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INTRODUCCION

Las técnicas de fijacién de voltaje y corriente han sido ampliamente
utilizadas por electrofisidlogos y biofisicos para el estudio de las corrientes
transmembranales y potenciales de accién, respectivamente 567.1317.18,24252636.37,
La comprension de' los mecanismos que dan origen a las corrientes idnicas a
través de canales idnicos especificos, en membranas de células excitables, asi
como la generacién y propagacién del potencial de accion, ha mejorado con el
desarrolio de las técnicas de fijacion de voltaje y corriente 56.7.13.17.18,24.25,2636,37

Las técnicas de fijacion de voltaje permiten el analisis cinético de las
corrientes idnicas por :

- el control espacial y temporal del potencial de membrana,

- la eliminacién de corrientes capacitivas y

-la separacion de las corrientes idnicas de interés, al elegir adecuadamente

las soluciones intra y extracelular.

Actuaimente existe una diversidad de sistemas de fijacion de voltaje y
corriente, cuyos disefios estan supeditados a la morfologia y tamaiio de los

diferentes tipos de células excitables 7.17.

En este trabajo se presenta un nuevo disefio de sistema de fijacién de
voltaje y corriente para segmentos de fibras musculares esqueléticas, el cual sélo
utiliza dos sellos de vaselina y tiene como caracteristicas :

- mejorar la relacién sefial a ruido,

- eliminar los transientes capacitivos desde la etapa de entrada

- mejorar el ancho de banda y '

- mejorar la compensacion de la resistencia en serie, la cual es critica para



la realizacion de mediciones precisas de la dependencia del voltaje de los

canales ionicos.

E! objetivo del presente trabajo es disefiar un sistema de fijacion de voltaje
capaz de realizar mediciones precisas de los fendmenos que suceden a nivel de
la membrana, en musculo esquelético.

Para lograr lo anterior, se realizaron tres disefios de sistema de fijacion de
voltaje. Ya que el objetivo es disefiar y construir un sistema con caracteristicas
bien definidas, se efectuaron simulaciones con diferentes modelos de membrana.
De igual forma, se realizaron pruebas del disefio correspondiente, con el equipo
construido, utilizando los mismos modelos de membrana.

Los modelos de membrana utilizados, han sido descritos ampliamente en la
literatura®112447 y permiten caracterizar el comportamiento de un sistema de

fijacion de voltaje de manera confiable.

Finalmente, en el apéndice se presenta la descripcién general del registro
de corrientes utilizando la técnica de fijacion de voltaje con dos sellos de vaselina.
Se detalla la diseccién de las fibras musculares, las soluciones utilizadas, el
montaje experimental y la forma de realizar registros utilizando el equipo

presentado anteriormente.



1. ANTECEDENTES TEORICOS

1.1. Propiedades pasivas de las membranas excitables

Las células excitables como las nerviosas y musculares, generan senales
eléctricas por la apertura y cierre de canales ionicos. La capacidad de estas
células para abrir o cerrar sus canales, permite controlar la permeabilidad de sus
membranas y con ello regular la difusion de determinados iones bajo gradientes
electroquimicos preestablecidos. La permeabilidad de la membrana y la difusion
i6nica pueden medirse directamente con isétopos radiomarcados 37. Sin embargo,
estas mediciones carecen de la resolucion temporal necesaria para relacionar el
movimiento idnico con las sefales eléctricas que ocurren rapidamente en la
célula. Para lograr mejorar la resolucion temporal es necesario medir, no el
cambio en la permeabilidad idnica, sino sus consecuencias : el flujo de corriente
ibnica y el cambio resultante en el potencial de membrana. Por lo tanto, se
describiran las propiedades de los canales idnicos en términos eléctricos, esto es,
mediante un modelo matematico simple derivado de un circuito eléctrico que
describe las tres caracteristicas criticas de las células excitables : los canales
i6nicos, los gradientes de concentracién de los iones mas relevantes y la
capacidad de la membrana de almacenar energia 63637 En este modelo, llamado
el circuito eléctrico equivalente, todas las propiedades funcionales importantes de
la célula estan representadas por un circuito eléctrico simple que consiste
unicamente de conductancias (resistores), baterias y capacitores. Este modelo
tiene dos caracteristicas importantes :

Primera. Nos da una idea de cdmo fluye la corriente debida al movimiento

idnico.



Segunda. Las ecuaciones que describen este modelo son muy simples,
mucho mas simples que las ecuaciones que describen la permeabilidad de la
membrana y la difusién idnica.

Entender los circuitos equivalentes que describen el comportamiento
eléctricos de los diferentes tipos de células excitables, lleva a profundizar en los
principios basicos de transmisién eléctrica en las células excitables y sirve como
fundamento esencial para la interpretacion de pruebas clinicas de la funcion
eléctrica del nervio y el muasculo, tales como electroencefalografia,

electromiografia y electrocardiografia.

Las células excitables y las no excitables, tienen tres tipos de
caracteristicas eléctricas pasivas: conductancia (resistencia), fuerza electromotriz
y capacitancia’.3637,

La membrana celular es un mosaico de lipidos y proteinas de
aproximadamente 8-10 nm de espesor. La superficie continua de la membrana
esta formada por una bicapa lipidica. Inmersas en esta bicapa, se encuentran
varias proteinas. Los lipidos de la membrana son muy hidrofébicos, esto es, son
inmiscibles en agua. En contraste, los iones del espacio intra y extracelular son
hidrofilicos : atraen fuertemente las moléculas de agua. Aunque la carga neta en
una molécula de agua es cero, hay una separacién de carga dentro de la
molécula. Consecuentemente, las moléculas de agua tienen un momento dipolar.
Como resultado de este desbalance de carga, el agua crea un ambiente polar.
Los cationes son atraidos electrostaticamente a los atomos de oxigeno de la
molécula de agua y los aniones son atraidos a los 4tomos de hidrégeno. Ya que
los iones atraen agua, entonces se ven rodeados por una capsula de agua
llamada agua de hidrataciéon. Un ion hidratado es muy pesado para ser disuelto

efectivamente en la membrana. Si un ion perdiera su agua de hidratacién, podria



disolverse facilmente en la membrana. Tales eventos de deshidratacién son raros,
ya que la atraccion electrostatica entre los iones y el agua es muy fuerte. Un ion
puede perder su agua de hidrataciéon sélo si puede pasar del agua a otro medio
polar. Los tallos de hidrocarbono de las moléculas de lipidos en la bicapa son no
polares y por lo tanto no proveen el ambiente adecuado para que los iones
pierdan su cdpsula de agua. La bicapa es completamente impermeable a los
iones. Los iones cruzan la membrana celular exclusivamente a través de unas
proteinas especializadas, llamadas canales idnicos, que se encuentran inmersas
en la membrana. En contraste con la bicapa lipidica, los canales ionicos
proporcionan un ambiente polar efectivo para los iones. Estos canales son
proteinas llamadas proteinas intrinsecas de la membrana 73637,

Los canales i6nicos pueden dividirse en dos categorias 73637 : pasivos y
activos.

Los canales pasivos estan siempre abiertos y se encuentran en todas las
células. Los canales activos se encuentran sélo en las células excitables y tienen
una compuerta, en algun lugar de la proteina, que puede estar abierta o cerrada.
Las compuertas de estos canales pueden estar controladas por agentes quimicos,
por el potencial de membrana o por estimulos fisicos. Muchos canales activos
estan cerrados cuando la membrana esta en reposo. Los canales pasivos son
importantes para determinar el potencial de reposo de la membrana. Los canales

activos generan potenciales de acciodn, sinapticos y de receptor.

Los canales idnicos, ya sean pasivos 0 activos, pueden caracterizarse por
su selectividad. Cada canal se comporta como si fuera un filtro de selectividad o
un sitio de reconocimiento, el cual permite que soélo una especie de ion,

usualmente de sodio (Na*), potasio (K*), cloro (CI) o calcio (Ca**), pase a través

de él. Ademas, puede haber mas de una clase de canal selectivo para el mismo



ion. Por ejemplo, hay una clase de canal sin compuerta de K*, que es el
responsable del flujo de K* en el reposo, y una segunda clase de canal de K*,
con compuerta, que contribuye a la repolarizacion del potencial de accién 73837,
Muchos canales no son perfectamente selectivos. Para propositos de esta

discusion, es conveniente asumir que cada canal es completamente selectivo.

Como los iones estan distribuidos de manera desigual en ambos lados de
la membrana, cada canal abierto contribuye a la generacién de una diferencia de
potencial eléctrico entre ambos lados de la membrana 673637, E} potasio esta
presente en una concentracidbn mayor dentro de la célula y por lo tanto, tiende a
difundirse hacia el exterior a través de los canales abiertos (sin compuerta) de
potasio. Esta difusidn provoca una separacion neta de cargas a través de la
membrana. Las cargas positivas acumuladas en el exterior dejan una carga
negativa acumulada en el interior. La diferencia de potencial eléctrico resultante
tiene un valor igual al potencial de equilibrio del ion, en este caso potasio, dado
por la ecuacidén de Nernst.

La combinacidn de un gradiente de concentracidn para el potasio y un
canal selectivamente permeable, proporciona una ligera separacion de carga a
través de la membrana, que actta como una fuente constante de potencial
eléctrico. Una fuente de potencial eléctrico es llamada en este caso, bateria
idnica. La bateria i6nica generada de esta manera es el resultado de la difusion
pasiva de potasio a través de los canales de potasio. Cada canal abierto funciona,
al mismo tiempo, como una via de conductancia con una resistencia diferente de
cero. Cada canal idnico puede ser representado por una bateria en serie con una
conductancia, como se muestra en la figura 1.1. El valor de la bateria esta
determinado por el gradiente de concentracién para el ion. Para el potasio, el

valor de la bateria esta dado por el potencial de equilibrio del potasio Ek.
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Figura 1.1. Un canal de K* puede ser representado por el circuito eléctrico equivalente, compuesto
por una bateria Ex en serie con una conductancia gx.

Ya que los canales ofrecen una cierta resistencia al flujo de iones, la
conductancia de cada canal puede ser representada por una resistencia.
Llamaremos a la conductancia del canal de K* g’k y a la resistencia del canal de
K* R’k. La resistencia de un canal es inversamente proporcional a su

conductancia® 73637,

La conductancia de un solo canal es una medida de la facilidad con la cual
el ion se mueve a través del poro de una proteina, en respuesta a una diferencia
de potencial. Cuando la célula presenta el potencial de membrana del reposo, la
conductancia total del K* es igual al nimero de canales pasivos de K* Nk,

multiplicado por la conductancia de un solo canal de potasio g'k.

gk =Nk #g'k



La conductancia de la membrana al K* estd relacionada con la
permeabilidad de la membrana al K*, pero ambos términos no son equivalentes.
La conductancia varia con la concentracion iénica, mientras que la permeabilidad
no. La permeabilidad esta determinada por el estado de la membrana y la
conductancia depende tanto del estado de la membrana como de la
concentracion iénica 67.36.37,

Por analogia, todos los canales pasivos de Na* y CI- pueden ser
representados por una combinacién similar de conductancia y bateria, como se
ilustra en la figura 1.2. Estos tres tipos de canales constituyen el mayor numero
de canales idnicos en la membrana.

Con esta representacion eléctrica de los canales pasivos de K*, Na* y CI-,
podemos calcular el potencial de reposo de la membrana, usando un circuito
equivalente simple. Para construir este circuito, sélo es necesario conectar los

elementos que representan cada tipo de canal. Estos canales estan en paralelo.

T
8Na jgx Egm
+ +
-T® -7
5

;—[— ENa Ex Ea

mterior

Figura 1.2. Cada tipo de canal pasivo, selectivo a un ion particular, esta representado por una
combinacién de una bateria y una conductancia colocadas en serie.

Para simplificar el calculo del potencial de membrana, ignoraremos
inicialmente los canales de Cl- y consideraremos sélo los canales de K* y Na*t.

Existe un nimero mayor de canales pasivos de K* que de Na*, por lo tanto,
la conductancia de la membrana al K* es mucho mayor que para el Na*. Dados

los valores para la conductancia y las baterias iénicas, es posible calcular el



potencial de membrana Vm. En la figura 1.3., la conductancia al potasio gk es 20

veces mayor que la conductancia al sodio gna.

ENa=56mV

(i) TJex’n
=0.5E-68 =10E-6 3
=i gl INa IxT E gg Vi
=-75mV
T . T
P

Vint intenior

Figura 1.3. Circuito eléctrico equivalente para calcular el potencial de membrana en
reposo. Para simplificar el analisis, se han omitido los canales de CI.
El potencial de membrana Vm es constante en estado de reposo, por lo

tanto, la corriente neta debe ser cero. Esto es :

INa+Ik=0

Las corrientes de sodio Ina y de potasio Ik pueden calcularse en dos pasos.

Las ecuaciones para cada una de las ramas del circuito en la figura 1.3. son :

INa

£Na

m= Ex +—I£

gK

Vm=ENa+

Despejando para ambas corrientes tenemos :

INa:(Vm-ENa)*gNa
Ix=(Vm-Ex)*gx

10



Retomando la ecuaciéon para la corriente neta :

Ina + Ik = (Vin - ENa) #gNa + (Vm - EX) gk =0

Resolviendo para Vm :

Vm {gNa + gK) = ENa 3gNa + EK %gK
__EnNagna+Ex gk
gNa +gK

Vm

Esta ecuacion permite calcular el voltaje de la membrana Vm para el circuito
de la figura 1.3. Tomando los valores del circuito equivalente, el valor para Vm es
de, aproximadamente, -69 mV.

Una forma mas general para el célculo del potencial de membrana en

reposo esta dada por :

_ Exgr + ExasgNa +Eci3ga
gK + gNa +gcl

Vm

Esta ecuacion es similar a la ecuacién de Goldman-Hodgkin-Katz 3637, Si
la conductancia para un ion es mucho mayor en relacidon con los otros iones,
entonces el voltaje de la membrana Vm se aproximara al valor del potencial de

Nernst para ese ion.

Ademas de las baterias y las conductancias, existe un tercer elemento
pasivo muy importante : la capacitancia de la membrana. En general, la

capacitancia se presenta cuando existen dos materiales conductores separados

11



por un material aislante. En las células, los materiales conductores son el
citoplasma y el liquido extracelular. El material aislante es la membrana celular,
especificamente la bicapa lipidica 67.36.37.

Un circuito eléctrico equivalente, mas completo, de las propiedades pasivas
de la membrana, se presenta en la figura 1.4.

La propiedad fundamental del capacitor es su capacidad para almacenar
cargas, de signos opuestos, en sus dos superficies conductoras. Esta separacion
de cargas ocurre cuando existe una diferencia de potencial entre ambos lados del

capacitor.
exterior
T
8Na 8k &c + l
_ + + -1 Cm
T% -T= |

5

interior

Figura 1.4. Circuito equivalente de las propiedades pasivas de la membrana. Se ha
incluido la capacitancia de la membrana Cnm.

Para determinar como afecta la capacitancia de la membrana a la razdn de
cambio del potencial de membrana, nos referiremos al circuito equivalente
simplificado, mostrado en la figura 1.5. En esta figura, la membrana celular esta
representada por un capacitor Cm en paralelo con un resistor Rm, el cual
representa los canales ibnicos pasivos. Las baterias i6nicas pueden ignorarse
para propositos de esta discusidén, ya que las baterias afectan sdlo el valor

absoluto del potencial de membrana Vm y no su razdn de cambio. Podemos

12



trabajar sélo con las propiedades pasivas de la membrana si consideramos que
los efectos de pulsos de corriente despolarizantes son muy pequefos para abrir
un numero significativo de canales de Na* y de K* dependientes de voltaje

(canales activos).

exterior

Em ; Cm

mterior

Figura 1.5. Circuito eléctrico simplificado. Este circuito puede utilizarse para examinar los
efectos de la capacitancia de la membrana Cm de una célula, en respuesta a una corriente
inyectada. La conductancia de todos los canales ha sido agrupada en un solo elemento resistivo
Rm. Las baterias que representan las fuerzas electromotrices que genera la difusién i6nica, han
sido despreciadas.

Cuando se inyecta corriente a la célula para cambiar su potencial de
membrana, el cambio en el potencial de membrana (AVm) esta retrasado con
respecto al pulso de corriente. Para explicar este retraso, debemos entender
primero los dos tipos de corriente que fluyen a través de la membrana : la
corriente ionica li (que es una corriente resistiva) y la corriente capacitiva lc. La

corriente total de la membrana Im es la suma de estos dos tipos de corriente :

Im=1i+1I¢c

13



La corriente idnica representa el movimiento de iones a través de los
canales i6nicos de la membrana. Por ejemplo, los iones de Na* se mueven, a
través de los canales de Na*, del exterior al interior de la célula.

La corriente capacitiva representa un cambio en la carga neta almacenada
en la capacitancia de la membrana.

Un anélisis del curso temporal de ke e i, revela la razén del retraso entre Im
y AVm. Recordando que el potencial V a través de un capacitor es proporcional a

la carga Q almacenada, tenemos :

Al

Para que un cambio en el potencial AVm ocurra a través de la membrana,

debe haber cambio en la carga almacenada en la capacitancia de la membrana.

