en condiciones de fijación de voltaje lea-ss deberá comportarse tal y como 

lo predice lea-Win, pues al final de cuentas es la misma corriente. Con el fm de evaluar la 

precisión de tales predicciones se cuantificó la relación 1-V de lea-SS. El resultado se 

muestra en las figuras 17 y 18. 

-22.5 mV 1:========================= 
jf~=============== -60 mV ..t 

200pA L 
20ms 

Figura 17. Componente estacionario de Ic... Ic. se registró con el protocolo de pulsos ilustrado en la parte superior. 
La amplitud del componente estacionario de Ic. se midió al final de cada pulso (flecha). 

Para medir lea-ss se utilizó un protocolo de activación similar al utilizado en 

capítulos previos, con la diferencia de que la duración de los pulsos despolarizantes fue 

de 100 ms. Con esta duración fue posible desplegar en su totalidad el curso temporal de 

lea. Como se observa en la figura 17, lea muestra claramente la presencia de dos 

componentes, uno transitorio (activación seguida de inactivación), y otro estacionario. La 
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amplitud de este segundo componente se midió al final de cada pulso despolarizante. 

El valor de la amplitud de lea-ss se graficó en función del potencial de cada pulso 

despolarizante. El resultado se muestra en la figura 18, en donde también se incluye lea­

Wio escalada en su amplitud. La forma de las curvas y su localización en el eje del voltaje 

nos permite concluir que la identidad de ambas corrientes es la misma. 
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Figura 18. Comparación entre la corriente de ventana y la estacionaria. La corriente de ventana (linea continua) se 
escaló con respecto a la amplitud del componente estacionario de Ic. (circulos negros, mediciones tomadas de la figura 
17) y se graficó en función del potencial de membrana. Las ordenadas de la derecha muestran las unidades absolutas de 
la amplitud de Ic. estacionaria. 
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e A p 1 T u L o v 

lea DURANTE EL POTENCIAL DE ACCION 

De los resultados anteriores se puede concluir que durante el curso temporal del 

PA cardiaco existe una activación secuencial de los diferentes componentes de lea. 

Durante la fase O de despolarización rápida, se activa el componente transitorio, cuya"t de 

activación es de - 1.5 ms, misma que se inactiva (componente rápido 'tI - 6 ms) durante 

la fase de repolarización inicial o fase 1. Por la lentitud del segundo componente de 

inactivación ('t2 = 66 ms), toda la fase 2 de meseta está dominada por lea, la cual 

correspondería a lea-ss. 

Con el fm de cuantificar el flujo de ea2
+ que acarrea cada componente de lea 

durante el P A realizamos el siguiente análisis. Con base en nuestros resultados cinéticos 

evaluarnos la amplitud de lea en función a Vm durante un PA típico de rata (figura 3). Para 

tal fin usamos la ecuación propuesta por Cohen y Lederer (1987): 

(11) 
en donde Vm es el potencial de membrana, gr es la conductancia relativa, ECa el potencial 

de inversión de lea, y el resto de la ecuación representa el producto de <Lo x foo (lea-Win). La 

conductancia relativa de lea se obtuvo ajustando la ecuación (11) (lca (V"J) a la relación 

I-V de lea-ss (figura 18). El mejor ajuste a los datos se obtuvo cuando gr tuvo un valor de 

25.6 ± 2.4 nS (n = 17). Con esos parámetros calculamos la amplitud de lea para cada 

valor de potencial durante el P A. El resultado de este análisis se muestra en la figura 19. 

En la parte superíor se muestra el PA que se usó como variable independiente 

(Vrn) de la ecuación (11). La variable dependiente (lca (V"J) se graficó en función del 

tiempo lo que resultó en el trazo que se ilustra en el panel inferior de la figura 19. 

Claramente se pueden identificar los dos componentes de lea, el rápido coincide con la 

fase O, mientras que el lento predomina en la fase 2 de meseta. 
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Figura 19. le. Durante el PA. En el panel superior se muestra un PA de rata adulta con el que se calculó la magnitud 
de los componentes transitorio y estacionario de le. (panel inferior). 

