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Una célula en estado estacionario (i.e.: en reposo) tiene una
diferencia de potencial (electroguimico) de membrana dada
por la Ecuacion de Goldman-Hodgkin-Katz (GHK):

RT pNa+ [Na+]e T pK+ :K+: e Ver Practico
AVm —_ ln n — 04: Potencial
F Pna+INa™]; + pg+[K*];

de Membrana

A este potencial lo denominaremos V,..¢;, pero tengamos en
cuenta que es una diferencia de dos potenciales entre el
interior y el exterior celular.
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Puesto que el medio interior celular y el medio exterior poseen
lones en solucion, ambas son sustancias conductoras.

Esto implica que si hacemaos circular una corriente eléctrica a
traves de ellas tendremos un movimiento de cargas.

Por convencion:
* Corriente Saliente (+): despolariza el medio interior celular.

* Corriente Entrante (-): hiperpolariza el medio interior
celular.



nnnnnnnnn
CIENCIAS  pE 4 REPUBLICA
UUUUUUU

Las membranas bioldgicas estan formadas por una bicapa
lipidica, la cual puede modelarse eléctricamente como las
dos placas de un Capacitor.

La Capacitancia de una membrana queda definida como la
cantidad de carga Q que puede distribuir a ambos lados de |la
membrana, sobre la cual se establecera una Diferencia c
Potencial.

@D

C = Vi — |C] = Faraday (F)



Usualmente, la Capacitancia de una membrana se mide en
funcion del area total de la membrana.
Asumiendo una célula esférica, dicha area es:

4 = 41r?

Donde r es el radio de la célula. Definimos la Capacitancia
Especifica de Membrana (c,,,) como:

C F
CmZg*[Cm]=W

En membranas biolégicas, c,, tiende a medirse en uF /cm?.



Al inducir un cambio de voltaje sobre la membrana, se

modifica la distribucidn de cargas a ambos lados, generando

una corriente que denominaremos como Corriente
Capacitiva (I,).

Sabiendo que la intensidad de corriente es la cantidad de
carga por unidad de tiempo:

C—Q= —CVde—I—CdV
R Q= dt ¢ T dt
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La bicapa lipidica impide el pasaje de corrientes significativas
de carga. Para el transporte de iones se requieren vias
difusionales pasivas. Estos transportadores se comportan
eléctricamente como resistencias.

La Resistencia (R) se expresa en terminos de la Resistencia
Especifica de Membrana (r,,).

r, = 4R - [1,] = (m?)(ohm) = Q m?*

Tipicamente, r,, tiene unidades de Q cm?



Analogamente, se define la Conductancia Especifica de
Membrana como:

1 1 1 1 S

Jm =a_) [gm] " Qcm? Qcm? cm?

Donde S es la unidad de conductancia del Sl (Siemens).
Podemos expresar Q0 y S en funcion de las unidades
fundamentales del SI (MKS):

C%s ¢ kg m?
= = § =
kg m? C?s

§)
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Sobre estas resistencias circulara una corriente, denominada
Corriente Resistiva (I,) la cual obedece la Ley de Ohm.

I:A_V:I :Vm_Vrest
R r R

Notar que si la membrana esta en reposo V,,, = V..ot = . = 0,
Y no circula corriente. Cuando se inyecta algun tipo de
corriente (saliente o entrante), 1, se modificaray I. # 0.




El circuito equivalente
permite modelar el
comportamiento
eléctrico de una
membrana celular. La
componente capacitiva
esta conectada en
paralelo a las
componentes resistivas
de cada especie i0onica.

20/5/2023

EQUIVALENT CIRCUIT MODEL

OLTJT
V _—
; . A= A= - Cm
-T— EK T+ ENa T+ ECa T— ECI
k2 l
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Cada componente
resistiva consta de
una resistencia
variable, asociada a
una “bateria” que
depende del potencial
en equilibrio de cada
especie idnica
(Potencial de Nerst).

20/5/2023

EQUIVALENT CIRCUIT MODEL

OLTJT
V., T
e A= A= 1t
-T— EK I+ ENa T+ ECa T— ECI "
k2 l

¢Por qué algunas
baterias tienen su

. . polaridad cambiada?
Ver Practico 04:

Potencial de Membrana

Biofisica (2023) 13
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Puesto que las dimensiones de las células son relativamente
pequenas, AV, sera la misma en todos los puntos.

Si generamos un estimulo de corriente, no existira
dependencia del voltaje con respecto a la distancia
(Isopotencial).

La Teoria del Cable incluye una componente
espacial del cambio de potencial de membrana,
d Vm con su respectivo analisis matematico que aqui
_ — O estamos asumiendo nulo. (Ver Teorico)
dx

El comportamiento eléctrico de la célula puede ser
descrito por una membrana compuesta con un solo

circuito.



il
FACULTAD DE

UNIVERSIDAD
CIENCIAS  pE 4 REPUBLICA

URUGUAY

20/5/2023 Biofisica (2023) 15



uuuuuuuuuu
CIENCIAS  pE 4 REPUBLICA
GUAY

La lera Ley de Kirchhoff (Ley de Nodos) establece que la
corriente gue circula por un nodo del circuito es la suma
algebraica de todas las corrientes aplicadas.

Definimos la Intensidad de Corriente de Membrana (/,,,)
COMo:
dV, Vo, — V.
Im =1+ 1, = C——++——=
dt R
La ecuacion obtenida es una Ecuacion Diferencial Lineal de
Primer Orden, que tiene solucion analitica.
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Si definimos: 7 = RC

AV, V. — V.o A
Imzcd—:w i R’”es = R, = RC d’t" F Vo — Vs

dv,,

le_l'Vrest_Vm:TT

Donde 1 es la Constante de Tiempo o Tiempo Caracteristico,
medido en segundos, y es independiente del tamano y la
geometria de la célula. Tipicamente, 10 ms < 7 < 20 ms.
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La solucidon de esta ecuacion es:

t Demostracion en
| A d t
Vi = Vo (1= ex0 (=) + Viest oo

T

Donde la expresion exp es una abreviacion de la base
exponencial e que permite visualizar mejor el exponente; y
Vo = Rl,, donde I, es la intensidad de corriente aplicada a la
membrana.