Asz—A—Q‘
C

Este AQ esta producido por el flujo de corriente capacitiva lc. La corriente
esta definida como el movimiento neto de cargas positivas por unidad de tiempo.

El valor de la corriente capacitiva es igual al la razén con la cual cambia la carga

almacenada en el capacitor.

El cambio total en la carga del capacitor de la membrana AQ, es el

producto del valor promedio de la corriente capacitiva Ic y la duracién de la misma

14



(At = t2 - t1). Si la corriente capacitiva lc tiene un valor constante, este producto
simplemente es
AQ=1c *At
En caso contrario, si la corriente capacitiva lc varia con el tiempo, éste

producto puede obtenerse al integrar lc sobre todo el intervalo de tiempo At 3637,

La capacitancia y la resistencia de la membrana estan en paralelo y por lo
tanto, el potencial en estos dos elementos debe ser igual en todo momento. El
potencial a través del capacitor no puede cambiar hasta que la carga almacenada

en sus laminillas haya cambiado, esto es :

AVn=AQ/C

Inicialmente toda la corriente fluye por el capacitor para cambiar la carga
en sus laminillas. Sin embargo, conforme el pulso continia y AQ se incrementa,
mas y mas corriente debe fluir a través del resistor, ya que en cualquier instante
la caida de voltaje en la resistencia de la membrana AVm =Ii *R debe ser igual al
voltaje en el capacitor AVm=AQ/C. Con el tiempo, una porcién mayor de la
corriente de la membrana fluye por el resistor, y queda una fraccidon menor para
cargar el capacitor ; por ello, la razén de cambio del voltaje de la membrana Vm
decrece con el tiempo. Cuando AVm alcanza su maximo valor, toda la corriente de
la membrana fluye a través de la resistenciay el valor de AVm €s AVm=1Imn Rm,
como se muestra en la figura 1.6. Al final del pulso de corriente, ésta fluye por la
malla RC y el capacitor se descarga a través del resistor.

La capacitancia de la membrana tiene el efecto de reducir la razén con que
cambia el voltaje de membrana ante pulsos de corriente 3837 Si la membrana

tuviera Unicamente propiedades resistivas, un pulso de corriente aplicado a la

15



membrana, cambiaria instantaneamente el potencial de membrana y tendria la
misma forma que el pulso aplicado, como se muestra en la figura 1.7. Por otra
parte, si la membrana tuviera sélamente propiedades capacitivas, el potencial de
membrana cambiaria lentamente y su forma, en respuesta al mismo pulso de

corriente, seria la de una rampa, como se aprecia en la figura 1.7,

wa /S N

Figura 1.6. El curso temporal de AV es retrasado por la capacitancia de la membrana. Cuando Vm
cambia por efecto de inyectar corriente a la célula, AVm se retrasa con respecto al pulso de

corriente.

Ya que la membrana tiene ambos comportamientos, capacitivo y resistivo
en paralelo, el cambio resultante en el potencial de membrana ante un pulso de
corriente tiene una forma intermedia entre las dos respuesta puras, como puede

verse en la figura 1.7.

La pendiente al inicio del pulso de corriente en la grafica de Vm contra
tiempo es la misma que la del comportamiento capacitivo puro, mientras que la

pendiente al final del pulso es igual a la del comportamiento resistivo puro.

Para describir el comportamiento de las membranas biolégicas, es
frecuente emplear modelos eléctricos. Estos modelos son aproximaciones a las

membranas reales. Podemos decir que una célula excitable en reposo se

16



comporta como un simple circuito RC 673637, Este tipo de respuesta se puede

obtener con el anédlogo eléctrico presentado en la figura 1.5.

AVm

Ic

Figura 1.7. Respuesta de la membrana ante un pulso rectangular de corriente (c). Esta respuesta
tiene una forma intermedia entre el comportamiento resistivo puro (a) y el comportamiento
capacitivo puro (b). El producto de la resistencia de la membrana Rm con la capacitancia de la
membrana Cm es llamado constante de tiempo de la membrana 7. La corriente de la membrana Im
se muestra con linea continua, mientras que con lineas discontinuas se muestran la corriente
ibnica (resistiva) |i, asi como la corriente capacitiva Ic.

Vm es el potencial de membrana a cualquier tiempo, Rm es la resistencia de
la membrana y Cm es la capacitancia de la membrana. Si se aplica una corriente
I(t) a este circuito se dividira en dos componentes : una corriente Ir que fluye por
la resistencia y una corriente Ic que circula por el elemento capacitivo. Por lo
tanto, la corriente total

I(t) =Ir+1c

Podemos escribir Ircomo

17



De manera similar lc

Ie=Cnmn——
dt

Por lo tanto, la ecuacion para la corriente total queda de la forma :

I(t)=
() Rm dt

Si aplicamos un pulso de corriente de amplitud i, la solucion para la
ecuacion anterior esta dada por Vm=iRm(l - e/7 ), donde 7=Rm*Cm. Vm es,
en este caso, una despolarizacion (si i > 0).

La constante de tiempo de la membrana, 7, determina la rapidez con la que
Vm crece después del inicio del estimulo. Por ejemplo, cuando t=7,
Vm=(0.632)i :Rm. Para este tiempo, ia despolarizacion ha alcanzado el 63.2% del
valor final. Después de varias constantes de tiempo, el valor de Vm se aproxima a
iRm.

Cuando el pulso de corriente ha terminado, la ecuacion para la respuesta
en voltaje s Vm=i Rm(e /7).

El método usual para medir la resistencia de la membrana de una célula
excitable es aplicar una corriente conocida, i, durante un tiempo lo
suficientemente largo para que se produzca un cambio en el potencial en estado
estable. Entonces, la resistencia de la membrana Rm puede calcularse como
Vm/i. La constante de tiempo, 7, puede medirse como el tiempo requerido para

que Vm alcance el 63.2% de i Rm. Finalmente, la capacitancia de la membrana

Cm puede calcularse como 7/Rum.
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1.2. Bases ionicas del potencial de accion.

Cada célula tiene una membrana que separa los fluidos intra y extracelular,
los cuales tienen diferente composicidn idnica. La membrana celular consiste en
una bicapa lipidica. Esta membrana es por definicion, en términos eléctricos, un
capacitor, ya que separa las cargas 873637,

Cada membrana biolégica tiene una permeabilidad especifica que produce
una comunicacion entre el medio intracelular y el medio extracelular. Las
membranas excitables tienen unas vias de comunicacion altamente
especializadas que se encuentran en la bicapa lipidica. Estos canales son los
responsables del potencial de membrana; esto puede explicarse si se aprecia que
dichos canales proveen un contacto fisico entre los fluidos delimitados por la
membrana, moviendo los iones de acuerdo a sus gradientes electroquimicos. En
equilibrio, el voltaje de la membrana puede describirse matematicamente como
una funcion de las concentraciones ibnicas, al integrar la ecuacion de
electrodifusion de Nernst-Planck. Debe considerarse que en las células
excitables, muchos de los iones no estan distribuidos en equilibrio, pero se
encuentran en una situacidbn de estado estable, la cual es mantenida por las
bombas ibnicas que transportan iones en contra de sus gradientes
electroquimicos, utilizando energia de procesos metabdlicos 63%.

La ecuaciéon diferencial de Nernst-Planck puede integrarse sélo si se
asumen ciertas condiciones. La ecuacion de Goldman-Hodgkin-Katz, ampliamente
utilizada en biologia para describir el potencial de membrana, se deriva de la
ecuacion de Nernst-Planck con dos condiciones que se consideran para su
integracion. Primero, que el gradiente eléctrico a través de la membrana es
constante, y segundo, que los coeficientes de difusiébn de los iones en la

membrana son constantes.
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Si reducimos la composicion idnica de los fluidos intra y extracelular a tres
iones significativos, Na*, K* y ClI-, la ecuacién de Goldman-Hodgkin-Katz para el

potencial de la membrana es 63637

RT, Pna[Najo +Px[K]o +Pci[Cl]:
Vm = 11’1
F  Pna[Na] +Px[K]i +Pci[Cl]o

donde los términos Pna, Pk y Pci son los coeficientes de permeabilidad para el
Na*, el K* y el Cl-, respectivamente y representan caracteristicas especificas de
la membrana. Los corchetes indican las concentraciones iénicas y los subindices
o € i sirven para indicar si la concentracién es externa o interna, respectivamente.
R, T y F son la constante de los gases, temperatura absoluta y constante de
Faraday, respectivamente.

Las células excitables estan especializadas, ya que tienen vias de
seleccion iéniCa que permiten cambiar transitoriamente el voltaje de la membrana
desde valores negativos de reposo (el interior negativo con respecto al exterior)
hasta valores positivos. Este proceso es llamado el potencial de accion. Las
caracteristicas del potencial de accion pueden describirse con el siguiente
experimento. Si un pulso de corriente, pequefio y corto (estimulo), se pasa a
través de la membrana de una célula excitable y ese estimulo es mayor o igual a
un valor umbral, hay un cambio en el potencial de membrana (respuesta), y la
amplitud y el curso temporal de la respuesta son no lineales en relacion al
estimulo aplicado. Para pulsos que decrementan la magnitud del potencial de
membrana, hay un umbral sobre el cual la amplitud de la respuesta es casi
independiente de la amplitud del estimulo. Durante esta respuesta o potencial de
accion, la resistencia de la membrana decrece drasticamente y cambian las

caracteristicas de permeabilidad de la membrana. En reposo, la membrana es
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permeable a los iones de potasio y casi impermeable a los iones de sodio. En
este caso, el potencial de membrana, llamado potencial de reposo, se comporta
como un electrodo de potasio, y su valor puede aproximarse por la ecuacion de

Nernst

Vm=%?T—ln [K]O =Fx

[K];

En esta ecuacion, el coeficiente de permeabilidad de la ecuaciéon de
Goldman-Hodgkin-Katz se cancela, ya que el potencial esta definido
exclusivamente por el gradiente de K* a través de la membrana (los coeficientes
de permeabilidad para los otros iones son iguales a cero). Dado que la
concentraciéon de K* es generalmente mas grande en el interior que en el exterior
de la célula, el potencial de membrana en reposo sera negativo.

Cuando la membrana de una célula excitable es estimulada, las
propiedades de selectividad cambian y experimentan un proceso ciclico. La
membrana pasa de ser muy selectiva al K* a ser muy selectiva al Na* y vuelve a
ser muy selectiva al K*. Cuando la membrana se torna muy selectiva al Na*, el
potencial de membrana se comporta como un electrodo de Na* y en general tiene
un signo opuesto al del potencial de reposo, ya que los iones de Nat estan
distribuidos en los fluidos intra y extracelular de manera contraria a los iones de
K*.

Los potenciales de accién son el resultado de los cambios que se
presentan en la permeabilidad de las membranas celulares, a diferentes iones, los
cuales tienen diferentes potenciales de equilibrio. El potencial de equilibrio se
define como el potencial al cual el gradiente quimico (concentracion iénica)

cancela al gradiente eléctrico.
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1.3.La técnica de fijacidon de voltaje

Gran parte del progreso en la comprension de las corrientes idnicas a
través de canales especificos en la membrana celular, se debe al desarrollo de
las técnicas de fijacion de voltaje 67173637, Estos métodos permiten el analisis
cinético de las corrientes idnicas por :

1) el control espacial y temporal del potencial de membrana,

2) la eliminacion de las corrientes capacitivas, y

3) la separacién de la corriente idnica de interés, al elegir adecuadamente

las soluciones intra y extracelular.

Muchas de las propiedades de los canales idnicos en la membrana celular,
se obtienen con experimentos que utilizan la fijacién de voltaje. En general, el
método permite el flujo i6nico a través de la membrana celular, para ser medido
como una corriente eléctrica, mientras el voltaje de la membrana esta bajo control
experimental con un amplificador de retroalimentacion 6.7.17.36.37,

Este método fue desarrollado iniciaimente por Cole 13 en 1949 y por
Hodgkin, Huxley y Katz %6 en 1952, para ser usado en axdn gigante de calamar.
Desde entonces a la fecha, se han realizado muchas modificaciones a la técnica,
y el analisis de fijacion de voltaje se ha extendido a una amplia gama de células.

La utilidad de la fijacién de voltaje reside, primero, en el hecho de que
permite la separacion de las corrientes idnicas de las capacitivas. Segundo, es
mas facil obtener informacion sobre el comportamiento de un canal, midiendo
corrientes idnicas en un éarea de la membrana con un voltaje uniforme vy
controlado, que cuando el voltaje estd cambiando libremente en el tiempo y entre

diferentes regiones de la membrana. Esto es muy claro en el caso de la apertura y
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cierre de muchos canales idnicos que son afectados por el potencial de
membrana 3637,

Los métodos de fijacién de voltaje son usados para medir las corrientes
ibnicas de una célula o de grandes areas de la membrana que contiene miles de
canales; tales corrientes son llamadas corrientes macroscopicas.

La técnica de 'patch clamp' 7172 ha extendido la aplicacién del método de
fijacion de voltaje para el registro de corrientes idnicas que fluyen a traves de un

solo canal.

La base de la fijacibn de voltaje puede entenderse si se considera el
circuito equivalente, simplificado, de la membrana celular. Este circuito esta
mostrado en la figura 1.5. Cm es la capacitancia de la membrana, mientras los
canales, que permiten el flujo de corrientes ionicas li a través de la membrana,
estan representados por un resistor Rm. La corriente Im que fluye a través del

circuito sera la suma de li y la corriente en el capacitor

Im=11+Cmd—V
dt

En los experimentos de fijacidn de voltaje se utilizan estimulos cuadrados o
rectangulares, de tal forma que el voltaje cambie de un nivel a otro, tan rapido
como sea posible. Bajo estas condiciones, una breve espiga de corriente
capacitiva fluye cuando se presentan los bordes del pulso, pero cuando el voltaje
es estable, dV/dt es cero y la corriente capacitiva es cero. La corriente idnica
puede obtenerse libre de corriente capacitiva una vez que ha pasado el cambio

de voltaje, como se ilustra en la figura 1.8,
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Figura 1.8. Registro tipico de una céluia bajo fijacion de voltaje, cuando al aplicar un pulso
rectangular, el potencial de membrana se lleva a un nivel en el que los canales i0nicos se abren.
El curso temporal es, tipicamente, del orden de milisegundos.

Las corrientes idnicas medidas proporcionan informacién sobre las
propiedades de los canales y los mecanismos por los cuales se abren y cierran.
Otros estudios se concentran en componentes de las corrientes capacitivas, los
cuales estan relacionados con las compuertas de los canales 6.

Para una preparacion biolégica en particular, el sistema de fijacion de
voltaje utilizado debe contar con criterios para determinar la exactitud del control

del voltaje y la velocidad de fijacion de voltaje 7.11,17.18,2324,2526,37,38,30,41,44,45

Control del potencial de membrana
La exactitud con la cual el voltaje de la membrana es controlado, depende
de que se tenga un amplificador de fijacién con ganancia suficientemente grande.

Esto puede verse si se considera el esquema de fijacion de voltaje mostrado en la

figura 1.9 7.11.17.2324,37,38,30,41,44,45.
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Figura 1.9. Esquema siplificado del sistema de fijacion de voltaje donde se toman en
cuenta los efectos de Ia resistencia en serie Rs. Al funcionar el sistma, el voltaje Vm se aproxima al
valor del pulso comando E, pero Vm no es el volltaje a través de la membrana Vt, sino la suma de

éste mas el voltaje producido por la corriente que circula por Rs.

El potencial de membrana es medido por el seguidor de voltaje, el cual
tiene una impedancia de entrada muy grande, por lo cual la corriente de entrada
es despreciable. El amplificador de fijacion, de ganancia A, compara el potencial
de membrana con el potencial de comando E, y pasa corriente a través de la
resistencia de acceso Ra (la cual puede consistir de la resistencia del

microelectrodo y la resistencia citoplasmica) para controlar Vm. La salida del

amplificador Vo, esta dada por

Vo=g %A =A(E - Vin)

Esta salida se divide entre la resistencia de acceso Ra y la membrana (por

el momento asumiremos que la resistencia en serie Rs es igual a cero).

Vo=Vm+1#Ra
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Sustituyendo Vo y rearreglando para Vm tenemos :

A TR
1+A 1+A

De esta manera, conforme la ganancia A se incrementa, el potencial de
membrana se aproxima al potencial comando y se reduce el efecto de la

resistencia de acceso.

Resistencia en serie

En la practica, hay normalmente una resistencia en serie entre la
membrana y los electrodos de registro 7'7. Esta resistencia esta representada
por Rs en la figura 1.9.

La velocidad de la respuesta y la fidelidad del fijador estan limitadas por la
resistencia en serie Rs. Esta resistencia se debe principalmente a las propiedades
del electrodo de registro, a la resistencia en serie entre la célula y el electrodo de
referencia y a las propiedades del amplificador de fijacion. Dado que Rs esta en
serie con la resistencia y la capacitancia de la membrana, tiene dos efectos 717 :

1. Una resistencia en serie grande limita la velocidad de la respuesta. Para

una resistencia de membrana grande, comparada con Rs, la constante de

tiempo para cargar la célula es r=Rs *{Cm

2. Una resistencia en serie grande provoca errores en el potencial medido,

dependiendo de la relacién entre Rs y la resistencia de la membrana Rm.

