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'RESUMEN )

Los estudios de Hodgkin y Huxley fueron el punto de partida de la generacién de modelos matemédticos que
explican, reproducen y predicen los resultados experimentales del comportamiento de los canales i6nicos sensibles
a voltaje del axén. Los altos costos de estos experimentos impiden su implementacién en la practica docente de
licenciatura. Una alternativa didactica son los experimentos virtuales mediante simuladores computacionales. En
este trabajo se presenta el desarrollo de un simulador que reproduce paso a paso los experimentos clasicos de Hodgkin
vy Huxley sobre las conductancias de los canales dependientes de voltaje del axén gigante de calamar. El simulador
fue desarrollado en lenguaje Visual Basic ver 5.0 para ambiente Windows®). Estd formado de cuatro médulos: (1)
simulacién de corrientes idnicas; (2) experimentos cldsicos de Hodgkin y Huxley; (3) versién actual del modelo; (4)
potenciales de accién. Consta de pantallas de interfaz que permiten simular y calcular los valores de las variables
relacionadas con la conductancia de los canales. El usuario puede realizar una cantidad ilimitada de experimentos

virtuales que le facilitardn la comprensién del tema.

Palabras clave: Hodgkin y Huxley, simulacién biofisica, experimentos virtuales, canales iénicos. )
Correspondencia: Fecha de recepcion:
Arturo Reyes-Lazalde 1 de septiembre de 2015
Valsequillo y Av. San Claudio, Edificio 112A Ciudad Universitaria.

CP. 72570. Puebla, Pue. Fecha de aceptacion:

Correo electronico: arturoreyeslazalde@gmail.com 10 de diciembre de 2015



dx.doi.org/10.17488/RMIB.37.2.1

136 Revista Mexicana de Ingenieria Biomédica - volumen 37 - nimero 2 - May-Ago, 2016

"ABSTRACT

I

Hodgkin and Huxley “s works were the starting point to generating mathematical models for explain, reproduce

the experimental results and predict the behavior of voltage-sensitive ion channels in the axon. The high costs of

these experiments avoid its implementation in teaching degree. An educational alternative is virtual experiments

using computer simulations. In this work the development of a simulator that reproduces step by step the classic

experiments of Hodgkin and Huxley on the conductance of voltage-dependent channels in squid giant axon is

presented. The simulator was developed in Visual Basic language, ver 5.0 for Windows environment. It consists

of four modules: (1) ionic currents simulation; (2) classical Hodgkin and Huxley “s experiments; (3) current version

model; (4) action potentials. It comprises connecting interface screens that allow simulate and compute the values

of the variables associated with the channel conductance. The user can perform an unlimited number of virtual

experiments that will facilitate the understanding of the subject.

Keywords: Hodgkin and Huxley, biophysics simulation, virtual experiments, ion channels. |

INTRODUCCION

Los canales i6nicos de membrana regulan
y controlan la mayoria de las funciones
biolégicas de los seres vivos. En el contexto
biomédico, actualmente es muy importante el
conocimiento fisioldgico de los canales; ya que
son la clave para comprender los mecanismos
fisiopatolégicos de miiltiples y diversas
enfermedades neuroldgicas, cardiovasculares,
musculares, neuromusculares, metabdlicas,
neoplasicas, genéticas, autoinmunes; renales
y sensoriales, catalogadas en general
como canalopatias [1,2].  Se estima que
alrededor del 30% de las canalopatias son
multisistémicas, por lo que requieren del
abordaje multidisciplinario en investigacion
bésica para encontrar los métodos potenciales
de diagnoéstico y tratamiento eficaz.

La electrofisiologia estudia la cinética
y dependencia de voltaje de los canales
idnicos; se trata de una disciplina que es
esencialmente experimental y cuantitativa.
Su ensenanza y aprendizaje implica un
conocimiento  multidisciplinario; donde
convergen principios de fisica, quimica,
biologia, medicina, electrénica, computacion
y matemadticas, entre otras. Los procesos

de ensenanza-aprendizaje implicados resultan
relativamente complejos. Por esta razon, la
introduccién del tema es muy importante,
puede ser el punto de partida o el punto
final. La explicacién teodrica de los conceptos
basicos resulta dificil para los alumnos de
licenciatura del area biomédica. Contar con
herramientas interactivas de apoyo didéactico
facilita significativamente la comprensién del
tema [3].