Con el fin de calcular la magnitud del flujo de ea2
+ acarreado por cada 

componente de ICa, se calculó inicialmente la carga neta mediante integración de cada 

componente. El resultado indica que cada componente mueve prácticamente la misma 

carga (- 2 pC/pF). Considerando la carga neta de cada ión ea2
+ (+2 e = 3.204 x 10-19 C) Y 

a partir de la cantidad de carga movida por lea durante el PA, se calculó que el influjo de 

ea2
+ es aproximadamente de 1 x 10-2 fmollpF por cada componente, es decir que durante 

el PA, la cantidad de ea2
+ que ingresa a través de ICa es de - 2 x 10-2 fmollpF. Si 

consideramos, de acuerdo con nuestras mediciones, un área total de sarcolema de 88 

flcm2
, y que existe 1 flF de capacidad por cada cm2 de membrana, obtenemos que la 

cantidad de ea2
+ que ingresa a la célula a través de lea, durante un P A, es de 2.2 x 10-19 

moles. 
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D 1 s e u s 1 o N 

Potencial de Acción. 

El PA registrado en este trabajo muestra diferencias morfológicas significativas 

con respecto al registrado en otras especies, lo cual sugiere un comportamiento diferente 

de las corrientes iónicas que subyacen. La principal diferencia se observa en la duración 

del PA (figura 3). La duración del PA depende fundamentalmente de la duración de la 

fase de meseta, la cual a su vez está determinada por dos factores: 1) la disminución en la 

amplitud de IKI, y 2) la activación de lea. La disminución de I K1 y el aumento de lea dan 

como consecuencia un incremento o disminución de la duración del P A. lea es la 

responsable directa de la fase de meseta del P A Y del aporte del Ca2+ necesario para 

efectuarse la contracción. De tal fonna que la variación en la duración de la meseta indica 

una mayor o menor participación de lea. Esto tiene como consecuencia un cambio en la 

morfología del PA y un cambio de la disponibilidad del Ca2+ necesario para efectuarse 

una contracción adecuada. 

Nuestros resultados muestran la corta duración del P A que resulta de una fase de 

meseta breve, a diferencia del PA obtenido en rniocitos ventriculares de cobayo. Estos 

resultados coinciden con los reportes realizados Cohen y Lederer (1988) y Kojima et al. 

(1990a). 

Las diferencias mencionadas no dependen exclusivamente de la especie, sino 

también de la etapa de desarrollo, como lo han reportado Kojima et al. (1990a) y Bernard 

(1975), quienes mostraron una mayor duración del PA en etapas más tempranas del 

desarrollo en la rata. También reportaron un aumento en la dV Idt a etapas más tardías del 

desarrollo, un aumento de la duración del PA y un aumento del potencial de reposo que 

coincidió con los resultados obtenidos y reportados en este trabajo. Estos autores 

atribuyen estos cambios principalmente a un incremento en la penneabilidad (PK) al K+. 

Sin embargo, estos cambios pueden también deberse a incrementos en la expresión de los 

canales de Ca2+, a una maduración de las estructuras celulares como el sistema de 

túbulos-T y del retículo sarcoplásmico y a una mezcla de la cinética tanto de IK1 como de 

lea. Además, no se puede excluir la participación de otros mecanismos como el 
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intercambiador Na+/Ca2+. 

Curso Temporal de Icll' 

El curso temporal de la lea se caracterizó por presentar dos componentes: uno de 

activación y otro de inactivación (figuras 4, 5, 6, Y 7). El curso temporal de la activación 

se caracterizó por ser rápido (1: = 1.7 ms; figura 5) encontrando el pico máximo de la 

corriente en 7 ms muy cercano al reportado por Isenberg y Kl6ker (1980) en rniocitos 

ventriculares de bovino y de mta, y al reportado por Wetzel y cols. (1991) de 8 ms en 

miocitos ventriculares de conejo. 