Para lograr un error menor al 1% de la sefial, ésta relacion debe ser mayor

de 1:100.
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Cuando una corriente | fluye a través de la membrana, esta resistencia Rs
ocasiona una discrepancia entre el potencial de membrana medido Vm y la
diferencia de potencial real a través de la mebrana Vi. El tamafio del error es IR
y el problema se torna mas serio cuando la corriente de membrana es grande. El
procedimiento usual es medir Rs y decidir si el error I Rs es significativo. En caso
de ser significativo, puede lograrse una compensacion para Rs sumando una
sefal proporcional a la corriente de la membrana, escalada apropiadamente, con
el voltaje de comando del amplificador de fijacion. Comunmente la compensacion
se logra usando un potencidmetro, y el nivel tipico de compensacién esta entre el
80 y el 90% 7171824 A| intentar mejorar el nivel de compensacion, el sistema de
fijacion de voltaje comienza a oscilar.

La resistencia en serie generalmente se mide bajo condiciones de fijacién
de corriente 71724 aplicando pulsos de corriente |. Tebricamente, la respuesta en
voltaje muestra primero un salto de tamafio I-Rs, seguido de una subida en
voltaje con una pendiente inicial igual a I/Cm, donde Cm es la capacitancia de la
membrana.

La resistencia en serie Rs, puede ser reducida usando amplificadores de
fijacidbn con ganancia dependiente de frecuencia o utilizando electrodos con la

resistencia mas baja posible.

Velocidad de fijacion

Para separar las corrientes capacitivas de las i6nicas 717, el cambio en el
potencial de membrana debe terminar antes de la activacién de los canales
idnicos.

La velocidad maxima de cambio en el voltaje de la membrana esta limitada

por la corriente maxima que fluye a través de la membrana y por la capacitancia

de la misma
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dV Timax
(—— ) max =

dt Cm

El fijador de voltaje debe estar capacitado para cambiar el potencial de
membrana lo suficientemente rapido para que el transiente de corriente capacitiva
ocurra antes del tiempo en el que la corriente idnica es medida. Claramente, esta
exigencia debe ser mayor cuando interesa medir corrientes idnicas rapidas 6717,

Los sistemas de fijacion de voltaje tienen dos, y algunas veces mas,
constantes de tiempo7.1117.1823242526373830414445 en su circuito de
retroalimentacion y estos sistemas tienden a oscilar conforme se incrementa la
ganancia. Los retrasos en el sistema de fijacion son ocasionados por las
constantes de tiempo del amplificador de control. Habra también un retraso en la
medicion del potencial de membrana causado por la capacitancia a la entrada del
seguidor de voltaje y la capacitancia parasita del microelectrodo, cuando éste es
usado. Este retardo puede reducirse usando un seguidor de voltaje con
compensacion de capacitancia.

La ganancia del sistema de control necesita ser grande, para asegurar un

buen control del voltaje.
1.4. Descripcion de las corrientes de membrana bajo fijacién de voltaje
Cuando una célula excitable es despolarizada de su potencial de reposo
(aproximadamente -90 mV en el musculo) a un potencial cercano a 0 mV, por un
repentino cambio en el potencial de membrana usando la técnica de fijacion de

voltaje, la corriente que fluye por la membrana consiste de un transiente de
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corriente saliente (corriente positiva) extremadamente rapido, seguido por un
transiente de corriente entrante (corriente negativa) y, ligeramente retrasada, una
corriente saliente (corriente positiva) sostenida. Los cursos temporales de estas

corrientes pueden apreciarse en la figura 1.10.

G20 ~
.10
Vm [mV] J i
0.00
—.10 | 1 l 1 U |
o 2 4 & 8 10
2.0
L e
Ik
0.7
I, T
Im[ud] r——
0.7
INe
a0 1 P | I |
e z 4 6 8 10
tiempo [tns]

Figura 1.10. Los componentes de la corriente de membrana en fijacion de voltaje. (a) pulso de
voltaje (potencial de membrana), (b) corriente capacitiva, (¢) corriente de Na*, (d)corriente de K*
y (e) corriente de fuga.

Hodgkin y Huxley 2526, en sus articulos clasicos, identificaron las diferentes
especies idnicas que originan la corriente total de la membrana, al reemplazar el

ion sodio del medio externo por colina, la cual no atraviesa facilmente a la

membrana. El transiente rapido de corriente saliente, al inicio del pulso de voltaje,
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esta identificado con la carga de la capacitancia de la membrana. La corriente
entrante es generada por iones de Nat*, mientras que la corriente saliente
retrasada es atribuida a los iones de K*, los cuales se encuentran en grandes
concentraciones dentro de la célula. También ha sido identificada una corriente
lineal e independiente del tiempo y se le ha llamado corriente de fuga.

Hodgkin y Huxley 252 realizaron un estudio muy detallado de las corrientes
de Nat* y K* en funcién del voltaje y el tiempo. Sus resultados fueron expresados
en términos matematicos en un conjunto de ecuaciones diferenciales ahora
llamadas ecuaciones de Hodgkin y Huxley 67.17.36.37,

Para una regiéon de la membrana, la corriente total Im es la suma de la
corriente capacitiva lc y la corriente iénica li. Evidencias recientes indican que la
capacitancia de la membrana tiene dos componentes € : uno que es dependiente
del voltaje de la membrana Cv(Vm) y otro que no depende del voltaje Co. De esta

manera, la corriente total esta dada por

dVm

Im=[CV(Vm) +Co] +1i

En la formulacién original de Hodgkin y Huxley 67.17.3637 |a capacitancia de

la membrana estaba descrita por una constante Cm. Por lo tanto, la corriente total

estaba dada por

Im:Cm% +1
dt
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La corriente idnica esta descrita como la suma de tres componentes
L=INa+Ixk+1L
donde Ina es la corriente debida al los iones de sodio, Ik es la corriente originada

por los iones de potasio e IL es la corriente de fuga.

1.4.1. La corriente de sodio

La corriente entrante de Na* es originada por despolarizaciones que abren
los canales de Na*.

La tetrodotoxina (TTX), una droga obtenida de un pez, bloguea
especificamente los canales de sodio. La TTX blogquea la corriente que pasa a
través de los canales de sodio. Se ha encontrado que la TTX, en concentraciones
bajas, decrementa la amplitud de la corriente de Na* sin afectar la cineética,
sugiriendo que la droga esta bloqueando algunos canales y otros no. Evidencia
disponible indica que cada molécula de TTX reacciona con un solo canal y esta
propiedad ha sido utilizada para controlar el numero de canales activos en la
superficie de la membrana. La saxitonina (STX), tiene una accién similar sobre la
corriente de Na*, aunque su estructura es diferente 561320264648

La corrriente de Na* producida por un pulso despolarizante tiene una fase
sigmoidal rapida, llamada activacion, y después una fase que decrece
exponencialmente, llamada inactivacion 561320264648 mientras se mantiene la
despolarizacion. La cinética de la activacion y la inactivacion es dependiente del
voltaje y por lo t’anto el potencial de la membrana tiene una doble accion en la
corriente de Na*. La inactivacion de la corriente de Na* durante una
despolarizaciéon sostenida puede prevenirse perfundiendo a la célula con la
enzima pronasa 4. Bajo estas circunstancias, la corriente de Na* sélo se activa y

puede observarse una corriente entrante sostenida por varios milisegundos. Si la
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despolarizacion se mantiene durante cientos de milisegundos, la corriente de Na*
se inactiva por un proceso diferente llamado inactivacion lenta de Na*. Este
proceso no es bloqueado por la pronasa.

Hodgkin y Huxley 67173637 expresaron la corriente de Na* como un
producto de la conductancia al Na* gna y la diferencia de potencial Vm - Vna.
Cuando se analizan los resultados de experimentos con fijacidn de voltaje, se ha
encontrado que la maxima conductancia de Nat* es una funcién sigmoidal del
voltaje que satura a voltajes muy positivos.

La conductancia al Na*, gna, es una funcién del voltaje y el tiempo. Hodgkin
y Huxley 67173637 dividieron la conductancia al Na* en dos componentes : uno de
activacion y otro de inactivacion. Por simplicidad asumieron que estos
componentes son completamente independientes; sin embargo, nuevas

evidencias indican que la inactivacion esta acoplada al proceso de activacion.

La conductancia al Na* gna, segun Hodgkin y Huxley 67173637 estg
expresada de la siguiente manera

gNa = éNa m3h

donde g~. es la conductancia total maxima al Na* (es igual al numero de
canales por la conductancia de un solo canal abierto), m> es una funcion
adimensional del tiempo y el voltaje y representa la fraccion de los canales que se
encuentran en estado activado, y 1-h representa la fraccion de canales que estan
inactivados, por lo que h representa la fraccion de los canales que no se
encuentran en estado de inactivacion. m y h varian entre 0 y 1, y su razén de

cambio esta dada por una ecuacién diferencial ordinaria de primer orden, de la

forma
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dx
—=(1- Y x- 0 x
” (1-x) Bx *x

donde x puede ser m o h. Las constantes am 0 an y 8m 0 h son funciones del
voltaje de la membrana y adquieren nuevos valores instantaneamente ante
cambios en el potencial de membrana.

Una interpretacion molecular de estas ecuaciones es que m es la fraccion
de hipotéticas particulas en la posicién correcta para abrir el canal de sodio; m>
indica que serian tres estas particulas, y representa la fraccidbn de canales
activados. Por otra parte, 1-h representa la fracciéon de otro conjunto de particulas
en la posicién correcta para bloquear o inactivar los canales. El producto m3h
proporciona la fraccidn de canales abiertos.

La corriente de sodio esta dada por la expresion

Ina = éNa m3h (Vi - VNa)

Cuando la membrana es despolarizada repentinamente (inicio del pulso), m
se incrementa exponencialmente y h decrece también exponencialmente, pero

con una constante de tiempo mayor. El curso temporal de m, h, m® y m3h se

ilustran en la figura 1.11.
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Figura 1.11. Curso temporal de los parametros de activacion e inactivacion. Las curvas de
lineas continuas muestran el curso temporal de m, m3, h y meh, para una polarizacion estable de
120 mV desde el potencial de reposo. Nétese el retraso en el inicio de m?3 cuando la membrana se

despolariza.

Si el pulso de voltaje se termina abruptamente (final del pulso) y se
repolariza al potencial de reposo antes de que la inactivacién de los canales de
sodio haya reducido la corriente de Na*, puede observarse una corriente entrante
que decrece rapidamente (corriente de cola) 6. Esta corriente fue interpretada
como una corriente de Na* que sucede por el aumento del factor (Vm - VNa) y no
cierra instantaneamente los canales al repolarizar. Esta corriente posteriormente
decrece, porque el pardmetro de activacion m regresa a su condiciéon de reposo.

Nétese que m decrece mas lentamente que m3h.
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1.4.2. La corriente de potasio

La corriente saliente retrasada de la figura 1.10, es atribuida a los iones de
potasio 61324252634444546 Esta corriente de K* tiene un retardo mas largo y una
subida mas lenta que en la corriente de Na*. Para el caso de las fibras nerviosas,
la corriente de K* no presenta inactivacion. Sin embargo, en fibras musculares se
ha encontrado la existencia de una fase de inactivacién para esta corriente 24.

La descripcion formal de la corriente de K*, propuesta por Hodgkin y
Huxiey®717.3637 es muy similar a la descripcion de la corriente de Na*, excluyendo
el parametro de inactivacion y elevando el pardmetro de activacion a la cuarta
potencia para lograr el retardo pronunciado de la corriente de K*. La expresion

para esta corriente esta dada por

Ik = gk n* (Vm - VK)

donde todos los términos tienen significados analogos a los de la corriente de
Nat*. El parametro n esta dado por la ecuacion diferencial, donde se sustituye n
por x. VNa y Vk son los potenciales de equilibrio o inversiéon de sodio y potasio,

respectivamente.

Hasta ahora no se ha encontrado una droga que bloquée la corriente de K*
de manera selectiva como el TTX bloquea los canales de sodio 6 El
tetraetilamonio (TEA), no tiene efecto cuando es aplicado fuera de la célula, pero
puede bloquear la corriente de K* cuando es aplicado en el interior, afectando su
cinética al tapar un canal de potasio abierto 6. EI mismo mecanismo fue propuesto
para algunos derivados del TEA, los cuales producen bloqueo e inducen un

proceso parecido a la inactivacion de corriente de K*. Los efectos de los
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compuestos derivados de TEA han sido demostrados también en el nodo de

Ranvier 6.

1.4.3. La corriente de fuga

Hodgkin y Huxley 87173837 encontraron que las corrientes de Na* y K* no
eran suficientes para explicar toda la corriente iénica y definieron una corriente de
fuga que no tiene selectividad especifica y no depende del voltaje ni del tiempo ©.

Esta corriente esta descrita por la ecuacion

IL=gL(Vm- Vi)

donde gL es la conductancia de fuga y V. es el potencial de equilibrio de la
corriente de fuga. gL y VL son constantes. Sin embargo, Adelman y Taylor 6
encontraron que gL es una funcién del potencial de membrana y este hecho ha
sido confirmado en experimentos de movimiento de carga y corrientes de

compuerta.

1.4.4. La corriente de calcio

La existencia de permeabilidad al Cat* en células excitables, ha sido
observada desde hace aproximadamente 40 afios 91940424651 | os canales de
calcio juegan un papel crucial en el acople de la excitacidon de la membrana con
las respuestas celulares, tales como la secrecion o la contraccion 91940424651 | os
canales de calcio son frecuentemente modulados por hormonas o por
neurotransmisores. Se sabe que los canales de calcio son poros, capaces de

transferir millones de iones por segundo, que tienen propiedades dependientes
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del voltaje claramente distinguibles de las bombas 0 mecanismos de intercambio
iénico.

La activacion de la corriente de Ca** se refiere a la apertura de los canales
de calcio en respuesta a una despolarizacién. En muchos tejidos, la activacion se
aproxima a un nivel estable unos milisegundos después del pulso de
despolarizacién, antes de que ocurra la inactivacion. EI maximo nivel de
activacion depende del nivel de la despolarizacion 91940424651

La inactivacion se refiere al declive en la conductancia al Ca**, apreciable
en muchas células excitables durante una despolarizacion mantenida. Cuando
esto ocurre, la inactivaciéon de los canales de calcio es mucho mas lenta que la
activacion. La inactivacion de los canales de calcio puede verse no solo como una
relajacidn de la corriente de Ca** durante una despolarizacién, sino también
como una depresion del pico de la corriente de Ca** durante una despolarizacion

subsecuente 91940424651,

1.4.5. Movimiento de carga

Una de las caracteristicas relevantes de la permeabilidad iénica de las
membranas excitables, es su dependencia del voltaje. Hodgkin y Huxley®.7.17.3637
encontraron que la conductancia al Na* tiene una dependencia de voltaje muy
fuerte, en una region muy cercana al potencial de reposo. Ellos propusieron que
los grupos cargados o dipolos, en la membrana, se mueven como resultado de
cambios en el campo eléctrico y que este movimiento de carga es el responsable
de la apertura y cierre de los canales, por algin cambio conformacional aun no
especificado 1236142 | a cantidad de carga requerida para producir relaciones
funcionales de conductancia contra potencial de membrana, puede estimarse con
ayuda de un modelo muy simple 12361429 En este modelo se asume que cierta

cantidad de carga esta asociada con cada canal, y la posicién de la carga
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determina si el canal esta abierto o cerrado. Supdngase que la carga movil tiene
sblo dos posiciones estables. La ecuacion cinética que gobierna la transicion

entre las dos posiciones estables es :

Ql—%» Q2 Ql<’~ Q2
donde Q1 y Q2 son la cantidad total de carga en la posicion 1 y 2,
respectivamente. « y 8 son constantes de velocidad.

La razén de cambio de Q2 esté dada por la ecuacion diferencial :

&=an—BQ2
dt

Si se define la carga total como Qt

Qr=Q1+Q2

entonces, podemos escribir la ecuacion diferencial como

-d—%w(QT-QZ)-BQZ

a y ( son funciones del voltaje a través de la membrana y conforme la

membrana se despolariza, « se incrementa y 8 decrece.
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Las expresiones para « y 3 estan dadas por :

ezl (E - Eo)
e 2kT )

-ezl(E-Eo)
( 2kT )

B=Aexp

La constante A incluye la temperatura T, las constantes de Boltzmann y
Planck, y un coeficiente de transmision, el cual no necesita especificarse en
detalle para la presente discusion. £ es el campo eléctrico a través de la
membrana, / la distancia que se mueve la carga, z la valencia del grupo cargado y
e es la carga electronica. Eo es el campo al cual las dos constantes, a y 3, son
iguales.

Si el campo es constante a través de la membrana y se asume que la carga
se mueve a través de todo el espesor de la membrana, se puede reemplazar el
producto E 4 por Vm, el potencial de membrana.

La solucién de la ecuacién diferencial, que satisface las condiciones

iniciales Q2=Q0ent=0, es:
Q2=Qoo-(Qoo-QO) g-(atpt

donde

a +83
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En estado estable, la solucion de la ecuacion diferencial es

2= Q1
1+exp(-ze(Vm-Vo /kT))

La corriente producida por este movimiento de carga esta definida como

(=52 (o +6)(Qe-Q0)e @+ At

que es una simple exponencial que decae con una constante de tiempo igual a
(ot )

Hodgkin y Huxley 87173637 no detectaron esta corriente. Los primeros en
reportarlo fueron Armstrong y Bezanilla 5, y mas tarde Keynes y Rojas ©.

