Rev Fac Med UNAM Vol. 37 No. 2 Abril - Junio 1994

MONOGRAFIA

El estudio de canales ionicos de membrana en células
epiteliales de los tiibulos renales.

Juan José Bolivar Gonzalez, Gloria Reyes Guerrero
Departamento de Fisiologfa, Facultad de Medicina, UNAM

(Recibido, marzo 4, 1994; aceptado, mayo 31, 1994)

En la membrana plasmatica de las células epiteliales,
los canales idnicos juegan un papel importante en el
mantenimiento del potencial de membrana, la
regulacion del volumen celular y el transporte
transmembranal de electrdlitos. Estas funciones, que
son similares a las desempefiadas por los canales
i6nicos de una gran variedad de células no epiteliales,
se encuentran aqui adaptadas a la especializacion
funcional de los epitelios, y, dentro de esta
especializacion, el papel mds importante desempena-
do por los canales i0nicos es, sin duda, su participa-
cion en el transporte transepitelial de electrélitos “
Dicha adaptacién depende no sdlo de las caracteris-
ticas propias de cada canal sino también de que estos
canales muestran una distribucioén polarizada, por lo
que los canales de la membrana apical (mucosa) son
diferentes de los que son propios de la membrana
basolateral (serosa).

Para ilustrar la importancia de la distribucion
asimétrica de los canales idnicos en el transporte
ionico transepitelial, nos referiremos al mecanismo de
transporte de Na™ a través de la piel de rana (epitelio
modelo de tipo renal). Este epitelio presenta un
transporte neto de Na™ en direccién mucosa a serosa,
el cual genera un potencial eléctrico transepitelial
negativo (lado mucoso respecto a seroso). A
principios de siglo (1908), Galeotti explicd este
potencml suponiendo que el epitclio es mds permeable
al Na‘t en la d1recc10n mucosa a serosa que en la
direccién opucsta lo que, al permitir un flujo de Na*
mayor en la primera direccién que en la segunda,
daria origen a dicho potencial. Medm siglo después
(1958), Koefoed-Johnsen y Ussmg propusicron el
modeclo de las dos barreras en serie (que es afin hoy el
modelo bdsico para el transporte i6nico transepitelial)
en el que se postula (Fig. 1) que la membrana mucosa
es sclectivamente lmrmeable al Na¥ mientras que la
serosa lo es al K™, y que la bomba de Na*/K™* se

localiza exclusivamente en la membrana serosa.
Segun este modelo, la actividad de la bomba de
Na¥/K* mantiene, en el medio mtracelular (respecto
al extracelular) una concentracién de K alta y una
de Na™ baja. En la membrana basolateral, la alta
concentracién intracelular de K¥ y la permeabilidad
selectiva a K™ hacen que éste tienda a salir de la
célula y origine un potencial de membrana negativo
(lado intracelular respecto a extracelular) que tiende
al potencial de equilibrio de este ion (potencial de
membrana en el que el i6n deja de fluir en forma
pasiva), el cual es dado por la ccuacién de Nernst, que
para una temperatura de 20 o°c puede ser escrita de la
siguiente manera

EK* = -58 mV log ((K¥]i/[K" o) (ec.1)

donde EK™ es el potencial de equilibrio del K* y
[K*Jiy[K*]o son, respectlvamente la concentracién
intra y extracelular de K Ademais, Ia act1v1dad
e]ectrogemca de la bomba (intercambio de 2 K™ por 3
Na™) también contribuye, aunque en forma modesta,
a generar un potencial negativo en la membrana
basolateral. En la membrana apical, la permeabilidad
selcctxva a Na* y el gradiente de concentracién de
Na*t (que favorecen la entrada de este ion) ejercen
una influencia capaz de generar un potencial de
membrana posmvo que tlendc al potencial de
equilibrio del Na™, que (a 20 °C) es dado por