Nuestros resultados indican que el curso temporal de la activación es 

monoexponencial, a diferencia de lo que se ha reportado previamente, en donde se indica 

que lea se activa con un retardo que resulta en una activación sigmoidea, tal y como se ha 

visto en registros macroscópicos (Lee, K.S. y Tsien, R.W., 1991) y en corrientes 

ensambladas de registro unitarios. Estos reportes apoyan un modelo de activación con 

dos estados de cierre que preceden al de apertura (C -+ C -+ O) con las transiciones entre 

estos estados altamente dependientes de voltaje y que ocurren en una escala de tiempo de 

pocos milisegundos. Estudios más recientes han sugerido otro modelo basado en la 

existencia de dos estados de cierre, uno de apertura, y uno de inactivación, lo cual implica 

un esquema markoviano como el siguiente: 

Sin embargo, como se mencionó anteriormente en nuestras condiciones 

experimentales no es posible concluir respecto a la cinética de activación. La presencia de 

una corriente capacitiva de gran amplitud y lenta relajación no lo permite. De tal suerte, 

que, como se ilustra en la figura 5, nos limitamos a sugerir la existencia de una activación 

sigmoide, consistente con modelos más complejos. 

La inactivación se presentó en forma incompleta. Este componente es uno de los 

aspectos más controvertidos de la cinética de lea. Se han postulado tres hipótesis para 
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explicar el decaimiento observado: 1) depleción de la lea en el lwnen del túbulo-T 

(Almers et al., 1981); 2) acwnulación del Ca2+ en el mioplasma lo cual podría reducir la 

fuerza electromotriz y/o inactivar la corriente mediante un proceso dependiente de 

Ca2+,(Brehm y Ecker, 1978; Tillotson, 1979); y 3) inactivación dependiente de voltaje 

(Cota et al., 1984; Cota y Stefani, 1989; Francini y Stefani, 1989; Mejía-Alvarez et al., 

1991). La inactivación obtenida en esta tesis se ajustó con una biexponencial, con un 

componente rápido y otro lento ('t = 12 ms y 't = 63.4 ms, respectivamente) que de 

acuerdo a lo propuesto por Pelzer et al. (1990) el componente rápido es dependiente de 

Ca2
+, mientras que el lento es dependiente de voltaje. 

La relación 1-V que lea despliega coincidió con los diferentes reportes publicados 

(Cohen y Lederer, 1988; Rayrnond et al., 1994; Wetzel et al. 1991; Klitzner et al., 1993). 

Tal relación mostró la característica forma de "U", con un wnbral de activación en - -40 

mV, un valor de corriente máxima de 802.7 ± 131.6 pA, a -10 mV y un potencial de 

inversión aparente de -35 mV. Así mismo, se identificó una densidad de corriente de 11 

± 1.8 pAlpF a -10 mV muy cercana a densidad reportada por Raymond et al. (1994) para 

rata (8.12 ± 0.75 pAlpF). La dependencia de voltaje de lea coincidió con la reportada 

incluso en otras especies, mostrando diferencias explicables por las diferentes 

concentraciones de Ca2
+ utilizadas en los distintos trabajos. 

Cinética Estacionaria de le .. 

El componente de activación en el estado estacionario presenta una clara 

dependencia de voltaje con un kd = 6.2 mV y un Vh = -23.1 mV, muy semejante a la 

reportada por Cohen y Lederer (1988) y por Rayrnond et al. (1994) en miocitos 

ventriculares de rata adulta (8.01 mV y 5.1 mV, respectivamente). Existen otros reportes 

realizados para otras especies, como en conejo por Klitzner et al. (1993) y Osaka y 

Joyner (1993), que muestran una dependencia de voltaje similar a nuestras observaciones 

(k = 6.7 rnV y k = 5.4 mV, respectivamente). En realidad las diferencias apreciadas no 

son significativas, sin embrago, pueden ser atribuidas a las distintas edades de los 

animales de experimentación y una vez más, a las concentraciones de Ca2+ utilizadas. 

Nuestras mediciones de d., indican un valor de saturación para la relación 
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conductancia potencial a potenciales positivos. Esto indica que la probabilidad de 

apertura del canal de ci+, alcanzó su máximo valor a potenciales despolarizantes, donde 

<Lx, = 1.0. Además, podemos concluir que aparentemente la activación durante el estado 

estacionario no sufre cambios importantes, aún tratándose de diferentes especies y que 

además conserva una clara dependencia de voltaje. 

