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RESUMEN

El estudio de las propiedades eléctricas de las células excitables y
algunas no excitables, ha sido indispensable para conocer los me-
canismos por los cuales la actividad eléctrica induce y regula la
funcion celular. Las técnicas de fijacion de corriente y de voltaje son
herramientas imprescindibles para el estudio del comportamiento
eléctrico de las células. En ambas técnicas, es indispensable la apli-
cacion de protocolos de estimulacion estandares, y simultaneamen-
te, registrar las respuestas eléctricas inducidas en las células. Co-
munmente se emplean convertidores D/A y A/D para la generacion
de las sefiales de estimulacion y la adquisicion sincrona de la res-
puesta eléctrica celular respectivamente. Comercialmente existen
hardware y software para estos propdsitos, el cual es comiunmente
empleado por biofisicos y electrofisilogos. Ademas del elevado costo
del software comercial, las compafiias no proveen al investigador
los programas fuente, con lo cual se ve limitado en la generacion de
protocolos de estimulacién. En este trabajo, presentamos el desarro-
llo de un software de estimulacién y adquisicion de sefiales eléctri-
cas celulares (SEASEC) que permite generar protocolos de estimula-
cién y adquisicion comunmente empleados en electrofisiologia a
nivel celular y ademas, permite implementar una diversidad de se-
flales de estimulacion de interés y que no es posible realizar con los
paquetes comerciales. El software esta disefiado para emplearse
en amplificadores de fijaciéon de voltaje y de corriente de cualquier
marca, generando y adquiriendo las sefiales con unidades y esca-
las apropiadas. La generacioén de los diferentes protocolos se realiza
de manera facil y rapida en ambiente windows. La tarjeta de con-
version que fue seleccionada permite la adquisicion de las sefales
electrofisiolégicas mas rapidas por amplio ancho de banda. Los
datos se almacenan en formato compatible con los programas de
andlisis comunmente empleados en electrofisiologia.

Palabras clave:

Fijacion de voltaje, fijacion de corriente, conversion A/D y D/A, software
de adquisicion y estimulacion.

ABSTRACT

The study of the electric properties of the excitable cells and some
not excitable, has been indispensable to know the mechanisms
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by which the electric activity induces and to regulate the cell func-
tion. Voltage and Current Clamp techniques are indispensable
tools for the study of the electric behavior of the cells. In both tech-
niques, is indispensable the standard stimulation protocols appli-
cation, and simultaneously, to record the electric activity induced
in the cells. Commonly Digital to Analog and Analog to Digital Con-
vertes for the generation of the stimulation signals and the syn-
chronous acquisition of the cellular electrical answer are used res-
pectively. There are hardware and software for these purposes,
which commonly are used by biophysicists and electrophysiolo-
gists. In addition to the high cost of the commercial software, the
companies do not provide to the investigator the source progra-
ms, with which it is limited in the generation of stimulation protocols.
In this work, we presented the development of an acquisition and
stimulation software that allows generating protocols of stimulation
and acquisition commonly used in electrophysiology at cellular
level and in addition, allows to implement a diversity of stimulation
signals of interest and that is not possible to make with the com-
mercial packages. This software is designed to be used with Volta-
ge and Current clamp amplifiers of any mark, generating and
acquiring the appropriate signals with units and scales. The gene-
ration of the different protocols is made of way fast and easy in
ambient Windows. The conversion card that was selected allows
the acquisition of the faster electrophysiology signals due its band-
width. The data are stored in compatible format with the programs

Key words:

software.

INTRODUCCION

El estudio de las propiedades eléctricas de las cé-
lulas excitables ha sido vital para la comprension
de los mecanismos intimos por los cuales las célu-
las inician y regulan la funcién celular comandada
por la actividad eléctrical. Ejemplos tipicos de cé-
lulas excitables son las musculares, glandulares y
nerviosas, en las cuales la actividad eléctrica indu-
ce la contraccion, la liberacion de hormonas y el
procesamiento de informacion, respectivamente.
El estudio de las propiedades eléctricas de las cé-
lulas se ha extendido a las células no excitables, en
las cuales, a pesar de no presentar patrones eléc-
tricos caracteristicos de las células excitables (po-
tenciales de accion), los cambios en su potencial
de membrana juegan un papel relevante en la fun-
cion celulart2. Un ejempilo tipico son las células del
sistema inmune en donde la activaciéon de los linfo-
citos Tinducida por antigeno es inhibida cuando se
afectan los cambios lentos de su potencial de
membrana?®.

El estudio detallado de las propiedades eléctri-
cas de las células se ha desarrollado con el em-

of analyses commonly used in electrophysiology.