Notar que si I, = 0 (no se aplica corriente), V,,, = V...
Cuandot - 4oo, I, =R Iy + Vo5



Cuando se Inicia el pulso
de corriente eléctrica,
dependiendo del signo
(entrante o saliente) la
membrana sufrira un
cambio de potencial.

Si el estimulo no cesa, el
potencial de membrana
alcanzara un nuevo valor
constante.
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t
Vi, =V, (1 — exp (— ;)) + Voot

'200 Y - v r — y -
Corriente saliente
(despolarizante) |7
Ih,>0
-40 |
4
V
m .60 } —
(mV) v
-80 | \‘ :
Corriente entrante
(hiperpolarizante) |-
i I, <0
Inicio del 0 :
'100 S S = + - - <
0 pulso de ) 80 120 160

corriente t (msec)
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Cuando el pulso cesa el potencial de membrana es:

t Demostracion en
— | Anexo d
Vm(t) = Vo (exp (_ ;)) + Viest " resentacion

Cuandot — 400, V,, = V,..; Y €l potencial de reposo se
reestablece (Repolarizacion).

Una repolarizacion puede ser hiperpolarizante (si proviene de
una despolarizacion) o despolarizante (si proviene de una
hiperpolarizacion).



-100 .
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Cese del
pulso de
corriente

40 80
t (msec)
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Repolarizacion
hiperpolarizante

L

N

Repolarizacion
despolarizante

120

160
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Significado fisico de 7. tiempo necesario para alcanzar el
63% del valor final de potencial.

Sit=T1
Caso polarizante:

T
Vm(T) =V (1 — €Xp (_ ;)) + Viest = VO(]- — e_l) + Viest
= I, — Voot = 0,63V,

Caso repolarizante:
V(T)=V(exp(—z))+V =V, — Voo = 0,37V
m 0 T rest m rest ) 0




En general, distinguiremos dos respuestas eléctricas de
acuerdo al tipo de célula:

1) Respuesta Electrotonica.
2) Potencial de Acciodn.

Los potenciales de accion solamente ocurre en células
excitables, mientras que las respuestas electrotonicas
ocurren tanto en células excitables como no excitables.
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 Modelo de Hodgkin-Huxley



Los experimentos!!?de Hodgkin y
Huxley en 1952 en el axdon gigante
de calamar (Loligo sp.) permitieron
el desarrollo de la biofisica de las
membranas excitables!3!.

En 1963 recibieron el Premio
Nobel de Medicinay Fisiologia
por sus “descubrimientos en la
mecanica de las membranas de las
células nerviosas”.

[1] The squid and its giant nerve fibre Part 1 — YouTube

[2] The squid and its giant nerve fibre Part 2 - YouTube

[3] Hodgkin, A. L., & Huxley, A. F. (1952). A quantitative description of membrane current and its

application to conduction and excitation in nerve. The Journal of physiology, 117(4), 500.
20/5/2023 Biofisica (2023) 26



https://www.youtube.com/watch?v=I6jxrxcLxiI
https://www.youtube.com/watch?v=ZSCUbYyrHug
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1392413/pdf/jphysiol01442-0106.pdf
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En estado estacionario y
tomando en cuenta que el
potencial de membrana

I-Im. +  Intracellular

|
_ ] Jo JK INa L
depende principalmente de

] Gk (Vin, t) ) Gna(Vin, t) G,
os potenciales de Na* y K%, c. = Ve Membrane
podemos construir un circuito e . R
equivalente a la membrana l § .

FExtracellular

plasmatica como el que se
muestra en la figura.



Las intensidades de cada uno de
los Iones se obtienen por Ley de

Oh m I-frm. 1 Intracellular
Je l JK Ina Iy,
IK+ — gK+ (Vm - EK'I') Cr GK(V;’H}t’) GN:;(‘r;m,ff} G;
‘'m Vin Membrane
INa+ — gNa+(Vm _ENa+) N N N
Vik Ve T Vi, +
Los potenciales idnicos de 1 ~ Extracellular

equilibrio obedecen la Ecuacion
de Nerst.



En el estado estacionario:

I+ +1y,+ =0
gK+(Vm — EK+) + gNa+(Vm — ENa"') =0
Resolviendo para V,,;:

Irk+Ex+ + Ina+tEnagt
Jdk+ t Ina+

Esta es la Ecuacion GHK en funcion de las conductancias
ionicas.

Vin =
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Las hipdtesis propuestas por Hodgkin-Huxley respecto al
potencial de accion son:

1) Los iones involucrados se mueven en favor de su
gradiente electroquimico.

2) La remocion de alguno de los iones involucrados modifica
la corriente total.

3) Las conductancias de los iones involucrados se modifica
con el tiempo vy es, por tanto, voltaje-dependiente.
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AXOVACS

AXOVACS es un software
creado por Axon
Instruments, Inc. (1989) con
el objetivo de simular la
generacion de potenciales
de accion de acuerdo con el
modelo de Hodgkin-Huxley
(1952) en el Axon Gigante
de Calamar.

FACULTAD DE Vi
CIENCIAS UNIVERSIDAD

E DO5Box 0.73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS — )4

A conmputer simulation, based on the model proposed by Hodgkin & Huxley
[J. Physiol. 117:588 (1952)]1 for generation of the action potential in the

=quid giant axon.