ENat = +58mV log ([Na®]o/[Na™]i) (cc.2)

donde ENa™ es el potencxal de equilibrio del Na* y
[Na*lo vy [Na* Ji son, respectivamente, la
concentracién extra e intracelular de Na™. Sin
embargo, el potencial negativo en la membrana
basolateral ejerce una influencia electroténica sobre la
membrana apical que hace que su potencial tienda a
ser negativo, por lo que la membrana apical adquiere
un potencial significativamente mds negativo que el
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potencial de equilibrio del Na™ (para que esto dltimo
ocurra es preciso que la permeabilidad a K*
basolateral sea mucho mayor que la permeabilidad a
Na% apical). La diferencia entre ENa* y el potencial
de membrana apical proporciona la fuerza impulsora
(diferencia de potencial que impulsa una corriente
i6nica) para que el Nat atraviese esta membrana
(nétese la dependencia de la fuerza impulsora para el
Na™ con la permeabilidad basolateral a K¥). Asi, en
el modelo de las dos barreras en seric el Na™ entra a
la célula por la membrana apical, mediante un
mecanismo pasivo, y sale de ella por la membrana
basolateral, mediante el mecanismo activo de la
bomba de Na*/K™; mientras que el K¥ recircula a
través de la membrana basolateral, entrando mediante
el mecanismo activo de la bomba y saliendo mediante
un mecanismo pasivo. Los mecanismos pasivos de
transporte responsables de la permeabilidad selectiva
aNa' de la membrana apicaly a K* de la membrana
basolateral s6lo pudicron ser identificados como
canales idnicos a partir de 1977, aio en el que
Lindemann y cols demostraron, mediante andlisis de
ruido, la existencia de un canal selectivo a Na* en la
membrana apical de la piel de rana’®,
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Fig. 1. Transporte transepitelial de sodio segun el modelo de las
dos barreras en serie. Explicacion en el texto.

El estudio de canales idnicos en los epitelios renales
es actualmente posible gracias al desarrollo de
preparaciones in vitro, que conservan muchas de las
principales caracteristicas exhibidas por estos epitelios
en su ubicacién natural, y al empleo de avanzadas
técnicas  electrofisioldgicas, cuyo  uso  ha
proporcionado  conocimientos de trascendental
importancia en todas las dreas comprometidas con el
transporte idnico a través de la membrana celular’ 12,

Cultivos celulares y otras preparaciones in vitro de

células tubulares. Para el estudio de canales idnicos
en células tubulares cominmente se han empleado
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tres tipos generales de preparaciones in vitro: el tabulo
aislado, las células disociadas, y los cultivos celulares
(Fig. 2). El tdbulo aislado es indiscutiblemente la
preparacion que ofrece més ventajas en términos de
que es la que mejor conserva las caracteristicas
funcionales del epitelio original; sin embargo, las
dificultades que presentan su aislamiento y manejo
han limitado su uso en los estudios sobre canales’. Las
preparaciones de células disociadas son las mas faciles
de obtener y manipularB, pero, por estar disociadas,
estas células han perdido la polaridad apico-basal de
sus membranas, que es una de las caracteristicas
distintivas maés imlportantes de la membrana de las
células epiteliales 415 Los cultivos celulares, que
representan ¢l nivel intermedio tanto en las
dificultades aludidas como en la conservacién de las
caracteristicas funcionales originales, son sin duda el
tipo de preparacion mas cominmente empleado en los
estudios sobre canales idnicos en células derivadas de
los epitelios renales!®. Sin embargo, conviene aclarar
que los resultados obtenidos mediante el uso de
cultivos celulares, fo mismo que los obtenidos en otras
preparaciones in vifro, deben estar en concordancia
con las observaciones realizadas en el 6rgano original.
Con esto en mente cabe esperar que, con el empleo de
cultivos primarios y gracias al continuo mejoramiento
de las técnicas de cultivo, los resultados obtenidos
mediante  cultivos  celulares  constituyan  una
contribucién valiosa para el conocimiento de los
mecanismos de transporte idnico en los epitelios
renales.

