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Presentacion

En la carrera de Biologia de la Universidad Nacional de Colombia, los
contenidos de la Fisiologia Animal se dividen en dos asignaturas: la
primera (Fisiologia Animal), se centra en temas de fisiologia molecular y
celular; la segunda (Fisiologia Animal de Sistemas), aborda la fisiologia
de 6rganos y sistemas de organos de diversos animales, con un enfoque
comparado. Estas notas de clase servirin a los estudiantes para
profundizar los temas de la primera parte de la fisiologia y constituyen
una actualizacion de las Notas de Clase de Fisiologia Animal, publicadas
en el ano 2003 por la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional

de Colombia.

En Colombia, el sacrificio de animales de experimentacion con
fines formativos esta prohibidos por el Articulo 25 de la Ley 84 de 1989.
A partir de esto, los profesores de asignaturas teorico-practicas como
Fisiologia Animal, hemos decidido modificar la forma en que mostramos
la parte experimental (utilizando animales de laboratorio) a nuestros
estudiantes. Una alternativa que encontramos valida para que los
estudiantes puedan tener acceso a aquellos experimentos con animales
que permitieron demostrar aspectos fundamentales de la fisiologia
amimal, fue la utilizaciéon de un tnico (y ultimo) ejemplar de Rhinella
marina para realizar y grabar en video las practicas de la asignatura. Estos
videos son los que los estudiantes observaran, analizaran, discutiran y



utilizaran para la consolidacion de conceptos, en forma individual y
grupal, durante las practicas en el salon de clases. Los profesores Edgar
Cristancho, Marcela Camacho y yo (del Departamento de Biologia de la
Facultad de Ciencias) y el profesor Alejandro Minera (del
Departamento de Ciencias Fisiologicas de la Facultad de Medicina),
fuimos los que realizamos estas practicas en el Laboratorio de
Neurofisiologia Comportamental de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogotid. Los videos fueron
grabados por el personal especializado de Unimedios y editados por el
monitor de la asignatura, Ivan Paez Gutiérrez.

Julieta Troncoso

Bogota, D.C, mayo de 2024



Introduccion

La fisiologia es la rama del conocimiento que intenta explicar de qué
manera funcionan los organismos. Es decir, abarca el estudio de los
procesos y mecanismos que llevan a cabo los seres vivos para mantener
las condiciones homeostiticas que les permiten, justamente, la
supervivencia. En el caso de la fisiologia amimal, esta disciplina aborda
esta tematica desde el punto de vista celular, de 6rganos, de sistemas de
organos y del organismo completo.

Estas notas de clase contienen un marco teérico de las practicas
de la asignatura Fisiologia Animal de la carrera de Biologia, que ayudaran
a los estudiantes a comprender los conceptos fundamentales que se
abordaran en cada una de ellas. Ademas, se encuentra la explicacion del
diseno experimental utilizado en cada caso, que proporcionard a los
estudiantes una mejor comprension de lo realizado experimentalmente
en las practicas, a través de ayudas esquemdticas y dibujos.
Adicionalmente, los estudiantes tendrian acceso a los resultados
obtenidos de manera experimental (mediciones de senales
electrofisioldgicas, en su mayoria), que les permitirin analizar y sacar
conclusiones de cada experimento. Por ultimo, una guia de preguntas
acompana el final de cada practica, con la mtencion de que los
estudiantes puedan responderla, al finalizar la misma, de manera grupal
y a modo de informe.



En total, estas notas de clase abarcan tres practicas
experimentales que se presentarin a los estudiantes en forma
audiovisual. En la primera de ellas, se aborda el tema de transporte
activo. Para ello, se mostraran las mediciones de la diferencia de voltaje
transepitelial y de los valores de corriente de cortocircuito, con
mtenciones de que los estudiantes puedan calcular la cantidad de
bombas Na' /K™ presentes en la piel abdominal del sapo. Se trabajara
sobre los conceptos de transportadores, bombas y canales 16nicos y se
hara énfasis en las caracteristicas de los transportes de sustancias pasivo
y activo. En la segunda, se mostrara el registro del potencial de accion
compuesto en el nervio ciatico del sapo. Se hara énfasis en los conceptos
de umbral de respuesta, el reclutamiento de fibras nerviosas, la
caracteristica todo-o-nada del potencial de accion, la velocidad de
conduccion y los periodos refractarios. En la ultima, se mostraran las
mediciones de la contraccion 1sométrica del muasculo gastrocnemio,
estimulando el nervio cidtico. Se abordaran conceptos de umbral de
estimulacién, electromiograma, fuerza de contracciéon, sumacion,
contraccion tetanica y fatiga muscular.

Estas notas de clase, entonces, constituyen un complemento

importante para la consolidacién de conceptos de la fisiologia abordados

en el componente tedrico de la asignatura Fisiologia animal.



Practuca

Transporte activo
transepitelial

Medicion de la corriente de
cortocircuito a traves de la piel
del sapo Rhinella marina



A continuacion, los estudiantes encontrardn una guia que le
permitira acceder al marco tedrico de la practica, asi como la
explicacion del montaje experimental, el método de registro,
el  complejo mstrumental utiizado y el procedimiento para
determinar la diferencia de potencial transepitelial y las mediciones de
corrientes de cortocircuito, a través de la piel del sapo. Al final del
documento, encontraran una serie de preguntas que deberian
responder una vez hayan visto el video correspondiente.

11. Objetivos

111. Objetivo de la practica

El objetivo de esta prictica es la medicion de la corriente de
cortocircuito que anula la diferencia de potencial a través del epitelio
abdominal del sapo. La corriente de cortocircuito sera un indicador,
mdirecto, del movimiento activo del sodio a través de la piel y, por lo
tanto, sera utilizado para calcular las bombas de sodio-potasio presentes
en esta estructura.

11.2. Objetivo pedagogico

Fl objetivo pedagdgico de esta practica consiste en consolidar
conceptos de transporte simple, facilitado, pasivo y activo. Asimismo, se
reconoceran diferencias entre las estructuras capaces de transportar
1ones (canales, transportadores, bombas), en cuanto a su disposicion en
las membranas celulares, velocidad de transporte y gasto (o no) de
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energia para realizar el transporte. De igual manera, se repasaran
conceptos de “diferencia de potencial” entre compartimientos separados
por membranas semipermeables y “corriente 16nica” y la relacion entre
ambos a través de la Ley de Ohm. Se hara énfasis en las unidades de

medicion y sus escalas (milivoltios, microamperios).

1.2. Marco tedrico conceptual

La piel abdominal de los sapos

Los epitelios cumplen funciones de barrera, ya sea entre el
organismo y el medio que lo rodea (piel) o entre compartimientos
corporales (revestimiento de organos huecos, glandulas). Algunos
epitelios estan encargados, unicamente, de la funcion de separacion
pasiva entre compartimientos, sin ocuparse de un transporte preferente
de solutos y/o agua. En el caso de los anfibios, como los sapos, el
transporte activo a través de la piel un proceso crucial para su
supervivencia y homeostasis.

La piel de los sapos es un 6rgano multifuncional que desempena
un papel vital en la respiracion, la excrecion, la termorregulacion y la
absorcion de agua y electrolitos. A través del proceso de transporte
activo, los sapos pueden regular la concentracion de 1ones en su cuerpo,
especialmente de sodio, potasio y cloruro. Este transporte 16nico es
esencial para mantener el equilibrio osmético y la homeostasis de fluidos
en el cuerpo del sapo, especialmente en ambientes acuaticos donde la
regulacion de la osmorregulacion es critica.

Ademas de los 10nes, la piel del sapo también puede absorber
agua. Esto se logra mediante la regulacion del transporte activo de 1ones,
que crea un gradiente osmotico que favorece la entrada de agua a través
de la piel. Sumado a ello, la piel del sapo también desempena un papel
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en la excrecion de desechos metabolicos y toxinas. Algunas sustancias
pueden ser secretadas activamente a través de la piel, mientras que otras
pueden ser absorbidas y luego excretadas a través de otros organos
excretores, como los rinones.

Dado que son animales que viven tanto en ambientes terrestres
como acuaticos, los sapos han desarrollado adaptaciones fisioldgicas para
optimizar el transporte activo a través de su piel. Por ejemplo, en
ambientes secos, pueden reducir la pérdida de agua cerrando sus poros
cutineos, mientras que, en ambientes acudticos, aumentan la absorcion
de agua y electrolitos. Es decir, el transporte activo a través de la piel del
sapo es un proceso vital que permite la regulacion de la homeostasis y la

supervivencia de estos animales en una variedad de ambientes.

Cabe aclarar que el transporte activo de solutos también ha sido
descrito en otras estructuras como la vejiga urinaria de anfibios, las
branquias de peces, el intestino de vertebrados e invertebrados, tibulos
renales y vesicula biliar de vertebrados.

Epidermis estratificada del sapo

La piel del sapo, como todos los epitelios, estd compuesto de
células polarizadas. Es decir, las células que forman parte del epitelio
tienen diferentes composiciones en sus caras apicales y basales. En la
Figura 1A puede apreciarse que la epidermis del sapo esta estratificada
en cuatro capas, a saber, de apical a basal: 1, estrato corneo, 2, estrato
granuloso, 3, estrato espinoso y 4, estrato germinativo. En un esquema
simplificado, puede considerarse que la piel posee dos caras: el lado
mucosal (LM), que estd en contacto con el medio exterior y el lado
serosal (LS), que estd en contacto con el interior del sapo (Figura 1B).
Como se menciono en el apartado anterior, el sapo tiene estrategias para
el transporte de electrolitos del medio, de modo tal de asegurar una
correcta osmorregulacion. Para eso, las células del epitelio poseen
distintas vias de transporte de 1ones (Jared & Rao, 1017).
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La Figura 1B es un esquema simplificado del epitelio del sapo,
donde puede apreciarse que el lado mucosal posee sistemas de

. , e, . . -
transporte pasivo a través de canales 16nicos que permean sodio (Na ).
. + . . .
Dado que las concentraciones de Na son muy bajas en el interior de las
células, el 10on tendera a entrar de manera pasiva por estos canales. La
. + 7 ., .. . .
corriente de Na generard una acumulacion de cargas positivas al interior
celular (y negativas, en el exterior). La cara serosal, en cambio, posee
. . + + ,
bombas de sodio-potasio (Na /K') ATPasas, que se encargaran de mover
ambos solutos en contra de sus gradientes de concentracion, con gasto

energético (ATP). Por ultimo, el ion cloruro (CI) se mueve hacia el

mterior del animal por la via paracelular (Figura 1B) (Jared & Rao, 1017).

A Epidermis B Epidermis

m

La entrada de Na+
deja cargado el epitelio
negativo fuera

iLs]

+

La salida de Na+
deja cargado el epitelio
negativo dentro

Na+ {E: oK+ Bomba Na+/K+
Canales
Na+ €= ----» K+ Canal K+(ATP)
- ||+ = ||+
- ||+ = +
Transporte  CJ. «oofrieceseierrsosesoesseces » Cl-
via paracelular + _

Jared & Rao, 2017 y modificado por Julieta Troncoso para fines didacticos de estas notas de clase.

Figura 1. Representacién estructural y funcional del tejido epitelial
abdominal del sapo. A: representacion esquemadtica que muestra la
seccion transversal de la piel del sapo. Las células principales,

predominantes en la epidermis de la rana (células P, graficadas como
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rectangulos y ovalos), estan intercaladas con células ricas en
mitocondrias (MRC), madis escasas. La epidermis esti compuesta de
cuatro capas nombradas, desde la mas superficial (apical) a la mas
profunda (basal): 1, estrato corneo; 2, estrato granuloso; 3, estrato
espinoso; v 4, estrato germinativo o estrato basal. T (77ght Junctions o
uniones estrechas): se observan en los margenes apicales de la capa
mas externa. GJ (Gap Junctions o uniones en hendidura): se
observan en todas las capas del epitelio. Observe que la epidermis
funciona como una doble membrana con una superficie apical externa
(LM, lado mucosal) y una superficie serosa interna (LS, lado serosal).
B: la piel del sapo se representa como una estructura de doble
membrana. El lado mucosal (LM) estd rodeado de TJ con canales Na
epitehales donde se da el transporte facilitado pasivo de este 1on. El
lado serosal (LS) contiene bombas Na/K-ATPasas  (que
mantienen la electronegatividad neta debido al intercambio 3Na
/9K)) vy los canales de K dependientes de ATP (que dejan fluir K,
aumentando asi la electronegatividad cuando el nivel de ATP de las
células P es bajo). El movimiento de los iones Cl a través del epitelio  se
realiza por via paracelular. Un desequilibrio entre el transporte
de Na' vy CI conduce al desarrollo de una diferencia de voltaje (diferencia
de potencial) a través del epitelio.

