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Sesion de laboratorio I;
Simulacion del potencialde accior

POTAC

El programa “POTAC simula las propiedades electrofisioldgicas axén gigante de
calamar, preparacioutilizade por Huxley, Hodgkin, Goldman patkevar a cab los
experimentos que les permitieron desarrollar lese$teoricasde los potenciales ¢
accion de las neuronagl programaha sidorealizado por el Prof. Alvarez de Tolet
Catedratico de Fisiologide nuestro Departamel, y puede descargarse de la siguie
URL:

http://www.guillermoalvarezdetoledo.com/index.plgdétudiantes/descarga/simula
nes-en-fisiologia.html

El programautiliza las ecuaciones que establecieron los mencionadoses
para predecir los cambi@n los potenciales de membraadistintas situacion, asi
como simular las corrientes iénicas situacion de fijacion de voltajodra ver 3 hoja
de ExcelDispositivo Experiment, Potencial de Acciony Corrientes ionica.

Figura 1: Dispositivo experimental para el registro de poi@rde accid.



1.- La preparacion(dispositivo experimental

En la parte inferior de la pantalla se observaeaguema de la preparacion
experimental. Un axon gigante de calamar sumergidana cubeta con una solucion
salina fisiologica. En el interior del axon se maraducido un electrodo metalico,
mientras que otro electrodo se encuentra en lxisolextracelular. Cada uno de estos
electrodos estd a un lado de la membrana y seryp@ntanto, para el registro del
potencial de membrana. La diferencia de potenciikdos dos electrodos se lleva al
Amplificador de registrqseguidor de voltaje) para registrar Vm. En eblatjuierdo
del dispositivo se encuentran los electrodos dienektcion (+, GND), conectados al
Estimulador de PulsosEn el Osciloscopiose monitoriza tanto el estimulo aplicado
(pulso cuadrado) como los cambios de potencial denlbnana (respuesta pasiva o
potencial de accion). El electrodo de referenciaasbos casos es, en realidad, un
electrodo de toma de tierra (GND).

2.- El estimulador para el registro del Potenciad d\ccion

El estimulador permite aplicar uno o dos pulsogstemulacion Pulsos 1y 2)
de laAmplitud (uA) y laDuracién (ms) deseada. Se puede controldRe&traso(ms), o
inérvalo, entre los Pulsos 1y 2.

3.- El reqistro del potencial de accién

El Osciloscopiotiene dos canales. EI Canal 1 monitoriza el padénde
membrana y el Canal 2 los estimulos aplicados.scala temporal se puede controlar.
Los registros (barridos) se pueden grabar. Estims d& podran analizar en las graficas
inferiores. Para borrar los datos almacenados bastaulsaCE en el osciloscopio.

Para comprobar el funcionamiento del programaPetencial de Accignse
procedera a la estimulacion de la preparacion cosolo pulso de 30 pA de intensidad
y 0.1 ms de duracion. En estas condiciones, seupeodin potencial de accion.
Almacene el registro. En los graficos inferioremraperdlas corrientes iodnicas, las
conductancias ionicas, y el estado de las compsattacanales de Na+ y Kantes,
durante y después del potencial). Utilice el cupama leer los valores en cada instante
del experimento.



Ejercicios sobre el Potencial de Accion:

1. Estimulos subumbral, umbral y supraumbral

Uno de los primeros pasos para caracterizar fuabitente una membrana
neuronal es determinar sumbral de excitabilidad. Aplique un pulso de corriente
despolarizante de 1A y 1 ms al axén y observe el cambio en Vm. Grdhegistro.
Incremente poco a poco la amplitud del pulso simkgar la duracién hasta que se
produzca un potencial de accion. Grabe el regigurmte el tiempo en el que se
produce el pico. Aplique un estimulo supraumbrat, ggemplo, del doble de intensidad
que el estimulo umbral, mida de nuevo en qué mamsnproduce el pico y andtelo en
la Tabla I.

2.- Curva de excitabilidad.

El objetivo de este experimento es ver la impaitarde la intensidad y la
duracién de los estimulos en la producciéon delruoé de accion. Hay que encontrar el
menor estimulo que para cada intensidad y durgmidduzca un potencial de accion.
Es recomendable comenzar por un estimulo de muy ibégnsidad y muy larga
duracion, por ejemplo, 04A y 10 ms. Si no se obtuviera potencial de accamente
la intensidad en intervalos de 0.1 (0 de menosesguiere afinar mas) hasta que
aparezca. Anotense los datos en la Tabla RefsultadosCuando consiga un potencial
de accidn represente en la grafica ese punto. &epexperimento con un pulso de 8
ms y encuentre la intensidad minima que produceotencial de accion. Represéntelo
en la grafica. Repita los pasos anteriores coropuls 6, 4, 2,y 1 ms.

3.- Periodo refractario.