1)

Chammels

OLTAGE CLAMP

(2}
3D
(4)

Conductances
Currents
Advanced version

URRENT CLAMP

(5)
(6)
7D
8l
9)

- (A

Action potential
Expanded =scales
Pharmnacology

Ion substitution
Advanced version

Quit

(Zimulation of =single chanmel gating)

(Macroscopic Ma and K conductances)
(Macroscopic currents)
(All voltage clamp optionz)

(The basic simulation)

(A close look at threzshold)

(3pecific bhlockade of Na or K channels)
(Change external Ha or K concentration)
(All current clamp options)

(Exit to computer’'s operating system)

Enter your choice (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, or @7 |



Space-clamp: Control Espacial

Todas las simulaciones que
vamos a realizar a

: ., AXDN 2 ELECTRCDO INTRA CELULAR
continuacion asumen que la {

u o
CIENCIAS  pE 4 REPUBLICA
u

célula es isopotencial, es ( ~
decir, no existe un cambio en
el potencial de membrana en

/’

funcion de la distancia. cLecTRop0 ExtRAcELULAY {ll.{]ll

GENERADOR DE VOLTAJ

dVy,

— =0
dx
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Voltage-clamp: Control de Voltaje

VOLTAGE CLAMP
La técnica de ‘voltage-clamp’ o Impose

Control de Voltaje, permite _voltage
someter una célula excitable a
una diferencia de potencial
constante (fijada) y estudiar su
comportamiento. A partir de esta
diferencia de potencial se genera
una corriente gue atraviesa la
membrana.

Measure
current

20/5/2023 Biofisica (2023) 35
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El grafico superior
corresponde al cambio en e s ———
la diferencia de potencial e — '
electrico en funcion del
tiempo, mientras que el
grafico inferior corresponde
al cambio de la intensidad
de corriente en funcion del
tiempo. La corriente

Axon gigante de calamar sometido a un voltaje de 0 mV

representada es la por un lapso de 6 ms.
corriente total.
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El grafico de corriente en
funCIén del tlempo mueStra’ Bl DOSBox 0.73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS — x
la suma algebraica de las |1/ Ak

{prharmaco 1.
{o>utputs

ne<arsure

corrientes resistiva y S et

<m> gate or
<h> gate
kinetics

capacitiva de la e
membrana.
I =L + 1, - ey

main menu

{vralues
<erxdit

values tg

La corriente capacitiva es: o . .
Axon gigante de calamar sometido a un voltaje de 0 mV

lapso de 6 ms.
dV por un
m

I, = C——
¢ dt
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Notar que cuando se
produce el salto en el
potencial de membrana,
dV,,
dt
Esto se evidencia como los
puntos iniciales y finales de
la grafica de corriente Q;(?Eng:gsgéedie;sgmar sometido a un voltaje de 0 mV’
durante el pulso de voltaje.

@ DO5Box 0,73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS — >

+0=1.#0
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Mientras se mantiene el
. . Bl DOSBox 0.73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS — X
voltaje fijado, |

<s>timuli
{prharmacol .

-  <o*utputs
d |/ ne<arsure
171 <n* gate or
<roun
<uralues

=0=1.=0
Esto es, toda la corriente R — T

OPTIONS

kinetics

o values to

ue circula por la (ool e
q p . SCreen

membrana es corriente
resistiva.

Axon gigante de calamar sometido a un voltaje de 0 mV
por un lapso de 6 ms.
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La curva de intensidad en
funcion de tiempo posee Ei o nte e o _ .
dos componentes: entrante |
(cuando I. < 0) y saliente
(cuando I > 0). Esta curva
es la suma algebraica de
as corrientes generadas
oor el movimiento de

Axon gigante de calamar sometido a un voltaje de 0 mV

cargas ionicas de Na™ y por un lapso de 6 ms.
K+
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La curva verde
corresponde a la corriente
generada por el
movimiento de iones K,
mientras que la curva azul
corresponde a la de los
iones Na™. El signo de
ambas corrientes obedece
a Sus respectivos

gradientes - . .
. Axon gigante de calamar sometido a un voltaje de 0 mV
electroquimicos. por un lapso de 6 ms.

3000, Frameskip 0, Prograrm: AXOVACS

BH DOsBox 0.73, Cpu Cycles:

EEEEEEE
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H Od g kl n - H UXI ey I Og rarO n B DOSBox 0.73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS — x
diseccionar la curva de Wisrlay

{prharmaco 1.

<o>utputs

Intensidad total en funcidon netwrsure

<n» gate or

de las intensidades |
ionicas de Na*y K™* a

{initializs

partir de la sustitucion de | iohees
NaCl por Cloruro de |
Colina, limitando el

. ;s Ax0n gigante de calamar sometido a un voltaje de 0 mV por un
g I’adlente e|eCtr0q ulmico lapso de 6 ms, con un cociente de concentracién de Na* al 10%

de las concentraciones fisiologicas (simulando la presencia de

del Na+ al 10% Cloruro de Colina en el medio).

GHs
HO._—N-CHja
CH3

Cl™
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@ DO5Box 0,73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS — >

En ausencia (o baja
presencia) de Na™,
practicamente toda la T G

me<arsure

corriente resistiva
registrada pertenece ala  HEl.
corriente i6nica del K+ .
(curva verde). Restando la | <coionr the
iIntensidad total con la
intenSidad del K + y se AxOn gigante de calamar sometido a un voltaje de 0 mV por un

- lapso de 6 ms, con un cociente de concentracion de Na* al 10%
Ob“ene |a. curva para EI de las concentraciones fisiologicas (simulando la presencia de

Cloruro de Colina en el medio).

Na®.
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Medlante dlverSOS DUISOS B DOSBox 0.73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS — e
de voltaje es posible notar s
qgue la corriente idnica del
Na™ varia. B
Para un voltaje cercano a PRl et

<initiali=zs

su potencial de equilibrio
(Eyo+ = +55mV), no
existe corriente. Para — | _

i i Corriente i6nica del Na* en funcion de diferentes pulsos
VOItaJeS superiores, la rectangulares de voltaje. Para voltajes superiores al
COrriente se inVierte potencial de equilibrio la corriente se invierte (saliente).




E DOS5Box 0.73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS — >

MENUS
{d>i=zplay
{s2timuli
<prharmacol.
<o>utputs
me<arsure
n» gate or
<m> gate or
<h> gate

kinetics

OPTIONS
£1run
Luralues
<exdit
<ixnitialize

values to
defaults
{crlear the
SCrEeen
£E=zc> for
main menu

Corriente total de membrana en funcion de diferentes pulsos rectangulares de
voltaje. Para voltajes superiores al potencial de equilibrio del Na* la corriente
total se vuelve enteramente saliente.