En términos generales, los cultivos de células
epiteliales renales pueden ser agrupados en dos
categorias: cultivos primarios y de lineas celulares.
Un cultivo primario es el iniciado con células tomadas
directamente de su ambiente natural; estas células son
sometidas a un procedimiento de dispersion vy,
comnmente, a otro de seleccién a fin de que la
poblacién del cultivo esté mayormente constituida por
el tipo celular seleccionado.  En estos cultivos, las
células se dividen con lentitud y muestran un alto
grado de conservacién de las propiedades funcionales
del epitelio original. Un cultivo de linea celular se
inicia con células (de linea) que proceden de otras que
han sido cultivadas durante muchas generaciones
(celulares). Las células de estos cultivos han perdido
varias de las caracteristicas distintivas de las células en
su ambiente natural, lo que hace casi imposible que las
propiedades funcionales por ellas exhibidas puedan
ser identificadas con certeza como las de un tipo
particular de células tubulares's. A pesar de ello, los
estudios en lineas celulares han proporcionado una
informacién valiosa sobre las posibles caracteristicas



de los canales i0nicos de las células tubu-

]aresz,ll,15,17,18.

Fig. 2. Preparaciones in vitro usadas en la investigacién sobre
canales i6nicos en los epitelios renales. A) tibulo aislado: a la
izquierda, el tibulo ha sido seccionado para exponer la membrana
apical de sus células; a la derecha, las células exponen su
membrana basolateral. B) células disociadas: la membrana celular
ha perdido su diferenciacién en dominios apical y basolateral. C)
cultivos celulares: las células crecen en monocapa sobre un
substrato y exponen su membrana apical; la membrana basolateral
puede quedar expuesta (no se muestra) si se despega la monocapa
de su substrato.

Canales idnicos y sus caracteristicas distintivas. El
transporte pasivo de iones a través de la membrana
puede ocurrir a través de dos tipos de mecanismos:
canales idnicos y acarreadores. En ambos casos, la
molécula responsable del transporte ¢s una proteina
localizada a través de la bicapa lipidica de la
membrana y la diferencia més relevante entre ambos
tipos de mecanismos es dada por la magnitud del flujo
i6nico que transportan, ya que el flujo méximo tedrico
transportado por un acarreador es de diez mil iones
por segundo, mientras que los canales idnicos
comiinmente son capaces de transportar entre uno y
cien millones de iones por segundo, flujo que es
compatible con la existencia de un poro a través de la
membrana'®!?,

En su forma més sencilla, un canal puede ser
visualizado como una proteina de membrana con un
poro en ¢l centro por el que puede ocurrir un flujo
idnico. La mayor o menor facilidad con la que los
iones pueden fluir a través del poro define la
permeabilidad del canal a estos iones. Un canal*

Canales iénicos de membrana

puede ser permeable a los iones de una sola
substancia, o de varias substancias, ¢ impermeable a
las demds; si el canal es permeable a varias
substancias, su permeabilidad a cada una de ellas
puede ser diferente; las propiedades de esta
permeabilidad diferencial son tipicas de cada canal y
definen su selectividad i6nica. La permeabilidad de
un canal es un factor determinante de su
conductancia, pardmetro eléctrico dependiente de,
pero no igual a, la permcabilidadlo'lz’lg. La
conductancia de un canal es definida por la ley de
Ohm y representa la relacidn entre la corriente i6nica
que lo atraviesa y el potencial eléctrico (fuerza
impulsora) que impulsa esta corriente.

Casi todos los canales experimentan cambios
conformacionales espontdneos; uno de estos cambios
abre el canal; el cambio en sentido opuesto, lo cierra.
Por lo que los canales fluctian entre los estados
abierto y cerrado (Fig. 3). Muchos canales presentan
también un estado inactivado durante el cual el canal
permanece cerrado todo el tiempo; al abandonar el
estado inactivado, el canal vuelve a fluctuar entre sus
estados abierto y cerrado (situacion que a veces puede
merecer el nombre de estado activado) y estas
fluctuaciones cesan y reaparecen segin el canal esté o
no en estado inactivado. Los tiempos de permanencia
en los diversos estados y la frecuencia de las
transiciones entre los mismos son caracteristicos de
cada canal y definen las propiedades de compuerta, o
cinética de apertura/cierre, de un tipo individual de
canales?®?.,