El movimiento de carga estd confinado a la membrana vy
consecuente.mente, se comporta como una corriente capacitiva 1.236.14,2931,323335
De la ecuacién para Q2 puede verse que la carga se mueve como una funcién no
lineal del voltaje! 2361429

El movimiento de carga puede ser, cualitativamente, similar a las corrientes
de compuerta registrados en axén de calamar 5%, las cuales juegan un papel muy
importante en la activacion de los canales de sodio. Sin embargo,
cuantitativamente, las diferencias son claras. En musculo, la cantidad de carga
por cm? de membrana (superficie + sistema T) es aproximadamente tres veces la
registrada en axdn de calamar, y el curso temporal es de 20 a 100 veces mas
lento 0. Esto hace improbable que el movimiento de carga en musculo pudiera

estar ligado al movimiento de la compuerta en los canales de sodio .
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Aunque el papel fisiolégico del movimiento de carga, en el musculo, se
desconoce, hay algunas propiedades que sugieren que este movimiento esta
ligado estrechamente con el acople exitacidn-contraccidn 249,1027.3038,47.50,

Dichas propiedades son :

1) El rango del potencial de membrana en el cual ocurre el movimiento de
carga, es el rango en el cual muchas de las propiedades eléctricas y mecanicas
del musculo estan fuertemente reguladas. 2) El movimiento de los grupos
cargados, desde una posicién en el reposo hacia una nueva posiciéon durante la
despolarizaciéon, y el regreso a la posicién original durante la repolarizacion,
podria involucrar un movimiento de algunos Armstrongs. Este movimiento
corresponderia al inicio y final de un movimiento molecular.

Estas propiedades permiten suponer que el movimiento de carga, en el
musculo, es factor importante en la liberacién de iones de Ca** y en el acople

excitacion-contraccion 24:9.10,19,27,.30,38,40,42.47,50,
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Se ha descrito anteriormente la cinética de los diferentes fendbmenos que
se registran a nivel de la membrana celular. También se manifesté la importancia
de una medicion precisa de estos eventos. La técnica de fijacion de voltaje resulta
muy util para estos propositos.

El método de fijacion de voltaje utilizado, varia de acuerdo a los diferentes
tipos celulares.

Para el caso de fibras musculares esqueléticas, se ha utilizado un sistema
de fijacidon de voltaje presentado por Hille y col 24 en 1976, sin que hasta la fecha
se le hayan realizado cambios sustanciales.

El presente trabajo presenta un sistema de fijacion de voltaje con dos sellos
de vaselina, para fibras musculares esqueléticas, que ofrece ventajas sobre los

sistemas descritos anteriormente en la literatura.
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2. SISTEMA DE FIJACION DE VOLTAJE CON DOS
SELLOS DE VASELINA

Uno de los disefios de fijacion de voitaje més utilizados para el caso de
fibras musculares esqueléticas, es el presentado por Hille y Campbell24 en 1976.
En este sistema se emplean segmentos de fibras musculares que, al estar
cortados por sus extremos, permiten mantener una continuidad eléctrica hacia el
interior celular, asi como controlar su contenido idnico. Un diagrama a blogques de

dicho sistema, se presenta en la figura 2.1.

pulsos
————< comando
Vm A2
Al .
—;> e
Ny Im
compensaciin 4
¢ B {a o s E

Loty
membrana
L H s l AN o |
regidn A corriente aplicada

Figura 2.1. Diagrama a bloques del sistema de fijacién de voltaje presentado por Hille en 1978. El
amplificador A1 mide el potencial transmembranal y mantiene en tierra virtual el punto D. El
amplificador A2 compara el voitaje del puiso comando con el voltaje de salida de A! e inyecta una
corriente In al interior de la fibra muscular (punto D).

Este sistema utiliza tres sellos de vaselina. El amplificador A1 mantiene el
interior de la fibra en tierra virtual (puntos D y C). Idealmente, no hay flujo de
corriente en la fibra a la izquierda del punto D. Se considera que el potencial de
reposo en la membrana muscular es de aproximadamente -90 mV. E| sistema

tiene un control para ajustar el potencial de mantenimiento hasta que el voltaje en
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la region A sea de 90 mV. Cuando se inyecta una corriente Im en la region E, ésta
fluye a través de la membrana muscular en la region A. Si se aplica un puiso
comando con un estimulador en el amplificador A2, se inyecta una corriente al
interior de la fibra muscular (punto E), cambiando el potencial transmembranal al
valor del pulso comando. En este sistema, la eliminacion de corrientes capacitivas

se realiza posteriormente a todo el proceso de fijacion de voltaje.

Sin embargo, este disefio presenta algunas desventajas :

1. La eliminacion de los transiente capacitivos es sdlamente cosmeética,
obligando a una amplificacién de la sefial en varias etapas, para evitar la
saturacion de los amplificadores operacionales, con lo cual se degrada la
relacion senal a ruido.

2. La compensacion de la resistencia en serie se ve limitada, ya que cada
etapa de amplificacion agrega una constante de tiempo de respuesta que
tiende a generar una mayor inestabilidad por la retroalimentacion positiva
del circuito de compensacion.

3. La velocidad de la respuesta y la fidelidad del sistema de fijacion de
voltaje, también se ven limitadas por la resistencia Rs, a través de la cual

se inyecta corriente a la membrana.

2.1. Primera version

El sistema de fijacion de voltaje y corriente propuesto se ha disefiado para
la medicion y registro de fendmenos en la membrana de fibras musculares
esqueléticas (corrientes idnicas, corrientes capacitivas lineales y no lineales y

potenciales de accion). Este sistema utiliza Unicamente dos sellos de vaselina.
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Mas adelante se describiréd la diseccion de la fibra, asi como su montaje en la
camarilla experimental y la colocacion de los sellos de vaselina.

El sistema se ha implementado con amplificadores operacionales LF353,
que se eligieron por las siguientes caracteristicas 2. 43,49

- entrada FET

- bajo nivel de ruido

- alta ganancia

- amplio ancho de banda

- No requiere ajuste de dc

Los circuitos necesarios para lograr este sistema, se construyeron con
resistores de carbono con tolerancia de 1 %, y capacitores de ceramica con

tolerancia de 10 %. Los potenciometros son de 10 vueltas.

Las primeras versiones del sistema no incluyen la etapa de fijacion de
corriente. Esta version se ilustra mediante un diagrama a bloques en la figura 2.2.
Como parte del desarrollo, después de la simulacién se realizaron pruebas sobre
el circuito real, para cotejar los resultados teéricos con los experimentales.

Los resultados presentados de las pruebas realizados sobre el sistema real
de fijacion de voltaje,.corresponden unicamente a la primera version (para ilustrar
el inicio de este trabajo), asi como a la Ultima (para mostrar el mejor disefio y su
funcionamiento) y a la que incluye fijacién de corriente. Los resultados de las
versiones intermedias no se presentan, ya que estas versiones solo son parte de

la evolucion natural del presente trabajo.
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voltaje . : compensacién
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de figa . \b

convertidor

de cormente
a woltaje

Vilm) —
/ medicién balance
de Ifn de dec |~
compensacion
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Figura 2.2. Diagrama a bloques de la primera version del sistema de fijacion de voltaje.
Esta version consta de nueve etapas.

Este diagrama esta compuesto por nueve blogues. La primera etapa consta
de un sumador, en el cual se suma el voltaje de los pulsos comando y un voltaje
para ajustar el nivel de dc introducido por los elementos del circuito. Este ultimo
voltaje se emplea para asegurar que cuando no se aplican pulsos comando, el
voltaje de membrana sea igual a cero. También se suma una fraccion del voltaje
proporcional a la corriente de membrana, para compensar los efectos introducidos
por la resistencia en serie.

Para disminuir el nivel de dc y el ruido que normalmente presentan los
estimuladores o las tarjetas de conversion digital/analégico, el pulso de
estimulacion es dividido 10 veces. De esta manera, si se aplica un pulso comando
de 1V, la fibra muscular siente en realidad un pulso de 100 mV.

Por otra parte, como los pulsos de estimulaciéon vienen acompafnados por
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espigas que se presentan al inicio y final, en el siguiente bloque se emplea un
filtro pasa bajas para eliminar dichas espigas y para disminuir la velocidad del
pulso comando, evitando con ello pequerias oscilaciones en el sistema de fijacion
de voltaje. Esto permite atenuar las espigas de las corrientes capacitivas que
pudieran saturar al convertidor de corriente a voltaje.

La salida de la segunda etapa es conducida, por una parte, a un bloque de
eliminacion de corrientes capacitivas. Este bloque consta de dos filtros pasabajas,
los cuales, gracias a un ajuste fino de la frecuencia de corte y al acoplar su salida
a un capacitor, generan corrientes capacitivas de constante de tiempo variable.
La sefal generada en este bloque es de signo opuesto al de la corriente
capacitiva originada en la membrana y ambas se suman, alegebraicamente, a la
entrada del convertidor de corriente a voltaje. Este hecho es muy importante, ya
que con ello se amplia el ancho de banda de la respuesta del sistema. En esta
primera versidn, se utilizan s6lo dos constantes de tiempo, con lo cual se elimina
unicamente el transiente capacitivo mas rapido y de mayor amplitud, y las
compontentes en frecuencia mas cercanas a este primer transitorio.

La salida de la segunda etapa también alimenta al bloque de
compensacion de corrientes de fuga. En esta etapa se pretende eliminar un nivel
de dc introducido por las corrientes que se fugan a través de los sellos y por los
componentes resistivos de la membrana. La salida de esta etapa se aplica en un
bloque donde se proporciona a la salida un voltaje proporcional a la corriente de
la membrana, que es en realidad el sitio en donde monitoreamos la corriente de
membrana.

En esta primera version, se cuenta con una etapa que controla la ganancia
del sistema, manteniendo la idea del modelo basico de fijacion de voltaje. Ya se
ha comentado que una mejor fijacion del voltaje depende de una mayor ganancia.

Posteriormente se encuentra la etapa del convertidor de corriente a voltaje.
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Debe notarse que con este convertidor se logra fijar el potencial interno de la
célula al nivel del potencial de reposo (potencial de mantenimiento), y esta
situacion se mantiene durante todo el experimento. A esta etapa llega la suma de
un dc para compensar el voltaje introducido por los electrodos (lo que se conoce
como balance de los electrodos) y un potencial que sirve para llevar a la célula a
niveles determinados de voltaje (lo que se llama potencial de mantenimiento).

La importancia de la compensacidn de la resistencia en serie es que, de no
hacerse, el voltaje real que llega a la fibra es menor que el aplicado en la primera
etapa del sistema. Dado que los efectos de la resistencia en serie se hacen
presentes cuando las corrientes que se aplican a la célula fluyen por Rs 7, se toma
el voltaje que entrega el convertidor, como resultado de la corriente de la
membrana, y se escala por medio de un potencidmetro, antes de sumarlo en la
primera etapa. De esta manera, el voltaje utilizado para la compensacion tiene el
mismo comportamiento temporal que la corriente de la membrana. Al realizar este
arreglo, el circuito constituye un sistema de retroalimentacion positiva.

El circuito completo de la primera versién del sistema de fijacion de voltaje,

se presenta con detalle en la figura 2.3.

2.1.1. Analisis
Para realizar el analisis del sistema de fijacion de voltaje, se escribiran las

ecuaciones de salida para cada uno de los amplificadores, dejandose indicados

estos valores a lo largo del desarrollo.

La etapa del sumador, tiene como ecuacioén para el voltaje de salida Vat

R2
Vair=-(—= Vc+PC+ FVrs
A (R6)( d Rs)

R2=R3=R4
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Figura 2.3. Circuito eléctrico de la primera version de sistema de fijacion de voltaje
disefiado para dos sellos de vaselina.
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donde Ve es el voltaje aplicado para compensar el nivel de dc introducido por los
elementos activos del circuito; PC es el voltaje de los pulsos comando y FVrs es
una fraccion del voltaje proporcionado para compensar la resistencia en serie.

A la salida del amplificador A2 el voltaje es

Va2 = (-———1————) Vai
1 + SCIRe2

Rr2 es la resistencia del potenciémetro 2. La salida Va2 corresponde a un filtro
pasa bajas, con frecuencia de corte igual a ( Rr2C1)) K

Siguiendo con el analisis del circuito, la salida del amplificador A3 esta

dada por

Vaz = - (&Q) Va2
RI11

Para el amplificador A11 la ecuacion resultante es

36
Van=- (II:?) (Vmtto+ V Bal)

R7=R36
La salida del amplificador A5 esta dada por la ecuacion

R12 RS
Vas=(1+ ) ) Va2
R8 R9-RI0

El amplificador A12 entrega a la salida el voltaje de la membrana Vm, el

cual es retroalimentado, via el amplificador que controla la ganancia, para lograr
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una mejor fijacion de voltaje.

m = VA3

El amplificador A7 estd configurado como un circuito pasa bajas, cuya

ecuacion es

VA7 = (——————) FVas
I + SC2ZRes

donde Rps es la resistencia del potencidmetro 5; FVas es una fraccion del voltaje
que entrega a la salida el amplificador A5. Esta fraccion esta determinada por el
potenciometro 4. La frecuencia de corte de este filtro es ( ResC2 ) !

De manera similar, el amplificador A8 esta configurado como filtro pasa

bajas; por 1o tanto, el voltaje de salida para el amplificador A8 es

A8 = (———1————) FVas
1+SC4Rr10

donde Rr10 es la resistencia del potenciometro 10; FVas es una fraccion del voltaje
que entrega el amplificador A5. Esta fraccibn esta determinada por el
potencidmetro 9. La frecuencia de corte de este filtro es ( Rr10C4 ) 1

A la entrada del convertidor de corriente a voltaje, la corriente es

It =1 + 1

donde I7 es la corriente total que ingresa al convertidor; | es la corriente que se
obtiene al aplicar un pulso de voltaje FVaiz a la fibra (o al modelo, en su

momento) e Ic es la corriente capacitiva obtenida a partir del voltaje entregado por
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los amplificadores A7 y A8.
De esta manera, a la salida del amplificador A4 (convertidor de corriente a
voltaje) se tiene
Vas= -(ITR16-Van)=-((I1+1) R16- Van)

pero

dV a7 N dVasg

Ie=C3(
dt dt

)

por lo tanto

dVa~r 3dVA8

Vas=Van-(1+C3 +C )R16
dt dt

Notese que VA3 es de signo opuesto a VA5, por lo que en realidad, a la
entrada del convertidor de corriente a voltaje, las corrientes | e Ic se estan
restando.

Para el amplificador A6

Vas = (1 + —R-Ié) Va3
R14

En |a salida del amplificador A9, la sefial esta determinada por

R19 R22 R22
Vao = (— 7 31 + v - Regyy
Go 7r20¢ TRV T G VA

Vete €8 un voltaje constante, utilizado para compensar un nivel de dc que va

acumulandose en cada etapa del sistema.
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La ecuacidon para Im, que en realidad es un voltaje proporcional a la

corriente de la membrana, es

Rep: 1 1 1 1 1
V(Im)=R26((V a9 + + - FVas+t—=——=Vau
(Im) « RPz+R24)(R25 R26 R46) (st R46 )

donde FVas es una porcién del voltaje entregado por el amplificador A6. Esta
fraccion esta dada por el potenciémetro 6. Rez es la resistencia presentada por el
potencidmetro z.

Para compensar la resistencia en serie se utiliza una porcion del voltaje

proporcionado por el amplificador A10, cuya ecuacion es

Vrs=- (22) v s
R28

Finalmente, la ecuacién para el voltaje entregado por el amplificador A13,el

cual sirve para determinar la ganancia del sistema de fijacion de voltaje, es

R
VA13=E—1—VA12-( 40 )(1+ R41)VA3
R38 R39 + R40 R38

2.1.2. Simulacion

Para probar el sistema de fijacion de voltaje, se utilizaron modelo eléctricos
que simulan el comportamiento de la membrana celular y los sellos de vaselina.

El primer modelo empleado para la caracterizacion del sistema de fijacion
de voltaje, es muy similar al empleado por Hille 24 en su sistema con tres sellos de
vaselina. Dicho modelo se presenta en la figura 2.4. Rs es la resistencia en serie,
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resistencia en serie, Rg representa la resistencia que ofrecen los sellos de
vaselina, Rm y Cm son la resistencia y la capacitancia de la membrana,
respectivamente, Ra es la resistencia axial de una fibra cilindrica (de acuerdo con

la teoria de cable) y Ri es la resistencia interna de la fibra muscular 7.%.37,

exterior
Rg Rg
—NN AN
Rm 3 —~ Cm
Ra
—_N N
R mterior Rj

Figura 2.4. Modelo de membrana y fibra muscular bajo dos sellos de vaselina, similar al propuesto
por Hille y Campbell. Rs es la resistencia en serie, Rg representa la resistencia que ofrecen los
sellos de vaselina, Rm y Cm son la resistencia y la capacitancia de la membrana, respectivamente,

Ra es la resistencia axial de una fibra cilindrica y Ri es la resistencia intema de la fibra muscular.