La bomba Na*/K". Diferencia de potencial transepitelial

Las bombas son proteinas transmembranales que transportan
1ones en contra de su gradiente y, por lo tanto, incurren en gasto
energético para hacerlo (es decir, es una proteina de transporte con la
capacidad enzimatica de hidrolizar ATP). En el caso de la bomba

Na /K, el transporte tanto del 1on Na' como del 1on K, es contra de sus
gradientes de concentracion. Un promedio de 3 iones de sodio y 2
1ones de potasio son transportados por la bomba, por cada molécula de
ATP hidrolizada. Fl requerimiento del sodio es absoluto: es el

Unico ion
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aceptado para el transporte neto hacia afuera de la célula y es el unico
cation monovalente que no es aceptado para su movimiento hacia el
mterior celular. Por el contrario, el requerimiento del potasio no es
absoluto para el funcionamiento de la bomba. De este modo, el litio,
amonio, rubidio, cesio y talio pueden sustituir al potasio en la solucion
externa (pero no al sodio en la solucién interna). En ausencia de potasio,
la bomba acttia de modo no-acoplado, sacando sodio de la célula a un
109% de su capacidad. La bomba es bloqueada especificamente por
glucosidicos digitilicos como ouabaina. Ademds, dada su dependencia
del ATP, es bloqueada por venenos como el cianuro.

En el caso del epitelio de la piel abdominal del sapo, la bomba
moverd hacia el interior del sapo 3 iones de Na (hacia fuera de la
célulapor el lado serosal) y, simultineamente, movera 2 iones de K
hacia el interior celular (Figura 1B). Este desbalance de cargas
transportadas hace que la bomba sea electrogénica: deja una carga
negativa neta del lado de adentro de la célula (sobre la membrana basal
o lado serosal), por cada intercambio de estos dos 1ones (dado que
saca 3 cargas positivas, pero introduce 2 al interior celular) (Figura 1B).

Fl potasio mmtroducido al interior celular puede moverse a través
de canales de potasio dependientes de ATP hacia fuera de la célula, en
funcion de la disposicion de ATP. Por ultimo, el anion cloruro (CI) se
vera atraido por la acumulacién de cargas positivas del lado externo de
la membrana serosal y se movera hacia el interior del sapo a través de
transporte para-celular (Figura 1B).

Entonces, al colocar electrodos que midan la diferencia de
potencial entre el lado mucosal y el lado serosal, encontrara un valor de
voltaje distinto de cero (ya que hay una distribucion de cargas desigual en
uno y otro lado del epitelio). A este valor se lo denomina diferencia de

potencial transepitelial.
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El transporte activo a través de la piel de sapo

Muchos experimentos se hicieron para demostrar los distintos
tipos de transporte de 1ones en el epitelio de la piel de sapo,
principalmente el transporte activo. Algunos de ellos tuvieron lugar en la
camara de Ussing, que es una herramienta muy uatl para el estudio del
transporte 16nico en membranas epiteliales. Esta caimara fue desarrollada
por el fisidlogo danés Hans Henriksen Ussing, en 1946 y desde entonces

se ha convertido en una técnica estandar en la investigacion fisiolégica.

La Figura 2 muestra un esquema general de la cimara de Ussing
utilizada en la actualidad, que consiste en un arreglo experimental que
permite la separacion de dos compartimentos (A y B) a través de una
membrana epitehial entre ellos (2). Ambos compartimientos estin
banados por una solucion fisioldégica salina de prueba, de igual
composicion (1), por ejemplo, solucion Ringer de anfibio. Dos
electrodos de registro electrofisiologico (3) permiten obtener la medicion
del voltaje de membrana transepitelial (a través de un voltimetro, 5).
Estas senales electrofisiologicas son muy pequenas y, por lo tanto, deben
amplificarse (8). Asimismo, al ser senales andlogas, deben digitalizarse
mediante una tarjeta digitalizadora (9) para poder procesarse,
almacenarse y analizarse en un computador (10). El sistema permite
ubicar un par de electrodos de estimulacion (4) que, conectados a una
pila v a wuna resistencia, hacen fluir corriente entre ambos
compartimientos y pueden ser medidas por un amperimetro (6). Esta
corriente se suministra en forma de pulsos cuadrados, cuya direccion,
mtensidad y duracion puede ser modificada por el experimentador a
través de un generador de pulsos de corriente (7).
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Figura 2. Cimara de Ussing. Esta camara consiste en dos
compartimientos (A y B) llenos de una solucién de Ringer de anfibio de
1igual concentracion (1), separados por el epitelio de la piel del sapo (2).
Notar que el lado mucosal del epitelio (apical) estd en contacto con el
compartimiento A, mientras que el lado serosal (basal), estd en contacto
con el compartimiento B. La medicion de la diferencia de potencial entre
ambos compartimientos (en mV, a través de un voltimetro, 5) se obtiene
utilizando electrodos de registro (3) colocados en A y B. Un circuito
externo puede aplicar corriente (medida en mA, por un amperimetro, 6)
a través de dos electrodos de estimulacion (4) conectados a un generador
de pulsos de corriente (7). Este generador de pulsos puede regular la
duracion y la intensidad de cada estimulo de corriente. Las senales de
diferencia de potencial se amplifican (6) y se digitalizan (9) antes de ser
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almacenadas para ser analizadas en un computador (10). El computador,
ademas, controla la generacion de pulsos de corriente. La corriente neta
de sodio (Na) se indica con la flecha roja (del compartimiento A al B).

La corriente a través del circuito externo, con la flecha verde. Cuando
ambas corrientes son de igual magnitud, pero de sentido contrario, se
obtiene la corriente de cortocircuito, que lleva la diferencia de potencial
a 0 mV (es decir, la disipa).

:Como se determino que se trataba de un transporte activo?

- . e, ., . + .

En el ano 1947, Ussing utilizé dos 1s6topos del ion de Na para medir

flyyos bidireccionales entre ambos compartimientos (A y B, Figura 2) de

B ., . — , 92

la camara. La soluciéon Ringer del compartimiento A contenia Na™,
. L. 94 .,

mientras que la del compartimiento B, Na . Esto permitia hacer un

seguimiento en el tiempo del flujo de Na' y le permitié concluir que
habia un movimiento neto de este 1on del compartimiento A al B (flecha
roja, Figura 1). Varios experimentos adicionales llevaron a concluir que
este movimiento era el resultado de un transporte activo del 10n sodio.
Algunos de esos experimentos fueron:

a. Se produce ain en ausencia de gradiente de concentracion
(quimico) y eléctrico; inclusive se observa en contra del gradiente
electroquimico

b. Es bloqueado por inhibidores generales del metabolismo (como

el cianuro) v por inhibidores especificos de la bomba Na /K’

(como la ouabaina)
c. Es dependiente de la temperatura y presenta cinética de
saturacion, por lo que debe implicar la accion de una

proteina/enzima

d. Es especifico para el ion Na y no funciona con 1ones similares

~ [
en tamano y carga (como el Li)
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Corriente de cortocircuito

La corriente de cortocircuito es una medida utilizada en
estudios fisiologicos que se refiere a la corriente eléctrica que fluye a
través de una membrana epitelial, cuando se anulan los gradientes de
concentracion y eléctrico que normalmente existen a través de dicha
membrana. Las correspondencias eléctricas del transporte activo de
Na fueron descritas inicialmente por Ussing y Zehran, en 1951. Ellos
razonaron que si sélo Na es transportado activamente a través del
epitelio, debe haber una concordancia  cuantitaiva  entre el
nimero de iones Na transportados por segundo a través de un drea
unitaria de piel (Figura 2, flecha roja) y la amplitud del potencial
resultante. Los mvestigadores anularon la formacién de una diferencia
de potencial, haciendo fluir corriente por un sistema externo (Figura 2,
flecha verde). El ajuste a cero de la diferencia de potencial se logra,
entonces, haciendo circular una corriente a través de un circuito
externo de igual intensidad, pero en sentido contrario, de la corriente
neta de Na provocada por la bomba Na/K. Dado que los
mvestigadores eran los que aplicaban la corriente externa y, por lo
tanto, conocian su intensidad, podian equiparar la corriente de
cortocircuito con la cantidad neta de Na transportado a través de la
piel por unidad de tiempo. Experimentalmente, ademas, los
mvestigadores encontraron una gran concordancia entre la corriente a
través de la piel y el flujo de sodio medido 1sotopicamente.

;Como se determind la disposicion de las proteinas
membranales transportadoras en el epitelio de la piel del
sapo?

Como muestra la Figura 1, las células que forman el epitelio de la piel
del sapo estan fuertemente unidas por 7ight junctions o uniones
estrechas (T]). De esta manera, las sustancias que atraviesan el epitelio
deben hacerlo primero por la cara mucosal y luego por la cara serosal de
las células que lo componen. Esto implica que debe haber expresion
diferencial de proteinas de membrana que faciliten el transporte en las
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membranas mucosal (apical) y serosal (basal). Una gran cantidad de
experimentos apoyan la hipotesis de esta distribucion desigual de
proteinas transmembrana. Algunos de ellos fueron:

a. La ouabaina, bloqueador especifico de la bomba Na /K, inhibe

el transporte transepitelial de Na' solo cuando es colocada del
lado serosal del epitelio. No tiene efecto alguno del lado mucosal.
b. El farmaco amilorida, un inhibidor del co-transportador Na /H'

bloquea el movimiento de Na_ solo cuando se aplica del lado

mucosal del epitelio.

c. El transporte activo maximo de Na se obtiene con

concentraciones de K del lado interno, pero no se necesita este
1on del lado externo.

d. La cinética de saturacion del transporte de Na depende de su
concentracion en el lado mucosal, pero es independiente de su
concentracion en el lado serosal.

Actualmente existen métodos experimentales mas sofisticados que
permiten, a través de marcajes con anticuerpos dirigidos contra los
diferentes tipos de transportadores transmembrana, hacer una

caracterizaciobn mas precisa de su ubicacion.

Utilidad y aplicaciones

Con la camara de Ussing, los investigadores pueden estudiar
como diferentes factores, como concentraciones de 1ones, pH,
temperatura y agentes farmacoldgicos, afectan el transporte 16nico a
través de la membrana epitehal. Esto incluye el transporte activo de 1ones
a través de bombas de membrana y el transporte pasivo a través de
canales 16nicos.
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Ademads de su uso en investigaciéon bdsica, la camara de Ussing
también se utiliza en estudios clinicos y farmacolégicos para evaluar la
permeabilidad de firmacos a través de membranas epiteliales y para
desarrollar tratamientos para enfermedades relacionadas con trastornos

del transporte 16nico.

Su aplicacion en la investigacion fisiologica ha contribuido
significativamente a la comprension de los mecanismos de transporte en
organismos vivos y tiene importantes implicaciones en la medicina y la

farmacologia.

1.3. Materiales y metodos

Animal experimental

Se utihizé un ejemplar de Rhnella marima obtemdo del lago
artificial adyacente al Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias,
Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota.

Procedimiento quirlrgico

Antes de realizar el procedimiento quirargico, el animal
fue anestesiado con cloroformo para evitar cualquier tipo de
sufrimiento. Una vez comprobado el nivel de anestesia deseado
(ausencia de reflejo palpebral y de retirada en la pata), se realizdé una
secci6n medular a nivel cervical, con la ayuda de un punzon. Luego, se
procedio a la diseccion de una porcion de la piel abdominal de,

aproximadamente, 4 cm cuadrados.
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Preparacion experimental: Camara de Ussing

La porcion de piel abdominal extraida se dispuso forrando el
fondo de un tubo hueco de policarbonato transparente. El lado serosal
del epitelio quedd hacia el mterior del tubo, mientras que el lado
mucosal, hacia el exterior (Figura 3). El tubo, a su vez, fue mtroducido
en un frasco de vidrio, que sirvi6 como compartimiento A. El tubo
hueco sirvi6 como compartimiento B. Los compartimentos A y B
(interior del tubo e mterior del frasco de vidrio) se llenaron de soluciéon
Ringer de anfibio de la siguiente composicion (en mM): NaCl 112; KCl

1,9; CaCl: 1,1; NaH:PO. 0,7; pH = 7,2. Una bomba suministrando

oxigeno se coloco en contacto con la solucion de Ringer.