En general, la cinética de apertura/cierre de un canal
puede ser modificada por influencias reguladoras. De
estas influencias, quizds, las mds comunes son el
potencial de membrana (voltaje) y el calcio libre
intracelular; otras de ellas, quizéds igual de comunes,
aunque mds dificiles de estudiar, son las ejercidas por
substancias quimicas del tipo de las hormonas y
segundos mensajeros.  Ademds, algunos canales
pueden ser influenciados por una diferencia de
presion osmética o hidrostatica. Por otra parte, casi
todos los canales pueden ser bloqueados por agentes
farmacoldgicos o por iones no permeables, cada uno
de los cuales afecta a un tigo especifico de canal 0 a un
nimero limitado de éstos*12,

Por dltimo, cada tipo de canal sélo puede ser
localizado en solo uno de los dominios membranales

* Los canales de cada tipo en particular poseen idénticas
caracteristicas distintivas, por lo que, en lo relacionado a éstas,
el término canal designa a los canales de un mismo tipo.
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(apical o basolateral) de un solo tipo celular de un
epitelio en particular. Ademds, su nimero total en
una membrana representa una caracteristica adicional
de gran im;)ortancia en el transporte i6nico
transe:piteliall 2,
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Fig. 3. Izquierda: representacién hipotética de un parche de
membrana que contiene dos canales iénicos de un mismo tipo, los
cuales pueden estar cerrados (C) o abiertos (O), permitiendo,
cuando estdn abiertos, un flujo (flecha) de corriente idnica.
Derecha: esquemas idealizados de los registros que se obtendrian
con la técnica de fijacion en parche en las situaciones
representadas a la izquierda. En A cuando ambos canales estdn
cerrados (2c), la corriente registrada es igual a cero. En By C, la
apertura de un canal se registra como un salto brusco hacia un
nuevo nivel de corriente (de 0 a 1), similar en ambos casos, el cual
se mantiene mientras el canal permanece abierto (1olc). En D,
mientras un canal permanece abierto (1olc), 1a apertura del otro
canal se registra como un segundo salto, de igual amplitud que el
primero, hacia un nuevo nivel de corriente (de 1 a 2), el cual se
mantiene mientras ambos canales permanecen abiertos (20).

Técnicas para el estudio de canales iénicos. En la
actualidad las principales técnicas con las que los
canales i6nicos pueden ser estudiados, hasta el nivel
de canal fnico, son: el andlisis de ruido -0 de
fluctuacion-, la reconstituciéon de canales en bicapas
lipidicas y la fijacién de voltaje en parches de

membrana  -fijacibon en  parche o "patch
Clamp.|8,10-12,15,2-,24

Las tres técnicas mencionadas tienen en comin el
empleo de un método de fijacion de voltaje a través de
una membrana. Para comprender ésta es preciso
considerar ¢l comportamiento eléctrico basico de la
membrana (Fig. 4). Una membrana puede ser
representada mediante  su  circuito  eléctrico
equivalente consistente en una resistencia (Rm) y una
capacitancia (Cm), conectadas en paralelo entre dos

98

J 1;--———- ———————— 0

medios conductores (soluciones electroliticas). El
potencial de membrana (Vm) resulta de una
diferencia en el contenido de cargas a uno y otro lado
del circuito. Rm  representa a los elementos
conductivos (canales i6nicos)  presentes en la
membrana y ¢s ¢l resultado de la suma en paralelo de
las resistencias de los canales individuales (la
resistencia de un canal es la reciproca de su
conductancia). Cm representa la capacidad de la
membrana para mantener separada (por las
propiedades aislantes de sus lipidos) una cantidad en
exceso de cargas de un signo (no neutralizadas por
cargas del signo opuesto) adosadas a uno de sus lados
y la misma cantidad de cargas del otro signo adosadas
al lado opuesto; por lo que las cargas a ambos lados se
atraen eléctricamente y se inmovilizan entre si. Notese
que la carga total de la membrana es igual a cero, que
el desbalance de cargas sblo ocurre a través de la
membrana y que Cm manticne, pero no origina, este
desbalance. Para que se genere una diferencia de
cargas, y por lo tanto un Vm, debe ocurrir una
corriente cléctrica a través de la membrana (Im), la
cual puede ser de dos tipos: corriente idnica (Ii), que
involucra un flujo de cargas a través de la membrana, y
corriente capacitiva (Ic), que involucra la adicion a un
lado de la membrana y la expulsion, del lado opuesto,
de una cantidad de carga determinada por el Vm que
se alcance y por Cm.