0
FACULTAD DE
CIENCIAS UNIVERSIDAD
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An é.l Og am e nte y pOd rlla,m OS E DO5Baox 0,73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS — -
invertir la corriente i6nica @isplay

{prharmaco 1.
<o>utputs

del Kt estableciendo moswsure

valores por debajo de su |
potencial de equilibrio i
(EK+ ~ _75 mV). Sln ¢ <1}%;F§ui;‘.s

embargo, si establecemos
V., = =150 mV, no se
. Corriente total de membrana para un voltaje por debajo del
Observa cam b|0 en |a. potencial de equilibrio del K*. Notar que no se observa cambio en
. - . la corriente resistiva de la membrana.
corriente resistiva.




Esto se debe a que los
canales, de Na*y K™
solamente se abren
cuando la membrana se
despolariza.

Si fijamos potenciales por
debajo del potencial de
equilibrio de membrana
(Vrest —60 mV)
practicamente no habra
canales abiertos.

BH DOSBox 0.73, Cpu Cycles:

3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS

nnnnnnnnn
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{d>i=zplay
<srxtimuli
{prharmaco 1.
<o>utputs
ME<arsure
n>» gate or

m> gate or
<h> gate
kinetics

QPTIONS
<roun

{Ezc> for
main menu

Corriente total de membrana para un voltaje por debajo del
potencial de equilibrio del K* (hiperpolarizacién). Notar que no se
observa cambio en la corriente resistiva de la membrana.




Para revertir la corriente
del Kt necesitamos B 005501075, Co Cycles 500, Framesti 0, Program: AXOUACS . y

<dxisplay

generar primero una |

n> gate or

despolarizacion, y luego — maem

<h>» gate
kinetics

una hiperpolarizacion, ]

“uralues
<erdit

para que los canales de i P

defaults
{crlear the

K* se logren abrir. En la
fase de h I perp0|arlzaCIén Corriente total de membrana en funcion del tiempo para una fase de
la corriente de K™ es (=150 mb) an donde Ia coniente de K+ se inverte,
entrante.
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La cinética de apertura de los canales de K™ es lenta, por lo
gue son necesarios grandes potenciales y tiempos
relativamente largos para que exista una cantidad suficiente
de canales abiertos que generen el transporte de iones.

Paralelamente, bajo estos potenciales los canales de Na™ se
encuentran en un estado abierto-inactivado, por lo que
para regresar a su estado cerrado es necesario retornar al
potencial de reposo de la membrana (V,...; = —60 mV).
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Current-clamp: Control de Corriente

La técnica de ‘current-clamp’ o
Control de Corriente, permite
someter una célula excitable a
una intensidad de corriente
(fjada) y estudiar su
comportamiento. A partir de esta
corriente se generara una
diferencia de potencial en la
membrana capaz de generar o
no un Potencial de Accion.

CURRENT CLAMP
Membrane
\f
) R = Com (L)
Inject Measure
current voltage
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El grafico superior muestra
el cambio en la diferencia
de potencial en funcion del = Besecrcecee e e cone
tiempo, mientras que el
grafico medio muestra el
cambio en las
conductancias del Na*
(curva azul) y el K™ (curva
verde) en funcion del
tiempo. El grafico inferior

Estimulo de corriente simulado sobre el axon gigante de

mueStra 6| pU|SO calamar, a partir de una intensidad de corriente de

: 100 uA/cm? por un lapso de 0,1 ms.
rectangular del voltaje.
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Bajo estas condiciones se genera un Potencial de Accion. El
voltaje de membrana parte del potencial de reposo, se
despolariza hasta alcanzar un maximo y comienza a
repolarizarse nuevamente, llegando a hiperpolarizarse hasta
retornar al potencial de reposo.

¢,Cual es la amplitud umbral de corriente necesaria para
generar un potencial de accion en 0,1 ms?

Variando la intensidad de corriente que circula por el axon
determinar que el umbral de corriente necesario para que se
dispare el potencial de accién es de 64 uAd/cm?.
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Estimulo de corriente simulado sobre el axon gigante de calamar, variando la
intensidad de corriente entre 80 ud/cm? y 60 uA/cm? por un lapso de 0,1 ms.



En un potencial de accidn
a nivel de las corrientes de
Na*y K™, se observa una
variacion como la de la
figura. Inicialmente

I+ > 1y +, PEIO

UJna vez se dispara el
notencial de accion se
reestablece la relacion
L+ > 1y +.
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posteriormente Iy, + > I+.

E DO5Box 0.73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS — >
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{extimuli
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kinetics

OPTIONS

main menu
18 n=

Estimulo de corriente simulado sobre el axon gigante de
calamar, variando la intensidad de corriente entre
80 uA/cm?y 60 uA/cm? por un lapso de 0,1 ms.
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E DO5Box 0.73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS - >

MEHUS
{d>i=play

Es posible, en algunos Phimator

{oXutputs
me<arsure

escenarios, producir un o gate o

<h>» gate
kinetics

potencial de accidn

<roun

aumentando la duracion =

{initiali=ze

values to

de un estimulo pero : e

sCreen
{Ezc> for

manteniendo una o
iIntensidad subumbral.

Estimulo de corriente simulado sobre el axon gigante de
calamar, variando la duracion del estimulo de corriente
entre 0,1 ms y 6 ms para una intensidad de 2,3 uA/cm?.
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N Otar q u e Si real i Z am OS u n E DOSBox 0.73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS — — =

{d>i=zplay
{msrxtimuli

estimulo supraumbral SxSharmacol.

{oXutputs
me<arsure

<h>» gate
kinetics

de accion, pero durante la orions
hiperpolarizacion
volvemos a generar un

{Ezc> for

pulso de corriente | : R
supraumbral, no se genera

OtrO pOtenCiaI de aCCién ] calamar, donde se generan dos pulsos de corriente de
100 uA/cm? en dos tiempos (0,1 ms y 4,5 ms).