Voltage clamp, current clamp, DAC, ADC, acquisition and stimulation

pleo de dos técnicas fundamentales: La técnica
de fijaciéon de corriente y la técnica de fijacién de
voltaje*5. Con la técnica de fijacion de corriente se
aplican pulsos rectangulares de corriente y se ob-
servan los cambios asociados en el potencial de la
membrana de las células. Con la técnica de fija-
cién de voltaje, se aplican pulsos rectangulares o
rampas de voltaje y se observan las corrientes de
membrana inducidas. En ambas técnicas, es indis-
pensable la aplicacion de pulsos rectangulares de
diferente polaridad, duraciéon y amplitud. En los pro-
tocolos de estimulaciéon normalmente se introducen
datos como el nUmero de pulsos, la magnitud y
polaridad del primer pulso, el incremento en ampli-
tud de los pulsos subsiguientes y el intervalo de tiem-
po entre ellos. Las n respuestas eléctricas inducidas
en la célula por los n pulsos se almacenan en un
archivo para su posterior analisis®*.

La Figura 1 ilustra los protocolos de estimula-
cion mas empleados con la técnica de fijacién
de voltaje.

En la Figura 1a los pulsos tienen la misma dura-
cion, pero diferente amplitud, e inducen la apertu-
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ra de los canales idnicos voltaje dependientes. Con
estos datos, se construyen curvas corriente-voltaje
y se puede analizar la cinética de las corrientes i6-
nicas®?4. Cuando se desea estudiar los canales io-
nicos voltaje dependientes en estado estable, fre-
cuentemente se aplican rampas de fijacion del
voltaje como se muestra en la Figura 1b. Para la
obtencion de los potenciales de inversion de las
corrientes i6nicas se emplean protocolos como el
mostrado en la Figura 1c. La obtencién del poten-
cial de inversidn nos permite conocer la especie
idnica a la cual es permeable el canal i6nico volta-
je dependiente; ademas, el andlisis del curso tem-
poral de la corriente de cola nos da informacion de
la cinética de cierre de los canales iGnicos'?#; en
la Figura 1c, el prepulso induce una corriente idnica
de valor constante; al final del prepulso se genera
una corriente de cola cuya magnitud varia por la
aplicaciéon del segundo pulso o pulso de prueba.
Para el estudio del tiempo de recuperacion de la
inactivacion de los canales idnicos se utilizan proto-
colos como el presentado en la Figura 1d: se apli-
can dos pulsos de la misma duracion y amplitud,
de los cuales el primero induce la corriente iénica,
y si el tiempo t entre los pulsos es pequefio, el se-
gundo pulso produce una corriente de menor mag-

n=5 -20mV
AV=20 mV -40mV
Vm=-80mV. -60mv
-100mV
| |
K—to —>l
(o)
pru
pre
Vm=-80mV
|
< fo | |
<— 11—
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nitud, por lo cual t se incrementa hasta obtener dos
corrientes i6nicas de la misma amplitud inducidas
por los dos pulsos. En la Figura 2 se muestran las
corrientes idnicas inducidas por la aplicacion de un
protocolo de estimulacion!2® como el ilustrado en
la Figura 1a.

En el caso de la técnica de fijacion de corriente,
el protocolo de pulso de estimulacion es similar al
ilustrado en la Figura la. En este caso, l0s pulsos
rectangulares no son de voltaje sino de corriente.
La aplicacion de pulsos rectangulares de corriente
a las células excitables cambia su potencial de
membrana Vm. Normalmente se aplican pulsos de
corriente tanto negativos como positivos. Los pul-
sos rectangulares negativos y positivos subumbrales
son indispensables para el estudio de las propieda-
des eléctricas pasivas de las células, y los pulsos de
corriente positivos supraumbrales son necesarios para
inducir potenciales de accion en las células excita-
bles'?#, En la Figura 3 se muestra un ejemplo del
protocolo de pulsos y del cambio en el potencial
de membrana que inducen

Los amplificadores de fijacion de voltaje y de fi-
jacion de corriente estan disefiados de tal manera
que los pulsos de estimulacion que soportan son
siempre de voltaje*. En el caso de la técnica de

i
Vm=-80mV
| |
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(o)
Vo Vo
Vm=-80mV