. N
Vcom %Rm ]1-Cm (}) Vm=0
‘ A

Vm= AVm=V com

Fig. 4. Representacion esquemdtica de la técnica de fijacién de
voltaje a través de una membrana. Derecha: circuito equivalente
de membrana formado por una resistencia (Rm) y una
capacitancia (Cm) a través de las cuales puede medirse un
potencial de membrana (Vm). Izquierda: Generador de voltaje
(Gen) entre cuyos polos puede medirse un potencial eléetrico
(Vcom). A) situacién a circuito abierto: se considera que en
ausencia de un flujo de corriente eléctrica Vm es igual a cero. B)
situacion a circuito cerrado: fluye una corriente eléctrica entre los
polos del generador (lapl) y a través de la membrana (Im =lapl)
que induce un cambio en el potencial de membrana (AVm) que
hace que Vm se iguale a Vcom.



Cuando una corriente i6nica (Ii) fluye a través de
Rm (canales de membrana) se genera un cambio en el
potencial de membrana (AVm) cuya magnitud
(cuando AVm adquiere un valor estable) es dada por
la ley de Ohm, la cual puede expresarse como

AVm =IliRm = li/Gm (ec.3)

donde Gm es la conductancia de la membrana (igual a
la suma algebraica de las conductancias de todos sus
canales). Esta li también origina una Ic, la cual ocurre
en el tiempo en el que Vm estd cambiando y
desaparece cuando Vm alcanza un valor estable.

Por otra parte, si consideramos una membrana que
separa dos soluciones electroliticas, cada una de las
cuales se encuentra en contacto eléctrico con uno de
dos electrodos conectados a los polos opuestos de un
generador de voltaje constante (Gen), cuando se hace
fluir una corriente eléctrica entre los electrodos (Tapl,
que fluye impulsada por uma diferencia de potencial
entre los polos del generador) se induce una Im, de
magnitud similar a la de la corriente aplicada, que
genera, a su vez, un AVm. Esta Im consta,
inicialmente, de un componente idnico y de un
componente capacitivo, el dltimo de los cuales
desaparece cuando AVm alcanza un valor estable, por
lo que cuando esto ocurre se cumple que

Iapl =Im =Ti (ec.4)

e igualmente se cumple la relacion descrita en la
ecuacién 3. Al cesar Im, AVm desaparece con una
rapidez que es funcion de Cm.

La fijacién de voltaje consiste, bdsicamente, en
igualar la magnitud del potencial eléctrico a través de
una membrana a la de un voltaje comando (Vcom)
establecido electrénicamente mediante un generador
de voltaje. Para ello, supongamos que partimos de la
situacion ilustrada en la Fig. 4-A (con uno de los
electrodos no conectado al generador -circuito
abierto-) en la que Vm y Vcom sorr diferentes (por
simplicidad consideramos que Vm = 0y Vcom>0) y
que pasamos (cerrando el circuito) a la situacién
ilustrada en la Fig. 4-B (en la que Vm = AVm =
Vcom). Cuando se cierra el circuito, fluye una
corriente eléctrica (Iapl) entre los polos del
generador, cuya magnitud alcanza un valor estable
cuando Vm = Vcom. Al llegar a este punto se cumple
que (ecuaciones 3y 4)

Veom = Vm = A Vm = Im Rm = Iapl Rm (ec. 5)

Canales iénicos de membrana

y puesto que Veom, Vm, Iapl ¢ Im pueden ser medidas
(esta dltima se mide indirectamente a partir de Tapl),
Rmy Gm pueden calcularse a partir de las ecuaciones
3,4 y5. Por lo anterior, queda claro que el método de
fijacion de voltaje permite medir la intensidad de la
corriente idnica que fluye a través de una membrana
en presencia de un determinado potencial de
membrana, ¢l cual es fijado electrénicamente y puede
ser manipulado con fines experimentaleslg’ 3,