Electrodos

Como electrodos de registro de potencial transepitelial se
utilizaron electrodos de calomel. Estos electrodos se utilizan para medir

la diferencia de potencial entre semiceldas, basandose en la reaccion

entre el mercurio (Hg) vy el cloruro de mercurio (HgCle, conocido

antiguamente como calomel). Ambos reactivos, Hg v Hg2Cle, ganan o

pierden electrones dependiendo del medio en que se sumerge el

electrodo. La fase acuosa en contacto con el Hg y el HgCl: es una
solucién saturada de cloruro de potasio en agua (KCI) como medio
electrolitico. Los electrodos estan conectados por medio de un puente
de agar. Adicionalmente, el electrodo en contacto con el voltimetro es
un electrodo de plata (Ag) (Figura 3). Como electrodos de estimulacion
(para el paso de corriente por el circuito externo) se utilizaron electrodos

bipolares de plata, de 1 mm de espesor, recubiertos con teflon (Figura

3).
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Adquisicion y procesamiento de datos

Para el protocolo de estimulacion se administraron pulsos
cuadrados de corriente de 700 ms de duracion a través de una unidad de
aislamiento de estimulos modelo Isolator-11 (Axon mstruments),
contralada a su vez por un generador de pulsos modelo 9514 (Quantum
Composers). La senal fue digitalizada mediante un convertidor analogo-
digital DigiData 1200 (Axon mstruments). Los registros se guardaron
para luego ser analizados off-line mediante el software Clampfit (v.8.0)

en un computador (Figura 3).
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Guzman et al, 2003 y modificado por Julieta Troncoso para fines didacticos de estas notas de clase.

Figura 3. Preparacion experimental de la practica. A: frasco de vidrio que
sirvio de compartimiento en contacto con la superficie mucosal de la piel.
B: tubo de policarbonato transparente en contacto con la superficie
serosal del epitelio. 1: Solucion Ringer de anfibio. 2: Epitelio de piel
abdominal del sapo (nétese que la piel, al forrar la base del tubo, no
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permite que la solucion Ringer pase del compartimiento B al A vy
viceversa). 3: Electrodos de calomel (registro del potencial
transmembranal). 4: Electrodos de estimulacién, por donde fluird la
corriente externa. 5: Medicion por un voltimetro de la diferencia de
potencial transmembranal. 6: Amperimetro. 7. Generador de pulsos de
corriente, donde puede modularse la amplitud (intensidad) y duracion
del estimulo eléctrico. 8: Amplificador de la senal electrofisiologica de la
diferencia de potencial transepitelial. 9: Tarjeta digitalizadora
(conversion de senal analoga a digital). 10: Computador para almacenar,
procesar y analizar los datos y, asimismo, controlar la generacion de
pulsos de corriente. 11: Bomba de aire que alimenta de oxigeno la

preparacion.

1.4. Resultados

Registros electrofisiologicos

Una vez montada la piel de sapo, se procedio a colocar en las
camaras externa (A, en contacto con la superficie mucosa de la piel) e
mterna (B, en contacto con la superficie serosa de la piel) solucion Ringer
de anfibio de igual concentracion. Es decir, la piel del sapo actué como
separador entre dos compartimientos: el interno y el externo. Luego se
midi6 la diferencia de potencial entre ambos compartimientos, a través

de electrodos de registro (Figura 4).

Fl voltaje transepitelial obtenido a través del registro de los
electrodos de calomel fue de 70 mV (Figura 4). Es decir, hay una
diferencia de potencial de 70 mV entre la cara mucosal y la cara serosal
del epitelio de la piel abdominal del sapo.

Con mtencion de anular (disipar) esta diferencia de potencial, se
aplicaron pulsos cuadrados de corriente de distintas intensidades

(siempre de duracion 700 ms) hasta hallar el valor de corriente
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cortocircutto. La Figura 4 muestra los trazos correspondientes a la
diferencia de potencial obtenidos para las siguientes intensidades de
estimulacién: 0.075 mA, 0.10 mA, 0.125 mA, 0.15 mA (A-D,

respectivamente).

La intensidad de corriente que llevo el potencial de membrana a
0 mV fue la correspondiente a 0.125 mA.

—

8- | 1]

0.075 mA | 0.1mA

Bee <

0.15mA 0.125mA

Figura 4. Medicion del voltaje transepitelial tras la aplicacién de una
corriente externa. Ein cada grifica, el eje y muestra los valores de voltaje
(en mV) y el gje x el tempo (en ms). El pulso cuadrado de corriente se
suministré 800 ms luego del comienzo del registro y tuvo una duracion
de 700 ms. Se muestran los registros de diferencia de potencial obtenidos
luego de aplicar pulsos cuadrados de corriente de 0.075 mA (A), 0.10
mA (B), 0.150 mA (C) y 0.125 mA (D), respectivamente.
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1.6. Gula de preguntas de la Practica 1

Una vez leido el marco teérico, analizado los resultados y

observado el video correspondiente a la practica de transporte activo

transepitelial, los estudiantes deberan responder y presentar de manera

grupal a modo de informe de laboratorio, las preguntas de esta guia.

I. Medicion del voltaje transepitelial

Una vez colocada la piel en la camara de Ussing de la practica, se

procedio a medir la diferencia de potencial entre los compartimientos A

y B.

o

=2

¢Por qué, siendo que las concentraciones de la solucion Ringer
de anfibio del compartimiento A y B eran las mismas, el voltaje
(diferencia  de potencial) medido a través de esos
compartimientos no es igual a cero?

¢Qué¢ valor tuvo esa diferencia de potencial transepitelial?
¢Quién es la responsable de que exista una diferencia de
potencial? ;Como actia? ;Qué tipo de transporte realiza?

¢En qué situacion esperaria usted que la diferencia de potencial
entre ambos compartimientos fuera cero? Nombre varios
ejemplos.

Suponga usted que en la prictica se hubiera utilizado ouabaina
en la preparacion experimental. ;Qué hubiera pasado si se aplica
ouabaina en el compartimiento A, en contacto con la superficie
mucosa de la piel? Y :qué hubiera pasado si se aplica en el
compartimiento B, en contacto con la superficie serosa? ;Por

qué?
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[I. Medicion de la corriente de cortocircuito

Una vez lograda una diferencia de potencial inicial, se procedié a

aplicar un pulso cuadrado de corriente a través de los electrodos de

estimulacion (Figura 3).

Se suministraron estimulos cuadrados de corriente, con las siguientes

caracteristicas:

G

Duracion: 700 ms (parametro constante)
Intensidad: 0.075 mA, 0.10 mA, 0.125 mA, 0.15> mA
(parametro variable)

¢Qué es la corriente de cortocircuito y a qué equivale? ;Cual fue
la intensidad de la corriente de cortocircuito en esta practica?

Se sabe que la bomba Na”/K" mueve cerca de 300 1ones por
segundo. Ademas, el diametro del sector de la piel utilizada en la
camara de registro era de 2,2 cm. Con estos datos, usted puede
calcular el nimero de bombas que existen en un drea de 1 cm?
de piel de sapo Rhinella marina.

Dato adicional: carga de un ion = 1,6 x10"" Coulomb.

¢Puede la bomba actuar en ausencia de Na ? ¢Y en ausencia de
¢Por qué se dice que la bomba es electrogénica?

¢Qué esperaria encontrar st modifica la temperatura del banno en
donde se encuentra la preparacion? Realice una grafica de flujo
de Na (movido por la bomba Na/K) en funcion de la

temperatura.
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A continuacién, los estudiantes encontrarin una guia que le
permitira acceder al marco tedrico de la practica, asi como la explicacion
del montaje experimental, el método de registro, el complejo
mstrumental utihizado y el procedimiento para registrar los potenciales
de accion en el nervio catico del sapo. Al final del documento,
encontraran una serie de preguntas que deberan responder una vez

hayan visto el video correspondiente.

2. Objetivos

Objetivo de la practica

Kl objetivo de esta prictica es la caracterizacion electrofisiologica
del potencial de accion compuesto (PAC) que ocurre al estimular el
nervio ciatico del sapo. Se abordara la busqueda de umbrales de
respuesta, los periodos refractarios y el uso farmacologico para mhibir

los canales 16nicos responsables del PAC.
Objetivo pedagogico

El objetivo pedagdgico de esta practica consiste en consolidar los
conceptos de potencial de accion en neuronas individuales (tipo todo-o-
nada) en comparacion con el potencial de accion compuesto que ocurre
en un nervio (con la caracteristica de ser graduado). Se abordaran las
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estructuras responsables del potencial de accion en ambos casos (canales
16nicos) y su posible mhibicién farmacologica. Asimismo, se repasaran
conceptos de periodo refractario (relativo y absoluto), relacionados con
el proceso de inactivacion de los canales de sodio dependientes de

voltaje.

2.2. Marco teorico conceptual

El potencial de accion

Fl potencial de accion es caracteristico de las células excitables
(neuronas, células musculares, algunas células glandulares secretoras). Se
define como el cambio brusco, de escasa duracion, del potencial de la
membrana cuando una de estas células es estimulada (ya sea por
estimulos naturales o artifictalmente, mediante electrodos, en el
laboratorio). Las células excitables poseen canales 16nicos que se activan
cuando el voltaje de la membrana se modifica (es decir, son
dependientes de voltaje). En el caso de tratarse de neuronas, estos

canales son selectivos para los 1ones de sodio (Na) y de potasio (K.).
Los canales 16nicos dependientes de voltaje poseen compuertas

que se activan cuando la membrana celular se hace mas positiva en su

cara interior. Si eso ocurre, las compuertas de los canales se abren y dejan
pasar 1ones a su través. La cinética de activacion de los canales de Naves
mas rapida que los canales de K., de modo que son los primeros que se
abren con la estimulacion (despolarizacién). De esta manera, un
estimulo que despolarice “lo suficiente” la membrana de estas células,
lograra activarlas y, por lo tanto, se abrird una cierta cantidad de canales
Na.. El sodio que fluya a través de estos canales despolarizard atin mas a
esta célula y, por lo tanto, provocard una apertura adicional de canales

Nav (fase de subida). Es decir, ocurre un ciclo de retroalimentacion



Practica 2 | Potencial de accion compuesto en el nervio ciatico del
sapo Rhinella marina

30

positiva donde la despolarizacion resultante en la célula excitable es
maxima (pico del potencial de accién). Sin embargo, a medida que el
sodio va entrando a la célula, se va perdiendo la fuerza electromotriz que
lo impulsa hacia dentro. Esto, sumado a la activacion de los canales de

K.y, por lo tanto, a la salida de potasio, llevan a la repolarizacion de la

membrana plasmatica.

Entonces, la despolarizacion y repolarizacion de la membrana
plasmatica en las células nerviosas (el ciclo de entrada de Na'/salida de
K" a través de canales dependientes de voltaje o potencial de accion) es
un proceso activo y transitorio (suele durar apenas unos milisegundos).
Es necesario que ocurra un potencial de accién para que las neuronas se
comuniquen entre si; es decir, para que puedan liberar un
neurotransmisor o molécula de comunicacién con otra neurona o
efector. De 1gual manera, es necesario que un potencial de accion ocurra
en una célula muscular para que ésta se contraiga. O para que una célula

glandular secrete una hormona como la insulina.

Concepto de umbral

No todos los estimulos lograran que una célula excitable dispare
un potencial de accion. Sélo los estimulos que superen un umbral (como
se sefnalo en el apartado anterior: que despolaricen “lo suficiente” a la
membrana de estas células), lo lograran. Esto significa que hay estimulos
despolarizantes que no llegan a provocar la activaciéon de una poblacion
de canales de Nav lo suficientemente grande como para desencadenar el
ciclo de retroalimentacion positiva que termina por provocar la fase de
subida del potencial de accion. Estos estimulos simplemente modifican
de manera pasiva el voltaje de la membrana, sin producir un potencial
de accion.
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Registro del potencial de accion intracelular vs extracelular

Los potenciales de accion pueden ser registrados a través de
electrodos. Los electrodos estan fabricados con materiales conductores
capaces de registrar el cambio en el potencial de la membrana de una
célula. El electrodo de registro comparard la distribucion de cargas en un
punto determinado del espacio, en relacion con la distribucion de cargas
de un electrodo de referencia (o tierra). En el caso de hacerse de forma
mtracelular, el electrodo de registro debe atravesar la membrana
plasmatica de la célula, mientras que el electrodo de referencia queda
fuera de la célula (alejado de ella) (Figura 1A, 1zquierda). De esa manera,
se comparara el voltaje (distribucion de cargas en el espacio) entre ambos
electrodos. Durante el potencial de accién, la diferencia de potencial se
registra como una deflexion hacia arriba (despolarizacion) del voltaje de
la membrana, seguida de una deflexion hacia abajo (repolarizacion) en
funciéon del iempo (Figura 1A, derecha). La fase ascendente se produce
por la entrada de sodio a través de los canales Na,; mientras que la fase
de repolarizacion (descendente) se debe a la salida de potasio por los

canales K..