| |
—t—

@

Figura 1. Protocolos tipicos empleados en la técnica de fijacién de voltaje. (a) A partir de un potencial de -80 mV se aplican
5 pulsos de voltaje de la misma duracién (to) con incrementos de 20 mV. (b) A partir de un potencial de membrana de -80
mV se aplica una rampa de fijacion de voltaje hasta alcanzar el potencial Vf en un tiempo to y posteriormente retornar al
potencial inicial. (c) A partir de un potencial de membrana de -80 mV se aplica un prepulso (pre) de amplitud y duracion (to)
constante, seguido de un pulso de prueba (pru) de duracidon constante (t1) pero de amplitud variable. (d) A partir de un
potencial de membrana de -80 mV se aplican dos pulsos de amplitud constante Vo de la misma duracion; el intervalo de
tiempo t entre los pulsos es variable. Estos protocolos se emplean cominmente en la técnica de fijacion de voltaje para
inducir corrientes de membrana por la apertura de canales i6nicos dependientes del voltaje en células excitables.
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fijacion de voltaje, los pulsos rectangulares de vol-
taje generados por un estimuladory que se aplican
ala entrada del amplificador, son multiplicados por
algun factor, para que los pulsos de fijacién de vol-
taje sean adecuados para las células; por otro lado,
la corriente i6nica inducida es multiplicada por una

20
0
-20
Vm=-60 mv 49
I(MmA/cm?)
2ms
=0

Figura 2. Pulsos de fijacion del voltaje inducen corrientes
idnicas. En la figura superior los 4 pulsos rectangulares de
fijacion del voltaje aplicados a partir de un potencial de
membrana de -60 mV, cambian el potencial a valores me-
nos negativos, despolarizando la célula e induciendo la
apertura de los canales voltaje dependientes, con lo cual
se generan corrientes ionicas negativas de sodio (l,,) y posi-
tivas de potasio (I). Cada pulso de fijacion de voltaje indu-
ce un trazo de corriente iGnica.

| (NA)

Al

Vm (mV)

(@)

factory convertida a voltaje a la salida del amplifi-
cador, para obtener una sefial de salida con una
relacion corriente de membrana/voltaje de salida.
En la técnica de fijacion de corriente, el pulso rec-
tangular de voltaje a la entrada del amplificador es
transformado a corriente con una relacion corrien-
te de estimulaciéon/voltaje de entrada y el cambio
en el potencial de membrana por la corriente in-
yectada es multiplicado por un factor a la salida
del amplificador?#%. En la Figura 4 se ilustran las
entradas y salidas de los amplificadores de fijacion
de voltaje y de corriente.

Los amplificadores de fijacion de corriente y de
fijacion de voltaje comerciales presentan diferen-
tes relaciones para la sefial de entrada (Im/V y
AVelV, respectivamente) asi como diferentes re-
laciones para la sefial de voltaje de salida (Vm/V
e Im/V, respectivamente).

Los diferentes protocolos de estimulaciéon para
ambas técnicas, se realizan empleando un conver-
tidor D/A y las respuestas eléctricas de las células
son adquiridas y almacenadas a través de un con-
vertidor A/D. Es critico en este trabajo experimental
contar con un sistema de estimulacion y de adqui-
sicion de sefiales apropiado. Un sistema de este
tipo, como se muestra en la Figura 5, consta de
una tarjeta de conversion A/D y D/A asi como de un
software de control de la tarjeta*’.

PA 20 mV|

V=0
T (mMs) J
Vm=-60mV
Vm=-60mV T

(o)

Figura 3. Pulsos de corriente empleados en la técnica de fijacion de corriente. En (a) se aplican 4 pulsos de fijacién de
corriente: el primero es negativo y posteriormente incrementan en un valor Al constante. La magnitud de la corriente
aplicada en la mayoria de las células es pequefia, en el rango de los nA; la corriente induce un cambio en el potencial de
membrana el cual es inicialmente de -60 mV. Los pulsos de corriente cambian el potencial hiperpolarizando (haciéndolo
mas negativo) o despolarizando (haciéndolo menos negativo), con un curso temporal exponencial; la despolarizacion no es
lo suficientemente grande para desencadenar potenciales de accion. En (b) se induce un potencial de accion (PA) por la
aplicacion de un pulso rectangular de corriente (al tiempo indicado por la flecha) de magnitud breve pero lo suficiente-
mente grande (supraumbral) para despolarizar la célula al voltaje umbral en el que se originan los potenciales de accion.
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La tarjeta de conversion debe tener suficiente
ancho de banda para adquirir sefiales de gran ra-
pidez, como los potenciales de accién de las in-
terneuronas; o bien, corrientes ibnicas de gran ra-
pidez o transitorios capacitivos no lineales rapidos.
El control de la tarjeta de conversion D/Ay A/D no
puede realizarse con software de propdsito gene-
ral, por lo cual es necesario adquirir paquetes de
computo especializados para este tipo de trabajo
experimental.