Descripcion del problema

La tematica de la electrofisiologia se
incorpora actualmente en los cursos de
las carreras de ingenieria biomédica, fisica
médica, medicina y es comun en biologia.
Para la educacion médica se esta pasando del
estilo pedagdgico de hechos a un aprendizaje
basado en problemas, que propicia una
participaciéon activa en el proceso de
ensenanza-aprendizaje [4]. Las précticas de
laboratorio propician un aprendizaje activo.
Sin embargo, el trabajo de laboratorio es
muy costoso. Esta situacion se agrava
por el rapido aumento de estudiantes. En
China, por ejemplo, ha habido una reduccion
gradual de la exposicién de los estudiantes
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a clases de laboratorio experimental y un
aumento hacia la simulacién [5]. En México,
en la Facultad de Medicina de la UNAM
(Universidad Nacional Auténoma de México)
las préacticas electrofisiolégicas son realizadas
con simuladores [6].

En las neurociencias, el trabajo de
modelado puede clasificarse con dos criterios:
(1) la complejidad del modelo que puede ir
de modelos muy simples a muy complejos
y (2) La direccién del flujo de trabajo e ir
de la escala microscépica a la macroscopica
y viceversa [7]. Existen varios simuladores
utiles para la investigaciéon y la ensenanza
como GENESIS y NEURON, entre otros
18,9,10,11]. Todos los simuladores reportados
estan basados en modelos matematicos. Este
tipo de modelos estan apoyados en los
trabajos de Hodgkin y Huxley [12,13,14,15]
y particularmente, en el trabajo donde
hacen una descripcién cuantitativa de las
corrientes de membrana y sus implicaciones
en la conduccion y excitabilidad en el axén
[15], donde: (1) predicen la existencia
de canales id6nicos, que fueron hallados
posteriormente, (2) describen un modelo
eléctrico de la membrana, (3) derivan un
modelo matematico. Este modelo es de
tipo fenomenoldgico e incluye en todo detalle
la forma experimental cuantitativa y se
ha convertido en un trabajo toral en las
neurociencias. El estudio de este articulo
a nivel licenciatura resulta muy complicado,
sobre todo en licenciaturas que no contienen
en su curricula las materias de fisica y
matematicas; a nivel de posgrado todavia es
considerado dificil. Sin embargo, comprender
cémo se realizaron los experimentos, como se
llegd a describir la cinética y dependencia de
voltaje de apertura y cierre de los canales
ibnicos y como se pueden cuantificar las
variables, es fundamental para comprender la
electrofisiologia de células tinicas. El analisis
cuantitativo de las corrientes y conductancias
ibnicas en el axén gigante de calamar se
logré con la técnica conocida como fijacién
de voltaje (“voltage clamp”). Consiste en
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insertar dos electrodos: uno para medir el
voltaje de membrana y otro para inyectar la
corriente necesaria para mantener fijo este
voltaje a un valor determinado, llamado
voltaje comando. Los electrodos, tanto el
de voltaje como el de corriente, son largos
filamentos de plata enrollados [15].

Los simuladores existentes permiten
reproducir el potencial de accién y las
corrientes idnicas en general, no se detienen
en enfocarse a la ensefianza de los métodos
de cuantificacion propiamente dicho. A
diferencia de estos simuladores, en este
trabajo se describe un programa disenado
especificamente para estudiar los principios
de las corrientes ionicas en el axén gigante
de calamar, para reproducir paso a paso
los experimentos cuantitativos realizados por
Hodgkin y Huxley [15] en 1952. El disefio
del programa estd inmerso en el programa
del curso de biofisica. Desde su construccion
se especificaron los objetivos de ensenanza y
aprendizaje que se pueden alcanzar:

Objetivos  generales de ensenanza:
(1) facilitar los principios del método
cuantitativo en la electrofisiologia. (2)
enseniar la asociacion de los resultados
experimentales con los modelos matematicos.

Objetivos generales de aprendizaje: (1)
determinar los factores que influyen en los
resultados; (2) determinar los parametros
utilizados y cémo se miden; (3) apreciar
la base de los experimentos de Hodgkin
y Huxley [15]; (4) percibir el alcance que
tuvo el trabajo de Hodgkin y Huxley[15]
en la neurociencias; (5) reproducir los
experimentos de Hodgkin y Huxley[15] con
su nomenclatura original, para entender el
articulo; (6) reproducir los experimentos de
Hodgkin y Huxley con la nomenclatura actual
para comprender los textos actuales.

METODOLOGIA

Para el disefio y desarrollo de este simulador
se utilizo el lenguaje Visual Basic ver. 5.0,
para ambiente Windows®), desde XP a
Windows 8, con una resoluciéon de pantalla
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de 1,366 x 768 pixeles.

Para la simulacion de las corrientes ionicas
de sodio (In.:) vy potasio (Ixy), cada una
por separado o de modo conjunto, se utilizd
la ecuacion 1.

Ve,
Irorar = et gxn'(Vim — Ex)
+ GNam* (Vi — Enag) (1)

con dV,,/dt = 0, significa que el voltaje se
mantiene fijo en el experimento.