Los potenciales de accion también pueden registrarse
extracelularmente (Figura 1B). En este caso, el electrodo de registro no
atraviesa la membrana plasmatica de la célula, sino que se dispone muy
cerca de ella. El electrodo de referencia se encuentra lejano al electrodo
de registro (Figura 1B, 1zquierda). Como se ha mencionado, existe un
flujo de cargas positivas hacia el interior celular (acarreadas por sodio a
través de los Nav), seguido de un flujo de cargas positivas hacia el exterior

(acarreadas por el potasio a través de los K.), durante el potencial de
accion. De esta forma, el electrodo de registro (que esta cerca de la
célula) detecta un alejamiento de cargas positivas (entrada de Na a la
célula) seguido de un acercamiento de cargas positivas (salida de K),
durante el potencial de accion. Esto implica que el registro del cambio
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de potencial se vera como una deflexion hacia abajo, seguida de una
deflexion hacia arriba, en funcion del tiempo. La senal registrada de
manera extracelular tendra menor amplitud que la intracelular (Figura
1B, derecha).

A Registro intracelular Vm

N
O

axon
tiempo
B Registro extracelular
/Q?\ Vm
&/
+ '\/"
( +++++ ( )
axoén tiempo

Guzman et al,, 2003 y modificado por Julieta Troncoso para fines didacticos de estas notas de clase.

Figura 1. Registros intracelulares vs extracelulares. A. En el registro
mtracelular, el electrodo atraviesa la membrana plasmatica de la célula
que se estd registrando (en este ejemplo, la membrana de un axon,
1zquierda). La variacion del voltaje de membrana en funcion del tiempo
(derecha) muestra una gran despolarizaciéon que sobrepasa el cero
(sobredescarga), seguida de una repolarizacién, cuando la neurona es
estimulada por encima de su umbral de disparo. B. En el caso del
registro extracelular, el electrodo estd por fuera de la célula, pero muy
cercano a ella (izquierda). La grafica de la derecha muestra variacion del
voltaje medido de manera extracelular, en funcién del tiempo, durante
el potencial de accion. En este caso, la primera deflexion es hacia abajo,
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durante la entrada de cargas positivas a la neurona, seguida de una
deflexion hacia arriba, correspondiente a la salida de cargas positivas
durante el potencial de accion. Notar que la amplitud del potencial de
accion es menor si se mide del lado extracelular.

Propiedad todo-o-nada

La maxima despolarizacion (maxima amplitud) que se logra
durante el potencial de accion es caracteristica de cada neurona. Ya sea
que se registren del lado extracelular o intracelularmente, los potenciales
de acci6n de células individuales tienen la caracteristica de ser todo-o-
nada. Es decir, cualquier estimulo que supere el umbral de disparo,
llevara a la neurona al valor de maxima despolarizacion (todo); mientras
que cualquier estimulo por debajo del umbral, no lograra desencadenar
un potencial de accion (nada). Esto implica que la amplitud del potencial
de accion no depende de la intensidad de estimulacion, siempre que ésta
supere el umbral (intensidad supra-umbral).

El potencial de accion compuesto

El término potencial de accion compuesto (PAC) se utiliza para
definir a los potenciales de accion en los nervios periféricos. Un nervio
periférico estd formado por un haz de axones (o fibras nerviosas) de
neuronas sensorlales (aferentes), motoras (eferentes) o mixtas, recubierto
por tejdo conectivo. Cada uno de estos axones disparard, si es
estimulado por encima de su umbral, un potencial de accion de tipo
todo-o-nada. Sin embargo, a pesar de que cada una de las fibras nerviosas
tiene una respuesta tipo todo-o-nada, la respuesta en el nervio en su
conjunto es de caracteristica “graduada” (es decir, que su amplitud
dependera de la intensidad de estimulacién).

Como los nervios periféricos estan formados por axones con
distinto diametro y éstos pueden estar mielinizados o no, cada axon
tendra un umbral de activacién y una velocidad de conduccion diferente
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y caracteristica. De modo que el PAC refleja una combinacion de estas
sefiales mdividuales. Entonces, habrd un minimo estimulo capaz de
provocar una respuesta del nervio (umbral de estimulacién) y a medida
que se aumente la intensidad del estimulo, la respuesta en el nervio
(PAC) aumentara en amplitud, producto de un mayor reclutamiento de
los distintos axones que componen el nervio (respuesta graduada).

Los primeros axones en ser reclutados (y que, por lo tanto,
dispararan potenciales de accion primero) seran los de menor umbral de
activacion. A medida que el estimulo incremente en su intensidad, mayor
numero de fibras respondera a la estimulacién y se alcanzara una
respuesta mayor. La respuesta serd maxima, cuando todas las fibras
hayan alcanzado su umbral de disparo.

El nervio ciatico del sapo

Los axones que forman el nervio ciatico presentan importantes
diferencias estructurales y funcionales. Este nervio se compone tanto de
fibras aferentes (sensoriales) como eferentes (motoras y autonomas). Es
decir, que es un nervio mixto. En un corte transversal del nervio pueden
diferenciarse los axones rodeados de vaia de mielina (con aspecto de
anillos concéntricos oscuros alrededor del axén), de aquellos desnudos
(sin mielina). Los axones del sistema nervioso autbnomo (que inervan
organos o glandulas) tienen un didmetro menor que los que inervan, por

ejemplo, musculo esquelético (Figura 2A).

La velocidad de conduccion de los axones es proporcional al
didmetro del axon y a la resistencia de membrana (Figura 2B). Entonces,
aquellos axones de diametro pequenno y desnudos son los que
conduciran potenciales de accion a menor velocidad (respecto de los de
mayor didmetro y con vaina de mielina alrededor). Los umbrales, los
periodos refractarios y las duraciones de los potenciales de accion
difieren entre los distintos tipos de axones.
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A Krnjevic, 1954 y B. Tasaki, 1953 y modificados por Julieta Troncoso para fines didacticos de estas notas de
clase.

Figura 2. El nervio ciitico y sus propiedades morfologicas y funcionales.
A. Corte transversal del nervio ciitico del sapo con tincion de fucsina
Ponceau y anilina azul. B. Velocidad de conduccion en funcion del
didmetro de la fibra para axones mielinizados del nervio cidtico del sapo.
La pendiente de la linea indica la constante que mejor se ajusta a los
puntos medios y corresponde a un valor de 2m/s.

El potencial de accion compuesto es bifasico

El potencial de accion compuesto tiene una forma bifasica
caracteristica que esta relacionada con la manera de hacer su registro. Fl
registro del PAC en el nervio ciatico siempre es extracelular. Un par de
electrodos ubicados en contacto directo con el nervio servirin de
elementos conductores capaces de registrar el momento preciso por
donde esta pasando el potencial de accion (en rojo, Figura 3) producido
en los axones que componen el nervio. Esto solo ocurrird, como se
mencioné anteriormente, si el nervio se estimula con corriente por
encima de cierto umbral (Figura 3, Est).

Dado que se trata de un registro diferencial, es decir, se registra
la diferencia de potencial entre dos electrodos (R2 vs R1, Figura 3),
respecto de un electrodo de referencia (tierra), hay 3 momentos del
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registro en el que la diferencia de potencial entre ambos electrodos es
cero (es decir, cuando el voltaje en R1 es igual al voltaje en R2). Estos
momentos (o tiempos) son: tl, antes de que el potencial de accién (que
se generd en el sitio de estimulacion) alcance cualquiera de los dos
electrodos; t3, cuando el potencial de accién estd abarcando ambos
electrodos; y t5, cuando el potencial de accion ya esta por delante de
ambos electrodos (Figura 3). Tanto en t2 como en t4, los electrodos
registran una diferencia de potencial entre ellos: en t2, la diferencia de
potencial es de cierta magnitud (deflexion hacia arriba) y en t4 es de igual
magnitud, pero en sentido contrario (deflexion hacia abajo).

Registro del PAC en el nervio ciatico

El registro del potencial de accion compuesto en el nervio ciitico
muestra la suma de todos los potenciales de accion generados por las
diferentes fibras nerviosas dentro del nervio. Es relativamente facil de
realizar, porque puede hacerse de manera extracelular, colocando el
nervio sobre una serie de electrodos horizontales en paralelo (Figura 4).
Por algunos electrodos se pasard una corriente despolarizante
(electrodos de estimulacion, S, Figura 4) y otros serviran de electrodos

de registro del potencial de acciéon compuesto (R1 a R10, Figura 4).

Estos registros se pueden utilizar para analizar varios aspectos
PAC, como su amplitud, latencia y forma de onda. Estos parametros
proporcionan informacion sobre la integridad del nervio ciatico, asi
como sobre su velociddad de conduccion, periodos refractarios,
frecuencias maximas de disparo, propagacion diferencial de las distintas
fibras que componen el nervio, etc.

Velocidad de conduccion del PAC

La velocidad de conduccion en un nervio como el ciatico es

relativamente facil de medir. La Figura 4 muestra que el nervio puede
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ser estimulado en un extremo (Est) y el PAC generado puede ser
registrado en dos puntos: uno proximal al sitio de estimulo (R2-R3) y
otro distal al mismo (R6-R7). Siendo que el nervio es estimulado en un
extremo, el PAC viajara en una unica direccion posible: hacia el otro
extremo. De esta manera, el PAC pasara primero por el sitio proximal
de registro y luego por el distal.

Si se restan las latencias de comienzo del PAC en el sitio distal
(t2) y proximal (t1), se obtendrda un Dt = t2-tl. Sabiendo, ademas, la
distancia que separa a ambos sitios de registro (Dd), sera sencillo utilizar
la formula: Dd / Dt para calcular la velocidad de conduccion en el nervio.

Est T1 TZ Vm VR1 = VR2
_______ 444+
- D 0—
nervio ciatico
VR1 < VR2
T1 Tz
_______ +4++++4 /
L I = = - = - = L D ©0
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++-I---|--++++ /\
(=1 | I I 0 v
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+-|++ - | ----- ++++ /\
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Guzman et al,, 2003 y modificado por Julieta Troncoso para fines didacticos de estas notas de clase.
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Figura 3. El potencial de accién compuesto en el nervio es bifasico. A la
izquierda se grafica el nervio cidtico, siendo estimulado (Est) en un
extremo. Este estimulo provoca un potencial de acciéon compuesto
(PAC) en el nervio, representado en rojo. El PAC es registrado de
manera diferencial por dos electrodos (R1 y R2). A la derecha se grafica
la diferencia de potencial (voltaje) en funcién del iempo. Se destacan 5
tiempos caracteristicos: t1 a t5. En tl, todavia el PAC no ha alcanzado
ninguno de los electrodos de registro, de modo que la diferencia de
potencial entre ellos es cero (VR1 = VR2). En t2, hay una diferencia de
potencial entre ambos electrodos, dado que el PAC ha alcanzado R1,
pero no R2 (VR1< VR2). En 3, la diferencia de potencial entre ambos
vuelve a ser cero, dado que el PAC alcanza, en ese momento, ambos
electrodos (VR1 = VR2). En t4, vuelve a haber una diferencia de
potencial entre ambos electrodos, dado que el PAC ya paso por R1, pero
estd afectando R2 (VR1>VR2). La diferencia de potencial es igual que en
magnitud que en t2, pero en sentido contrario. In t5, ambos electrodos
estan en igual potencial, por lo que su diferencia vuelve a ser cero (VR1

= VR2).
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Figura 4. Representacién esquemaitica del montaje experimental. A.
Camara con electrodos dispuestos en paralelo donde se apoy6 el nervio
ciatico. Un par de electrodos (S) sirvié para estimular al nervio en un
extremo. Los otros electrodos (R1 a R10) sirvieron como potenciales
sitios de registro del potencial de accion compuesto (PAC). Todos los
electrodos estan dispuestos de manera equidistante, a 1 cm. En este caso
se usaron para el registro del PAC un par de electrodos proximales (R2-
R3) y otro par de electrodos distales (R6-R7). B. Variacion del voltaje en
funcion del tiempo para cada sitio de registro: proximal (Regl) y distal
(Reg2). El tempo que transcurre entre el estimulo y el comienzo de una
respuesta se denomina latencia (lat). La diferencia entre las latencias de
comienzo de los PAC en el sitio distal (t2) y proximal (t1) da un valor Dt
que, sabiendo la distancia entre los sitios de registro (Dd) puede utilizarse
para calcular la velocidad de conduccion del nervio. La unidad de
aislamiento de estimulos (Est) estd conectada a un generador de pulsos
que, ademads, produce un estimulo de sincronismo para disparar
simultineamente el sistema de adquisicion de datos (output). Las senales
electrofisiologicas se amplificaran, se acondicionarin (input) y se
digitalizaran para luego ser analizadas.