Existen diversos paquetes de computo en el
mercado internacional. Las compafiias internacio-
nales ofrecen paquetes especializados en electro-
fisiologia a nivel celular que incluyen la tarjeta de
conversion, y en la mayoria de los casos, son sufi-
cientes para la caracterizacion de las propiedades
eléctricas de diferentes tipos celulares. Sin embar-
go, estos sistemas presentan algunos inconvenien-
tes como son su elevado costo, poca amabilidad
con el usuario y la ausencia de los programas fuen-
te que impiden al usuario realizar cambios en los
protocolos de estimulacion o la adquisicion, de
acuerdo a la exigencia experimental. La genera-
cion de las sefiales y protocolos de estimulacion
estan limitados a los que suministran las compaifiias.
Esta limitacion, en algunos casos, obliga a los usua-
rios a no emplear los protocolos mas idéneos para

0| Vm >
- XVm
ME 2

@)

su tema de investigacion en un tipo celular dado o
mas grave aun, a abandonar dicho proyecto.

En este trabajo presentamos un paquete de
computo para la generacion de sefiales de estimu-
lacion y la adquisicion simultanea de las repuestas
eléctricas celulares (SEASEC) que puede ser emplea-
do tanto en la técnica de fijacion de corriente
como en la de fijaciéon de voltaje. Emplea una tar-
jeta de conversion de gran ancho de banda con
respecto a las sefiales electrofisiolégicas de mayor
frecuencia. Permite generar los protocolos de esti-
mulacion comunmente empleados y almacenar los
datos de las respuestas eléctricas celulares en un
formato compatible con el software comercial mas
utilizado para el analisis de este tipo de sefiales;
asimismo, cuenta con la opcién para almacenar
los datos en codigo ASCII, lo que facilita la compa-
tibilidad con programas de analisis de propdsitos
generales. El programa corre en ambiente windows
y proporciona un ambiente amigable parala gene-
racion de protocolos de estimulacion y adquisicion.
Cuenta con parametros de entrada de acuerdo a
las caracteristicas de los diferentes amplificadores
para la generacion y el despliegue de las sefales
en unidades apropiadas. El paquete de computo
que se presenta, queda libre previa solicitud a la
UAM Iztapalapay a los coautores. El paquete inclu-

- Vo(Im/V)

()

Figura 4. Amplificadores de fijacion de corriente y de fijacion del voltaje. Los amplificadores se conectan eléctricamente a
las células (C) a través de un microelectrodo (ME). Al amplificador de fijacion de corriente (a) se le aplica un pulso
rectangular de voltaje AV, el amplificador convierte este pulso en un pulso de corriente Al el cual se inyecta a la célula; el
cambio en el potencial de membrana (Vm) inducido por la corriente Al se mide a través del mismo microelectrodo; el
voltaje Vm de la célula es multiplicado a la salida del amplificador (XVm). En (b) se ilustra el amplificador de Fijacion del
voltaje, se aplica el pulso rectangular de voltaje AV a la entrada del amplificador el cual es multiplicado por un factor para
aplicar el pulso de fijacion de voltaje AVe, el cambio en el potencial de membrana de la célula produce la apertura de los
canales idnicos generando corrientes idnicas ilustradas por las flechas, las corrientes pueden ser entrantes o salientes; el
amplificador es un convertidor corriente a voltaje por o cual la sefial de corriente Im se observa como una sefial de voltaje
a salida (Vo) del amplificador con una relacion lineal de V/im sol int indica la soluciéon electrolitica que da continuidad

eléctrica entre el amplificador y la célula.
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ye los programas fuente para que el usuario pueda
realizar los cambios pertinentes de acuerdo a sus
exigencias experimentales.

MATERIAL Y METODOS

Se empled una computadora personal con un pro-
cesador Pentium Il y una tarjeta de conversion digi-
tal National Instruments PCI-MIO-16E-1 con un ca-
ble conector SH6850. Para el disefio del SEASEC se
empleo el software Labwindows / CVI versidn 5.0%
11y el software de adquisicion de datos NIDAQ ver-
sion 6.1, Para la adquisicion de datos se empled
un buffer sencillo para una frecuencia de muestreo
de hasta 512,000 muestras/seg. Se programaron los
convertidores de la tarjeta National de la siguiente
manera: el convertidor D/A en modo bipolar y ran-
go = 10 Vy el convertidor A/D en modo bipolar con
rango definido por el usuario de =5V o & 1 0V&1L,

Se evalud6 el SEASEC con las dos técnicas mas
empleadas en electrofisiologia celular. Se utilizaron
los amplificadores Axopatch 200A (Axon Instruments)
y Dagan 8100. El amplificador Axopatch se utilizd
para evaluar el desempefio del SEASEC con las téc-
nicas de fijacion de voltaje y de fijacion de corrien-
te empleando un modelo eléctrico de membrana
celular. El amplificador “Dagan” se utilizo para eva-
luar el SEASEC con la técnica de registro intracelular
para lo cual se registr6 la actividad eléctrica de
neuronas.