Durante e inmediatamente después del desarrollindeotencial de accion, la
membrana permanece no excitable durante un caovaio de tiempo: el periodo
refractario. Para determinar el de esta preparas@aplicaran 2 estimulos de |38 de
intensidad y de 1 ms de duracion, con un retrase ambos de 5 ms. Si no se obtiene
un segundo potencial de accion, aumente el regage ambos estimulos hasta que se
obtenga un potencial de accion caracteristicaslas®si al primero. Cuando se haya
conseguido, intente disminuir el periodo refracta®n un segundo estimulo de mayor
intensidad y la misma duracion que el primero.

4.- Efecto de los blogueantes de los canales iémisobre el potencial de
accion.

Los cambios en el potencial de membrana, que mdatda oportunidad de
explorar en los apartados anteriores, estan prddsicpor modificaciones en las
corrientes ibnicas como consecuencia de la altaraie la conductancia de los canales
de sodio y de potasio.

Como ya sabe, el canal de sodio tiene dos congsjema de activacion llamada
m y otra de inactivacion, denominatia La primera es una compuerta activada por
voltaje, mientras que la segunda se cierra traridauana pequefia fraccion de tiempo
desde que se abrié la primera. El canal de sodivado por voltaje se puede bloquear
selectivamente mediante la utilizacion de un veneanocido como tetrodotoxina
(TTX), extraido de las gbnadas del pez globo. A sueleznal de potasio activado por
voltaje puede ser bloqueado selectivamente p@etamonio TEA). Ademas de estos
canales activados por voltaje, la membrana del @oSee canales catidnicos pasivos




gue permanecen continuamente abiertos y que spongables de las corrientes de
salida continuas de potasitedKk. Esta corriente de salida es la que, junto con la
pequefa corriente de entrada de sodio, estabilat@ncial de membrana en reposo.

El programa permite incorporar a la preparacioredgrgental, tanto TTX como
TEA, con el fin de bloguear los canales dé Ma&", respectivamente. El objetivo de
este apartado de la practica es que compruebesa@idos efectos del bloqueo total o
parcial de los canales de sodio y de potasio dabeenplitud del potencial de accion y
las conductancias para ambos iones.

Antes de afadir los correspondientes venenos @ekeatizar una estimacion
control, aplicando un estimulo Gnico de 3@ durante 0.5 ms. Analice las
caracteristicas del potencial de accion produci@dmagte en la Tabla Il los resultados
correspondientes a la amplitud del potencial déacy la conductancia maxima para
el sodio y para el potasio. Ahora ya esta en coomes de comparar los resultados
producidos por adiccion de TTX (Fig. 2).

FARMACOLOGIA
Sobre Canales de Sodio Sobre Canales de Potasio
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Figura 2: Menu de farmacologia que le permitird bloquear dasales de sodio y
potasio.

Primero elija una concentracion de TTX tal quegbke el 50% de los canales
de sodio. Una vez afiadida esta sustancia, vuelwveerll principal y estimule una sola
vez con una corriente de las mismas caracterisigadas de la estimulacion control.
Determine los mismos parametros que en el casoi@ntd continuacion afiada TTX
hasta conseguir un bloqueo del 99% y prosiga camosecasos anteriores.

Para estudiar los efectos del bloqueo de los earde¢ potasio activados por
voltaje debera proceder del mismo modo que parzdosles de sodio, con la Unica
diferencia de que deberd afadir TEA en vez de TANKte los resultados en la Tabla
[l

5.- Efectos de los cambios de concentraciones iasi@xtracelulares

sobre el potencial de accion.

Tanto el potencial de membrana en reposo comotehpial de accidon se ven
modificados al cambiar las concentraciones dé Wale K a ambos lados de la
membrana neuronal. A las concentraciones habitwalees tejidos vivos, el ¥ por
gradiente electroquimico, tiende a salir de laleélmientras que el sodio tiende a entrar.
Sin embargo, si se alteran sus concentracioneacekifares, estas tendencias pueden
verse modificadas significativamente.

El objetivo de esta parte de la practica es @aheprobar cuales son los efectos
que produce el cambio de las concentraciones ekfitaces de Nay de K sobre el




potencia de accién y el potencial de membrana posce Comenzaremos realizando
una estimulacion control con una corriente Unic8@gA durante 0.5 ms. Anote en la
tabla Ill los resultados de amplitud maxima delepetal de accion, conductancias para
el Na y K*, potencial de membrana en reposo y potencialesjdiéibrio para el Nay

K*. A continuacion reduzca al 75% la concentracidtiahde sodio (Fig. 5) y estimule
el axén. Anote los resultados del mismo modo qu@Zo para la estimulacion control.
Continte reduciendo la concentracion de sodio &b 35proceda del mismo modo.
Finalizado el analisis de la contribucion del saghtracelular, ahora debera cambiar las
concentraciones de potasio. Vuelva a la concedtrawiicial de sodio, aumente la
concentracion de potasio hasta un 200% del valwmialny anote los resultados.
Posteriormente repita la misma operacién, pero womivel de potasio extracelular
aumentado hasta un 400% de su valor inicial.

COMPOSICION IONICA

Restablecer |
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Potenciales de Equilibrio
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Figura 3: Menu de modificacion de la compaosicion idnica.