Periodos refractarios

Hay un periodo de tiempo en el cual una neurona, una vez ha
sido estimulada y dispara un potencial de accion, no puede disparar un
segundo potencial de accion ante un nuevo estimulo. Este lapso se

conoce como periodo refractario.
Los periodos refractarios estin relacionados con la inactivacion
de los canales de Nav luego de que éstos se abren por la despolarizacion

de la membrana. Entonces, el canal de Na. tiene tres estados: cerrado

(cuando el voltaje de la membrana estd en reposo), abierto (cuando la
membrana se despolariza) e inactivo (cuando pasa un tiempo después de
abrirse, una compuerta de inactivacion inhabilita al canal para el paso del
sodio). Tiene que pasar un tiempo para que el canal pase de su estado
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mactivado a su estado cerrado. Solo si estd en estado cerrado, es
susceptible de activarse (abrirse) por una despolarizacion.

Periodo absoluto vs relativo

Si una neurona es recibe un par de estimulos, separados por
cierto intervalo de tiempo entre ellos, y estos estimulos son
despolarizantes, de igual duraciéon e intensidad, se espera que la neurona
responda de igual manera a ambos. Imaginemos que esos estimulos son
supra-umbrales, de modo que la respuesta que se genere sea un potencial
de acciéon. Si la neurona responde con un potencial de accion para el
primer estimulo y otro potencial de accion de igual magnitud que el

primero, para el segundo estimulo, se dice que la neurona no esta en

periodo refractario. Es decir, todos los canales de Na« que se abrieron
por la despolarizacion provocada por el primer estimulo (v luego
entraron en estado de inactivacion), salieron de su estado inactivado
antes de la llegada del segundo estimulo. De esta manera, el intervalo
entre los dos estimulos fue lo suficientemente grande como para que la
neurona pueda responder de igual manera a ambos.

Si el intervalo entre el par de estimulos disminuye, puede suceder
algo particular: la respuesta al segundo estimulo (potencial de accion) es
de amplitud menor que la respuesta al primer estimulo. Esto sucede
porque una parte de la poblacion de canales de Nav estd mactiva al
momento de la llegada del segundo estimulo. Es decir, el tiempo
transcurrido entre los dos estimulos no fue suficiente como para que
todos los canales salieran de su estado de mactivacion (pero algunos si).
En este caso, se dice que la neurona esta en periodo refractario relativo.

Si el intervalo entre el par de estimulos sigue disminuyendo,
sucede algo mds drastico: no hay respuesta al segundo estimulo. Ni
siquiera aumentando la intensidad o duracion del segundo estimulo, no

se logra que la neurona responda. En este caso, en el momento de la
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Figura 5. Periodos refractarios. A. Si la respuesta al segundo estimulo
(Rta2) es 1igual en amplitud que la respuesta al primer estimulo (Rtal) los
canales de Nav que estin presentes en los axones que componen el

nervio han salido por completo de su estado inactivado para ese intervalo
entre estimulos (IEE). Es decir, el estimulo 2 llega cuando el nervio no



Practica 2 | Potencial de accion compuesto en el nervio ciatico del
sapo Rhinella marina

esta en periodo refractario. B y C. Si la Rta 2 es menor que la Rtal,

algunos canales de Nav que estan presentes en los axones que componen
el nervio no han salido de su estado inactivado. Es decir, el segundo

estimulo llega cuando el nervio esta en periodo refractario relativo. D. Si

no hay respuesta al segundo estimulo, todos los canales de Nav que estin
presentes en los axones que componen el nervio estin en estado
mactivado. Es decir, el segundo estimulo llega cuando el nervio estd en
periodo refractario absoluto. Los estimulos 1y 2 (E1 y E2) son iguales

en mtensidad y duracion.

2.3. Materiales y métodos

Animal experimental

Se utiizé6 un ejemplar de Rhmnella maria obtemdo del lago
artificial adyacente al Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias,
Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogotd. Nota: este animal es
el mismo que se utilizo para la Practica 1.

Procedimiento quirdrgico

Antes de realizar el procedimiento quirtrgico, el animal fue
anestesiado con cloroformo para evitar cualquier tipo de sufrimiento.
Una vez comprobado el nivel de anestesia deseado (ausencia de
reflejo palpebral y de retirada de la pata), se procedié a realizar una

seccion medular a nivel cervical, con la ayuda de un punzon.

Antes de la diseccion del nervio, se separé completamente la piel
de la pata derecha del animal. Se procedio a la diseccion del nervio
ciatico, con ayuda de tijeras quirdrgicas para separar el nervio del
musculo y del tejido conectivo. Se tuvo especial cuidado de mantener

mtacto el nervio, utilizando técnicas de diseccion romas. Se intentd
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retirar la maxima cantidad de tejido conectivo alrededor del nervio para
evitar interferencias en el registro.

Una vez separado de todo tejido muscular y conectivo, se utilizé
un trozo de seda quirtrgica (4-0) para atar el extremo del nervio disecado
a la altura de la cadera. Se utilizaron tijeras quirargicas para cortar el
nervio y separarlo de la médula espmal. La seda quirdrgica permitié
manipular el nervio sin tocarlo, manteniendo intacta su integridad. Una
vez diseccionado por completo (hasta la altura del tobillo del animal), se
ato el otro extremo con seda quirargica 4-0 y se corté de igual manera
que el otro extremo. El nervio ciatico se coloco en un vaso de precipitado
con solucion Ringer de anfibio (NaCl 114,9 mM; KCl, 5mM;
NaH.PO.0, 85mM; pH7, 1) y se mantuvo alli hasta el momento de

realizar los registros.

Montaje experimental

La Figura 4 muestra el esquema del montaje experimental que se
utilizo en esta practica. En una camara con electrodos se apoyo el nervio
clatico, que se banéd con gotas de solucion Ringer durante los registros.
Estos electrodos estaban dispuestos de manera paralela, equidistantes
entre si (a 1 cm). El par de electrodos de un extremo de la cimara sirvio
para estimular al nervio (S). Los electrodos restantes (R1 a R10) sirvieron
como potenciales electrodos de registro del PAC. Para la practica se
utilizaron un par de electrodos proximales (en la Figura 4 representados
como R2-R3) y otro par distales (representados como R6-R7),

distanciados 4 cm entre si.

Estimulacion

Para el protocolo de estimulacion se administraron pulsos
cuadrados de corriente de 100 ms de duracion, a través de electrodos (S,

Figura 4) conectados a una unidad de aislamiento de estimulos modelo
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Isolator-11 (Axon mstruments), contralada a su vez por un generador de
pulsos modelo 9514 (Quantum Composers). El estimulador de corriente
puede generar pulsos de duraciéon, intensidad (amplitud) variable y
controlada y, ademas, produce un estimulo de sincronismo (trz7gger) para

disparar simultineamente el sistema de adquisicion de datos.

Adquisicion y procesamiento de datos

Los electrodos de registro estaban conectados a un pre-
amplificador diferencial y a un amplificador de la senal (CiberAmp 380,
Axon instruments); las senales electrofisiologicas obtenidas se
digitalizaron mediante un convertidor analogo-digital DigiData 1200
(Axon mnstruments). Los registros se guardaron para luego ser analizados
off-ine mediante el software Clampfit (v.8.0) en un computador.

Inhibicion farmacologica del PAC

Para evaluar el efecto de la xilocaina en la conduccion nerviosa, se
aplicé una gota de este tarmaco (al 29%), sobre el nervio cidtico, en el sitio
distal de registro y se realizaron registros de los PAC a distintos tiempos

luego de la aplicacion.

2.4. Resultados

Busqueda de umbrales

Se aplicaron pulsos cuadrados de corriente estimulante de
duraciéon constante (100 ps, parametro fijo) e intensidades crecientes: 25

UA; 75 pA; 100 pA; 300 pA; 500 yA, 700 yA, 1T mA; 2 mA (parametro
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variable). La Figura 6 muestra los registros del PAC en el sitio proximal
obtenidos con cada intensidad de estimulacién.

25 uA 75 pA
100 pA 300 pA
BEly o
Ci= T
500 pA ! 700 pA
SO iﬂ‘;— — —
1mA 3 2mA

Figura 6. Bisqueda de umbrales de respuesta en el nervio ciitico del
sapo. Los diferentes registros muestran el potencial de acciéon compuesto
en el nervio ciatico ante estimulos de intensidad creciente. En todos los
casos, la duracion del estimulo fue de 100 ms. Las graficas corresponden
a valores de voltaje (Vm) en funcion del tiempo (ms).

Velocidad de conduccion

La Figura 7 muestra los registros del PAC en los sitios proximal
(arriba) y distal (abajo) del nervio ciatico. Dado que se sabe que los
electrodos de la camara donde esta ubicado el nervio estan separados
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por 1 cm, se puede calcular la velocidad de conduccién, teniendo en
cuenta las latencias observadas en cada registro (proximal vs distal).
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Figura 7. Estimacién de la velocidad de conduccién en el nervio cidtico
del sapo. Arriba: potencial de accion compuesto (PAC) registrado en el
sitio proximal; abajo: PAC en el sitio distal del nervio ciatico. Las graficas
muestran valores de voltaje (Vm) en funcion del iempo (ms). El estimulo

despolarizante se esta dando a los 10 ms.

Periodos refractarios: pares de estimulos

Para la determinacion de los periodos refractarios absoluto y
relativo, se estimul6 al nervio con pares de estimulos de 1gual duracion
(100 ps) e intensidad (1 mA) y un intervalo entre estimulos (IEE) variable
de: 40 ms, 20 ms, 10 ms, 4 ms, 4 ms y 3 ms. La Figura 8 muestra los
resultados obtenidos para cada intervalo.
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Figura 8. Periodo refractario absoluto y relativo en el nervio cidtico del
sapo. Los diferentes registros muestran el potencial de acciéon compuesto
en el nervio cidtico ante un par de estimulos, cuyo intervalo entre
estimulos (IEE) estd siendo modificado. La intensidad y duracién del
estimulo, para cada caso, se mantuvo constante: 1 mA, 100 ms,
respectivamente. Las graficas corresponden a valores de voltaje (Vm) en
funcion del tiempo (ms).

Tren de estimulos

Se aplicoé una estimulacion en forma de tren (seguidilla de
estimulos) para ver la respuesta a cada uno de los estimulos del tren. En
total se dieron 5 estimulos, de 1 mA de intensidad, con una duracion de
100 ps y un intervalo entre estimulos del tren de 3.5 ms. La Figura 9
muestra la respuesta del nervio citico a este tipo de estimulacion.

a
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Figura 9. Respuesta en el nervio ciitico del sapo ante un tren de
estimulos. Registro correspondiente a la respuesta del nervio ciatico a 5
estimulos de 1 mA de intensidad, con un intervalo entre estimulos de 3.5
ms y una duraciéon de 100 ms. Las graficas muestran valores de voltaje
(Vm) en funcion del tiempo (ms).
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Aplicacion de xilocaina

Luego de haber aplicado una gota de xilocaina al 2% en el sitio
distal de registro, se registraron los PAC en el nervio ciatico. La Figura
10 muestra el PAC en el sitio proximal (arriba) y en el sitio distal (abajo)
a distintos tiempos luego de la aplicacion del anestésico: 1 min, 2 min,

3 min y 5 min, respectivamente.
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Figura 10. Aplicaciéon de xilocaina. Se muestran los registros del
potencial de accion compuesto del nervio cidtico en el lado proximal
(registros de arriba) y distal (registros de abajo), a distintos tiempos luego
de la aplicacién de 1 gota de xilocaina al 2%. La duracion del estimulo y
la intensidad de este fue la misma en todos los casos: 100 ms y 1 mA,
respectivamente. Las graficas muestran valores de voltaje (Vm) en
funcién del tiempo (ms).
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2.6. Gula de preguntas de la Practica 2

Una vez leido el marco teorico, analizado los resultados y

observado el video correspondiente a la practica de potencial de accion

compuesto en el nervio ciatico, los estudiantes deberan responder y

presentar de manera grupal a modo de informe de laboratorio, las

preguntas de esta guia.