Se programaron los convertidores*? digital analo-
gico D/A y analégico digital A/D de la tarjeta de
conversion PCI-MIO-16E-1 de National Instruments
para que su inicio de operacion fuera por hardware,
es decir, al recibir un pulso de disparo externo ge-
nerado por el programa, porlo que de esta mane-
ra la estimulacién-adquisicion se realiza de manera
sincrona.

Se inici6 construyendo la interfaz grafica de usua-
rio con controles numéricos de entrada, botonesy
gréficas de visualizacion de sefiales, como se pue-
de observar en la Figura 6 (las imagenes en color se
transformaron a escala de grises con fines de im-
presion).

Inicialmente se configura el software de acuer-
do alas caracteristicas del amplificador emplea-
do. Una vez introducidos los parametros del tipo
de amplificador, el software realiza los ajustes y cél-
culos necesarios para la visualizacion correcta de
la informacién, ademas de que se modifican to-
das las etiquetas correspondientes con las unida-
des correctas de voltaje o corriente. Si el amplifi-
cador es de fijacién de voltaje, entonces en la
seccion “parametros del amplificador”, se introdu-
ce larelacion mV/V del convertidor D/A (Relacion
DAC, Figura 6). Este dato frecuentemente se indi-
ca en el amplificador en el sitio de entrada de la
sefial de estimulacion. Una vez introducido este
dato, el convertidor D/A generard una sefial de
voltaje V, la cual es multiplicada por un factor, via

Amplificador
de FV o Fl

JL

C DAC ADC

v

ME

Tarjeta National

=

Interfaz Grdfica
de Usuario

Figura 5. Relacion que guardan los diferentes elementos empleados en las técnicas de registro electrofisiolégico a nivel
celular. A través de un microelectrodo (ME) se tiene acceso eléctrico al interior celular y a través de un amplificador de
fijacion de voltaje (FV) o de fijacion de corriente (Fl) se aplican pulsos de estimulacion utilizando un convertidor D/A (DAC). Las
respuestas eléctricas de las células se obtienen como sefiales de voltaje, las cuales son adquiridas a través de un conver-
tidor A/D (ADC). Las sefiales de estimulaciéon como de respuesta celular son desplegadas en un monitor de una computado-
ra personal. El software de control de la tarjeta de conversion es critico para la generacion de las sefiales de estimulacion

y la obtencion de las respuestas eléctricas de las células.
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el amplificador, para fijar el voltaje de la célula en
elrango de los mV. Por otro lado, si el amplificador
es de fijacion de corriente, la relacién que es se-
leccionada es I/V, en donde | tiene unidades de
nA. Posteriormente, se introduce el valor de la re-
lacion, la cual también se indica en el panel del
amplificador. Cuando se aplica un voltaje V a la
entrada del amplificador de fijacion de corriente,
éste la convierte a corriente de manera lineal y
sera la que se inyectara a la célula. Cuando el
usuario introduce los parametros del convertidor D/
A, automéaticamente cambian las unidades del
grafico superior de la pantalla donde se desplie-
gan las sefiales de estimulacidn con las unidades
y magnitudes apropiadas. La introduccion del va-
lory unidades de la relacion del convertidor D/A se
realiza Unicamente cuando se corre por primera
vez el programa, ya que posteriormente este pa-
rametro es modificado sdlo si se cambia el ampli-
ficador. Un procedimiento similar se realiza para el
caso del convertidor A/D: si el amplificador es de

fijacion de voltaje, se seleccionan las unidades mV/
pAvy seintroduce el valor indicado en el amplifica-
dor. En los amplificadores de fijacion de voltaje, la
salida es de voltaje y su magnitud es lineal con la
corriente transmembranal que se genera, por o
cual, al voltaje de salida en mV le corresponde un
valor de corriente en pA. Asimismo, se introduce el
factor de proporcionalidad entre el voltaje de sali-
day la corriente transmembranal. Una vez introdu-
cido este parametro, las sefiales de corriente trans-
membranal son desplegadas en el monitor (grafica
inferior, Figura 6) con las unidades y magnitudes
apropiadas. Para el caso del amplificador de fija-
cion de corriente las unidades seleccionadas son
VImV que corresponden al voltaje de salida V del
amplificadory el voltaje real de la célulaen mVy
posteriormente se introduce el factor de escala-
miento. También en este caso, las unidades y fac-
tor de escalamiento para la conversién A/D (Rela-
cion ADC, Figura 6) se introducen sélo la primera
vez que se corre el programa.
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Figura 6. Imagen observada
en el monitor al correr el pro-
grama de estimulacién y ad-
quisicion sincrona. Con el
auxilio de los botones corres-
pondientes, se introducen los
valores numéricos para la
configuracion de la tarjeta y
la generacion de los proto-
colos de estimulacién y ad-
quisicion de las sefiales. Las
graficas permiten observar en
et tiempo real los pulsos de esti-
mulacién y las respuestas
eléctricas evocadas.
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Los amplificadores de fijacion de voltaje y de
corriente también cuentan con la posibilidad de
amplificar la sefial de salida por un factor seleccio-
nado por el usuario. Para que las magnitudes de las
sefiales desplegadas y adquiridas no se alteren, es
indispensable introducir el factor de multiplicacion
de la sefial (Ganacia X, Figura 6).