Donde:

Irorar, = corriente total de membrana,
V,n = voltaje de membrana.

En los experimentos de fijacion de voltaje
se consider6 que:

Vin =Ve =V

Ve = voltaje comando
Vi, = voltaje “holding” con V}, =0

Jx YV gne = conductancia maxima de potasio
y de sodio, respectivamente.

Ex y En, = potencial de equilibrio de K y
de Na™, respectivamente.

Para ajustar las curvas de conductancia
con respecto al tiempo se introdujeron
variables dimensionales: para gk, n; y para
gNa+, MY h.

Las funciones con respecto del tiempo
n(t), m(t) y h(t) deben satisfacer las
siguientes ecuaciones diferenciales, con el
supuesto de que la cinética de estos canales
es de primer orden:

CZZ =a,(l—n)—B.n (2)
CZ: =au(l—m)—F.m (3)
= an(1= 1) — @

Las constantes de velocidad se obtienen con
las siguientes ecuaciones, bajo el supuesto
de que estas siguen una cinética de primer
orden, de la misma manera que una reacciéon

quimica:
= (5)
g, = 1) ()
U = “jjn (7)
= 1) ©
an = = )
5 0 —Thhoo) 10)

El ajuste de los datos experimentales para
las constantes de velocidad se realizd6 con
las siguientes ecuaciones (experimentos de
Hodgkin y Huxley)[15]:

a, = 0.01(V,, + 10)/ (exp le—glo - 1)
(11)
Bn = 0.125exp (?g) (12)
am = 0.1(V,, +25)/ (exp le—g% - 1)
(13)
Bm = 4exp <‘fn) (14)
ap = 0.07exp (;:) (15)
pr =1/ (exp le—i(—)3() + 1) (16)

Las conductancias idénicas se obtienen con las
siguientes ecuaciones:

9k (Vins 1) = Ix(Vin, 1)/ (Vin — E) (17)
gNa<Vm7t) = INa(Vm>t>/<Vm - ENa) (18)

Para el ajuste de las conductancias idnicas se
usaron las ecuaciones 21 y 22, derivadas de
las ecuaciones 19 y 20, respectivamente, en
términos de los datos experimentales [15]:
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gr+ = ggn'

gNat = gNamsh

gic = {(9K)* = [(9Ko0)* = (gKo)/*

D
IS

Na = Gva[l — exp(t/ )] exp(t/7)

Donde:

gK . = conductancia de potasio en el estado
estable y

gKy = conductancia de potasio a t = 0.

Iva = GNam2ho (23)

Las ecuaciones usadas en el médulo con la
nomenclatura actual son las mismas; pero el
voltaje negativo [16].

Para generar los potenciales de accién se
resolvieron todas las ecuaciones de manera
simultdanea con dV,,/dt # 0.

RESULTADOS

En este apartado se describe el simulador, al
mismo tiempo que se presentan ejemplos de
la simulacién de los experimentos de Hodgkin
y Huxley[15], con la nomenclatura actual. Se
sigue un orden conveniente didacticamente.

Descripcion del simulador: ment
principal

Al ejecutar el programa se presenta la
interfaz de inicio, que muestra el ment
principal que consta de cuatro moédulos
(ventanas). Una ventana superior: donde
el usuario puede realizar la simulacion de
las corrientes de potasio (Ixy), de sodio
(Inat) v total (I7). La segunda ventana:
para reproducir los experimentos clasicos de
fijacion de voltaje de Hodgkin y Huxley, tal
como fueron descritos en su articulo [15].
Con la tercera ventana, se pueden realizar
los mismos experimentos con la nomenclatura
actual y con la cuarta ventana se simulan los
potenciales de accion. En las primeras tres
ventanas se presentan dos secciones: del lado
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=] MENU PRINCIPAL
SALIR AUTORES MODO DE USO

CORRIENTES IONICAS
CORRIENTE
IK %‘ INa

EXPERIMENTOS CLASICOS DE
HODGKIN Y HUXLEY
(FIJACION DE VOLTAJE)

POTASIO SODIO

gk gNa
VELOCIDADES

(Na)
MODELO DE HODGKIN Y HUXLEY

(FIJACION DE VOLTAJE)
NOMENCLATURA ACTUAL

gk gNa
VELOCIDADES VELOCIDADES
K) (Na)
POTENCIAL DE TREN DE
ACCION POTENCIALES

[VELOCIDADES |

SALIR

Figura 1. Pantalla de inicio del simulador. De arriba
hacia abajo se agrupan en recuadros los médulos de
las corrientes idnicas, la version clasica, la versién
actualizada y los potenciales de acciéon. Para fines
de ensenanza-aprendizaje del tema se sugiere seguir
la secuencia del articulo; pero no existe una ruta pre-
establecida de navegacién, el usuario puede acceder
libremente a la seccién de interés, en el orden deseado.

izquierdo de la pantalla, las simulaciones para
el canal de KT y del derecho, para el canal de
Na® (Figura 1).