I. Curva de intensidad

Se suministraron estimulos cuadrados de corriente, con las siguientes

caracteristicas:

G

e Pulso cuadrado de corriente de duracion constante: 100 ps
(parametro f1j0).

e Intensidades crecientes de estimulacion: 25 pA; 50 uA; 100
uA; 200 pA; 300 pA; 500 pA; 750 uA; 1T mA, 1.5 mA, 2 mA

(parametro variable)

¢Qué es el estimulo umbral? ;Entre qué valores estuvo el
estimulo umbral para este nervio?

¢Por qué hay un aumento en el potencial de accion conforme
aumenta la intensidad de estimulacion? ¢Y la caracteristica todo
o nada del potencial de accion? ;Como explicaria que en este
caso no se evidencia esa caracteristica?

¢Cudl es el estimulo saturante de la respuesta? :Por qué ocurre
esto?

Construya una curva de amplitud de la respuesta en funcién de
la mtensidad del estimulo y expliquela. Utilice los valores
experimentales obtenidos en la practica.

Dado que hay dos electrodos de registro, uno distal y otro
proximal al sitio de estimulacion, usted puede calcular la
velocidad de conduccién en este nervio, teniendo en cuenta la
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latencia de respuesta. Recuerde que todos los electrodos de la
camara estan separados entre si por 1 cm.

[l. Pares de estimulos

Se suministraron sucesivamente dos estimulos (E1 y E2) con las
sigulentes caracteristicas:

e Duraciéon E1 = Duracion E2 = 100 us (parametro fijo).
e Intensidad E1 = Intensidad E2 = 700 mA (parametro fijo).

e Intervalos entre estimulos: 40 ms, 20 ms, 10 ms, 5 ms, 4 ms, 3
ms (parametro variable).

1) ¢Qué es el periodo refractario absoluto y qué es el periodo
refractario relativo?

2) A qué intervalo entre estimulos observa el periodo refractario
absoluto? Y el relativo?

[1l. Tren de estimulos

Se suministraron trenes de estimulos con estas caracteristicas:

e Numero de estimulos del tren: 5
e Intensidad de cada estimulo: 1 mA
e Duraciéon de cada estimulo: 100 ps

e Separacion temporal entre estimulos: 3.5 ms

1) ¢Qué observa con la amplitud de la respuesta a los distintos
estimulos del tren? ¢Por qué ocurre esto? Explique.

IV. Aplicacion de xilocaina

Caracteristicas de los estimulos:

e Duracion del estimulo: 100 us



Practica 2 | Potencial de accion compuesto en el nervio ciatico del * 53
sapo Rhinella marina

e Intensidad de estimulacion: 1 mA

La gota de xilocaina (29) se aplicé tinicamente en la porcion de
nervio que esta tocando el sitio distal de registro. La Figura 10 muestra
los registros de los PAC proximal (arriba) y distal (abajo) a distintos
tiempos luego de la aplicacion del anestésico.

1) ¢Como actia la xilocaina? Cudnto tiempo se demora en hacer
efecto la xilocaina?

2)  ¢Qué¢ paso6 con el potencial de accion del sitio distal? ;Como lo
explica?
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Contraccion isométrica del
musculo gastrocnemio del
sapo Rhinella marina
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A continuacién, los estudiantes encontrardn una guia que le
permitira acceder al marco teérico de la practica, asi como la explicacion
del montaje experimental, el método de registro, el complejo
mstrumental utilizado y el procedimiento para registrar la respuesta
electromiografica y la fuerza de contraccion del musculo gastrocnemio,
cuando se estimula el nervio ciatico del sapo. Al final del documento,
encontrarin una serie de preguntas que deberian responder una vez
hayan visto el video correspondiente.

31. Objetivos

Objetivo de la practica

El objetivo de esta practica es la caracterizacion de la respuesta
electromiogréfica (potenciales de accion extracelulares) y la medicion de
la fuerza de contraccién (sacudida muscular) del masculo gastrocnemio
frente a la estimulacion eléctrica del nervio ciatico del sapo. Se abordara
la busqueda de umbrales de respuesta y de los fenémenos de sumacion,
contraccion tetanica y fatiga muscular.

Objetivo pedagogico

Fl objetivo pedagogico de esta practica consiste en consolidar los

conceptos de potencial de accion en las células musculares, que pueden
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medirse de manera extracelular (electromiograma). Se abordara el
concepto de umbral y de respuesta graduada de los potenciales de accién
musculares en respuesta a distintas intensidades de estimulacién.
Sumado a ello, se hara énfasis en el proceso de contraccion muscular y
el papel del calcio en este fendbmeno, en conjunto con la generacién de
puentes cruzados de actina/miosina. Se ahondard en el fenomeno de
sumacion y contraccion tetanica y su relacion con la concentracion de
calcio en el sarcoplasma. En tal sentido, se consolidaran los conceptos
que relacionan el numero de puentes cruzados actina/miosina y la
consecuente generacion de fuerza muscular. Por ultimo, se reflexionara
sobre el proceso de fatiga muscular y los posibles fenomenos que la
explican.

3.2. Marco teorico conceptual

Contraccion muscular

A diferencia de la conduccion nerviosa, que no es apreciable a
simple vista, la contracciéon muscular es un fenémeno que puede verse a
ojo desnudo. Es decir, el acortamiento del musculo cuando se contrae
es evidente. Y esto puede ocurrir tanto cuando se lo estimula
directamente, como cuando se estimula el nervio responsable de su
contraccion. Este fenomeno ha intrigado a la comunidad cientifica por
siglos. De hecho, las primeras observaciones formales acerca de la
contraccion muscular se remontan al siglo II d.C., cuando el médico
griego Claudio Galeno propuso que la contraccién muscular era causada
por la acci6n de un fluido denominado "espiritu animal’, que se originaba
en el cerebro y viajaba a través de los nervios hasta los musculos,
provocando su movimiento. Galeno consideraba que los nervios eran
conductos huecos que transportaban este fluido vital, permitiendo la

comunicacion entre el sistema nervioso y el sistema muscular.
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En el proceso de contraccion, los muasculos generan fuerza. Esta
fuerza es utilizada por los animales para moverse, desplazar objetos,
modificar la tension arterial, masticar, desplazar fluidos y un sinfin de
otras actividades como la comunicacién a través de la gesticulacion o la
generacion de sonidos. Los musculos, entonces, fueron interpretados
como los responsables del anima (alma) de los cuerpos, que so6lo estaban
presentes en los animales (de ahi su nombre).

El concepto de “electricidad animal”

Los experimentos pioneros respecto de la contraccion muscular
datan del siglo XVII, donde Jan Swammerdam, un extraordinario
anatomista y zoologo holandés, demuestra que la contraccion muscular
podia producirse sin la intervencion del sistema circulatorio, al estimular

mecanicamente el nervio ciitico, en sapos.

Posteriormente, Luigi Galvani, un destacado médico italiano,
realizo los experimentos que demostraron que las patas de las ranas se
contraian cuando un par de barras metalicas (de distinta composicion:
una de cobre y otra de zinc) estando en contacto con el musculo y con el
nervio, respectivamente, entraban en contacto entre si. Esto lo llevé a
proponer la existencia de una “electricidad animal” (almacenada en los
musculos) que fluia a través de los metales hacia los nervios y que la
descarga de electricidad hacia que los musculos se hincharan
(aumentaran su didmetro) a expensas de acortarse (Galvani, 1791).

Luego, Alessandro Volta, un extraordinario fisico también
italiano, cuestioné la interpretacion de Galvani y en 1972 hace una
propuesta alternativa de sus resultados. Volta construye la primera pila
eléctrica, demostrando que la electricidad podia generarse artificialmente
y que los efectos observados por Galvani podian deberse a una corriente
externa en lugar de una electricidad inherente a los tejidos. Sin duda,
estos experimentos sentaron las bases de la electrofisiologia y el estudio
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de la bioelectricidad, fundamentales para la comprension moderna de la

excitabilidad neuromuscular.

Pero no fue sino hasta principios del siglo XX que los
procesos fisiologicos asociados a la contraccién muscular comienzan a
dilucidarse con detalle, gracias a los avances en microscopia electronica,
bioquimica y biofisica que permitieron describir en detalle la

estructura del mecanismo contractl de las células musculares.

Las células musculares contienen proteinas motoras

Los musculos estin formados por células especializadas grandes,
multinucleadas, que surgen de la fusion de varias células (sincitio). Cada
una de las células que forman el musculo se denomina fibra muscular.
Los musculos estan formados por estas fibras musculares dispuestas en
paralelo. (Nota: hay tres tipos de musculos -estriado, liso y cardiaco-; en
este apartado solo se hard referencia al musculo estriado).

Cada fibra muscular contiene multiples estructuras proteicas
denominadas miofibrillas. Las miofibrillas estan formadas por filamentos
gruesos de miosina y filamentos finos de actina, organizadas en unidades
estructurales llamadas sarcomeros. Durante la contraccion, los
filamentos de miosina, que tienen cabezas moviles, se unen a los
filamentos de actina mediante puentes cruzados. Con la energia aportada
por el ATP, las cabezas de miosina se flexionan, tirando de los filamentos
de actina hacia el centro del sarcomero. Este mecanismo, conocido
como la teoria de los filamentos deslizantes, hace que las fibras
musculares se acorten, generando la fuerza necesaria para el
movimiento, en presencia de calcio. La coordiacion de multiples
sarcomeros acortandose simultineamente da lugar a la contraccién de

todo el musculo, que puede ser medible experimentalmente.
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Las células musculares son excitables

Al igual que las neuronas, las fibras musculares son capaces de
disparar potenciales de accion, es decir, son células excitables. De hecho,
el proceso de contraccion comienza con despolarizacion de la
membrana plasmatica de la fibra muscular.

Para que el musculo se contraiga tiene que haber un comando
desde una neurona (una motoneurona). Una vez que la motoneurona
dispara un potencial de acciéon liberard el neurotransmisor acetilcolina a
la hendidura siniptica. En la membrana de la célula muscular hay
receptores 1onotropicos para este neurotransmisor. Una vez que la
acetilcolina interactia con los receptores de la fibra muscular, se abriran
canales de Na . La entrada de este cation a la célula muscular provocara
una despolarizacion de esta. Esta despolarizacion, si es lo
suficientemente intensa como para llevar a la fibra al umbral de disparo,
hard que la célula muscular dispare un potencial de accion.

Si bien cada fibra muscular responde disparando un potencial
de accion de manera todo-o-nada, la respuesta de contraccion
muscular es un fenémeno gradual. Esto se debe a que hay muchas
fibras conformando el musculo, cada una con un umbral propio de
activacion. De esta manera, modificando la mtensidad y la frecuencia
de estimulacion, se podra reclutar una mayor cantidad de fibras y la
fuerza de contraccién sera mayor.

El acoplamiento excitacion-contraccion

La relacion entre la excitacion de la célula muscular y la
consecuente contraccion del musculo esquelético de los vertebrados esta
actualmente bien caracterizada. A este fenomeno se lo denomina
acoplamiento excitacion-contraccion.

Una vez que la célula muscular dispara un potencial de accion,
éste se propagara por la membrana de la fibra muscular hasta alcanzar a
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los tabulos T. En ellos se encuentran los receptores de dihidropiridina
que sufririn un cambio conformacional con la despolarizacion. Los
receptores de dihidropiridina estin conectados mecanicamente con
receptores de rianodina del reticulo sarcoplismico, de modo que el
cambio conformacional de los primeros producira la apertura de los
segundos. Esta apertura de los receptores de rianodina permitira la
salida de Ca” del reticulo sarcoplasmico. FEl aumento del Ca”
en el sarcoplasma, es crucial en la formacion de puentes cruzados
entre los filamentos de actina y miosina y el deslizamiento entre ellos,
provocando el acortamiento muscular y la generacion de fuerza, en
presencia de ATP (Randall et al., 2002).

