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INTRODUCCIÓN 
La técnica de patch-clamp, en su configuración who-
le cell, permite registrar con gran resolución temporal 
las corrientes iónicas que pasan a través de todos los 
canales del mismo tipo que estén presentes en una 
membrana celular (corrientes macroscópicas). Esto 
la convierte en la técnica estándar para evaluar el 
potencial efecto modulador sobre canales iónicos de 
moléculas sintéticas o naturales, tales como péptidos, 
toxinas, compuestos inorgánicos, entre otros. Nuestro 
grupo cuenta con un nuevo laboratorio de electrofi-
siología celular con alto potencial para estudios de 
patch-clamp, pero se requiere estandarizar el modelo 
de estudio y los protocolos experimentales.

OBJETIVO
Estandarizar la técnica patch-clamp para medición 
de corrientes iónicas de sodio (Na+) y potasio (K+) 
en un modelo de cardiomiocitos de ratón (Mus mus-
culus).

METODOLOGÍA
Para el aislamiento de cardiomiocitos se utilizó la téc-
nica de perfusión inversa de Langendorff. Para ello 
ratones adultos (n=7) entre 22 y 25 g de peso se sa-
crificaron por dislocación cervical, se extrajo el cora-

zón rápidamente y se puso en solución externa fría. 
Bajo estereoscopio se canuló la aorta dentro de los 10 
siguientes minutos. Se lavó con solución fisiológica 
(Tyrode) libre de Ca2+ suplementada con enoxapa-
rina y se perfundió a 5 ml/min de solución con cola-
genasa tipo 2 (1 mg/ml) y proteasa XIV (0,1 mg/ml) a 
37°C por 20 minutos. Finalmente, el corazón se lavó 
con solución Tyrode libre de Ca2+ y se disoció hasta 
obtener cardiomiocitos intactos. 

Las células fueron suspendidas en solución externa 
específica para cada corriente iónica (Na+ y K+), se 
montaron en una cámara experimental (RC-26, WI®) 
sobre la platina de un microscopio invertido y se utili-
zaron para la obtención de corrientes iónicas de Na+ y 
K+ mediante la técnica de patch-clamp, en configura-
ción whole-cell. Para ello se utilizaron pipetas pulidas 
(Pul-1000, WPI®), llenas con solución interna específica 
para la medición de cada tipo de corriente iónica. 
Se implementó un sistema de micromanipulación y 
presión hidrostática para facilitar el abordaje de las 
células, la obtención y el mantenimiento de los sellos. 
El holding potential se estableció en -80 mV. Una vez 
aplicados los protocolos de estimulación en modo 
voltage-clamp para Na+ y K+, se registraron corrientes 
iónicas con ayuda de los programas especializados 
Multiclamp y pClamp, v10.05; este último se utilizó para 
compensar la resistencia en serie y las capacitancias de 
las pipetas y las células.

RESULTADOS 
La preparación tuvo típicamente un 75-80% de 
cardiomiocitos vivos aproximadamente (inspección 
visual de su tamaño y brillo), similar a lo reportado 
en la literatura. Se han realizado 121 experimentos 
con las células, utilizando pipetas con resistencias 
de 2,45±1,44 MΩ. Se obtuvieron 29 gigasellos con 
resistencias entre 1 y 16 GΩ, sin una distribución 
normal, por lo cual no se describen con valores de 
tendencia central y dispersión. Los sellos obtenidos 
se mantienen por un periodo de 5 a 10 minutos. La 
cinética de las corrientes y de las curvas corriente-
voltaje coincide con las reportadas en la literatura 
para Na+ y K+ en cardiomiocitos de ratón.

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES
Se obtuvieron exitosamente corrientes iónicas de 
Na+ y K+. Ante la presencia de algunos artefactos 
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por contaminación de corrientes entre sí, es necesario 
mejorar el uso de bloqueadores de canales iónicos como 
TTX, TEA y CdCl2. Las modificaciones a las soluciones 
serán implementadas para próximos experimentos.

La temperatura tiene un efecto importante sobre 
la cinética de las corrientes iónicas, por lo que es 
necesario estandarizar un método para su control, el 
cual se encuentra por definir.

La técnica se utilizará para medir el efecto de péptidos 
derivados del transcriptoma de la glándula venenosa 
de P. verdolaga, sobre corrientes iónicas de Na+ y K+ 
en cardiomiocitos murinos.
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