I. Mo6dulo de simulacién de las
corrientes idénicas

Este moddulo consta de tres botones:
simulaciéon de la corriente de Kt <IK>,
simulacién de la corriente Nat <INa>

y simulacion de la  corriente total
<CORRIENTE TOTAL> (Figura 1).

II. Mo6dulo de la version clasica del
modelo de Hodgkin y Huxley

Este moédulo consta de cuatro botones:
simulacién de la conductancia de K (g )
<gK>, célculo de las constantes de velocidad

para los canales de KT <VELOCIDADES
(K)>; simulacion de la conductancia de
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sodio (gne+) <gNa> y calculo de las
constantes de velocidad de los canales de
Na®™ <VELOCIDADES (Na)>. Desde cada
uno de los botones de conductancia, se
accede a una interfaz para realizar los
experimentos correspondientes. Con los
botones de constantes de velocidad se accede
a las ventanas para graficar las constantes de
velocidad para cada canal (Figura 1).

ITI. Mo6dulo de la versién actual del
modelo de Hodgkin y Huxley

El tercer modulo corresponde a los
experimentos con la nomenclatura actual,
contiene los cuatro botones equivalentes
descritos en el médulo dos (Figura 1).

IV. Mdédulo de potenciales de accion

El moédulo inferior corresponde a la
generacion de potenciales de accion.
Consta de dos botones: <POTENCIALES
DE ACCION> y <TRENES DE
POTENCIALES>. Con el primer botén
se puede estudiar el umbral de disparo y
con el segundo botdén se produce un tren
de potenciales de acciéon ante un estimulo de
larga duracion.

Simulacién de las corrientes idénicas

En esta seccion el alumno puede obtener los
trazos de las corrientes i6nicas de K™, Na™,
total y encontrar el potencial de inversion de
la corriente de Na®. Las tres interfaces son
semejantes (Figura 2). Los experimentos se
realizan con la técnica de fijacion de voltaje.
El axén es llevado a 0 mV, y a partir de este
voltaje se aplican pulsos con duracion de 20
ms y amplitudes que pueden ser modificadas
para obtener las corrientes respectivas. En la
Figura 2 se muestra un ejemplo de cada caso.

Simulacién de la conductancia de KT

En la Figura 3 se muestra la pantalla de
interfaz para realizar la simulacion de la
gi+. [Esta interfaz consta de dos partes:

una superior donde se muestran tres graficas,
que corresponden de izquierda a derecha,
a la probabilidad de apertura del canal
de K*, la grafica central corresponde a la
conductancia de K* en unidades m-mho/cm?
y la grafica del lado derecho corresponde
a la conductancia de potasio en unidades
nS/cm?. Del lado izquierdo de cada gréifica se
encuentra un recuadro que muestra el valor de
la conductancia en la region estable de cada
trazo (goo)-

En la parte inferior se localiza un
recuadro para ingresar los valores del estimulo
(amplitud del voltaje comando Vc). Debajo,
se muestra el boton <EXPERIMENTO> que
sirve para iniciar la simulacion, y el botén
<AJUSTE MATEMATICO> que traza la
funcion que ajusta los datos experimentales.

Una vez explicado cémo se obtiene la
conductancia a partir de las corrientes
ionicas, por medio de la Ley de
Ohm; con ayuda del simulador, se
realizan los experimentos con pulsos de
voltaje, con valores de Vc: 26, 32,
38, 51, 63, 76, 88, 100 y 109 mV.

s FUACION DE VOLTAJE. (CORRIENTE TOTAL --mm B
A >
> e
W Q@
Vi = "
Ui
b= —
| s e
» Al ////
1//// //
Y4 - .
e
S
| S c
e =
i
- e
= =
e

Figura 2. Pantallas de interfaz para la simulacién
de las corrientes i6nicas totales. (A): Interfaz para
simular la corriente total. En el recuadro superior
se presenta la pantalla del osciloscopio que muestra
la corriente total, en el recuadro inferior se muestran
los pulsos de voltaje. El usuario debe ingresar los
valores de tiempo “clamp” y voltaje “clamp”. Con el
botén <SIMULAR> se inicia la simulacién para cada
estimulo. (B) Registros de la Ik .. (C) Registros de
la Ing+. Para este ejemplo de simulacién se utilizaron
los siguientes valores de Vc: 25, 30, 35, 40, 45, 50 y
55 mV.
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(X

Probabilidad

10 0
Tiempo (ms) Tiempo (ms) Tiempo (ms)

CONSTANTE

DE TEMPO IGRESE VALORES

POSITIVOS. POR
JEMPLO: 26 mV

108

00.97¢

EXPERIMENTO

AJUSTE MATEMATICO.