Al aplicar pulsos comando a este modelo, se observd, cualitativamente,
que la velocidad de respuesta del sistema es superior a la reportada por otros
autores. Esto se puede ver en el curso temporal del voltaje y la corriente de la
membrana.

Se pens6 que dicha superioridad se debia, en parte, a la escasa
complejidad del modelo de fibra muscular empleado. Este hecho propicié que se
utilizara un modelo mas complejo. El modelo utilizado posteriormente, es el

propuesto por Chandler y Hui'', el cual considera también las propiedades
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capacitivas de la fibra bajo el sello de vaselina, a diferencia del modelo utilizado

anteriormente. Este modelo puede verse en la figura 2.5.

fibra muscular
v sellos de
vasehna

b
Vi=0

modelo eléctrico equivalente

Figura 2.5. Modelo de membrana y fibra muscular propuesto por Chandler. En la region
bajo sello de vaselina, cada circuito RC simula 50 um de longitud de fibra. En la regién aislada,
cada circuito RC simula 100 um de longitud de fibra.

Antes de realizar modificaciones sobre esta primera versidn, se realizaron
varias simulaciones para caracterizar el comportamiento del sistema ante diversas
condiciones. La simulacién se llevd a cabo en una computadora personal con un
procesador 80486 a 40 MHz. El programa utilizado para este fin, es el Microcap |l
version 4.51 de Spectrum.

Con esta herramienta, se pudo corroborar que el sistema disefiado es mas
rapido que otros sistema, ademas de que se realizaron cambios en la version
original, con la certeza de que los cambios propuestos proporcionaban un mejor
comportamiento en el sistema de fijacion de voltaje.

Al realizar las simulaciones, empleando el modelo de fibra muscular
propuesto por Chandler ', se registraron las siguientes cuatro caracteristicas :

- velocidad del pulso comando,

- compensacion de la resistencia en serie,
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- resta de componentes capacitivos y

- compensacioén de la corriente de fuga.

El disefio también permite la compensacion de los niveles de dc que estan

presentes en el sistema.

La simulacién se llevd a cabo con el siguiente protocolo de pulsos de
estimulacion.

- pulso comando de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracion.

- Vmtto O V, Veal OV

En este caso, el voltaje de mantenimiento es igual a cero, puesto que el
modelo sélo simula las propiedades pasivas de la membrana. El voltaje de
mantenimiento se aplica cuando se llevara a la célula a un estado en el que las

propiedades de la membrana han cambiado.

La velocidad del pulso comando esta determinada por una constante de
tiempo variable, la cual limita la frecuencia del pulso de estimulacién. Para
observar el comportamiento del equipo a diferentes velocidades del pulso
comando, se compenso la corriente de fuga. La figura 2.6. presenta la respuesta
a la minima velocidad del pulso, cuando el sistema opera con el 20 % de la
ganancia. En la figura 2.7 se muestra la respuesta a velocidad maxima. Al variar
la velocidad entre los valores maximo y minimo, se aprecia en la respuesta un

cambio en amplitud y una variacion en los componentes de frecuencia.

La compensacion de la resistencia en serie es una de las caracteristicas
mas importantes de este equipo. La compensaciéon lograda se obtiene con la

disposicion del lazo de retroalimentacion, que resulta ser diferente a la propuesta
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Figura 2.6. Simulacion de la respuesta del modelo de membrana en fijacion de voltaje, ante un
pulso de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracion. Se ilustra la respuesta a la minima velocidad
del pulso, cuando la corriente de fuga ha sido compensada y la ganancia del sistema es del 20%.
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Figura 2.7. Simulacién de la respuesta del modelo de membrana en fijacién de voltaje, ante un
pulso de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracién. Se ilustra la respuesta a la maxima velocidad
del pulso, cuando la corriente de fuga ha sido compensada y la ganancia del sistema es del 20%.
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Figura 2.8. Simulacion de la respuesta del modelo de membrana en fijacién de voltaje,
ante un pulso de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracién. Se ilustra la respuesta a la minima
velocidad del pulso, cuando la corriente de fuga ha sido compensada, la ganancia del sistema es
del 20% y se compensa la resistencia en serie.
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Figura 2.9. Simulacion de la respuesta del modelo de membrana en fijacién de voltaje, ante un
pulso de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracion. Se ilustra ia respuesta a la minima velocidad
del pulso, cuando la corriente de fuga ha sido compensada, la ganancia del sistema es del 20% y
la resistencia en serie esta sobrecompensada.
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en otros trabajos. El rango de compensacién varia con respecto a la velocidad del
pulso. Los datos graficados se obtuvieron utilizando la velocidad minima del
equipo. Las sefales medidas para reportar los niveles de compensacion se
tomaron a la salida del amplificador A1 (pulso comando dividido entre 10) y a la
entrada de la fibora muscular (en este caso representada a través de un modelo
eléctrico).

La compensacién éptima se encuentra en el punto anterior al momento en
donde el equipo comienza a oscilar, como se aprecia en la figura 2.8. Al
compensar la resistencia en serie, se recupera gran parte de la magnitud del
pulso comando. En la figura 2.8. puede apreciarse como al compensar la
resistencia en serie, incrementa la magnitud de los transientes capacitivos.

En la figura 2.9. puede verse que cuando se sobrecompensa la resistencia
en serie, se recupera la totalidad de la magnitud del pulso comando, pero se
introduce inestabilidad al sistema.

La compensacién de los transientes capacitivos no se realiza a la salida
del equipo. Por esta razdn, es posible efectuar la eliminacion de estos
componentes sin tener que recurrir a la creacion de una sefial analogica que
asemeje el comportamiento capacitivo de la membrana celular y de los sellos de
vaselina, para después restarla de la sefial en estudio.

Puede apreciarse en la figura 2.10. que la compensacion elimina gran
parte de los componentes de alta frecuencia. La primera constante de tiempo
utilizada en esta version, permite la eliminacion del transiente capacitivo mas
rapido y de mayor amplitud. Para eliminar la totalidad de la corriente capacitiva
lineal, es necesario agregar otra u otras constantes de tiempo. La figura 2.11.
muestra la compensacion de las componentes de frecuencia diferentes a las
eliminadas con la primera constante de tiempo. Para las pruebas realizadas, se

utilizd la minima velocidad del equipo. En todos los casos, la ganancia en el
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sistema es del 20 %. La figura 2.12., presenta la compensacion de las corrientes
capacitivas, utilizando las dos constantes de tiempo propuestas. Compruebe el
efecto de la compensacion de corrientes capacitivas, al comparar con la figura
2.8a., en donde se ilustra la respuesta del modelo antes de compensar, en la
misma escala de tiempo.

La compensacion de la corriente de fuga es importante, debido a la
necesidad de eliminar la presencia de corrientes que se fugan a través de los
sellos y por los componentes resistivos de la membrana celular. Esta fuga origina
que la sefial resultante presente un nivel de dc indeseado. Puede verse el efecto
de esta corriente de fuga cuando la sefial, después del transiente capacitivo, no
regresa a la linea basal en donde se origina. En las simulaciones realizadas y

presentadas en las figuras 2.6 a 2.12. la corriente de fuga esta compensada.
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Figura 2.8a. Simulacion de la respuesta del modelo de membrana en fijacion de voltaje, ante un

pulso de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracién. Se ilustra la respuesta a la minima velocidad

del pulso, cuando la corriente de fuga ha sido compensada, la ganancia del sistema es del 20% y
se compensa la resistencia en serie.
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Figura 2.10. Simulacion de la respuesta del modelo de membrana en fijacion de voltaje, ante un

pulso de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracién. Se ilustra la respuesta a la minima velocidad

del pulso, cuando la corriente de fuga ha sido compensada, la ganancia del sistema es del 20% y
se compensan las corrientes capacitivas mas rapidas. Compare con la figura 2.8a.
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Figura 2.11. Simulacion de la respuesta del modelo de membrana en fijacion de voltaje, ante un
pulso de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracion. Se ilustra la respuesta a la minima velocidad

del pulso, cuando la corriente de fuga ha sido compensada, la ganancia del sistema es del 20% y
se compensan las corrientes capacitivas con la segunda constante de tiempo. Compare con la

figura 2.8a.
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Figura 2.12. Simulacion de la respuesta del modelo de membrana en fijacion de voltaje, ante un

pulso de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracién. Se ilustra la respuesta a la minima velocidad

del pulso, cuando la corriente de fuga ha sido compensada, la ganancia del sistema es del 20% y

se compensan las corrientes capacitivas con las dos constantes de tiempo. Compare con la figura
2.8a.
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2.1.3. Resultados

Para la obtencién de los resultados presentados a continuacion, se empleé
el modelo de fibra muscular propuesto por Chandler y Hui''. Este modelo fue
implementado con resistores de carbono de tolerancia 1% y capacitores de
cerdmica de tolerancia 2%. La adquisicion de las sefales se realizd con una
tarjeta DigiData 1200 y el paquete pClamp, ambos de Axon Instruments. Se
aplicaron pulsos de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracién. Estos resultados
puden cotejarse con los obtenidos durante la simulacién.

Puede notarse en la figura 2.13. que debido a la baja ganancia que se
logra en esta version, la relacion sefal a ruido no es buena, y por lo tanto, este
disefio no cumple con uno de los requerimientos propuesto al inicio del trabajo.

Por otra parte, en la misma figura, se aprecia el comportamiento del equipo
cuando se trabaja con la minima velocidad del pulso comando. Si se compara con
la figura 2.14., cuando se aplica la maxima velocidad del pulso comando, se

puede notar que las espigas de corriente capacitiva se hacen mas grandes.

En la figura 2.15., se muestra la respuesta de la membrana cuando se
realiza la compensacidn de la resistencia en serie. Notese que la amplitud de la
sefial es mayor si se le compara con la figura 2.13. Este hecho da una idea de
cuanto puede compensarse la resistencia en serie. Sin embargo, el nivel de
compensacion no puede determinarse con precisién debido a la baja ganancia
que puede emplearse en este disefio. Cabe mencionar que cuando se aplica una
mayor ganancia, el sistema tiende a oscilar.

En la figura 2.16. se ilustra la sobrecompensaciéon de la resistencia en
serie. En este caso, la amplitud de la sefial es mayor que en el caso anterior y la

relacion sefal a ruido sigue siendo inadecuada.
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Figura 2.13. Respuesta del modelo de membrana a velocidad minima, después de aplicar un
pulso comando de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracion.
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Figura 2.14. Respuesta del modelo de membrana a velocidad maxima, después de aplicar un
pulso comando de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracion.
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Figura 2.15. Respuesta del modelo de membrana a velocidad minima y compensando la
resistencia en serie, después de aplicar un pulso comando de 100 mV de amplitud y 25 ms de

020

0.10

Imua] 000

-0.10

-0.20

duracion.

e s by b s by b by s

25 50
tiempo [ms]

Figura 2.16. Respuesta del modelo de membrana a velocidad minima y sobrecompensando la
resistencia en serie, después de aplicar un pulso comando de 100 mV de amplitud y 25 ms de

duracion.
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En la figura 2.17. se puede ver como disminuye la amplitud del transiente
capacitivo mas rapido, cuando se aplica la compensacion de las corrientes
capacitivas con la primera constante de tiempo. Este hecho es mas notorio si se
compara esta figura con las figuras 2.13. y 2.15.

La figura 2.18., ilustra la compensaciéon de la corriente capacitiva, cuando
se aplica la segunda constante de tiempo. Puede verse que el transiente
capacitivo eliminado con la otra constante, permanece con la misma magnitud,
mientras que las componentes que se encuentran adelante de esta espiga, son
atenuadas a diferencia del caso anterior. Este efecto también puede analizarse en

relacion a los resultados presentados en las figuras 2.13. y 2.15.

En la figura 2.19. se presenta la sobrecompensacién de la corriente de
fuga. Puede verse claramente como desciende la sefial de la corriente mas alla
del nivel que presentaba en el estado inicial (antes de |la primera espiga). Por otro
lado, la figura 2.20. muestra la mejor compensaciéon de la corriente de fuga.

En todos estos casos, pude verse que la relacién sefial a ruido no es
buena. Sin embargo, el funcionamiento de este disefio de sistema de fijacion de
voltaje arroja otros resultados interesantes : los mecanismos de compensacion
realizan su labor adecuadamente y por lo tanto, se requiere mejorar la ganancia,

conservando los circuitos de compensacion.
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Figura 2.17. Respuesta del modelo de membrana a velocidad minima y compensando la corriente
capacitiva con la primera constante de tiempo, después de aplicar un pulso comando de 100 mV
de amplitud y 25 ms de duracion.
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Figura 2.18. Respuesta del modelo de membrana a velocidad minima y compensando la corriente
capacitiva con la segunda constante de tiempo, después de aplicar un pulso comando de 100 mV
de amplitud y 25 ms de duracion.
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Figura 2.19. Respuesta del modelo de membrana a velocidad minima y sobrecompensando la
corriente de fuga, después de aplicar un pulso comando de 100 mV de amplitud y 25 ms de
duracion.
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Figura 2.20. Respuesta del modelo de membrana a velocidad minima y compensando la corriente
de fuga, después de aplicar un pulso comando de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracion.
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2.2. Segunda version.

La segunda version presentada, es basicamente el circuito propuesto en la
primera version. La diferencia en este segundo disefio es que se cambia el sitio
en donde se aplica el potencial de mantenimiento, y se utiliza la idea propuesta
por Chandler 1. 24 de mantener el potencial interno de la fibra en cero. Después
de algunas pruebas, se encontré que este cambio proporcionaba una mayor

excursién en la ganancia del sistema y se mejora la relacién sefial a ruido.

2.2.1. Andlisis
El analisis de esta version, se hace refiriéndose al circuito de la figura 2.21.

En este circuito, la salida para el amplificador A1 es
R6
VAIZ-E(Vdc +PC + Vmtto +FVRs+VBa1)

donde Vac es el voltaje para compensar el nivel de dc causado por los elementos
del circuito; PC es el potencial de los pulsos comando; Vmite €s el potencial de
mantenimiento; FVRrRs es una fraccion del voltaje proporcional a la corriente de la
membrana, que sirve para compensar los efectos causados por la resistencia en
serie, y Vea es un voltaje para eliminar el dc introducido por los electrodos de
estimulacién y registro.

A la salida del amplificador A5, la expresidn es diferente a la presentada en

el analisis anterior. La expresion para el voltaje a la salida de A5 es

RO R12 R12
Vas= 1+ Vaz-(=5)W
(R9 + RlO)( R8 ) Vaz-( R8 Y an
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Figura 2.21. Diagrama eléctrico de la segunda versién de sistema de fijacién de voltaje



Otra ecuacién que resulta ser diferente, comparando con el analisis de la
primera version, es la expresion para la salida del convertidor de corriente a
voltaje, en donde se esta forzando al interior de la célula a un potencial igual a
cero, como se ha propuesto en anteriormente.

La ecuacion para A4 es

Vas=(le +DRI16

donde | es la corriente registrada en la membrana e Ic es la corriente utilizada
para realizar la compensacion de corrientes capacitivas.

Con estos pequefios cambios, se lograron mejores resultados que los
obtenidos en la primera versién. Para corroborar lo anterior, se realizd la

simulacién con el mismo protocolo que en la primera version.

2.2.2. Simulacién

La simulacion se llevd a cabo en una computadora personal con un
procesador 80486 a 40 MHz. El programa utilizado para este fin, es el Microcap Il
version 4.51 de Spectrum. El protocolo de pulsos es el mismo que el empleado en
el caso anterior.

En la figura 2.22. se presenta el comportamiento del equipo cuando no se
han aplicado las compensaciones de las corrientes capacitivas y de la resistencia
en serie. Presenta compensacion de la corriente de fuga, cuando se aplica un
pulso con la minima velocidad. La ganancia aplicada es del 100 %, con lo que se
obtiene una mejora sustancial en relacioén a la primera versién mostrada. El hecho
de contar con una ganancia grande, permite un mejor control del potencial de

membrana.
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En la figura 2.23. se ilustra el comportamiento del equipo cuando la
ganancia es del 50 %. Notese que la amplitud en la sefal de corriente decrece
también en un 50 %. En este caso, la corriente de fuga ha sido compensada, y se

aplica un pulso de velocidad minima.

Al aplicar un pulso rapido, esto es, de maxima velocidad, puede apreciarse
un incremento en la magnitud de la sefal de corriente, debido a que el dv/dt es
mayor. Este efecto puede apreciarse en la figura 2.24. La corriente de fuga esta

compensada y la ganancia del sistema es de 100 %.

Cuando se compensa el efecto de la resistencia en serie, el transiente de
mayor frecuencia crece en magnitud. La figura 2.25. muestra el comportamiento
del sistema cuando se realiza la compensacién de la resistencia en serie.
Comparese esta figura con la 2.22. La amplitud de la sefial de corriente es
ligeramente mayor cuando se compensa la resistencia en serie. Las condiciones
utilizadas para la obtenicion de esta figura fueron : corriente de fuga compensada,
velocidad minima del pulso y ganancia del 100 %.