Estimulo de corriente simulado sobre el axén gigante de
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Esto se debe a qUe 105 e -
notenciales de accion
oresentan un Periodo RIS SN
Refractario: un tiempo N

caracteristico para el
cual no se genera un

{Ezc> for

potencial de accién hasta | o o
que no haya COnCIUidO el Estimulo de corriente simulado sobre el axon gigante de

calamar, donde se generan dos pulsos de corriente de

pOtenCIaI anterior. 100 uA/cm? en dos tiempos (0,1 ms y 4,5 ms).
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E DO5Box 0.73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS - >

MEHUS
{d>i=play

Si dejamos transcurrir €l Sl

{oXutputs

me<arsure

tiempo suficiente para "EY

kinetics

que los canales de Nat'y |EEEN

<r>un

K™ regresen a su estado I 7

{initializs
values to

de reposo, podemos . - oot

SCreen

iniciar Un NUEVO potencial | e L
de accion.

Estimulo de corriente simulado sobre el axon gigante de
calamar, donde se generan dos pulsos de corriente de
100 uA/cm? en dos tiempos (0,1 ms y 15 ms).



Del mismo modo, dos
estimulos subumbrales
gue se encuentren
dentro de una misma
ventana de tiempo,
oueden generar un
notencial de accion a
partir del Principio de
Sumacion.
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Estimulo de corriente simulado sobre el axon gigante de
calamar, donde se generan dos pulsos de corriente
subumbrales de 60 uA/cm? en dos tiempos (0,1 ms y

5 ms).
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El Principio de Sumacion BB 00580:073 Cpu Gy 30 ramesip 0, rogom: WOIACS _ ~
establece que dos i
respuestas subumbrales
(electrotonicas) sucesivas
dentro de un lapso de
tiempo comparable al del
potencial de accion pueden
disparar un potencial de

Estimulo de corriente simulado sobre el axdn gigante de

aCCi(,)n actu and() cCOmo un calamar, donde se generan dos pulsos de corriente

subumbrales de 60 uA/cm? en dos tiempos (0,1 ms y

unico pulso (supraumbral).  2ms).



Al variar [Na™],,; se
observa que el tiempo de
latencia entre el estimulo y
el potencial de accion
aumenta, al tiempo que la
amplitud del potencial
disminuye. Este efecto
actua principalmente en la
fase Inicial del potencial de
accion.
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E DO5Box 0.73, Cpu Cycless 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS — >
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Estimulo de corriente simulado sobre el axon gigante de
calamar, donde se generan un pulso de corriente
(supraumbral) de 100 u4/cm? en 0,1 ms, y se varia el
cociente de [Na™] entre 1y 0,2.
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E DOSBox 0,73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip O, Program: AXOVACS — >

Analogamente, al variar el

{d>isplau

gradiente de [K*] se + ~
observa una dependencia
similar, pero esta vez en — oo
todas las etapas del —

transcurso temporal del ol
potencial de accion, | o i e
inCIUyendO un efecto en la Estimulo de corriente simulado sobre el axén gigante de
fase de repolarizaCi(')n. calamar, donde se generan un pulso de corriente

(supraumbral) de 100 ud/cm? en 0,1 ms, y se varia el
cociente de [K*] entre 1y 0,8.



Una opcion interesante
gue provee AXOVACS es
observar el efecto de
diferentes toxinas de
iInterés biologico sobre el
potencial de accion.

H->N




En concreto, la Saxitoxina
(STX) es una fitotoxina
producida principalmente
por Cianobacterias (y
algunos Dinoflagelados en
relacion simbiotica).

Esta molécula bloquea
selectivamente los canales
de Na™ voltaje-
dependientes!#*>,
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[4] Li, T., & Chen, J. (2018). Voltage-gated sodium channels in drug discovery. In lon Channelsin
Health and Sickness. IntechOpen. [Open Access]

[5] Terlau, H., Heinemann, S. H., Stihmer, W., Pusch, M., Conti, F., Imoto, K., & Numa, S. (1991).
Mapping the site of block by tetrodotoxin and saxitoxin of sodium channel Il. FEBS letters, 293(1-2),
93-96. [Open Access]
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Estimulo de corriente simulado sobre el axon gigante de calamar, donde se
generan un pulso de corriente (supraumbral) de 100 uA/cm? en 0,1 ms, y se
varia [STX] entre 0nM y 0,6 nM.
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El efecto que se observa es
un aumento de la latencia
de disparo del potencial de
accion y una disminucion
de la amplitud del mismo.
La fase de despolarizacion
se ve afectada por lo que
se comprueba su efecto
sobre los canales de Na™.
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E DO5Box 0.73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS - >

MEHUS
{d>i=play
{mrxtimuli
{prharmaco 1.
{oXutputs
me<arsure

<m> gate or
<h> gate
kinetics

OPTIONS

defaults
{crlear the

{Ezc> for
main menu
18 m=

Estimulo de corriente simulado sobre el axon gigante de
calamar, donde se generan un pulso de corriente
(supraumbral) de 100 u4/cm? en 0,1 ms, y se varia [STX]
entre 0 nM y 0,6 nM.
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Bajo concentraciones de STX muy altas, la corriente saliente
del K™ permanece por encima de la corriente entrante del
Na* durante todo el estimulo y nunca se dispara el potencial
de accidn.

El efecto de la STX es Unicamente sobre los canales de Na™
voltaje-dependientes, impidiendo la generacion de un
potencial de accion. No posee un efecto sobre el potencial de
membrana. Si se deja transcurrir tiempo suficiente, la
membrana vuelve a su potencial de reposo.



El Tetraetilamonio
(TEA) es una toxina que
tiende a bloquear los
canales de K™ voltaje-
dependientes y por lo
tanto tendra un efecto
sobre el potencial de
accionlél,

[6] Choi, K. L., Aldrich, R. W & Yellen, G. (1991) Te t ethylammonium
blockade distinguishes two inactivation mechanisms It q activated
K+ channels. Proceedin q fth National Ac d emy o fS s, 88(12),

5092-5095. [Open Access]|
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CHACH
CH3CH,— I}l CH,CHa
CH,CHa
9


https://www.pnas.org/content/pnas/88/12/5092.full.pdf
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La adicion de TEA en el o e e v _ .
medio disminuye el periodo
de latencia de disparo del
potencial de accion, al
tiempo gue se modifica la
drasticamente la fase de
repolarizacion. Para
concentraciones muy altas

Estimulo de corriente simulado sobre el axdn gigante de

de TEA no ”ega a calamar, donde se generan un pulso de corriente
reestab|ecerse e| potencia| (supraumbral) de 100 ud/cm? en 0,1 ms, y se varia [TEA]

entre 0mM y 15 mM.
de reposo.