La tarjeta de conversion PCI-MIO-16E-1 de Na-
tional Instruments puede operar en los rangos +
5V o += 10 V. El usuario puede seleccionar por
software el rango de operacion de la tarjeta al
que desea trabajar (Rango de la Tarjeta Nacio-
nal, Figura 6).

La introduccion de todos los parametros anterio-
res se realiza la primera vez que se corre el progra-
ma y no se modifican a menos que se emplee otro
tipo de amplificador. Los siguientes parametros que
se introducen son variables y depende de los proto-
colos de estimulacion y adquisicion disefiados por
el usuario. Primero se selecciona el tipo de sefial
(Pulso(s), Figura 6) que puede ser de tipo rectangu-
lar o rampa. Posteriormente, se selecciona el nu-
mero de muestras (Muestras, Figura 6) cuyo valor
puede serde 512, 1,024, 2,048 6 4,096; estos valo-
res cubren con amplitud los utilizados normalmen-
te. Es frecuente el empleo de mas de un trazo de
estimulacion y adquisicion de la sefial, porlo cual el

SA
Cm 33pF Rm § 500M Cp
— T ohms B E—
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10M
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Figura 7. Circuito eléctrico equivalente de la membrana
celular utilizado para evaluar el sistema desarrollado. La
resistencia y capacitancia de la membrana se indican por
Rmy Cm respectivamente. La capacitancia del microelec-
trodo y resistencia en serie se indican por Cp y Rs respecti-
vamente. La conexion eléctrica a la sonda del amplifica-
dor se indica por SA.

usuario cuenta con la opcién de seleccionar el nu-
mero de pulsos (Iteraciones, Figura 6). El tiempo
entre cada pulso de estimulacion o iteracion pue-
de afectar las propiedades eléctricas que se pre-
tenden estudiar, porlo cual, el usuario puede intro-
ducir el valor del intervalo de tiempo entre ellos
(Espacio entre registros, Figura 6) de acuerdo a sus
condiciones experimentales.

Para generar los diferentes tipos de sefiales rec-
tangulares de estimulacion como las ilustradas en
la Figura 1, el trazo de la sefial de estimulacion se
dividié en cuatro segmentos, en cada uno de ellos
es posible seleccionar la polaridad, la amplitud y
la duracion. Normalmente los protocolos de esti-
mulacion requieren de varios trazos de estimula-
cion con incrementos en la amplitud de los pul-
sos rectangulares; por lo cual, cada segmento
del trazo de estimulacién cuenta con esta op-
cion. Todos estos valores son introducidos por el
usuario de acuerdo a las etiquetas que se mues-
tran en la region superior izquierda del monitor (Fi-
gura 6). El usuario no tiene acceso a los parame-
tros indicados por las etiquetas inferiores en tono
gris V1i, V1f, etc., ya que corresponden a los pro-
tocolos de generacion de rampas; al seleccionar
pulsos rectangulares, los parametros de las ram-
pas se inhabilitan.

Cuando en la etiqueta “Pulsos(s)” se selecciona
“Triangular” la sefial de estimulacién consistira de
rampas. Las etiquetas V1i, V1f, V2i, apareceran en
negro, permitiendo el acceso para la introduccion
de valores, mientras que los botones de los para-
metros de los pulsos rectangulares saldran en tono
gris y se inhabilita la introduccion de valores. En este
caso, también se dividio el trazo de estimulacion
en cuatro segmentos para que el usuario genere
rampas con caracteristicas diferentes como mag-
nitud y pendiente.

Una vez que concluye la aplicacion del protoco-
lo de pulsos, todos los trazos de estimulaciéon se
despliegan en al ventana “Pulsos de estimulaciéon”y
las respuestas eléctricas de cada uno de los trazos
de estimulacioén se despliegan en la ventana “Ad-
quisicion”. A los trazos de estimulacion y de respues-
ta eléctrica celular se les asignaron colores con el
fin de identificar rapidamente la respuesta eléctri-
ca evocada por un estimulo determinado.