La figura 2.26. presenta la sobrecompensacion de la resistencia en serie,
bajo las mismas condiciones. Es claro que en este caso, la magnitud de la sefal
es mayor que en cualquiera de los casos anteriores, lo que significa que se esta

sumando mas de o necesario para realizar la compensacion.

Cuando se realiza la compensacién de las corrientes capacitiva, se tiene la
posibilidad de aplicar dos constantes de tiempo. Cuando se aplica la primera
constante de tiempo, se estd eliminando el transiente mas rapido y de mayor

amplitud, como se aprecia en la figura 2.27.
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Figura 2.22. Simulacion de la respuesta del modelo de membrana en fijacion de voltaje, ante un
pulso de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracién. Se ilustra la respuesta a la minima velocidad
del pulso, cuando la corriente de fuga ha sido compensada y la ganancia del sistema es del 100%.
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Figura 2.23. Simulacion de la respuesta del modelo de membrana en fijacion de voltaje, ante un
pulso de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracién. Se ilustra la respuesta a la minima velocidad
del pulso, cuando la corriente de fuga ha sido compensada y la ganancia del sistema es del 50% .
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Figura 2.24. Simulacion de la respuesta del modelo de membrana en fijacion de voltaje, ante un
pulso de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracién. Se ilustra la respuesta a la méaxima velocidad
del pulso, cuando la corriente de fuga ha sido compensada y la ganancia del sistema es del 100%.
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Figura 2.25. Simulacién de la respuesta del modelo de membrana en fijacion de voltaje, ante un

pulso de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracién. Se ilustra la respuesta a la minima velocidad

del pulso, cuando la corriente de fuga ha sido compensada, asi como la resistencia en serie, y la
ganancia del sistema es del 100% .
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Si se compara la figura 2.27. con la 2.25, podra notarse la diferencia en
amplitudes de los trazos de mayor frecuencia. Este hecho resulta mas evidente
cuando se compara con la figura 2.25a. donde la escala de tiempo y amplitud es
la misma que cuando se realiza la compensacion

Cuando funciona la segunda constante de tiempo, el transiente de mayor
amplitud permanece intacto, mientras que las componentes siguientes se ven
atenuadas por el sistema de compensacion. Este hecho se ilustra en la figura
2.28. Comparando esta figura con la 2.25a. se puede ver que la sefial decae mas
rapidamente y que la magnitud del transiente no se ve afectada.

Finalmente, la figura 2.29. presenta el comportamiento del sistema cuando
han sido aplicadas las dos constantes de tiempo. Nétese que el resultado es la
combinacién de los efectos de cada una de las constantes. En esta figura se
puede apreciar como disminuye la amplitud del transiente de mayor tamano, y
tambien disminuye el tiempo que se requiere para regresar al nivel inicial.

En las figuras 2.27. a la 2.29. se aplicd un pulso de velocidad minima, se
compenso la resistencia en serie y la corriente de fuga, y se aplicé una ganancia

del 100 %.
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Figura 2.26. Simulacion de la respuesta del modelo de membrana en fijacién de voltaje, ante un
pulso de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracion. Se ilustra la respuesta a la minima velocidad
del pulso, cuando la corriente de fuga ha sido compensada; la resistencia en serie esta
sobrecompensada, y la ganancia del sistema es del 100% .
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Figura 2.28. Simulacion de la respuesta del modelo de membrana en fijacion de voltaje, ante un
pulso de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracidn. Se ilustra la respuesta a la minima velocidad
del pulso; han sido compensadas la corriente de fuga, la resistencia en serie y la corriente
capacitiva con la segunda constante de tiempo; la ganancia del sisiema es del 100%. Compare
con la figura 2.25a.
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Figura 2.29. Simulacion de la respuesta del modelo de membrana en fijacion de voltaje, ante un
pulso de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracion. Se ilustra la respuesta a la minima velocidad
del pulso; han sido compensadas la corriente de fuga, la resistencia en serie y la corriente
capacitiva con las dos constantes de tiempo; la ganancia del sistema es del 100%. Compare con
la figura 2.25a.
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Figura 2.25a. Simulacion de la respuesta del modelo de membrana en fijacion de voltaje, ante un

pulso de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracion. Se ilustra la respuesta a la minima velocidad

del pulso, cuando la corriente de fuga ha sido compensada, asi como la resistencia en serie, y la
ganancia del sistema es del 100% .
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Figura 2.27. Simulacion de la respuesta del modelo de membrana en fijacion de voltaje, ante un
pulso de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracion. Se ilustra la respuesta a la minima velocidad
del pulso; han sido compensadas la corriente de fuga, la resistencia en serie y la corriente
capacitiva con la primera constante de tiempo; la ganancia del sistema es del 100%. Compare con
la figura 2.25a.
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2.3. Tercera version

La tercera version que se presenta, es el mejor disefio desarrollado, como
consecuencia del trabajo previamente realizado. Esta versidn presenta
caracteristicas de funcionamiento que la hacen superior a los anteriores circuitos
aqui expuestos. Mas adelante, dentro de la discusion, se ilustraran las diferencias
encontradas entre las tres versiones.

El disefio de la tercera version, se muestra, mediante un diagrama a
blogues, en la figura 2.30. En este caso, el sistema de fijacion de voltaje cuenta
con ocho etapas, ya que fue eliminada la etapa que controlaba la ganancia del
sistema. Por otra parte, se elimina un lazo de retroalimentacion, que se utilizaba
para asegurar el nivel del voltaje fijado en la membrana.

Observando el comportamiento del disefio anterior, puede notarse que el
mejor desempefio del sistema se presenta cuando se emplea el 100 % de la
ganancia. Este hecho concuerda con la idea basica de la fijacidn de voltaje. Por lo
tanto, si la ganancia no introduce inestabilidad en el sistema, puede eliminarse el
circuito que realiza el control de dicha ganancia. Con esto, se eliminan dos
amplificadores, con lo que disminuye la constante de tiempo del sistema y
aumenta la velocidad de fijacién.

El diagrama a bloque es similar al presentado en la primera version.

Este diagrama contiene una etapa en la que se realiza la suma de las
sefales que se aplicaran a la célula, una etapa en la que se regula la velocidad
del pulso aplicado, una etapa para compensar las corrientes capacitivas, una
etapa para eliminar la corriente de fuga, una etapa para compensar el efecto
introducido por la resistencia en serie, la etapa de fijacion de voltaje, y una etapa

para eliminar el nivel de dc que se introduce en cada etapa.
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Figura 2.30. Diagrama a bloques de la tercera version del sistema de fijacién de voltaje.

2.3.1. Analisis

El analisis de esta version se realizé6 tomando como referencia el circuito
de la figura 2.31.

Para la primera etapa, el voltaje en el amplificador A1 es una suma. La

expresion para ese voltaje es

R2
R6

Vai=- (Vdc +PC+ Vmtto + FVRrs + \'rBal)

R2=R3=R4=R5=R6=R35
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donde Vuc es el voltaje aplicado para compensar el nivel de dc introducido por los
elementos activos del circuito; PC es el voltaje de los pulsos comando; Vmtto €s el
voltaje de mantenimiento, utilizado para llevar a la célula a su potencial de
reposo; FVRs es una fraccion del voltaje proporcionado para compensar la
resistencia en serie; y Vsa es un voltaje aplicado para compensar el potencial
generado por los electrodos de estimulaciéon y registro.

A la salida del amplificador A2, se tiene

Vaz = (————1————) Va1
1 + SCIRp2

Rr2 es la resistencia del potenciometro 2. La salida Va2 corresponde a un filtro
pasa bajas, con frecuencia de corte igual a ( Rr2C1) 5

Siguiendo con el analisis del circuito, la salida del amplificador A3 esta
dada por

Va3 = - (51—%) Vaz
R11

Para el amplificador A11 la ecuacion resultante es

R
— ) Vo

Van = (
R7 + Rp3

donde Res3 es la resistencia presentada por el potenciémetro 3.

La salida del amplificador A5 esta dada por la ecuacion

RI2.  R9 RI2
Vas = (1 + Vaz - (—=
P =0t 2R R0 VAT g VA




R3

R1
Pulsos
<oOm.

-
%

Figura 2.31. Diagrama eléctrico de la tercera version del sistema de fijacién de voltaje
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El amplificador A12 entrega a la salida el voltaje de la membrana Vm
Vm = Va3

El amplificador A7 estad configurado como un circuito pasa bajas, cuya

ecuacion es

Va7 = ———1———) FVas
1 + SC2Res

donde Rprs es la resistencia del potenciémetro 5; FVas es una fraccién del voltaje
que entrega a la salida el amplificador A5. Esta fraccion esta determinada por el
potenciémetro 4. La frecuencia de corte de este filtro es ( RrsC2 ) 3

A la salida del amplificador A8, la salida esta dada por

Vas= (—————l—~——) FVas
1+SC4Rr10

que también es la ecuacién de un filtro pasa bajas, donde RP10 es la resistencia
ofrecida por el potencidmetro 10, FVas es una porcién del voltaje proporcionado

por el amplificador AS

A la entrada del convertidor de corriente a voltaje, la corriente es
It =1 +L

donde It es la corriente total que ingresa al convertidor; | es la corriente que se

obtiene al aplicar un pulso de voltaje Vaz a la fibra (o al modelo de fibra muscular)
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e lc es la corriente capacitiva obtenida a partir del voltaje entregado por el
amplificador A7.
De esta manera, a la salida del amplificador A4 (convertidor de
corriente a voltaje) se tiene
Vas =HIR16 = (1 + L) R16
pero

dVa7 dVas
+

Ic:C3(
dt dt

)

Nétese que Vas es de signo opuesto a Vas, por lo que en realidad, a la
entrada del convertidor de corriente a voltaje, las corrientes | e Ic se estan
restando.

Para el amplificador A6

Vas = (1 + Es—) Va3
R14

En la salida del amplificador A9, la sefial esta determinada por

R19 R22 R22
Vas = (———2 1 + 222y -
=G st TRV o

)Vas

Vete €8 Un voltaje constante, utilizado para compensar un nivel de dc que va

acumulandose en cada etapa del sistema.
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La ecuacidn para Im, que en realidad es un voltaje proporcional a la

corriente de la membrana, es

R23 R25 R25
S RB g L RB FVas
V) = oo+ R Y - Gae

donde FVas es una porcién del voltaje entregado por el amplificador A6. Esta
fraccion esta dada por el potenciémetro 6,
Finalmente, para compensar la resistencia en serie se utiliza una porcion

del voltaje proporcionado por el amplificador A10, cuya ecuacién es

9
VRrs=- (B_Z__) Vaa
R28

2.3.2. Simulacién

Siguiendo la misma estrategia que en las versiones anteriores, antes de
realizar pruebas sobre el circuito se efectuaron simulaciones que mostraran el
comportamiento de este nuevo disefo. A partir de los resultados obtenidos en la
simulacion, se puede concluir que el presente disefio es mejor que los
presentados anteriormente. Después de obtener resultados satisfactorios en la
simulacién, se realizaron pruebas en el circuito, utilizando el mismo modelo de
fibra muscular, empleado en las primeras versiones.

La simulacién se llevd a cabo en una computadora personal con un
procesador 80486 a 40 MHz. El programa utilizado para este fin, es el Microcap !

version 4.51 de Spectrum.
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La simulacion se llevé a cabo con el siguiente protocolo de pulsos de
estimulacién : pulso comando de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracion,
Vmtto=0V, VBa=0 V.

El modelo de membrana utilizado es el propuesto por Chandler y Hui ' en

1991.

La figura 2.32. presenta el resultado de la simulacion cuando no se ha
compensado la corriente de fuga, ni la resistencia en serie, ni la corriente
capacitiva. La velocidad del pulso de estimulacién es la minima. En la figura 2.33.
se presenta la simulacién cuando se aplica un pulso de maxima velocidad.
Compare la magnitud de la sefal de corriente con la figura 2.32. En este caso, la
sefal crece en la medida que crece el diferencial de tiempo.

La figura 2.34. ilustra la simulacién cuando se ha aplicado un pulso de
minima velocidad, y se compensa la corriente de fuga. La compensacion es
evidente si se compara con la figura 2.32., en donde la senal de corriente no
regresa a la linea basal en donde se origina, como si sucede en la figura 2.34. El
sistema tiene la capacidad de compensar y sobrecompensar esta corriente, por lo
que en la figura 2.35. se ilustra la sobrecompensacién de la corriente de
fuga. En este caso, la sefal de corriente decae mas alla de la linea basal en
donde se origina.

En la figura 2.36. se muestra la compensacién de la resistencia en serie,
cuando se aplica un pulso de velocidad minima se ha compensado la corriente de
fuga y la corriente capacitiva no se ha eliminado. Cuando se compensa la
resistencia en serie, la sefal de corriente crece, como es deseable. El control
para la compensacién de la resistencia en serie permite realizar

sobrecompensaciones, como se muestra en la figura 2.37. Note que cuando se
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Figura 2.32. Simulacion realizada sobre el modelo de membrana, después de aplicar un puiso de
100 mV de amplitud y 25 ms de duracion, de velocidad minima. El sistema no tiene compensacion
de corriente de fuga, de corriente capacitivas ni de resistencia en serie.
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Figura 2.33. Simulacidn realizada sobre el modelo de membrana, después de aplicar un pulso de
100 mV de amplitud y 25 ms de duracion, de maxima velocidad. El sistema no tiene
compensacion de corriente de fuga, de corriente capacitivas ni de resistencia en serie.
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Figura 2.34. Simulacién realizada sobre el modelo de membrana, después de aplicar un pulso de
100 mV de amplitud y 25 ms de duracién, de minima velocidad. El sistema tiene compensacion de
corriente de fuga; no se ha compensado la corriente capacitiva ni la resistencia en serie.
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Figura 2.35. Simulacién realizada sobre el modelo de membrana, después de aplicar un pulso de
100 mV de amplitud y 25 ms de duracioén, de minima velocidad. El sistema tiene
sobrecompensacion de corriente de fuga; no se ha compensado la corriente capacitiva ni la
resistencia en serie.
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Figura 2.36. Simulacidn realizada sobre el modelo de membrana, después de aplicar un pu_I§o de
100 mV de amplitud y 25 ms de duracion, de minima velocidad. Se presenta la compensacion de
la corriente de fuga y de la resistencia en serie; no se ha compensado la corriente capacitiva.
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Figura 2.37. Simulacién realizada sobre el modelo de membrana, después de aplicar un pulso de
100 mV de amplitud y 25 ms de duracion, de minima velocidad. Se presenta la compensacion de
la corriente de fuga y la sobrecompensacion de la resistencia en serie; no se ha compensado la
corriente capacitiva.
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pasa de la compensacion a la sobrecompensacion, el sistema comienza a oscilar.
Cuando se aplica un pulso de méxima velocidad y se emplea el mismo nivel de
compensacion de resistencia en serie, la magnitud de la sefial de corriente es aun
mayor que la mostrada en la figura 2.36. Esto no significa que se logre una mejor
compensacion, ya que por las caracteristicas del pulso de voltaje, el dv/dt es
mayor y por lo tanto, al aplicar la compensacién de la resistencia en serie, lo que
se observa en realidad es una sobrecompensacion. La simulacion de la
compensacion de la resistencia en serie al aplicar un pulso rapido, se muestra en
la figura 2.38.

En la figura 2.39. se presenta una compensacion de la corriente capacitiva.
Esta compensacidn se realiza con la primera constante de tiempo, la cual permite
eliminar el transiente capacitivo mas rapido. En este caso también se esta
compensando la corriente de fuga, la resistencia en serie y se aplicé un pulso de
velocidad minima. La figura 2.40. presenta la simulaciéon de la compensacion de la
corriente capacitiva con la segunda constante de tiempo. En este caso, se estan
eliminando las componentes inmediatas al transiente capacitivo mas rapido. Esto
puede comprobarse si se compara con la figura 2.36., la velocidad con la que
regresa la sefial de corriente, a la linea basal, despues del transiente capacitivo.

En la figura 2.41. se presenta la compensacion de la corriente capacitiva
realizada con las dos constantes de tiempo. En esta figura puede verse la suma
de los efectos descritos anteriormente. Finaimente, en la figura 2.42. se presenta
la sobrecompensacién de la corriente capacitiva, lo que significa que se esta
restando una sefial mayor a la generada en el modelo de membrana. En todos los
casos de compensacion de corriente capacitiva, se puede apreciar con mayor
detalle el efecto de dicha comparacién, si se comparan las sefales de corriente

con la presentada en la figura 2.36a.
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Figura 2.38. Simulacién realizada sobre el modelo de membrana, después de aplicar un pulso de
100 mV de amplitud y 25 ms de duracion, de velocidad maxima. Se presenta la compensacion de
la corriente de fuga y de la resistencia en serie; no se ha compensado la corriente capacitiva.
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Figura 2.36a. Simulacion realizada sobre el modelo de membrana, después de aplicar un pulso de
100 mV de amplitud y 25 ms de duracién, de minima velocidad. Se presenta la compensacién de
la corriente de fuga y de la resistencia en serie; no se ha compensado la corriente capacitiva.

910



02
Im[uA]0.0 »——/ T

-0.2

-0.4

tiempo [ms]

Figura 2.39 Simulacion realizada sobre el modelo de membrana, después de aplicar un pulso de

100 mV de amplitud y 25 ms de duracion, de minima velocidad. Se presenta la compensacion de

la corriente de fuga, de la resistencia en serie y la compensacion de la corriente capacitiva con la
primera constante de tiempo. Compare con la figura 2.36a.