La unidad motora

Cada motoneurona puede inervar mds de una fibra muscular. La
unidad motora estia formada por las fibras musculares y la motoneurona
que las mervan. Una motoneurona puede inervar a 200 fibras musculares
o menos (unidad motora pequenia) o a mas de 2000 (unidad motora
grande). Kl tamano de la unidad motora determina la precision de los
movimientos que puedan realizarse. En tal sentido, una unidad motora
mas pequena permitird movimientos mucho mas finos y controlados.

Registro experimental de la actividad muscular

Tanto el fenomeno de actividad eléctrica muscular, como la
fuerza generada por un musculo al contraerse, pueden registrarse de
manera experimental. Para ello, hace falta utilizar electrodos en el nervio
(de estimulacion), electrodos de registro (en el musculo) y un transductor
de fuerza, como se hizo en la practica.

En este caso, se utilizan electrodos metdlicos en contacto con el
nervio ciatico conectados a un estimulador eléctrico, que genera pulsos
de corriente de mtensidad y duracién especificos. Por otra parte,
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mediante electrodos ubicados directamente en el muasculo gastrocnemio,
se registra la actividad eléctrica de las células musculares en respuesta al
estimulo nervioso. Este registro extracelular de potenciales de accion en
las fibras musculares recibe el nombre de electromiograma (EMG). Los
potenciales de accion de las diferentes fibras que componen el musculo
no son sincroéonicos y la amplitud de la senal desde cada fibra en particular
depende de cuan cerca esté del electrodo de registro. Es por este motivo
que el EMG puede apreciarse como una senal muy compleja.

Por otra parte, la fuerza generada por el musculo al contraerse se
registra mediante un transductor de fuerza. Kl transductor de fuerza es
un dispositivo que convierte la fuerza mecanica generada por la
contraccion muscular en una senal eléctrica cuantificable. En la
preparacion experimental del musculo gastrocnemio del sapo, el
musculo se monta en un sistema de registro donde un extremo se fija a
un soporte Inmovil y el otro extremo se conecta al transductor de fuerza
a través de un hilo o filamento no elistico. Cuando el musculo es
estimulado, las fibras musculares generan tensién al contraerse. Esta
tension se transmite al transductor, el cual contiene un sensor
piezoeléctrico. Estos sensores convierten la deformacion mecanica en
una variacion de resistencia eléctrica, generando una senal proporcional
a la fuerza ejercida.

A partir de estos registros se pueden analizar parametros como
el periodo de latencia y sacudida muscular 1sométrica, asi como la
relacion entre la intensidad del estimulo y la magnitud de la respuesta.
Esto permite estudiar fenomenos como el umbral de excitabilidad,

sumacion, contraccion tetanica y fatiga muscular.

Periodo de latencia

El periodo de latencia es el tiempo que transcurre entre la
estimulacion nerviosa y el micio de la contraccion. Durante este periodo

ocurren todos los eventos moleculares que permiten el acoplamiento
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excitacion-contraccion: desde la liberacion de acetilcolina desde la
terminal de la motoneurona, hasta la generacién del potencial de accién

muscular v la consecuente salida de Ca” del reticulo sarcoplasmico. Fl
calcio es el 1on que permitird la formaciéon de puentes cruzados de
filamentos de actina y miosina (en presencia de ATP) y, por lo tanto, la
generacion de fuerza.

Sacudida muscular isométrica

La contraccién isométrica generada con un tinico estimulo recibe
el nombre de sacudida, como muestra la Figura 1. La amplitud de la
sacudida depende de la ntensidad del estimulo y su duracion, del tipo
de musculo (rojo o blanco) y de la temperatura (Guzman et al., 2003).

Con el registro de sacudida muscular se puede hallar el estimulo
umbral que provoca la minima respuesta del muasculo. La medicion de
la respuesta a estimulos de intensidad creciente permite establecer que
ésta se incrementa con la intensidad del estimulo (respuesta graduada).
Esto se debe a que a medida que aumenta la intensidad del estimulo hay
un aumento en el nimero de fibras musculares reclutadas. La respuesta
es maxima, cuando todas las fibras del masculo se han reclutado para
dar lugar a la mayor fuerza de contraccion.

En esta practica la contraccion se denomina isométrica porque se
efectia con los extremos del musculo fios, para 1mpedir su
acortamiento. s decir, en esta contracciéon el musculo tiene la misma
longitud (salvo por el pequeno desplazamiento cedido por el transductor

de fuerza).

Fenomeno de sumacion

La sumacion es un fenomeno excitatorio en el que la fuerza de la

contraccion muscular aumenta cuando se reciben dos o mdas estimulos
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en rapida sucesion. Se ha explicado previamente que el micio de la
contraccion muscular se produce por la liberacion de acetilcolina desde
la motoneurona en la union neuro-muscular. La acetilcolina actuando

sobre receptores de la célula muscular, produce una despolarizacion de

la membrana (por la entrada de Na'), que desencadena un potencial de

accion en la fibra. Este potencial de accion se propaga a lo largo de la
membrana del musculo y desencadena la liberacion de 1ones de calcio

almacenados en el reticulo sarcoplasmico.

El calcio liberado se une a la troponina, una proteina que
normalmente bloquea la unién entre la actina y la miosina, cruciales para
el proceso de contraccion muscular. Cuando el calcio se une a la
troponina, provoca un cambio conformacional que permite que la
miosina se una a la actina, miciando asi la generacion de puentes
cruzados que van a permitir el deslizamiento entre las miofibrillas y, por

consiguiente, la contracciéon muscular.

Ahora, cuando hay un segundo estimulo que llega
mmediatamente después del primero, la concentracion de calcio en el
sarcoplasma ya esta elevada debido al primer estimulo cuando llega el
segundo. Es decir, si el segundo estimulo llega antes de que los sistemas
de bombeo de calcio logren mover todo el calcio nuevamente al reticulo
sarcoplasmico, el calcio que atn esta en el sarcoplasma debido al primer
estimulo (calcio residual) se suma al calcio liberado desde el reticulo
debido al segundo estimulo. Una mayor concentracion de este calcio,
entonces, esta disponible para unirse a la troponina en el segundo
estimulo, lo que resulta en una contraccion muscular mas intensa

(sumacién, Figura 1).

Si, por el contrario, el musculo recibe un par de estimulos
separados temporalmente lo suficiente como para permitir a los
mecanismos de bombeo devolver el calcio completamente al reticulo
sarcoplasmico luego del primer estimulo, el segundo estimulo provocara
una respuesta de contraccion semejante al primero. Es decir, no habra

sumacion (Figura 1).
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Contraccion tetanica

La tasa de disparos de potenciales de accion en el musculo y la
sumacion de las fuerzas de contraccion debido a cada sacudida,
determinaran la fuerza maxima de contraccion que puede realizar un
musculo. A mayor nimero de estimulos y mayor frecuencia de
estimulacién, mayor fuerza de contraccion. Si la frecuencia no es muy
alta y se permite la sumacion, se podrd evidenciar una fuerza de
contraccion que aumenta de manera “escalonada”, donde cada
contraccion se “monta” sobre la anterior (tétano no-fusionado, Figura 1).
Si la frecuencia del tétano aumenta (es decir, cuando el musculo recibe
varios estimulos a una frecuencia muy alta) los eventos de sumacién se
fusionan y la fuerza de contraccion es maxima (tétano fusionado, Figura
1). En otras palabras, la contraccion tetinica permite evidenciar el efecto
de sumacion mecanica de las fuerzas de las distintas sacudidas, producto
de la esimulacion repetida a alta frecuencia.

Fuerza de contraccién

|

|

|

|
|
|
|
|
|
|
1
|
|
|

Estimulos

Sacudida No sumacion Sumacion Tétano no-fusionado Tétano fusionado

Figura 1. Contraccion muscular en respuesta a la frecuencia de
estimulacion. La grafica superior (rojo) muestra la fuerza de contraccion
generada por distintos estimulos (azul). Si un tnico estimulo es aplicado
al nervio ciatico, éste provocard una unica respuesta de sacudida
muscular. Si se aplica un par de estimulos lo suficientemente separados

en el ttempo, la respuesta serd de dos sacudidas y no habra sumacion.
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En cambio, si los dos estimulos se dan con una frecuencia mayor (es
decir, con un intervalo entre estimulos menor), se producira el fenomeno
de sumacion. Este fenomeno se visualiza, también, con estimulos
repetidos (tétano) donde con cada estimulo se produce una sumaciéon de
la respuesta que se “monta” sobre la respuesta anterior: en este caso se
trata de un tétano no-fusionado. Por dltimo, si el estimulo tetanico es de
alta frecuencia, la respuesta de contraccion es maxima y no logran verse
las sumaciones de cada una de las respuestas sino una tinica respuesta
fusionada.

Fatiga muscular

La fatiga muscular es el resultado de una serie de procesos
fisiologicos complejos que afectan la capacidad de los musculos para
generar fuerza. Es decir, la fatiga es la dismimucion de la actividad
contractil del musculo. Esta podria deberse a la acumulacion de
productos metabolicos, la reduccion de los miveles de energia disponibles
y el desequilibrio en la homeostasis de las fibras musculares. Es un

fenomeno reversible.

Las fibras del musculo esquelético se fatigan durante el ejercicio
muy intenso cuando tienen que depender del metabolismo anaerébico.
Las primeras etapas de la fatiga implican un deterioro de la funcion
miofibrilar, mientras que la disminucion de la liberacion de Ca” desde
el reticulo sarcoplasmico (SR) se vuelve mas importante en las etapas
posteriores (Cheng et al., 2018).

Adicionalmente, el agotamiento del glucégeno almacenado en la
fibra muscular puede contribuir a la fatiga (por disminucion del ATP
disponible). El aumento de especies reactivas de oxigeno/nitrégeno
puede causar alteraciones duraderas en la liberacion de Ca” del reticulo,
lo que resulta en una depresion prolongada de la fuerza del musculo
después de una prolongada estimulacion (Cheng et al., 2018).
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3.3. Materiales y métodos

Animal experimental

Se utilizo un ejemplar de Rhmnella maria obtenmido del lago
artificial adyacente al Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias,
Universidad Nacional de Colombia, Sede Bogota. Nota: este animal es
el mismo que se utilizo para las Practicas #1 y #2.

Procedimiento quirdrgico

Antes de realizar el procedimiento quirtrgico, el animal fue
anestesiado con cloroformo para evitar cualquier tipo de sufrimiento.
Una vez comprobado el nivel de anestesia deseado (ausencia de
reflejo palpebral y de retirada de la pata), se procedié a realizar una

secciéon medular a nivel cervical, con la ayuda de un punzon.

Antes de la diseccion del nervio, se separé completamente la piel
de la pata izquierda del animal. Se procedi6é a la diseccion del nervio
ciatico a la altura del fémur, con ayuda de tijeras quirtrgicas para separar
el nervio del musculo (Figura 2). Se tuvo especial cuidado de mantener
mtacto el nervio, utilizando técnicas de diseccion romas. Se intento
retirar la maxima cantidad de tejido conectivo alrededor del nervio para

evitar interferencias en el registro.

Un extremo del musculo gastrocnemio se separoé de la fibio-tibula
del animal a través de un corte a nivel del tendén conectado al tobillo del
animal. El extremo cortado se até a una seda quirargica 4-0 (hilo); el otro

extremo del musculo quedo6 unido a la rodilla del animal (Figura 2).
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https://animalphys.butlerlab.org/. Modificado por Julieta Troncoso para fines didacticos de estas notas de
clase.

Figura 2. Procedimiento quirdrgico y preparaciéon experimental. Se
procedié a la diseccion del nervio ciatico a la altura del fémur,
separandolo del musculo y del tejido conectivo, para poder suministrar
los estimulos eléctricos. El musculo gastrocnemio se separ6 de la fibio-
tibula por el extremo unido a la articulacion del tobillo y se até a una
hebra de hilo (seda quirtrgica 4-0) para luego atarlo al transductor de
fuerza (el extremo unido a la articulacion de la rodilla se mantuvo
intacto).

Montaje experimental

La Figura 3 muestra un esquema del complejo istrumental que
se utilizé en esta practica. Una vez separado de todo tejido muscular y
conectivo, el nervio se apoy6 sobre un par de electrodos metdlicos de
estimulacién. Kl extremo del masculo gastrocnemio se unio, a través de
un hilo, a un transductor de fuerza (Strain Gauge). Es decir, el musculo
y el transductor de fuerza quedaron unidos en serie. El montaje
experimental permite hacer la estimulacién del nervio ciitico a mivel
femoral y el registro EMG en el musculo (a través de los electrodos
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metalicos de registro directamente ubicados en el musculo) y el registro
de la fuerza muscular generada (a través del transductor).