Al final de la aplicacion del protocolo de pulsos,
el usuario cuenta con la opcién de almacenar el
conjunto de respuestas eléctricas adquiridas. El ar-
chivo de datos se almacena en cddigo binario y
en un formato compatible con el software de ana-
lisis mas empleado en electrofisiologia celular (Clam-
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pfit de Axon Instruments) y que se encuentra libre
enlared. Ademas, este nuevo sistema cuenta con
la opcion de almacenar los datos en codigo ASCI
para el empleo de software de andlisis de proposi-
tos generales.

Una vez almacenados los datos, es posible leer
los archivos con el SEASEC tanto en cédigo ASCI
como binario, desplegandose en las ventanas los
pulsos de estimulacién y las respuestas eléctricas
celulares, asi como los valores numeéricos utilizados
en el disefio del protocolo de estimulacién y adqui-
sicion. La ventana de respuestas eléctricas cuenta
con un cursor (Cruz verde, Figura 6) que puede ubi-
carse alo largo de la sefial desplegando los valores
de las coordenadas (“Coordenada X", “Coordena-
daY”, Figura 6) en unidades apropiadas. Asimismo,
un botén “Zoom” en la interfaz sirve para ampliar y
observar un area especifica de interés de la grafica
de adquisicion dependiendo de la colocacién de
unos cursores auxiliares blancos en cruz, mientras
que el botén “Restaura”, restablece la grafica a su
tamafio original.
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El programa guarda automaticamente en un ar-
chivo de texto la dltima configuracioén utilizada por
el usuario antes de salir del programa, y de esta
manera el usuario puede cargarla en su proxima
sesion de trabajo con un botén, para evitar introdu-
cir los valores que habia utilizado.

El software puede funcionar en modo “Normal” o
“Continuo” (Figura 6). En modo “Normal” se generan
los protocolos de estimulacion y adquisicion ya des-
critos. En el modo “Continuo” se estimula-adquiere
de manera continua hasta que el usuario detenga
con un botén el proceso. En este modo, se refres-
can las graficas en cada iteracion y no se guarda
las adquisiciones. El modo “Continuo” es imprescin-
dible para el usuario y consiste en la aplicacion de
un pulso de estimulacion breve y de magnitud pe-
quefia. Cuando se emplea la técnica de fijacion
de corriente sirve para medir la resistencia del mi-
croelectrodo, compensar las capacitancias parasi-
tas, balancear el circuito puente y observar el cam-
bio en el voltaje de salida por cambio en la
resistencia de la pipeta cuando se ubica sobre la

Figura 8. Imagen desplega-
da durante un experimento ti-
pico de fijacion de corriente.
Se aplicaron 10 pulsos de es-
timulacion (10 Iteraciones). El
segmento 2 tiene inicialmen-
te -0.5 nA de magnitud y ge-
nera incrementos de 0.1 nA.
La respuesta eléctrica se
aprecia en la gréafica inferior,
y muestra los cambios en el
potencial con un curso tem-
poral exponencial. Los datos
fueron almacenados en AS-
Fy Cll, y posteriormente el archi-
vo fue abierto para ilustrar su
lectura con el SEASEC.
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superficie de la membrana celular. En el caso de la
técnica de fijacion de voltaje, el modo “Continuo”
permite medir la resistencia del microelectrodo,
observar los cambios en la magnitud de la corrien-
te cuando se forma el “gigasello”, compensar la
resistencia en serie y observar los transitorios capa-
citivos para su compensacion*s.

RESULTADOS

El SEASEC esta disefiado para realizar estimulacion
y adquisicion sincrona; cuenta con una interfaz gra-
fica que hace interactuar al usuario de una manera
facil y rapida. En dos gréaficas se visualizan la esti-
mulacion y adquisicion de manera paralela corres-
pondiente a cada iteracion. La introduccion de los
parametros del amplificador de registro (relacion de
escalamiento de las sefiales de entrada y de sali-
da) permite el despliegue de los graficos con los
valores de las unidades de corriente y voltaje utiliza-
dos en las células. Se puede generar una gran va-
riedad de protocolos de estimulacion y adquisicion
de las sefiales. Cada pulso se divide en cuatro seg-
mentos, de los cuales, el usuario define su dura-
cion, amplitud e incremento de amplitud.

Enla Figura 7 se muestra el modelo eléctrico de
la membrana celular, el cual reproduce las propie-
dades eléctricas pasivas de las membranas que
ademas reproduce los artefactos eléctricos inhe-
rentes al empleo de microelectrodos.