Figura 3. Pantalla de interfaz para la simulacién

de las conductancias de K*. Los dos tltimos trazos
de mayor amplitud corresponden a un Ve de 100 y
109, respectivamente. En este apartado se puede
observar como los valores obtenidos de conductancia
cambian muy poco a partir de 100 mV de estimulo.
El estudiante puede estimular con valores de 120
o mayores y observar los pequenos cambios en
la amplitud de la conductancia. Por convencion,
se establece la conductancia maxima como aquella
alcanzada a estimulos de 100 mV mas el 20% [15].

El  estudiante  puede  observar las
conductancias respectivas para cada estimulo
y obtener la conductancia infinita para cada
trazo. Al ajustar los datos experimentales
con la funcién correspondiente (ecuacién 21).
La constante de tiempo se muestra en el
recuadro inferior izquierdo, que se obtiene
de las ecuaciones 2, 5 y 6.

CAlculo de las constantes de velocidad
para los canales de K™

Con los datos obtenidos en el simulador de
la conductancia infinita y la constante de
tiempo para un valor de Vc en particular
y con la conductancia méaxima obtenida, se
pueden calcular las constantes de velocidad
del canal para cada Ve. En la Figura 4
se muestra un ejemplo, al estimular el axén
con un voltaje de 63 mV, la conductancia
infinita alcanzada (valor de la conductancia
en el estado estable) se muestra en el recuadro
del eje de gK. La constante de tiempo
para ese trazo se muestra en el recuadro
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correspondiente. El valor de la conductancia
maxima es la conductancia de potasio, en el
estado estable, con un estimulo de 100 mV
mas el 20% de este valor. Los modulos de
calculo se abren en el subment de “ayuda”
de la barra superior. Se incluye un moédulo
para calcular el valor de n,, y otro médulo
para calcular las velocidades «, y 3, (Figura
4).

Cada vez que se ejecuta una simulacién
se genera un nuevo axon, con conductancias
diferentes en los canales y en consecuencia los
valores en la simulacién, aunque del mismo
orden, son diferentes. El propédsito es que
cada alumno simule un axoén diferente y
los resultados que obtenga seran ligeramente
distintos.

aS/cm?
0.25 025 INGRESE VALORES

POSITIVOS. POR
109000 2 JEMPLO: 25 mV.

i o0

EXPERIMENTO

AJUSTE MATEMATICO

o\JV CONSTANTE
[ DE TIEMPO tn

0 10 —
Tiempo (ms) Tiempo (ms) 01.068

INGRESE\VALORES
CONSTANTE 0.21+20% = 0.252
69\

DE TIEMPO tn

Calcular Velocidad n
oty T = i

AJUSTE MAIEMA
R -

CALCULAR n(infinito)

|
Restado bets ) -

Figura 4. Pantallas de interfaz para el cdlculo de
las constantes de velocidad de los canales de K*. Los
trazos superiores de conductancias corresponden a un
estimulo de 63 y 100 mV respectivamente; los valores
obtenidos de conductancia infinita y conductancia
méxima son 0.16 y 0.25 nS/cm?, respectivamente. El
valor de ns, se obtiene de la conductancia infinita
para el voltaje de estimulo entre la conductancia
méxima, elevada a (1/4), el resultado es de 0.89.
Con este valor y la constante de tiempo 1.69 ms
se calculan las velocidades «, y fBnp, los valores
calculados fueron 0.53 y 0.07, respectivamente. Las
flechas indican donde son usados cada uno de los
valores experimentales y de céalculo.
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V (mV) ¢gK, sim ne sim 7, (ms) sim «, (m/s) sim G, (m/s) sim
-100 20.00 20.02 0.95 0.95 1.10 1.06 0.86 0.90 0.043 0.05
-88 18.60 19.01 0.93 0.94 1.25 1.21 0.74 0.78 0.052 0.05
-76 17.00 17.64 0.91 0.92 1.50 1.41 0.61 0.65 0.057 0.06
-63 15.30 15.59 0.89 0.89 1.70 1.69 0.52 0.53 0.064 0.07
-51 13.27 1299 085 0.8  2.056 207 0.41 0.41 0.069  0.07
-38 1029 926 0.80 0.79 260  2.66 0.31 0.30  0.075 0.08
-32 8.62 728 077 0.74 320 3.01 0.24 0.25 0.071 0.09

En la Tabla 1 se muestra la comparacién
de las variables gK., Neo, Tn, an V Bn
de los experimentos reportados en uno de
los axones registrados experimentalmente por
Hodgkin y Huxley [15] contra los generados
en uno de los axones simulados (con el
modulo de experimentos clasicos, para poder
comparar). Aunque los valores obtenidos por
la simulaciéon son ligeramente diferentes, la
variabilidad es similar a la biologica. Esto
se logra al generar valores de conductancias
ibnicas al azar para el axon a simular.