04 |
0.2
Im[uAloo F
-02 |
04 b o ooy gy
0 5 10
tiempo [ms]

Figura 2.40. Simulacién realizada sobre el modelo de membrana, después de aplicar un pulso de

100 mV de ampilitud y 25 ms de duracién, de minima velocidad. Se presenta la compensacion de

la corriente de fuga, de la resistencia en serie y la compensacion de la corriente capacitiva con la
segunda constante de tiempo. Compare con la figura 2.36a.
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Figura 2.41. Simulacion realizada sobre el modelo de membrana después de aplicar un pulso de
100 mV y 25 ms de duracion, de velocidad minima. Se presenta la compensacion de la corriente
de fuga, la resistencia en serie y la compensacién de la corriente capacitiva con ambas constantes
de tiempo. Compare con la figura 2.36a.

04 [
02 |
Im[uA]0.0 ﬂm
_02 |-
-04 I i b | i i 1
0 5 10
tiempo [ms]

Figura 2.42. Simulacién realizada sobre el modelo de membrana, después de aplicar un pulso de

100 mV de amplitud y 25 ms de duracién, de minima velocidad. Se presenta la compensacion de

la corriente de fuga, de la resistencia en serie y la sobrecompensacion de 1a corriente capacitiva.
Compare con la figura 2.36a.
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2.3.3. Resultados

Con esta configuracién se verifico el funcionamiento del sistema de fijacion
de voltaje. Para llevar a cabo esta evaluacion, se empled nuevamente el modelo
de membrana y fibra bajo sello, propuesto por Chandler '* en 1990.

Para la obtencion de los resultados presentados en esta seccidn, se utilizd
una tarjeta DigiData 1200 y el paquete pClamp, ambos de Axon Instruments.

Esta informacion se obtuvo al aplicar un pulso comando de 100 mV de

amplitud y 25 ms de duracion.

La velocidad del pulso comando esta determinada por una constante de
tiempo variable, la cual limita la frecuencia del pulso de estimulacion. Para
observar el comportamiento del equipo a diferentes velocidades del pulso
comando, no se empled compensacion alguna. La figura 2.43. presenta la
respuesta a la minima velocidad del pulso, mientras que en la figura 2.44. se
muestra la respuesta a velocidad maxima. Al variar la velocidad entre los valores
minimo y maximo, en la respuesta se aprecia una disminucién en amplitud
superior al 50 % del maximo valor de amplitud. Esto se debe a que el puiso de
voltaje tarda mas en llegar a su valor maximo, por lo que la magnitud de la

corriente capacitiva disminuye.

La compensacion de la resistencia en serie es una de las caracteristicas
mas importantes de este equipo. En el peor de los casos, la compensacion de la
resistencia en serie obtenida con este equipo es superior al 90 %, cuando en
otros sistemas la mayor compensacion esta entre 80 y 90 % 11132444 | g
compensacion lograda se obtiene con la disposicidn del lazo de retroalimentacién

y el amplificador de fijacion, que resulta ser diferente a la propuesta en otros

trabajos.
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Figura 2.44. Respuesta del modelo de la membrana a velocidad minima y sin compensacion de la
resistencia en serie, después de aplicar un pulso comando de 100 mV de amplitud y 25 ms de

duracién.
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Figura 2.45. Respuesta del modelo de la membrana a velocidad maxima y sin compensacion de la
resistencia en serie, después de aplicar un pulso comando de 100 mV de amplitud y 25 ms de

duracién. Nétese la menor duracién y mayor amplitud del transiente capacitivo, en relacion a la
figura 2.5.
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Figura 2.46. Respuesta del modelo de la membrana a velocidad minima y con compensacion de la
resistencia en serie, después de aplicar un pulso comando de 100 mV de amplitud y 25 ms de

duracion. Los transientes capacitivos son mas rapidos que los de la figura 2.44.
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Figura 2.47. Respuesta del modelo de la membrana a velocidad minima y sobrecompensando la
resistencia en serie, después de aplicar un pulso comando de 100 mV de amplitud y 25 ms de

duracion. La sobrecompensacion provoca la oscilacién del sistema.
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El rango de compensacion varia con respecto a la velocidad del pulso. Los datos
graficados se obtuvieron utilizando la velocidad minima del pulso. Las sefales
medidas para reportar los niveles de compensacidén se tomaron a la salida del
amplificador A1 y a la entrada de la fibra. La compensacién 6ptima se encuentra
en el punto anterior al momento en donde el equipo comienza a oscilar, como se
aprecia en la figura 2.46. Al compensar la resistencia en serie, se recupera gran
parte de la magnitud del pulso comando. En la figura 2.46. puede apreciarse
como al compensar la resistencia en serie, aumenta la velocidad de fijacion del
voltaje, lo que se refleja en la disminucion del At en la curva de los transientes
capacitivos. En la figura 2.47. puede verse que cuando se sobrecompensa la
resistencia en serie, se recupera la totalidad de la magnitud del pulso comando,

pero se introduce inestabilidad al sistema.

La compensacidn de los transientes capacitivos no se realiza a la salida del
equipo. En este sistema se resta la corriente capacitiva a la entrada del
convertidor de corriente a voltaje, por o que no hay riesgo de saturar los
amplificadores con grandes transientes capacitivos. Esto proporciona un mayor
ancho de banda y permite mejorar la relacién sefial a ruido.

Puede apreciarse en la figura 2.48. que la compensacion elimina gran parte
de los componentes de alta frecuencia. La constante de tiempo utilizada en esta
version, permite la eliminacién del transiente capacitivo mas rapido y de mayor
amplitud. Para eliminar la totalidad de la corriente capacitiva lineal, es necesario
agregar otra u otras constantes de tiempo. La amplitud de la sefal resuitante,
cuando compensamos componentes capacitivos, decrece un 73 % con respecto a
la amplitud méxima que se obtiene al compensar la resistencia en serie. En este

caso, para las pruebas realizadas se utilizé la minima velocidad del equipo.
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Figura 2.48. Respuesta del modelo de la membrana a velocidad minima, compensando |a
resistencia en serie y restando las corrientes capacitivas, después de aplicar un pulso comando de

100 mV de amplitud y 25 ms de duracion. Compare la amplitud de los transientes capacitivos con
los de la figura 2.5.
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Figura 2.49. Respuesta del modelo de la membrana a velocidad minima, compensando la
resistencia en serie y sobrecommpensando las corrientes capacitivas, después de aplicar un pulso

comando de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracion.
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Figura 2.50. Respuesta del modelo de la membrana a velocidad minima, compensando ia
resistencia en serie y restando las corrientes de fuga, después de aplicar un pulso comando de 100

mV de amplitud y 25 ms de duracién. La corriente de fuga se hace cero.
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Figura 2.51. Respuesta del modelo de la membrana a velocidad minima y compensando la
resistencia en serie y sobrecompensando las corientes de fuga, después de aplicar un pulso

comando de 100 mV de amplitud y 25 ms de duracién.
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Cuando se sobrecompensa la resistencia en serie, se elimina la sefial
original al sustraerle una sefial mucho mayor, como puede verse en la figura 2.49.

La compensacion de la corriente de fuga es importante, debido a la
necesidad de eliminar la presencia de corrientes que se fugan a través de los
sellos y por los componentes resistivos de la membrana celular 7.36.37, Esta fuga
origina que la sefal resultante presente un nivel de dc indeseado. Puede
apreciarse el efecto de esta corriente de fuga cuando la sefial, después del
transiente capacitivo, no regresa a la linea basal en donde se origina (ver figura
2.44)). Durante estas pruebas se utilizd la velocidad minima del equipo. Los
resultados presentados en la grafica de la figura 2.50. muestran una
compensacion optima, puesto que no se presenta el nivel de dc y la sefial regresa
a la linea basal. En el otro caso, la sobrecompensacién se aprecia en un nivel
negativo de dc, como puede apreciarse claramente en la figura 2.51. El equipo

tiene un rango muy amplio para realizar esta compensacion.
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2.4. Discusion

La técnica de fijacion de voltaje es utilizada para el estudio de las
propiedades eléctricas de las fibras musculares, tales como la cinética de las
corrientes idnicas, la dependencia del voltaje de los canales ionicos, las
corrientes capacitivas no lineales relacionadas con el acople excitacion-

contraccién y el estudio de la placa neuromuscular 53637,

Este trabajo presenta un sistema de fijaciéon de voltaje con dos sellos de
vaselina para fibra muscular esquelética cortada, que a diferencia de otros
disefios, mejora sustancialmente la relacion sefial a ruido, la compensacion de la
resistencia en serie y la eliminacion efectiva (y no solo cosmética) de los

transientes capacitivos.

Se realizaron varios disefios de sistema de fijacidon de voltaje. Se han
presentado tres versiones, de las cuales la tercera es la que ofrece un mejor
desempefio en relacidn a las caracteristicas mas importantes en un sistema de
fijaciobn de voltaje. La presentacion de estas tres versiones, corresponde a la

evolucion y mejoramiento en el sistema de fijacion de voltaje propuesto.

La diferencia mas notable entre la primera versién y las siguientes, es el
control de ganancia. En la primera version, la ganancia esta muy limitada, por lo
que no es muy buena la fijacion de voltaje y el ancho de banda de respuesta es
pequefio. Recuérdese que el potencial al que se fija la membrana esta

determinado en gran parte por la ganancia en el amplificador de fijacion. La baja

ganancia de
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Figura 2.52. Registro del potencial de membrana, cuando se ha aplicado un pulso comando de
100 mV de amplitud y 10 ms de duracién. Este resultado muestra la fijacién de voltaje obtenida
con la primera versioén.
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Figura 2.53. Respuesta del modelo de membrana ante un pulso de 100 mV de amplitud y 40 ms
de duracion, en la primera version del sistema de fijacion de voltaje. Se ilustra la respuesta cuando
se ha compensado Gnicamente la corriente de fuga.



este sistema, no permite una buena relacion sefial a ruido. El pulso de fijacion de
voltaje obtenido en esta version, se muestra en la figura 2.52. Observe el At
existente entre la linea basal y el valor maximo del potencial. Resulta evidente
que el potencial no estd siendo fijado rapidamente. Un sistema de fijacion de
voltaje rapido, presentaria una sefial de voltaje de membrana en forma de un
pulso cuadrado (linea punteada). Por ello, en la medida que el potencial de
membrana se aleja de esta forma cuadrada, disminuye la velocidad de fijacion del

sistema.

En el caso de la primera version, la compensacion de la resistencia en serie no es
muy buena, ya que estd compensacion también depende de la ganancia del
sistema. La respuesta del modelo de membrana en fijacion de voltaje, de esta
primera version, se ilustra en la figura 2.53. Compare la sefial de corriente en esta
figura, con la presentada en la figura 2.56. El hecho de que la amplitud de la sefial
de corriente sea menor en el caso de la primera version se debe a que el
potencial no esta siendo fijado al valor del pulso comando, como puede verse en

la figura 2.52.

La segunda versidn no presenta limitacion en la ganancia. Esto se logré al
modificar la configuracion en el amplificador de fijacién. En esta version, se
mantiene el interior celular en tierra virtual, a diferencia de la primera versién, y de
esta manera se mejora el control de ganancia y la velocidad de fijacion. Cabe
destacar que con esto aumenta el ancho de banda de la respuesta y se mejora la
relacion sefial a ruido. En esta versidn se mejora la compensacion de la
resistencia en serie, al mejorar el control de ganancia. La compensacion de la
resistencia en serie de la segunda version, se ilustra en la figura 2.54. Compare

este resultado con los mostrados en las figuras 2.53 y 2.56. Las diferencias
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Figura 2.54. Respuesta del modelo de membrana ante un pulso de 100 mV de amplitud y 40 ms
de duracion, en la segunda version del sistema de fijacion de voltaje. Se presenta la respuesta
cuando se ha compensado unicamente la corriente de fuga.
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Figura 2.55. Registro del potencial de membrana, cuando se ha aplicado un pulso comando de
100 mV de amplitud y 10 ms de duracion. Esta sefial corresponde a la generada con la tercera
versién de sistema de fijacion de volitaje.
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Figura 2.56. Respuesta del modelo de membrana al aplicar un pulso de 100 mV de amplitud y 40
ms de duracién, en la tercera version del sistema de fijacion de voltaje. Se presenta la respuesta
cuando sélo se ha compensado la corriente de fuga.
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mostradas entre estas figuras se deben a la mejor compensacion de la resistencia
en serie, por lo que el valor del potencial se acerca al valor del pulso comando
porque se esta sumando adecuadamente ia caida registrada en la resistencia en

serie Rs7.

En la tercera versién, la velocidad de fijacién es mejor que en los casos
anteriores, puesto que se reduce el nimero de amplificadores, con lo que
disminuye la constante de tiempo del sistema, permitiendo que el voltaje se fije
rapidamente, como puede verse en la figura 2.56. Compare esta figura con el
potencial de membrana mostrado en la figura 2.52. Es evidente que el pulso de la
figura 2.56 es mas rapido en comparacién con el presentado en la figura 2.52. La
amplitud del pulso es igual a la magnitud del pulso comando en el caso del
voltaje mostrado en la figura 2.56.

En todos los casos es posible realizar la compensacion de la corriente
capacitiva y de la corriente de fuga. También en todos los casos, es posible restar
el nivel de dc introducido por los elementos que componen el sistema, asi como el
nivel de voltaje introducido por los electrodos. En las tres versiones, estas

compensaciones tienen un amplio rango de trabajo.
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A partir de los resultados comentados, se puede concluir que la tercera
version de sistema de fijacion de voltaje es la mejor.

Las caracteristicas mas relevantes de esta tercera version son : la
compensacién de la resistencia en serie, la compensacion de la corriente

capacitiva y la compensacién de la corriente de fuga.

La mayor compensacion de la resistencia en serie (mas del 90 %, cuando
lo comun es un valor inferior a este porcentaje 7. 11. 24 36, 37) aumenta la velocidad
de fijacion del voltaje, lo cual es deseable para una mejor separacion de las
corrientes capacitivas de las idnicas’. 1. 24 36 37, también nos brinda informacion
mas precisa de la dependencia del voltaje de los canales ibnicos 6, ya que el
potencial transmembranal se ve modificado (alejandose del valor del pulso
comando) por la corriente que fluye a través de la resistencia en serie. La mayor
compensacion de la resistencia en serie se logré por la reduccién en la cantidad
de amplificadores operacionales en el circuito fijador de voltaje, ya que cada uno

de éstos agrega una constante de tiempo en la respuesta.

Otro factor que limita el ancho de banda del sistema de fijacion de voltaje
es la presencia de transientes capacitivos ocasionados por las capacitancias
parasitas en los sellos de vaselina y por la capacitancia de la membrana. En el
presente disefio, los transientes capacitivos son eliminados dentro del sistema
encargado de mantener constante el voltaje, mejorando con esto su respuesta en
frecuencia. Este sistema permite una mayor amplificacion de la sefial sin peligro
de saturar los amplificadores por los transientes, como ocurre frecuentemente.
Resulta muy importante este hecho, ya que la eliminacion de transientes
capacitivos es determinante para la adecuada separacién de las corrientes

ionicas de las capacitivas lineales y no lineales. A diferencia de otros
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disefios!1.131718.2426.44 donde la compensacion de la corriente capacitiva se realiza
al final del sistema, esto es, de manera cosmética, la eliminacion se realiza antes
del convertidor de corriente a voltaje, por lo que de entrada se puede amplificar la
sefial de corriente tantas veces como se desee, sin riesgo de saturacién, como

ocurre en otros disefios.

El uso de un convertidor de corriente a voltaje para la medicidon de las
corrientes evocadas, permite mantener en tierra virtual el interior celular y
amplificar la sefial desde la etapa de entrada 'S (el mismo convertidor) y no en
cascada como es lo tipico, mejorando la relacién sefial a ruido y haciendo
innecesario utilizar un filtro para eliminar los componentes de alta frecuencia,
como se hace en otros disefios 11.1317.18242644 Esto permite reducir el niumero de
amplificadores utilizados para la buena fijacién de voltaje y el registro de las
corrientes de interés, con lo que a su vez disminuye la constante de tiempo del

sistema y con esto aumenta la velocidad con la que este sistema fija el voltaje.

Este disefio permitird a biofisicos y electrofisiélogos realizar mediciones
mas precisas de las corrientes idnicas transmembranales y del movimiento de
carga. De esta forma, este disefio resultara muy util en fibras musculares
esqueléticas, en particular para el sistema tubular T, en donde la gran resistencia
en serie Rs ha impedido cuantificar con exactitud la dependencia del voltaje de
los canales de Ca** y el movimiento de carga relacionado con el acople

excitacion contraccion.
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2.5. Sistema de fijacion de corriente

Para disponer de un sistema que realice mediciones precisas sobre los
fenébmenos que ocurren a nivel de la membrana celular, resulta sumamente
importante contar con un método que permita registrar qué sucede con el
potencial de la membrana, cuando la corriente permanece constante. Este método
es el que se denomina, sistema de fijacion de corriente.