Puesto que hay canales
de K* que estan
blogueado y no lograron
abrirse para la salida de
cationes, éstos
guedaran retenidos en
el axoplasma celular,
despolarizando
completamente la
membrana.
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@ DO05Box 0.73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS - >
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Estimulo de corriente simulado sobre el axon gigante de
calamar, donde se generan un pulso de corriente
(supraumbral) de 100 ud/cm? en 0,1 ms, y se varia [TEA]
entre 0mM y 15 mM.
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Un aspecto crucial del Modelo de Hodgkin-Huxley es el
hecho de que las conductancias de Na™ y K™ varian con el
tiempo.

Por lo tanto, el circuito equivalente de este comportamiento
Implica resistencias variables con el tiempo.

INa"'(t)
) =
gNa+( ) Vm . ENa+
[.+(t)
gx+(t) = -

Vm _EK+
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Esta variacion en las conductancias puede estudiarse a partir
de la dinamica de apertura y cierre de los canales voltaje-
dependientes, de acuerdo con sus caracteristicas
estructurales (moleculares).

En la época en que se realizaron estos experimentos, se
desconocia de la existencia de estas estructuras proteicas.
Por lo que estos experimentos sugirieron la existencia de
“‘compuertas” (‘gates’) capaces de dejar pasar las corrientes
lOnicas.



Supongamos un canal formado por compuertas, las cuales
pueden estar en dos estados: cerrado (a) y abierto (b), con
clerta probabilidad voltaje-dependiente. Ambos estados
estaran en equilibrio:

a=>b
Llamaremos «a, § a las constantes de transformacion en el
equilibrio de los estados cerrado y abierto, respectivamentel’].
Llamaremos y a |la probabilidad de la compuerta de estar
cerrada, por lo que n = (1 — y) es la probabilidad de la
compuerta de estar abierta.

[7] Esta notacion es la misma que se utiliza en el Anexo del practico
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La ecuacion diferencial que describe la velocidad de apertura
del canal es:

dy

E=C¥(1—Y)—,By

Notar que en el estado estacionario (dy/dt = 0),

- a
Yee_a_l_ﬁ



La solucidn de la ecuacion diferencial es:

Tl(t, V) = N — (noo o Tl()) (exp( o t ,B))

Donde,

ny es la probabilidad estacionaria en el voltaje de reposo (V).
N €S la probabilidad estacionaria para el voltaje inducido (R1,).

En este modelo se considera que las compuertas del canal

operan de manera independiente, y solamente baj
determinado estado de compuertas abiertas el cana
abrirse del todo.

O un
logra
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La estructura proteica de los CHRED OPEN  INACTIVATED
canales de Na* es I

Sin embargo, el Modelo de &',
Bola y Cadena (‘Ball and o
Chain Model’) permite

explicar su comportamiento
temporal frente a diferentes =

[8] Goldin, A. L. (2003). Mechanisms of sodium channel inactivation. Current opinion in

esce n arl OS e I é Ctrl COS . neurobiology, 13(3), 284-290. [Open Access]

[9] Bezanilla, F., & Armstrong, C. M. (1977). Inactivation of the sodium channel. I. Sodium
current experiments. The Journal of general physiology, 70(5), 549. [Open Access]

[10] Armstrong, C. M., & Bezanilla, F. (1977). Inactivation of the sodium channel. ll. Gating
current experiments. The Journal of general physiology, 70(5), 567-590. [Open Access]
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http://labs.icb.ufmg.br/lbcd/prodabi5/homepages/hugo/Hugo/drgcanais3.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2228478/pdf/jg705549.pdf
https://rupress.org/jgp/article-pdf/70/5/567/1246582/567.pdf

Los canales de Na*
consisten en una proteina
trans-membrana asociados a
una cadena polipeptidica con
un extremo, también
peptidico, en forma de bola.
En el estado de reposo, las
compuertas internas del
canal estan cerradas y la
bola permanece desligada.

CLOSED

Channel —

(¢ ),
w
Cell v
membrane l
Chain \
.
q » Ball

OPEN

INACTIVATED




Cuando la membrana se
despolariza, las compuertas
del canal modifican su
conformacion, se abreny
permiten el flujo idnico
(entrante). Durante la
despolarizacion las
compuertas permanecen
abiertas, pero el flujo ionico
disminuye al acercarse al
Engt-

20/5/2023

Extracellular side

Cell

membrane
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Una vez iniciada la
repolarizacion, la bola
comienza a acercarse en la
region interna del canal y
bloguea el flujo de iones.
Notar que las compuertas
permanecen abiertas durante
la inactivacion, por eso el
estado es Abierto
Inactivado.

CLOSED OPEN INACTIVATED

Channel

Extracellular side

Cell
membrane
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Los canales de Na™ volveran
al estado Cerrado una vez se
alcance el potencial de
reposo de la membrana
(Viese ® =60 mV).

En la hiperpolarizacion
permaneceran en el estado
abierto-inactivado aungue,
lentamente, la poblacion de
canales comenzara el cierre.

Channel —

(¢ ),
w |
Cell )
membrane l
Chain \
.
q » Ball

OPEN

— - |
lon flow

INACTIVATED
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En el modelo cinético que estamos considerando, podemos
obtener la probabilidad de que el canal esté abierto en
funcion de las probabilidades de apertura de las compuertas.

La particularidad de la inactivacion del canal de Na™* puede
modelarse como una compuerta cuya apertura induce la
Inactivacion. De esta manera distinguiremos dos tipos de
compuertas: compuertas que permiten la apertura (m) y
compuertas gue inactivan el canal (h).