El componente de inactivación estacionaria al igual que el componente de 

activación, presentó una clara dependencia de voltaje. Esta inactivación es gobernada por 

dos mecanismos, uno dependiente de voltaje y otro dependiente de Ca2
+ (Pelzer, et al., 

1992). La curva que define la inactivación estacionaria es de tipo sigmoideo descrito por 

una ecuación de Boltzman, lo que sugiere la transición entre dos estados, en este caso 

entre uno activable hacia otro de inactivación. Presentó un Vh = -38.8 mV y una kr = 5.2 

mV, similar a la descrita por Cohen y Lederer (1988) y por Rayrnond et al. (1994) (k = 

7.15 mV y kr = 7.2 mV, respectivamente). En otras especies, tales como el conejo, 

Klitzner et al. (1993) y Osaka y Joyner (1991) reportaron resultados semejantes (kf= 5.4 

mV y kr = 4.9 mV, respectivamente), lo que demuestra que a pesar de las posibles 

diferencias relacionadas a la especie, persiste una clara dependencia de voltaje de este 

parámetro. Esta curva fe" mostró una mayor fracción de canales activables a potenciales 

negativos y una disminución de esta fracción de canales a medida que el potencial de 

membrana se vuelve menos negativo (-30 mV a O mV). 

La sobreposición de los parámetros estacionarios (<Lx, y foo) muestran un área 

claramente definida que se conoce como corriente de ventana (ICa-Win), la cual indica un 

flujo continuo de ea2
+ a través de una fracción de canales activados que son resistentes a 

la inactivación. Esta Ica-Win presenta un valor máximo de corriente en -33.6 mV con la 

participación del 3.5% de los canales. Algunos autores como Cohen y Lederer (1988) han 

reportado valores menores para esta corriente y ubicados en potenciales de membrana 

alrededor de -12 m V, coincidiendo con el rango de voluye en donde se despliega la fase 

de meseta. La interpretación de tales observaciones es que el resultado de una ICa-Win de 

pequeña amplitud es una fase de meseta breve y de poca amplitud. Contrariamente, 

nuestros resultados indican que la participación del componente estacionario de lea es 

considerablemente mayor, de lo que se deriva un ingreso significativo de ea2
+ durante la 

meseta del P A. 
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CONCLUSIONES 

1. La morfología del PA se caracterizó por presentar una meseta breve, y una 

duración total que no excedíó los 150 ms, lo cual es característico del músculo 

cardiaco de la rata adulta. 

2. El curso temporal de la corriente de ea2
+ tipo-L (lca), exhibió una rápida 

activación seguida de un decaimiento incompleto más lento. 

3. El curso temporal de la activación mostró un comportamiento exponencial simple, 

descrito por una t de 1.65 ms. Mientras que el de la inactivación mostró dos 

componentes, uno rápido definido por una t de 12 ms, y otro lento con una t de 

63.4 ms. 

4. La amplitud de la relación corriente-voltaje (I-V) exhibió un potencial umbral de 

activación de - -40 m V, un valor de corriente máxima de 802.7 ± 131.6 pA a -10 

mV y un potencial de inversión aparente de -35 mV. La densidad de lea, mostró 

un valor máximo de 11 ± 1.8 pAlpF. 

5. La cinética estacionaria de lea mostró una activación, definida por un Vh de -23.1 

mV y una k.! = 6.2 mV, una inactivación caracterizada por un Vh = -38.8 mV y 

una krde 5.2 mV. 

6. La corriente de ventana (Iea-win) indica la participación del 3.5% de los canales de 

ea2
+ los cuales son responsables del componente estacionario de lea. Esta fracción 

contribuye de manera significativa al aporte de Ca2
+ durante el P A. Con base en 

nuestros resultados se calculó un ingreso total de ea2
+ a través de lea durante cada 

PA, de 2.2 x 10-19 moles. 
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