"~ En la técnica de anilisis de ruido, la fijacién de

voltaje se realiza a través de un epitelio integro (a
través de las membranas apical y basolateral
conectadas en serie y estando esta conexidn en serie,
conectada, a su vez, en paralelo, con la resistencia de
la unidn estrecha), por lo que la corriente i6nica que
se mide es la que fluye a través de todo el epitelio
(corriente de cortocircuito, Iscc). A primera vista,
resulta dificil darse cuenta de como midiendo la Iscc
puede obtenerse informacidn sobre la corriente idnica
que fluye a través de los canales individuales. Esta
informaci6n se obtiene a partir del ruido presente en
los registros de Iscc. Dicho ruido se compone de
pequeias fluctuaciones en el nivel de la corriente que
se registra y parte de estas fluctuaciones son debidas a
la apertura y cierre de canales idnicos. Mediante un
claborado andlisis matemadtico, las fluctuaciones
debidas a la apertura y cierre de canales i6nicos
pueden ser separadas de las fluctuaciones de otros
origenes y mediante su anélisis se obtiene informacién
sobre la amplitud de las corrientes de canal finico y
sobre la cinética de apertura y cierre de los canales.
El empleo del analisis de ruido se ha visto limitado no
s6lo por la complejidad requerida para el anélisis de
las mediciones realizadas, sino también debido a que,
en general, sdlo es (til para estudiar los epitelios de
tipo hermético ("tight"), que son acauéllos con elevada

resistencia eléctrica transepitelialz';’2

La reconstitucién en bicapas lipidicas requiere del
aislamiento de vesiculas de membrana celular que
contengan canales i6nicos; estas vesiculas se fusionan
con bicapas lipidicas artificiales con lo que se logra
incorporar sus canales en la bicapa. Debido a que el
origen de las vesiculas es incierto, la identificacién de
sus canales se basa en el conocimiento previo de
algunas de sus propiedades que debieron, con
anterioridad, haberse identificado con otra técnica.
Aqui, la fijacién de voltaje se realiza a través de la
bicapa lipidica y la corriente que se registra es la que
fluye a través de los pocos canales idnicos
incorporados a la bicapa, por lo que los registros
eléctricos que se obtienen con esta técnica son muy
similares a los obtenidos con la fijacion en parchels.
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La fijacién en parche es, con mucho, la técnica que
més ha contribuido a impulsar el estudio de canales
ionicos en células de los epitelios renales. Esta técnica
permite estudiar un canal idnico en su ambiente
natural de la membrana celular o, bien, arrancarlo
mecdnicamente de ella (como en un bocado) incluido
en un parche de membrana, cuya orientacidon puede
determinarse a voluntad. Permite, ademais, el estudio
tanto de canales tinicos como de la foblaci(’)n total de
canales en la membrana celular!0122324,

La técnica de la fijacién en parche. Esta técnica
utiliza micropipetas de vidrio con puntas (1 a2 um de
didmetro) de bordes romos. El interior de la
micropipeta se lHena con una solucién salina
(generalmente isoténica) y se pone en contacto
eléctrico, a través de un electrodo, con un sistema de
amplificacion/fijacion  de voltaje (generador de
voltaje); el circuito eléctrico se cierra mediante un
electrodo en contacto con el bafio. Mediante un
micromanipulador, la punta de la micropipeta se
acerca a la célula hasta hacer contacto con la
membrana y succionando esta 1ltima se logra adherir
un parche de membrana a los bordes de la punta de la
micropipeta (Fig. 5); el procedimiento puede:
detenerse en este punto para estudiar los canales
presentes en el parche de membrana (configuracion
"in situ" o "cell attached"); continuarse mediante un
retroceso de la micropipeta, con lo que sc arranca el
parche de membrana (a manera de un bocado), el cual
queda con la superficie intracelular en contacto con el
bafio (configuracién lado interno hacia afuera o
"inside-out"); o continuarse rompicndo (generalmente
por succién) la parte del parche no adherida a los
bordes de la micropipeta, con lo que la solucién de
llenado de ésta queda en contacto con el (y sustituye
al) medio intracelular (configuracion célula completa
o "whole cell"). A partir de esta Gltima configuracién
puede retrocederse lentamente la micropipeta, lo que,
al estirar la membrana por su parte adherida a la
punta, induce la formacién de un puente tubular de
membrana que, posteriormente, se rompe y resella en
forma espontinea, obteniéndose, de esta manera, otro
parche de membrana adherido a la punta de la
micropipeta pero con su superficie extracelular en
contacto con el bafio (configuracion lado externo hacia
afuera o "outside-out").