Simulacién de la conductancia de Na™

La interfaz para la simulaciéon de las gyq se
muestra en la Figura 5. La ventana tiene
un recuadro (osciloscopio) donde se muestra
cada una de las gy, en respuesta a Vc:
26, 32, 38, 51, 63, 76, 88, 100 y 109 mV.
El estudiante observa una parte ascendente
y una descendente en la conductancia. FEl
valor pico de cada trazo se muestra en el
recuadro del eje gNa™. Abajo y a la izquierda
se muestran las constantes de tiempo 7, y
7, para cada trazo. El boton <BORRAR>
borra los trazos, el boton <REGRESAR A
MENU PRINCIPAL> regresa a la ventana
de mentu principal. En cualquier momento se
puede salir del simulador con <SALIR>.

Calculo de las constantes de velocidad
para los canales de Na™

En la Figura 6 se muestran las simulaciones
de la conductancia del canal de Nat para un
Ve de 50 mV. La conductancia al pico fue de
0.54 nS/cm?.

INGRECE VALORES
POSITIVOS. POR

I JEMPLO: 20 mV

BORRAR
REGRESAR AL

MENU PRINCIPAL

Figura 5. Pantalla de interfaz para la simulacién de
las gna+- En la parte superior se muestra la ventana
de simulacion de la gnq4+. La conductancia maxima
de obtiene con un Vc de 100 mV + el 20%. Las
constantes de tiempo 7,, y 7, aparecen después de
ajustar los datos generados (circulos) con la ecuacién
22 (lineas continuas).

La conductancia maxima se obtuvo de un
pulso Ve de 100 mV + el 20% de este valor,
dando como resultado 0.84 nS/cm?.  Las
constantes de tiempo 7,,, = 0.34 y 7, = 1.13
ms. La ecuacion para calcular m, se muestra
en el modulo de calculo y corresponde a la
raiz cibica de la conductancia al pico del
pulso entre la conductancia méaxima, el valor
resultante es 0.86. La velocidad «,, v B
se calculan con el médulo correspondiente
con las ecuaciones 7 y 8 (Figura 6).
El estudiante puede repetir paso a paso
los experimentos realizados por Hodgkin
y Huxley en su nomenclatura original y
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INGRECE VALORES RECE :A;DURRES

POSITIVOS, POR 0.70+20% = 0.84 JEMPLO: 20 mV

JEMPLO: 20 mV

- _

(GNa = conductancia de sodio al pico

gNa = conductancia de sodio mxina W

Figura 6. Pantallas de interfaz para el cdlculo de las
constantes de velocidades para los canales de Na™.
Ejemplo de simulacién para calcular los valores de
Moo, A ¥ Bm para un pulso de Ve = 50 mV. Las
ventanas para los calculos se abren desde el subment
de ayuda de la barra superior. Los valores calculados
para ., y Bm fueron 2.53 y 0.41, respectivamente.
Las flechas indican donde son usados cada uno de los
valores experimentales y de calculo.

actualizada, y con ellos realizar una grafica
con Excel®) directamente desde el simulador,
o bien usar otro programa para graficarlos
y ajustar las ecuaciones 13 y 14. Los
valores calculados para cada uno de los
parametros con los voltajes correspondientes
a los experimentos originales fueron muy
proximos (tabla no presentada).

Graficado de las constantes de
velocidad para el canal de K+

Cada uno de los experimentos realizados
con el moédulo actualizado, se pueden
reproducir de la misma manera con el
modulo de nomenclatura original. Los
resultados para las variables calculadas son
iguales; sin embargo las graficas de n.,
Qn, Y PBn con respecto del voltaje tienen
trayectorias opuestas. A partir del boton
<VELOCIDADES (K)> se ingresa a la
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Figura 7. Gréficas de las constantes de velocidad
para el canal de K™. Graficado de ay,, 8, ¥ neo. En
circulos los datos calculados y el ajuste matematico
en linea continua. Se observa como «,, aumenta
conforme el voltaje es menos negativo, hasta llegar
a valores positivos. En cambio, f3,, disminuye. La
grafica de n., aumenta.

interfaz para el graficado de N, @, v Om
(Figura 7). En este caso se presentan dos
recuadros, uno izquierdo donde se grafican las
velocidades a,, y (,. El recuadro del lado
derecho muestra la grafica para ne..