El sistema de fijacion de corriente se realiza a partir del sistema de fijacion
de voltaje. El sistema de fijacidn de corriente propuesto esta disefiado sobre la
tercera version del sistema de fijacion de voltaje. Con esto, la tercera version del

sistema no solo es la mejor, sino la mas versatil.

2.5.1. Analisis

Como ya se menciond, la base del sistema de fijacién de corriente es el
sistema de fijacion de voltaje, por lo que las ecuaciones que describen el
comportamiento del sistema de fijacién de voltaje han sido presentadas en dicha
seccion. El circuito eléctrico que presenta el sistema de fijacion de corriente, se
ilustra en la figura 2.57. El interruptor SW determina si el sistema realiza fijacion
de voltaje o de corriente. Las salidas para medir Im y Vm son las mismas que en el
sistema de fijacion de voltaje.

Las ecuaciones que representan el comportamiento del sistema de fijacion
de corriente y que son diferentes de las presentadas en el sistema de fijacion de
voltaje son

Vaiz = Bﬂ (Vm - Va3)
R38
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donde Vm es igual al voltaje que entrega el amplificador A3, que es el voltaje al
que se esta fijando el potencial de membrana. La ecuacion para Vas fue descrita
en secciones anteriores.

A la salida del amplificador A13 el voltaje es

Vaiz = - —R;‘M Vrc

R43

donde Vrc es el voltaje medido en la membrana bajo fijacion de corriente.
La senal de utilizada para realizar la fijacidn de corriente esta descrita por
la ecuacion

_ Va2 - Vm
Ra

FC

donde Vm es igual a Vrc cuando el interruptor estd en posicion de fijacion de

corriente.
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Figura 2.57. Diagrama eléctrico de la versioén que contiene el sistema de fijacién de
corriente .
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2.5.2. Simulacién

La simulacién del sistema de fijacidn de corriente, se realizd en una
computador personal, con un procesador 80486 a 40 MHz. El programa utilizado
para efectuar las simulaciones, es el Microcap Il versidén 4.51 de Spectrum.

En la simulacidon presentada a continuacion, se emplearon pulsos de
corriente de 5 ms de duracién, y amplitudes de -125, -25, 0, 25y 125 uA.

Al igual que en las simulaciones anteriores, se utilizd el modelo de fibra
muscular propuesto por Chandler y col.'' en 1990.

El resultado de la simulacién, presentado en la figura 2.58. ilustra el
comportamiento del modelo de membrana, cuando se aplican pulsos de corriente

de diferente amplitud.

050 [
0.25
Vm[V] 0.00
-0.25 |
050 [ [
0 2 4 6 8 10 12
tiempo [ms]

Figura 2.58. Simulacién de la respuesta del modelo de membrana cuando se activa el sistema de
fijacion de corriente. Se aplicaron pulsos de corriente de 5 ms de duracion y amplitudes de -125, -
25,0, 25y 125 uA, respectivamente.
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Debido a que el modelo de membrana sélo simula las propiedades pasivas
de la membrana, el comportamiento observado al aplicar pulsos de corriente,
corresponde al comportamiento de un circuito RC, como puede apreciarse en la

figura 2.58.

2.5.3. Resultados

De manera similar a la presentacién del sistema de fijacion de voltaje, en
este caso, después de realizar la simulacion, se comprobé el funcionamiento del
sistema de fijacion de corriente de manera real. Los componentes utilizados para
la implementacion del circuito que realiza la fijacion de corriente, son similares a
los empleados en el sistema de fijaciéon de voltaje.

La unica restriccion que existe para el empleo del sistema de fijacion de
corriente, es que debe disminuirse la ganancia del convertidor de corriente a
voltaje, para no saturar el amplificador que registra el comportamiento del
potencial de membrana Vm. De esta forma, cuando se selecciona fijacién de
corriente, el interruptor SW también modifica la ganancia del convertidor de
corriente a voltaje.

Los resultados obtenidos en fijacion de voltaje, se ilustran en la figura 2.59.
Los resultados concuerdan con los obtenidos en forma teérica.

En este caso, se aplicaron pulsos de corriente de 5 ms de duraciéon y
amplitudes entre -125 y 125 pA, con incrementos de 25 pA. La adquisicion se
realizd con una tarjeta DigiData 1200 y el paquete pClamp, ambos de Axon

instruments.
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decapitacion y una vez muertos se les desmedula. Posteriormente, se hace una
incision, con tijera gruesa, a la altura del vientre para disecar la piel; a partir de
esta abertura, se realiza un corte hasta el pubis y a partir de este punto, se
continua el corte a lo largo de toda la pierna y hasta por abajo de la rodilla. Se
retira la piel dejando al descubierto los musculos superficiales de la pierna.
Durante todo este procedimiento, se bafa la region descubierta con la solucion
A2 de la tabla A.1.

Se corta el tenddn, en el extremo de la rodilla, del musculo gracilis mayor;
se retira suavemente este musculo para dejar al descubierto el musculo
semitendinoso. Este musculo tiene forma de y, por lo que cuenta con un tendén
central del lado de la rodilla que lo divide en dos secciones que se encuentran
unidas a la region pubica por medio de tenddn. Una vista parcial de la ubicacién

del musculo semitendinoso puede verse en la figura A.2.

musculo
semitendinoso

Figura A.2. Vista de los masculos superficiales en la pierna de la rana Xenopus. La vista
superficial de los musculos difiere entre especies.

Se retira el gracilis mayor de tal forma que queden al descubierto los

extremos del musculo semitendinoso; se corta el tendén del extremo inferior (ala
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altura de la rodilla) y se retira suavemente para separarlo del gracilis menor.
Posteriormente se cortan los tendones de las dos secciones a la altura del pubis y
se retira el musculo. Rapidamente se traslada el musculo a una caja de petry que
contiene una capa gruesa de silicon (184 Sylgard ® brand) y esta cubierta por
una solucion relajante, solucién B * de la tabla A.1. El uso de esta solucion
facilita la diseccion de las fibras musculares, sin el riesgo de que se dafien,

puesto que no se presentan contracciones.

Bajo microscopio de diseccién, el musculo se fija en el fondo de la caja de
petry por medio de pequefias agujas que detienen los tendones y posteriormente
se procede a la diseccion del segmento de fibra a utilizar. Cada una de las
secciones en el musculo tiene las siguientes dimensiones (aproximadamente) :
longitud 2 cm; ancho 0.5 cm y grosor 0.1 cm.

Cerca de uno de los extremos se hace un pequefio corte transversal. A
partir de este corte, con las pinzas se desprende un fasciculo de fibras del resto
del musculo. De este conjunto de fibras se toman subconjuntos de fibras, cada
vez mas pequenos, hasta dejar aislada una sola fibra. Una vez que se logrd aislar
una fibra, se corta del extremo que aun permanecia unido al tenddn , procurando
cortar desde el tendon. La diseccion de la fibra se realiza con pinzas vy tijeras de
microcirugia.

Una vez lograda la diseccion de la fibra, se transfiere con un trozo de

pelicula a la camara de montaje.

Para verificar el buen estado de las fibras después de realizar la diseccion,
se coloca la fibra en la solucién A durante varios minutos y se le aplican pulsos

con un estimulador disefiado para este fin. Si las fibras continian en buen estado,
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deben contraerse al recibir el pulso de estimulacion. La figura A.3. presenta el

circuito del estimulador utilizado para verificar el estado de las fibras musculares.

NE555P
oy
,__1; 1 9 —0 +Y
L1
c1] c2 2 7
3 6 22 |
— 4 5 ‘I R3%o -V
1 R1

S1

Figura A.3. Circuito estimulador para fibras musculares. El pulso se aplica entre los puntos +V, -V,
La amplitud del estimulo puede variar, de acuerdo al valor que presente el pontenciémetro R3. El
estimulo aparece al oprimir el interruptor S1.

Una vez que se ha verificado el buen estado de las fibras, se puede

transferir, confiablemente, el segmento de fibra a utilizar.

A.2. Montaje experimental

La camarilla experimental estd constituida por una pieza de Iucita de
aproximadamente 4 x 2.5 cm por 0.45 cm de grosor. Esta camarilla cuenta con

dos "lanchas" deslizables. Esta camarilla se presenta en la figura A.4.
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Figura A.4. Camarilla de experimentacion utilizada en un sistema de fijacion de voltaje con dos
sellos de vaselina.

La superficie de la camara se cubre con una capa fina de vaselina. Se fija
una de las "lanchas" mientras la otra se ajusta para lograr un espacio de 100 a
150 um entre ambas. Una vez logrado este espacio, se fija la otra "lancha" y se
coloca una pared fina de vaselina por abajo de las "lanchas"; esto tiene la
finalidad de evitar que se pongan en contacto las soluciones de los tres
compartimentos formados.

Posteriormente se inunda la camara con solucién interna (solucién C 20 de
la tabla A.1.) de tal forma que queden llenos todos los comportamientos y la
camara esté lista para recibir el segmento de fibra.

Como ya se mencion6 anteriormente, el segmento de fibra es transportado

en un trozo de pelicula, y se coloca sobre el eje mayor de la camarilla, abarcando
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los tres compartimientos formados; en ese momento, la fibra tiene una longitud
mayor a los 2 mm.

A continuacion, bajo el microscopio y utilizando una jeringa con aguija fina,
se colocan dos sellos de vaselina, transversalmente sobre las superficies
angostas de las lanchas. Debe asegurarse que los sellos de vaselina estén en
contacto con la superficie de la camarilla, cubriendo totalmente a la fibra en los
espacios correspondientes. Esto es muy importante, por que la magnitud de la
corriente de fuga, depende directamente de la calidad de los sellos de vaselina.

Una vez con la fibra sumergida en la solucién y con los sellos aplicados, se
procede a cortar los extremos de la fibra, dejando las siguientes longitudes: 200
pm en los compartimientos laterales y de 100 a 150 um entre los dos sellos de
vaselina, quedando una longitud aproximada de 800 um de fibra sana.

El montaje de la fibra muscular en la camarilla experimental, se muestra en
la figura A.5.

region
extracelular

sellos de vaselina '.

_regidn
mtracelular r

_ regién
\ ntracelular

sellos de vaselina

fibra muscular

Figura A.5. Montaje de la fibra en la camarilla experimental. Se ilustra la fibra y los dos sellos de
vaselina.
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NaCl KClI MgCl- CaCk K:EGTA KAG Hepes

Solucion A 117 mM 2.5mM - 1.8 mM - - 4 mM

Solucion B - 1195 mM 1.8 mM - - - 4 Mm

Solucién - - 1.5mM - 5mM 110 mM 4 mM
C

Tabla A.1. Soluciones.

Una vez que la fibra ha sido depositada en la camarilla, se baja la
temperatura antes de comenzar los registros. Después de un tiempo de
enfriamiento, se colocan los electrodos para realizar los registros. Los electrodos
estan compuestos por un tubo pequefio, el cual tiene inmersa una placa de plata-
cloruro de plata Ag-AgCl, que a su vez esta sellada con un alambre que servira de
contacto con el sistema de fijacion de voltaje. El resto del tubo se llena con cloruro
de potasio KCI 3M. Una vez que se llenan los tubos de los electrodos con esta
solucion, se conectan con la camarilla experimental a través de puentes de agar.
De esta manera, la plata no esta en contacto directo con las soluciones intra y
extracelular. Realizado esto se coloca un electrodo (a través de puentes de agar)
en la region A, otro en la regién C y un par en cada lado de la region B, de la
camarilla de experimentacién. Los puentes de agar son pequefios tubos capilares
llenos de agar disuelto en KCI| 3M.

Los electrodos con y sin puente de agar, se ilustran en la figura A 6.

Es importante sefalar que para la obtencién de registros confiables y de
buena calidad, es necesario cuidar todos estos detalles, ya que la preparacién es

sumamente delicada y cualquier error u omision en este procedimiento, puede

deteriorar facilmente a la célula.
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Por ultimo, debe comentarse que tanto la técnica de diseccion de las fibras
musculares, como la aplicacién de los sellos de vaselina, son métodos que
requieren de mucho cuidado y entrenamiento, por lo que dominar la técnica para

lograr una buena preparacion bioldgica suele llevarse varios meses.

puente de agar

T TN

=
KcCl K
M 3M
............ © [ pastilla de T [T pastilla de

) Ag-agCl Gl Asagdl
™ alambre [T~ alambre
N N
al sistema de al sistema de
fijacion de voltaje fjacion de voltaje

Figura A.6. Electrodos de registro para el sistema de fijacion de voltaje con dos sellos de vaselina.
Se ilustra la pastilla de plata, el alambre de contacto con Ia electrénica y el puente de agar
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B. SIMULADOR Micro-Cap I

El simulador Micro-Cap Il de Spectrum, es una herramienta muy util para el
disefio y andlisis de circuitos eléctricos, ademas de resultar bastante amigable
con el usuario, por lo que resulta ser un instrumento de facil manejo y de sumo
provecho en circuitos eléctricos.

El menu principal que presenta la version 4.51 del Micro-Cap |l, ofrece
todas las opciones para disefiar y analizar circuitos eléctricos. La version
profesional, no tiene limitacién en cuanto al numero de nodos que puede soportar,
mientras que la version para estudiantes esta sujeta al uso de un nimero maximo
de 50 nodos.

La pantalla principal del Micro-Cap |l presenta las siguientes opciones :

Help Page Enter Zap Short Begin End Draw Nodes Cir File Analyze Util Lib Quit

Para la ediciéon de circuitos eléctricos, se emplean de manera comun, los
comandos Enter, Zap y Short. El acceso al uso de estos comandos, es tecleando
la primera letra de cada comando.

El comando Enter sirve para editar cualquier elemento contenido en la
libreria del programa. De esta manera, si se quiere editar un resistor, se oprime la

tecla E, para llamar al comando Enter, y aparéceré la siguiente leyenda :
Enter type of component...Press ESC to abort

Para editar un resistor, el usuario debera escribir a continuacion RES, y

oprimir la tecla «
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Enter type of component...Press ESC to abort RES «

A continuacién, se presentara la siguiente pregunta :

Direction (R, L, U,D) ?

Y el usuario debe responder de acuerdo a la direccion que desee darle al

componente resistor (R derecha, L izquierda, U arriba, D abajo), y oprimir la tecla

P

Direction (R, L, U,D)?R «

La siguiente pantalla pregunta si desea reflejar el componente.

Reflection (X, Y, none) ?

El usuario debe responde de acuerdo a los requerimientos de su disefio y

finalizar oprimiendo la tecla <.

Reflection (X, Y, none) ? N «

Finalmente, el usuario debera proporcionar el dato del valor del parametro
(el programa permite el uso de notacion cientifica), cuando aparece el siguiente

mensaje

Parameter ?

124



El usuario puede utilizar también la notacidn empleada en circuitos
eléctricos, esto es, K=1000, M=1000000, p=1*1012, n=1*10°. Después de

seleccionar el valor, debe oprimirse la tecla «.

Parameter ? 1E3 «

A continuacién, apareceré en la pantalla un resistor dirigido hacia la

derecha, sin reflexién, cuyo valor es de 1 KQ.

De manera similar se puede editar un capacitor, un inductor, una bateria,
una fuente variable, un amplificador operacional, un diodo, etc.

Las palabras con las que se identifican estos componentes en la libreria

del programa son :

bateria BAT
fuente variable vt
capacitor CAP
amplificador OP AMP
operacional

Una vez colocados los elementos del circuito, se unen utilizando el
comando Short, que se activa al oprimir la tecla S. |

En la pantalia aparecera la pregunta sobre la direccion que desea para el
corto; esta direccién esta referida al punto en donde el cursor esta parpadeando.

Si el usuario quiere eliminar componentes o cambiar el valor de su
parametro, esto se logra facilmente oprimiendo la tecla Z para activar el comando
Zap.

El usuario puede hacer uso de todos los componentes contenidos en la
libreria del programa, y ademas, tiene la posibilidad de editar nuevos

componentes, al describir sus caracteristicas. Para editar nuevos componentes,
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se llama al comando Lib, y se elige, de una lista, el componente que desea
editarse. Esta pantalla a su vez, lo llevara a un pantalla en la que apareceran las
caracteristicas del componente elegido; de esta ménera, es posible describir las
caracteristicas de elementos no incluidos en la libreria, que podran ser llamados
por el programa principal.

Para realizar analisis de circuitos, se hace uso del comando Analyze. A

continuacion apareceran cuatro opciones para realizar andlisis :
Analysis options : 1. Transient 2.AC. 3.DC. 4. Fourier

Dependiendo del analisis que se quiera realizar, se elige una de esta
cuatro opciones. Cada numero llevara al usuario a una nueva pantaila en la que
aparecen las caracteristicas de cada analisis.

Las simulaciones realizadas en el presente trabajo, corresponden al
andlisis transitorio. El programa puede proporcionar diagramas de Bode (analisis
de A.C.), funcidn de transferencia (analisis de D.C.) y espectros de frecuencia

(andlisis de Fourier).

En este apéndice, se pretende describir de manera breve el funcionamiento
de la herramienta computacional elegida para realizar las simulaciones de
circuitos eléctricos. Para mayor informacion sobre el desemperio del Micro-Cap I,
consulte :

Micro-Cap ll. User’s Guide, Spectrum and CSU, Los Angeles CA, 1984,
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