Independientemente de la configuracion elegida,
mediante el amplificador/fijador de voltaje, que se
encuentra eléctricamente conectado con la solucion de
llenado de la micropipeta y con la solucidn de bafo, el
potencial eléctrico a través de la membrana (del
parche o de toda la célula) puede fijarse a voluntad, lo
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que induce una corriente i6nica a través de los canales,
la cual ;l)u%ie ser detectada, medida y carac-
terizada'®1®

=

Fig. 5. Las cuatro configuraciones bdsicas de la técnica de fijacién
en parche: A) "in situ”, B) lado interno hacia afuera, C) célula
completa y D) lado externo hacia afuera. Los canales
representados son los que, por su ubicacidn, pueden ser
estudiados en las diferentes configuraciones.; asf, en A, By D se
representan (mediante un Unico canal) los canales presentes en
un parche de membrana, mientras que en C estdn representados
todos los canales de la membrana celular. La flecha indica la
posibilidad de pasar de una configuracion a otra.

La fijacibn en parche, en sus diferentes
configuraciones, permite la determinacién de todas las
caracteristicas distintivas de los canales i6nicos. En
términos generales, esta técnica maneja tres tipos de
variables (independientes) sujetas a la voluntad del
experimentador, que podemos clasificar en: variables
mecénicas (tipo de membrana: apical, basolateral o
ambas; y configuracion elegida); ambientales
(composicién de las soluciones en la micropipeta y
bafo, presién y temperatura); y eléctricas (magnitud
del potencial a través de la membrana). Al manipular
los dos dltimos tipos de variables, se provocan
cambios en las dos variables (dependientes) que
dependen de las propiedades individuales de los
canales (corriente eléctrica que fluye por cada canal
-corriente unitaria- y cinética de apertura/cierre de los
canales), con lo que se obtiene informacién sobre la
conductancia de los canales y sobre las influencias que
regulan su cinética de apertura/cierre; y al elegir entre
las variables del primer tipo se obtiene informacion
sobre ¢l dominio membranal -apical o basolateral-
donde se localiza el canal, sobre el nimero de canales
presentes, o sobre si una determinada substancia
reguladora ejerce su accién desde el lado intra o
extracelular del canal'®1%



A fin de dar un ejemplo sencillo sobre la manera de
estudiar los canales i6nicos con la técnica de fijacion
en parche, imaginemos que hemos aislado un parche
de membrana del resto de la membrana celular
(configuracion lado interno, o lado externo, hacia
afuera, Fig. 5-B o D), y que este parche contiene dos
canales i6nicos similares (como el parche ilustrado en
la Fig. 3). Aqui el potencial de membrana es igual al
potencial de fijacion (Vm = Vcom) y la corriente
registrada es la corriente i6nica que fluye a través de
los canales abiertos. Los registros de corriente
obtenidos de este parche tendran tres niveles
claramente identificables (correspondientes a 0, 1y 2
canales abiertos), con lo que podemos asegurar que el
parche posee s6lo dos canales, y si el nivel de corriente
en la situacidon con 2 canales abiertos es el doble del
correspondiente a la situacidén con un canal abierto
podemos asegurar que se trata de dos canales
idénticos. Sila conductancia del canal no cambia con
el voltaje y si las soluciones a ambos lados del parche
son idénticas, la amplitud de la corriente unitaria (Ich)
variard con Vcom y Vm segin la ley de Ohm

Veom = Vm = Ich/ Gch (ec.6)
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