Para canales de Na* consideraremos un canal de cuatro
compuertas: 3 de tipo m y 1 de tipo h.
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Como las probabilidades de apertura de cada compuerta son
Independientes del estado de las demas compuertas, la
probabilidad de apertura del canal (f,,+) €s el producto de
las probabilidades de las compuertas.

frna+ = [mE V)P [h(t, V)]

Notar que el factor [m(¢,V)]> es el producto de 3 compuertas
tipo m, mientras que el factor [h(t,V)] es la probabilidad de la
compuerta tipo h. Ambos tipos de compuertas tienen una
dependencia con el tiempo y el voltaje.



La conductancia del Na™ estara dada por tres componentes:
1) La cantidad de canales presentes en la membrana (N, ,+).
2) La conductancia individual de cada canal (y,+)-

3) La fraccion de canales abiertos (f,,+)-

Por tanto,
Inat = yNa"'NNa"'fNa"' — yNa+NNa+([m(t; V)]B[h(t; V)])
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A partir de la expresion anterior puede obtener una expresion
para la corriente del Na* en funcién de las probabilidades de
apertura de las compuertas:

Ivo+ (& V) = gt Vin — Engt)
— ]/Na"'NNa"' ([m(t' Vm)]3 [h(t, Vm)])(Vm T ENa+)
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La curva roja corresponde
aI n l:l m e ro d e CO m p u e rtaS E DO5Box 0.73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS — et

MENUZ

abiertas tipo h, y la curva it

{prharmaco 1.
<oXutputs

azul corresponde al numero G gateon

m» gate or
<h>» gate

de compuertas abiertas tipo
m en funcién del tiempo.
Notar que cuando se
dispara el potencial de oy T e
accion el numero de

18 m=

Axon gigante de calamar sometido a un estimulo supraumbral de

com pu e rtaS t| po m es 100 uA/cm? disparador de un potencial de accién. La gréfica del medio

muestra la evolucion temporal del estado de las compuertas.

maximo.



La opcidn 1 de
AXOVACS permite
observar la evolucion
temporal de los canales.
La grafica superior
muestra el estado de las
compuertas del canal de
Na™, tanto las
compuertas tipo m como
la compuertas tipo h.

@ DO5Box 0,73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS —

PROBABILITY THAT CHAMNNEL IS OPEN:

Axon gigante de calamar sometido a un estimulo de voltaje 0 mV
disparador de un potencial de accion.
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El 2do grafico muestra el estado del canal. El 3er grafico
muestra la probabilidad de que las compuertas estén abiertas.
La curva roja muestra la probabilidad de que la compuerta
tipo h esté abierta, mientras que la curva azul muestra la
probabilidad de que las compuertas tipo m estén abiertas.

El 4to grafico muestra la probabilidad del canal esté abierto

( ), superpuesta con la frecuencia de apertura
de los canales para ese instante de tiempo (curva verde). El
Instante de tiempo de observacion de las compuertas es el
numero de barridos (‘'sweep’).
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Si aumentamos el nidmero Gnat (6, V) o [m(t, V)P [R(E Vo]

de barridos, la curva de B 0055007 s 300 me g OGS ] »
frecuencias (verde) se = S0
acerca a la curva de
probabilidad del canal
abierto ( ).

Notar que la
es similar a la
curva de conductancia del

Axon gigante de calamar sometido a un estimulo de voltaje 0 mV
N + disparador de un potencial de accion. El numero de barridos (instantes de
a observacion de las compuertas) es 20.



Notar que cuando
extendemos el estimulo de
corriente por suficiente
tiempo, las compuertas de
os canales de Na™* tipom
permanecen ablertas y no
ogran cerrarse
completamente.

Lo mismo puede
apreciarse para las
compuertas de K.
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E DOSBox 0,73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip O, Program: AXOVACS — >

Axon gigante de calamar sometido a un estimulo de corriente de
100 puA/cm? disparador de un potencial de accién, por un lapso de 10 ms.
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Un analisis similar puede realizarse sobre los canales de K+
tomando en cuenta el hecho de gue estos canales no
presentan inactivacion. Podemos modelarlos como un canal
de 4 compuertas independientes, para el cual la apertura del
canal se lograra cuando las 4 compuertas estén abiertas.

fr+ = [n(,V]*
I+ =Y+ Np+fr+ (Vg — Ex+) = Y+ N+ [n(t, Vm)]4(vm — E,+)
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La C u rva Ve rd e B DOSBox 0.73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS — %

HEHUS
{d>isplay

OPTIONS

corresponde al numero
de compuertas abiertas
de los canales de K™ en

<r>un

funcion del tiempo para ' @
un estimulo T R

supraumbral disparador |
de un potencial de

Axon gigante de calamar sometido a un estimulo supraumbral de
' A 100 uA/cm? disparador de un potencial de accién. La grafica del medio
aCCIO n . muestra la evolucion temporal del estado de las compuertas.



Se observa la evolucion
temporal de las
compuertas, el canal y sus

respectivas probabilidades.

Notar que los canales de
K™ logran abrirse en el
tramo final del estimulo,
solamente cuando las 4
compuertas estan abiertas
(grafico superior azul).
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@ DO05Box 0.73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS - >

PROBABILITY THAT CHANNEL IS OPEN:

Axon gigante de calamar sometido a un estimulo supraumbral de 0 mV
disparador de un potencial de accion. El numero de barridos de esta
simulacion es 20.
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Cuando llevamos el
estimulo de voltaje a

— 70 mV (hiperpolarizante),
la probabilidades de que
las compuertas se abran
son muy bajas (aungue no
nulas), por lo que la
probabilidad de que el
canal se abra es

@ DO05Box 0.73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS - >

Axon gigante de calamar sometido a un estimulo —70 mV. El nUmero de

p ré.Ctl Cam e nte n u I a barridos de esta simulacion es 20.



Esto es consistente con €|
hecho de que los canales
de K™ solo se abren con
potenciales
despolarizantes.

Cuando el estimulo es
hiperpolarizante, las
compuertas de K™ tienen
una muy alta probabilidad
de permanecer cerradas.

@ DO05Box 0.73, Cpu Cycles: 3000, Frameskip 0, Program: AXOVACS -

Axon gigante de calamar sometido a un estimulo =70 mV
(hiperpolarizante). El numero de barridos de esta simulacion es 20.