Tanto el nervio ciatico como el musculo gastrocnemio se
banaron con gotas de solucion Ringer de anfibio (NaCl 114,9 mM; KCl.,
SmM; NaH.PO.0, 85mM; pH7, 1) durante todo el experimento.

Barra ajuste

d_b/ posicion

Transductor
de fuerza

gF
Hilo ————| \

Electrodos Sistema
registro adquisicién datos

Musculo
gastrocnemio

Nervio ciatico %

7

EMG

https://animalphys.butlerlab.org/. Modificado por Julieta Troncoso para fines didacticos de estas notas de
clase.

Figura 3. Montaje experimental. Un extremo del musculo gastrocnemio

unio, a través de una hebra de hilo, a un transductor de fuerza. El

desplazamiento del transductor, producto de la contraccion muscular,

permitié el registro de la fuerza generada por el masculo (en gramo-

fuerza, gF), luego de cada estimulo. El nervio ciitico se estimulé con
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pulsos cuadrados de corriente (a la altura del fémur). Un par de
electrodos msertados directamente al musculo sirvieron para el registro
de los potenciales de accion extracelulares de las fibras musculares
(electromiograma, EMG).

Estimulacion

La contraccion muscular v la consiguiente generacién de fuerza
del musculo gastrocnemio se logré por la estimulacion, a través del paso
de corriente, del nervio cidtico. Todos los estimulos tuvieron una
duracién de 100 us (parametro fijo). Las intensidades de estimulacion
fueron las siguientes: 200 uA; 210 pA; 220 puA; 230 uA; 240 pA; 300 uA;
400 A (parametro variable).

Registro

Se realizaron dos tipos de registro sobre del musculo
gastrocnemio en respuesta a la estimulacion del nervio ciatico: 1) registro
electromiografico (EMG): potenciales de accion extracelulares de las
fibras musculares (medida mediante electrodos metalicos directamente
msertados en el musculo); y 2) registro de fuerza de contraccion: fuerza

generada por el musculo (medida a través de un transductor).

Calibracion del transductor y medicion de la fuerza

Kl transductor consiste en un elemento que se deforma con la
fuerza realizada por el musculo. Al deformarse, el transductor varia su
resistencia eléctrica. De este modo, con el elemento colocado en un
puente de Wheatstone se obtiene un voltaje (V) directamente
proporcional a la fuerza de contraccion muscular. La calibracion del
transductor se obtiene colgando una masa de 100 g, cuyo peso es igual a
100 gf (gramo-fuerza).
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Adquisicion y procesamiento de datos

Los electrodos de registro estaban conectados a un pre-
amplificador diferencial y a un amplificador de la senal (CiberAmp 380,
Axon Instruments); las senales electrofisioldgicas obtenidas se
digitalizaron mediante un convertidor analogo-digital DigrData 1200
(Axon mstruments). Los registros se guardaron para luego ser analizados
off-line mediante el software Clarpfit (v.8.0) en un computador.

3.4. Resultados

Busqueda de umbrales

Con el objetivo de buscar el estimulo umbral para desencadenar
una respuesta de contraccion del musculo gastrocnemio, se aplicaron
pulsos cuadrados de corriente en el nervio ciatico de duracién constante
(100 ps, parametro fijo) e intensidades crecientes: 200 uA; 210 uA; 230
UA; 240 pA; 300 pA; 400 uA (parametro variable). La Figura 4 muestra
simultineamente el registro electromiografico (EMG, registro superior)
y la fuerza generada por el musculo gastrocnemio (registro inferior), para
cada intensidad de estimulacion.

Figura 4. Bisqueda de umbrales de respuesta en el nervio ciatico del
sapo. Los diferentes registros muestran la respuesta electromiografica
(EMG, trazo superior) y la fuerza de contraccion del musculo
gastrocnemio (trazo inferior) ante estimulos de intensidad creciente en el
nervio ciatico. En todos los casos, la duracion del estimulo fue de 100
ms. Las graficas corresponden a valores de voltaje (Vm) para la grafica
superior y de gramo-fuerza (gf) en la grafica inferior, en funcion del
tiempo (ms).
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Pares de estimulos

Con el fin de evaluar los efectos de sumacion en la fuerza de
contraccion del musculo gastrocnemio, se estimul6 el nervio ciatico con
pares de estimulos (E1 y E2) separados por intervalos entre estimulos
(IEE) variables. La intensidad y la duracion de ambos estimulos fue
siempre la misma: 220 uA y 100 ms, respectivamente (parametros {1jos).
Se utilizaron frecuencias de estimulacion de: 2 Hz, 5 Hz, 10 Hz, 20 Hz
50 Hz y 100 Hz (parametro variable). La Figura 5 muestra los registros
electromiograficos (trazo superior) y la fuerza de contraccion del
musculo gastrocnemio (trazo inferior), cuando se estimula el nervio
ciatico a los distintos intervalos entre estimulos mencionados.
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Figura 5. Pares de estimulos. Los diferentes registros muestran la
respuesta electromiografica (EMG, grafica superior) y la fuerza de
contraccion del musculo gastrocnemio (grafica inferior) ante dos
estimulos en el nervio ciatico, con diferente intervalo entre estimulos (es
decir, diferente frecuencia de estimulacion: 2, 5, 10, 20, 50 y 100 Hz,
respectivamente). kn todos los casos, la duracion de cada estimulo fue
de 100 ms y su intensidad, 220 mA. Las graficas corresponden a valores
de voltaje (Vm) para la grafica superior y de gramo-fuerza (gf) en la grafica

inferior, en funciéon del tempo (ms).

Tren de estimulos

Con el objetivo de evaluar la relacion entre la fuerza de
contraccion, el nimero de estimulos y la frecuencia de estimulacion, se
aplico al nervio cidtico un tren de 20 estimulos eléctricos consecutivos.
Los estimulos del tren tuvieron siempre la misma intensidad y duracion
(220 mA y 100 ms, respectivamente: parametro fijo). Se modifico, sin
embargo, el intervalo entre esos estimulos (parimetro variable), a través

del cambio en la frecuencia de estimulacion.

En un principio se aplicaron los estimulos a alta frecuencia (30
Hz, 20 Hz, 16.6 Hz) para evidenciar el efecto de sumacion tetanica no-
fusionada (Figura 6). Luego, el tren de estimulos se suministro a baja
frecuencia (2.5 Hz) para evidenciar el efecto de la sumacion “escalonada”
(tétano no-fusionado) y a bajisima frecuencia (1 Hz), donde no se observa
sumacion (Figura 7).
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Figura 6. Tren de estimulos de alta frecuencia. Los diferentes registros
muestran la respuesta electromiografica (EMG, grafica superior) y la
fuerza de contraccion del musculo gastrocnemio (grafica inferior) ante
20 estimulos de 220 mA de intensidad y 100 ms en el nervio ciatico. En
cada uno de los casos, el parimetro que se vari6 fue la frecuencia de
estimulacion: a 30 Hz (A), 20 Hz (B) y 16.6 Hz (C), respectivamente. Las
graficas corresponden a valores de voltaje (Vm) para la grafica superior y

de gramo-fuerza (gf) en la grafica inferior, en funciéon del tempo (ms).
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A Frecu-encia: 2.5 Hz Frecuencia: 1 Hz

Figura 7. Tren de estimulos de baja frecuencia. Los diferentes registros
muestran la respuesta electromiografica (EMG, trazos superiores) y la
fuerza de contraccion del masculo gastrocnemio (trazos inferiores) ante
20 estimulos de 220 mA de intensidad y 100 ms en el nervio ciatico. En
A, la frecuencia de estimulacion fue de 2.5 Hz, observandose una
sumaclion tetanica no-fusionada. IEn B, la frecuencia de estimulacion fue
de 1 Hz vy no se observa el fenémeno de sumacién. Las graficas
corresponden a valores de voltaje (Vm) para los trazos superiores y de

gramo-fuerza (gf) para los trazos inferiores, en funcion del ttempo (ms).
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3.6. Gula de preguntas de la Practica 3

Una vez leido el marco tedrico, analizado los resultados vy

observado el video correspondiente a la practica de contraccién

1sométrica del musculo gastrocnemio, los estudiantes deberan responder

y presentar de manera grupal a modo de informe de laboratorio, las

preguntas de esta guia.

I. Curva de intensidad

Se suministraron estimulos al nervio ciitico, con las siguientes

caracteristicas:

o

“n

Pulso cuadrado de corriente de duraciéon constante: 100 us
(parametro f1j0).

Intensidades crecientes de estimulacion: 200 uA; 210 puA; 230 uA;
240 pA; 300 uA; 400 uA (parametro variable)

¢Qué es el estimulo umbral? ;Y sub-umbral? ;Y supra-umbral?
¢Entre qué valores estuvo el estimulo umbral en este
experimento?

¢Por qué hay un aumento en la amplitud del registro
electromiografico del musculo gastrocnemio conforme aumenta
la intensidad de estimulacion?

¢Por qué hay un aumento en la fuerza de contraccion muscular
conforme aumenta la intensidad de estimulacion?

¢A qué mtensidad de estimulacion se logra la tension méxima
muscular y por qué ocurre esto?

Construya una curva de fuerza de contracciéon (o tension) en
funcion de la intensidad del estimulo y expliquela. Utilice los
datos experimentales que se le brindaron.

Calcule el periodo de latencia de la contraccion muscular. ¢A qué

corresponde ese tiempo?
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[I. Pares de estimulos

Se suministraron dos estimulos (E1 y E2) al nervio ciatico, con las
sigulentes caracteristicas:

e Duraciéon E1 = Duracion E2 = 100 us (parametro fijo).

e Intensidad E1 = Intensidad E2 = 220 yA (parametro fijo).

e Frecuencia de estimulacion: 2 Hz, 5 Hz, 10 Hz, 20 Hz, 50 Hz,
100 Hz (parametro variable).

1. ¢Qué sucede con la fuerza de contraccion a medida que aumenta
la frecuencia de estimulacion? :Qué ocurre con la respuesta al
segundo estimulo?

2. ¢Coémo explicaria el fenémeno observado cuando se estimula a
20 Hz?

3. ¢Cudl es el intervalo entre estimulos E1-E2 cuando la frecuencia
de estimulacion es de 20 Hz? ;Y cuando la frecuencia es de 50
Hz?

[1l. Tren de estimulos

Se suministraron trenes de estimulos al nervio cidtico, con estas

caracteristicas:

e Numero de estimulos del tren: 20 (parametro fijo)

e Intensidad de cada estimulo: 220 uA (parametro fijo)

e Duracion de cada estimulo: 100 ps (parametro fijo)

e [Frecuencia estimulacion: 30 Hz, 20 Hz, 16.6 Hz, 2.5 Hz, 1 Hz

(parametro variable)
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¢Qué sucede con la contraccion muscular cuando se estimula al
nervio ciatico con un tren de estimulos de alta frecuencia? ;Por
qué ocurre este fenébmeno?

¢Coémo se denomina este tipo de contraccion?

Reflexione respecto de la fuerza de contraccion en funcion del
nimero de estimulos y de la frecuencia.

¢Qué es la fatiga muscular? :Por qué ocurre este fenémeno?



Las Notas de Clase Metodos experimentales en Fisiologia
Animal: manual de practicas audiovisuales, s una herramienta
pedagogica disenada para acompanar la asignatura de
Fisiologia Animal de la carrera de Biologia de la Universidad
Nacional de Colombia. La obra ofrece un enfoque practico
y conceptual de la disciplina, presentando tres practicas
fundamentales: transporte activo transepitelial, registro
del potencial de accion compuesto en el nervio ciatico, y
contraccion isométrica del musculo gastrocnemio, todas
realizadas en el sapo Rhinella marina. Cada practica incluye
un marco teorico, explicaciones detalladas de los montajes
experimentales, registros electrofisiologicos y preguntas guia
para fomentar el analisis critico de los estudiantes. El texto se
adapta a la normativa colombiana que prohibe el sacrificio
de animales con fines demostrativos, por lo que utiliza
grabaciones audiovisuales de experimentos, garantizando
tanto el aprendizaje como la ética en la ensenanza. A través
de esquemas, resultados experimentales y guias de discusion,
el libro busca consolidar conceptos de transporte ionico,
potencial de accion, conduccion nerviosa y fisiologia de la
contraccion muscular. En conjunto, constituye una herramienta
didactica valiosa que integra teoria, practica y reflexion ética,
facilitando la comprension de los principios fundamentales de
la fisiologia animal.