Ejercicios sobre Corrientes ionicas:

6.- La técnica de fijacion de voltaje sirve para@diar los canales idnicos

Al contrario que la técnica que se utilizan pargistear el potencial de
membrana y el potencial de accion (denomindgagistro intracelular con
microelectrodo} en la técnica dEijacion de voltajese registran las corrientes idnicas
a voltajes de membrana fijos. En este caso, ser@bthformacion sobre, por ejemplo,
la amplitud de la corriente (cuantos canales semalgrcuanto conduce cada uno de
ellos), la direccion de la corriente (entrada ddsatle carga), o la cinética (la velocidad
con que los canales se abren o se cierran).

Vaya a la hoja de ExceCorrientes Ionicas Partiendo de un potencial de
membrana de reposo de -90 mV en todos los casbguamun pulso de fijacion de
voltaje a -80 mV, durante 10 ms, para despolaNzarl0 mV. Grabe el registro y
mida la amplitud de la corriente maxima producklepresente el valor obtenido en la
Grafica 1 para el voltaje aplicado. Repita el proto aumentando los pulsos
despolarizantes de 10 en 10 mV, hasta llegar am\60Construira asi la curva I/V total.

Vuelva a hacer el experimento pero bloqueandodosles de Na+ para obtener
la curva I/V de K+. Finalmente, elimine la TTX yolguee los canales de K+ con TEA.
Obtenga del mismo modo la curva I/V para los candéeNa+.



Resultados

1.- Umbral de Excitabilidad

TABLA I. DATOS DE ESTIMULOS UNICOS

Int. (LA dur (ms) tpico P.A (ms) Int. (LA) dur (ms) tpiecA (ms)

¢, Qué conclusion podria sacar en relacion a losstregi obtenidos?

2.- Curva de Excitabilidad

TABLA Il. DATOS DE ESTIMULOS UNICOS

Int. (WA)  dur (ms) Amplitud pico P.A Int. (uA)  dur (ms)

Amplitud pico P.A




Curva de excitabilidad
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duracion del estimulo (ms)

Razone por qué el umbral de excitabilidad depead®tde la amplitud como de la
duracién del estimulo:

3.- Periodo refractario

Valor de periodo refractario absoluto: .............
Valor de periodo refractario relativo: ..............

¢A qué cree gue se debe?

Por qué un estimulo supraumbral puede provocaregunslo potencial de accion
durante el periodo refractario relativo?



4 .- Bloqueo farmacoldqgico de los canales idnicos.

Tabla Ill. Bloqueo de canales iGnicos

Situacion

Amplitud P.A.
(mV)

Conductancia Na

(nS/cnt)

Conductancia K

(nS/cnt)

Control

TTX (50%)

TTX (99%)

TEA (63%)

TEA (99%)

¢, Se ve modificada la conductancia a potasio &atilf TX, por qué?

5.- Concentraciones idnicas.

Tabla Ill. Modificacion de las concentraciones iértas

Situacién

Amplitud
P.A. (mV)

Conduct.
Na* (uS/cnf)

Conduct. K*
(uSlcr)

Pot. Memb.
Reposo (mV)

Pot. Equil.

Na* (mV)

Pot. Equil.
K* (mV)

Control

Na" ext. (75%)

Na" ext. (25%)

K™ ext. (200%)

K™ ext. (400%)




6. Curva l/V

Intensidad de Corriente(pA)

-+ 3000

T 2000

Voltaje (mV) ———"=4—+——+—+—+—F—+——+—+—+—+—+—+—-

Gréfica 1

¢A qué Vimse invierte la corriente Na'™? .........cooevvveieeieiieieinn,
yladeK? ..o,

¢,Cuadles son las principales diferencias entrerlaadiV de Na+ y la de K+



Apéndice: Ecuaciones basicas y de Hodgkin vy
Huxley.

Ley de Ohm: I=V/R=V+G
Ley de Ohm adaptada a la membrana celyk@d(V -E)

Vm: Potencial de membrana
R: Resistencia (dificultad al paso de I6s ioneslgeicanales)

I=Intensidad de corriente
G (G=1/R): Conductancia

Gi: Valor maximo de la conductancia de la membrama pa i6n determinado
Ei: Potencial de equilibrio para un iéon determina@lou@acion de Nernst)
li: Corriente debida al flujo de un ién determinado

Im:|0+||

[(=CmV/at

li=Inat Ik + 1L

Ina= GNa-m3-h-(V-ENa)

k= GK-n4-(V-EK)

||_= GL‘(V-EL)

I m= Cn*8V/5t+Gyen’s(V-Ex)+Gnaemhe(V-En)+GLe(V-E,)

Im: Corriente iGnica a través de la membrana.

I: Corriente capacitativa (del condensador de la bnana).

m = grado de activacion de los canales dé Na

h = grado de inactivacion de los canales dé Na

n = grado de activacion de los canales de K
L = Cualquier otro i6n participante

Si lo desea, pueden encontrar mas experimentos en
La guia de El Potencial de Accion:

http://www.secf.es/docencia/
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