Graficado de las constantes de
velocidad para el canal de Na*

Los canales de Na™ dependientes de voltaje
del axon gigante de calamar presentan una
cinética de activaciéon y de inactivacion.
Después de obtener los datos con el
simulador, las velocidades «,,, Bm, M
y de ap, Bn, he se pueden graficar con
Excel® directamente del programa o con
Origin®) para ajustar los datos a las funciones
matematicas correspondientes. Desde el
meni principal, se selecciona el botén
<VELOCIDADES (Na)>, se puede acceder
a las ventanas correspondientes, para de
manera predeterminada, graficar los datos
y ajustar la funcién matematica. En la
Figura 8 se muestran los resultados de un
ejemplo simulado. En A y B se observa la
simulaciéon de los experimentos actualizados
de Hodgkin y Huxley [15] de las curvas
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CONSTANTE DE VELOCIDAD (msec?)
o
3

V{mv) +25

EXPERIMENTO

AJUSTE 7
MATEMATICO REGRESAR AMEN(

INACTIVACION m

EXPERIMENTO
AJUSTE
MATEMATICO

Figura 8. Graficado de las constantes de velocidad

para el canal de Nat. (A) En el recuadro de la
izquierda se grafican au, y G- En el recuadro de
la derecha se grafica my. (B) En el recuadro de la
izquierda se grafican ap, y Bi. En el recuadro de la
derecha se grafica hgo-

correspondientes a la activacion y a la
inactivacion, respectivamente.

Simulacién de los potenciales de accion

Con la solucién simultanea de las ecuaciones
del modelo, resultado de los experimentos
con la técnica de fijacion de voltaje, se
puede reproducir el potencial de acciéon. La
Figura 9, muestra el potencial de accién
generado con un estimulo de corriente. En
esta interfaz del simulador se puede estudiar
de manera interactiva el umbral de disparo.
El estudiante puede variar la duracion y
la amplitud del estimulo de corriente y
determinar el umbral de disparo.

POTECIAL DE ACCION UMBRAL DE DISPARO

UMBRAL DE DISPARO

DURACION DEL 7

ESTIMULO

| &}
AMPUTUDDEL  [§
ESTIMULD
g 7}
(INICIAR SIMULACION
BORRAR

REGRESAR AL MENU
SALIR

Figura 9. Potencial de accién. Se muestran dos
trazos: (1) con un estimulo subumbral, el trazo
muestra cémo se carga la membrana, pero no se
produce el potencial de accién. La duracién del pulso
de corriente fue de 2 ms y su amplitud de 3 nA. (2) con
un estimulo umbral, se observa el potencial de accién.

La amplitud del pulso de corriente se incrementé a 4
nA.

o TREN DE DISPAROS SR

ESTIMULO

DURACION 200
AMPUTUD 8

[ 1
0 = 3%
(INICIAR SIMULACION |
BORRAR
REGRESAR A
MENU
v
SALIR
90
[ 1
0 ms 330

Figura 10. Simulacién de un tren de potenciales de

accién generados con un pulso de corriente con una
duracién de 200 ms y una amplitud de 8 nA.

La Figura 10, muestra la interfaz para
generar un tren de disparos de potenciales
de acciéon ante un estimulo de corriente de
200 ms de duracién. Con estos ejemplos se
muestra como el modelo matematico derivado
del trabajo original de Hodgkin y Huxley
reproduce los potenciales de accion.
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DISCUSION

Las condiciones socioeconémicas actuales
estdn influyendo en los sistemas educativos
para ofrecer cursos semi-presenciales y a
distancia. La disposicion de simuladores
propios en cursos a distancia son estrategias
de ensenanza que se estdn implementando
paulatinamente [17]. La mayoria del
aprendizaje basado en computadora presenta
varios beneficios en comun, que incluyen: la
flexibilidad del tiempo (el estudiante puede
realizar su practica virtual individualmente,
con tiempos y horarios propios a cada
situacién) [18];  flexibilidad (se puede
interrumpir y  proseguir en cualquier
momento) [18]; control del ritmo de
aprendizaje (se puede ocupar el tiempo
necesario para comprender los conceptos) [19]
y la disminuciéon del sacrificio de animales de
experimentacion.

Existen varios estudios comparativos de
eficiencia entre el uso de animales de
laboratorio contra los medios alternativos
[20,21,22,23].  En estos trabajos se mostrd
que el uso de medios alternativos es igual
de eficiente que los métodos tradicionales de
laboratorio [24].