Resumen

Las membranas bioldgicas pueden modelarse como un circuito
equivalente sobre el que circulan dos tipos de corrientes:
resistiva (asociado al movimiento de iones por transportadores) y
capacitiva (asociado a las propiedades eléctricas de la bicapa).

La Teoria del Cable ofrece un marco teodrico robusto para
explicar los fenomenos electrofisiologicos observados en
membranas de células excitables.




Resumen

La tecnica de ‘space-clamp’ permite mantener la misma
diferencia de potencial a lo largo de un axon (isopotencialidad).

_a técnica de ‘voltage-clamp’ permite fijar una diferencia de
potencial eléctrico y estudiar la variacion de las corrientes.

_a técnica de ‘current-clamp’ permite inducir un pulso rectangular
de corriente sobre la membrana y estudiar la variacion temporal

del voltaje.




Resumen

El modelo de Hodgkin-Huxley en el axdn gigante de calamar
significd un avance sustancial en la biofisica de las membranas
excitables, llegando a predecir la existencia de compuertas
necesarias para el transporte difusional de los iones de Na* vy
K*, previos al descubrimiento de los canales transmembrana.

Este modelo implica 3 hipoétesis fundamentales: (1) los iones se
mueven en favor de su gradiente electroquimico, (2) la remocion
de los iones modifica las corrientes, (3) las conductancias de los
lones son variables en el tiempo y dependientes del voltaje.



Resumen

La aplicacion de una intensidad de corriente supraumbral en la
membrana del axdn gigante de calamar dispara un potencial de
accion.

En su fase despolarizante, se abren los canales de Na™
dependientes de voltaje y permiten la entrada de Na* en favor
de su gradiente. En su fase repolarizante, los canales de Na®
comienzan a inactivarse, dando lugar a un movimiento de K%
saliente, en favor de su gradiente, mediante la apertura de
canales de K voltaje-dependientes.




Resumen

En su fase hiperpolarizante, los canales de K* comienzan a
cerrarse, al tiempo gue se retorna al potencial de reposo. Los
canales de Na* pasan a su estado cerrado.

Los potenciales de accion presentan un periodo refractario sobre
el cual no es posible generar un nuevo potencial de accion, por
mas que se estimule el axon con una corriente supraumbral.

Es posible generar un potencial de accion a partir de estimulos
subumbrales de acuerdo con el principio de sumacion, siempre
gue estén espaciados temporalmente dentro de un rango inferior
al disparo del potencial.




Resumen

Las conductancias de los iones de Na* y K* varian con el
tiempo y el voltaje aplicado. Esta variacion depende de la
cantidad de canales gue posea la membrana, la conductancia
iIndividual de cada canal y el estado probabilistico de apertura de
las compuertas.

Los modelos cinéticos de apertura y cierre de las compuertas
son distintos para cada ion. Los canales de Na™ presentan
cuatro compuertas, de las cuales 1 de ellas genera la
inactivacion de todo el canal. Los canales de K™ poseen 4
compuertas iguales y se requiere gue las 4 compuertas estéen
abiertas para que el canal se abra por completo.




Resumen

Existen diversas toxinas de relevancia biologica que bloguean
os canales de Na* y K* dependientes de voltaje.

_a Saxitoxina (STX) producida por las Cianobacterias, logra
oloquear los canales de Na* y producir alteraciones en el
potencial de accion, al punto de evitar que se dispare.

El Tetraetilamonio (TEA) es una toxina que bloquea los canales
de K%, al punto de evitar que el potencial de accién alcance su

fase hiperpolarizante.
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ANnexo

Encontrar la solucion de la Ecuacion Diferencial de Potencial Eléctrico

de una Membrana en funcién del tiempo:

dv,.,
RIO+Vrest_Vm =TW

Reordenamos y separamos variables,

1 1
—|dt = A
(r) (RIO + Voot — Vm) m

Esta expresion es integrable a ambos lados de la igualdad.
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1
= dt = A A
-[ ( ) -[ (RIO + Vrest _ Vm) m

rest

Resolvemos la integral de la izquierda, como la integral de una constante.

[ (e (oo



Vi

1
dV,
f (RIO + Vrest o Vm) ™

V}est

Resolvemos la integral de la derecha por sustitucion:

u=RIy+ Vs — V,, = du = —dV,,

Vin ~Um
1 1
AV = — | (=du) = -1
— J (R I +Vrest_Vm> - J (u>( u) n(u)
rest —Urest

Vin
= — ln(RIO + Vrest — Vm) — (_ ln(RIO + Vrest _ Vrest))

rest

—In(RIy + Vyest — Vin) — (= In(R1y))

= — ln(RIO + Viest — Vm)
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lgualando a ambos lados,

() = ~nCRIy + Vrese = Vo)) = (= InCRI))

t
_ (;) — In(Rly + Vyoey — V) — In(RI,)

t (RIO + VRest T Vm) _t (RIO + Vrest _ Vm)
——=1In = e 1=
T RI, RI,

t

t
Rloe(_r) =Rlg+ Vot = Vo = Vo), = Rlg + Vepor — Rloe( r)

_t t
Vin = Rlo(l — e( T)) + Viest = SiRIp =Vy = V,,(t) =V, (1 — exp (— ;)) + V,est
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Notar que cuando I, = 0 la ecuacion diferencial queda:

A VA
Viest = Vin = Td_;n

Por lo que la solucion es:
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t

1 1 t
f(—)dt=—(t—0)=—
T T T

0
u = VT‘@St — Vm — du — _de
Vm Vrest_Vm
f L Nay j D) (cdw) = —In@w) = — 1oy — V) | ™
= — | (—du) = —In(u) = —In —
Viest — Vin m u rest m VresttVo
VresttVo —Vo

—In(Vyest — Vi) — (=In(Vyest — Viese — Vo)) = —[In(Vyes¢ — Vi) — In(=Vp)]

. Viest = Vm _ ~Viest T Vm
= —In = —In
—V, V,




t

= Voe( T) = —Vyest T Vin = Vi = Vieest + e(_%)VO

= V., (t) =V, (exp (— ;)) + Vo ost
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