De acuerdo con Vinardell et al.  [25]
la  elaboracion de materiales docentes
alternativos, implica  trabajo  arduo,
dedicaciéon  prolongada 'y competencias
computacionales. Es conveniente la
integracion de grupos multidisciplinarios
para su desarrollo: expertos en el tema,
en educacién, programadores, disenadores
instruccionales y artistas graficos [26]. De
acuerdo con Dewhurst et al. [27] la utilidad
de un programa computacional alternativo
(CAL), en cualquier plan de estudios,
dependera de la cercania, del ajuste del
programa con las necesidades del profesor
y los alumnos. El uso de estos programas se
incrementaria en gran medida si se tuviera la
oportunidad de adaptarlos para satisfacer el
contexto local de uso.

Para la electrofisiologia existen varias
herramientas computacionales. Simuladores
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como NEURON y GENESIS son lenguajes
de programacién orientados a objetos para
las neurociencias. Estos lenguajes permiten
incluso simular neuronas especificas y redes
neuronales para la investigacion. NEURON

9] corre en ambiente Windows®) y Linux y
GENESIS [11] corre en Linux.

Si bien la electrofisiologia estd inmersa en
los cursos de fisiologia y biofisica para varias
carreras de las ciencias de la vida, incluida
la bioingenieria, los tiempos designados para
su ensenanza son en realidad reducidos con
respecto a la cantidad de principios basicos
y de informacion que actualmente se tiene.
Las herramientas descritas son muy grandes
para ser usadas como apoyo didactico. De
manera que su empleo para fines de ensefianza
queda comprometido por el tiempo necesario
para aprender a usarlos. Sin embargo, se han
realizado varios moédulos de menor tamano
para ser usados en la ensenanza. Por ejemplo,
se han preparado modulos mas pequenos
a partir de NEURON, como tutoriales
(NeuroLab tutoriales y simulaciones usando
NEURON) [28] o mddulos para el estudio
de los potenciales de accién del modelo de
Hodgkin y Huxley, donde se pueden cambiar
las propiedades geométricas del axon, efecto
de la temperatura, cable y potenciales de
acciéon (médulo SEMB, desarrollado por
Herndndez y Zurek [8]); y simuladores maés
pequenos como HR2 y Ralll para el estudio
de las propiedades pasivas [29].

Una de las ventajas del desarrollo de
materiales propios, es la posibilidad de
modificarlos y actualizarlos constantemente,
de acuerdo a la retroalimentacién de los
estudiantes.  Este simulador forma parte
de una colecciéon que se desarrolla con la
finalidad de cubrir un curso completo de
biofisica con asistencia computacional. La
extension de cada simulador se limita para
facilitar su uso, manejo y transferencia de
archivos. El simulador desarrollado, a
diferencia de los demaéas, permite al usuario
seguir cada uno de los pasos del trabajo de
Hodgkin y Huxley [15]. Una descripcién y
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derivacion detallada del modelo matematico
utilizado en este trabajo se puede encontrar
en Cronin [30].

CONCLUSIONES

El programa se desarroll6 como una
herramienta de apoyo didactico para la
comprension de los mecanismos biofisicos de
los canales i6nicos dependientes de voltaje,
responsables de la excitabilidad neuronal.
El simulador estd en idioma espanol, es
ejecutable en ambiente Windows® y no
requiere de programas adicionales para
su ejecucién, consta de diversas ventanas
interactivas que permiten reproducir los
experimentos de Hodgkin y Huxley [15]
en el axén gigante de calamar; asi como
ventanas de ayuda para realizar los calculos
de las variables respectivas y para abrir
un archivo de ayuda en pdf. El usuario
puede realizar una cantidad ilimitada de
experimentos virtuales que le facilitaran la
comprension del tema. Se recomienda usar el
simulador al mismo tiempo que se estudia
el articulo original. De esta manera, el
usuario lo comprenderd mejor. Los modulos
en su version original y actualizada son
independientes y el uso de cada uno de ellos
es opcional y de acuerdo a los objetivos
didéacticos que se planteen.

Particularmente, el simulador fue
disenado para que el usuario pueda lograr
los siguientes objetivos:

1. Simular corrientes idnicas: la corriente
saliente de K™, la corriente entrante
de Nat y ambas al mismo tiempo; de
utilidad para observar que la corriente
de K* no inactiva; asi como la
activacion e inactivacion de la corriente
de Na®™ y determinar su potencial de
inversion.

2. Simular y calcular las conductancias
i6nicas de K™ y Na', mediante el
manejo de la Ley de Ohm.

3.

. Av-Ron E,

. Qing-li Q.

Calcular los valores de las constantes de
velocidad de los canales de KT y Nat,
mediante el ajuste de los datos de las
conductancias, y obtener el valor de las
constantes de tiempo respectivas.

. Graficar las constantes de velocidad de

los canales i6nicos de K™ y Na™.
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