Inicialmente se emple6 el amplificador Axopat-
ch en la configuracion de fijacion de corriente, por
lo cual se introdujeron en la seccién “Parametros
del amplificador” las caracteristicas del equipo y
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posteriormente se conect6 el modelo eléctrico de
membrana. La Figura 8 muestra un registro tipico
de estimulacién con pulsos rectangulares de fija-
cion de corriente (Estimulacién) y los cambios en
el potencial inducidos (Adquisicién). En este caso,
se ha seleccionado el segmento 2 para la gene-
racion de los pulsos de estimulacion. En la grafica
inferior se puede apreciar la adquisicion sincrona
de las respuestas a los estimulos, consistente en
cambios en el potencial por la corriente aplicada.
Durante un experimento de fijacion de corriente,
esta es laimagen que se despliega en el monitor.
Una vez terminada la secuencia programada de
generacion de estimulo-adquisicion de respuesta,
el usuario puede almacenar los datos de las sefia-
les adquiridas para su lectura posterior. En la ima-
gen de la Figura 8 se ilustra la lectura de un archi-
vo de datos con el SEASEC donde se muestran los
pulsos de estimulacidn, las respuestas eléctricas
adquiridas y los valores numéricos que se emplea-
ron en el disefio del protocolo de estimulaciéon y
adquisicion. EI SEASEC permite la lectura rapida de
los archivos de datos de fijacion de voltaje o de
corriente. Al abrir el archivo de datos se muestran
los trazos adquiridos y el software permite un ana-
lisis general de ellos, como medicién de la magni-
tud y tiempo, empleando cursores con amplifica-
cion de segmentos de la sefial.

Si el archivo de datos se almacena en coédigo
ASCII, éste puede ser abierto por software de pro-
posito general para el analisis y graficacion de las
sefiales. En la Figura 9, se muestra un archivo gene-
rado y guardado por el SEASEC que posteriormente
fue abierto con un software comercial de uso ge-
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Figura 9. Registros en fijacion de corriente. Se aplicaron 9 pulsos rectangulares de corriente con una amplitud inicial de -0.5
nA e incrementos de 0.1 nA, con una duracion de 100 milisegundos.
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neral. La base de datos del archivo conserva los
valores y unidades reales de los pulsos de estimula-
ciony de las sefiales adquiridas.

Finalmente, la evaluacion del SEASEC con la téc-
nica de fijacion de corriente se llevo a cabo en un
experimento real, en la cual se inyecto corriente a
una neurona para observar los cambios en el po-
tencial de membrana. La Figura 10 se obtuvo sin el
modelo eléctrico de la membrana, y en su lugar se
empled un microelectrodo que fue insertado en una
neurona para inyectarle pulsos rectangulares de fi-
jacion de corriente y observar los cambios asocia-
dos en el potencial de membrana de la neurona.
La corriente negativa hiperpolariza la neurona y la
corriente positiva de magnitud mayor desencade-
na espigas de potenciales de accion!®14,

Posteriormente, se evalud el SEASEC en la confi-
guracion de fijacion de voltaje con el empleo del
modelo eléctrico de la membrana celular. En este
caso se producen estimulos de voltaje y se obser-
van las corrientes asociadas. En la Figura 11 se es-

& ESRIULADOR (CELULAH

timula con 6 pulsos rectangulares de fijacién de
voltaje iniciando en 0 mV de amplitud y con un
incremento de 20 mV en cada trazo; asimismo, se
muestran las corrientes asociadas a cada estimu-
lo. El programa produce el cambio en las unida-
des de manera automatica al pasar a esta técni-
ca de registro.

Para destacar la versatilidad del SEASEC se
muestra la siguiente figura, en la cual se empled
un protocolo de pulsos comunmente utilizado en
la técnica de fijacion de voltaje tanto para la ca-
racterizacion de las corrientes iGnicas como para
la obtencion del potencial de inversién de la co-
rriente de cola, curso temporal de la corriente de
cola, etc.

El otro tipo de sefal frecuentemente empleado
para la caracterizacion de los canales iGnicos es el
de rampas de fijacion del voltaje. En la Figura 13 se
muestran dos rampas generadas y las respuestas
adquiridas con el SEASEC, en donde el voltaje ini-
cial, el voltaje final y la pendiente son diferentes. En
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Figura 10. Imagen observada
en el monitor durante un ex-
perimento real con la técni-
ca de fijacién de corriente.
: Se insert6 un microelectrodo
o a una neurona para inyectar
los pulsos rectangulares de
corriente y observar los cam-
bios en el potencial de mem-
brana asociados. Los diferen-
tes colores en los pulsos de
estimulacién y los correspon-
= dientes en la adquisicion fa-
cilitan la visualizacion estimu-
lo-respuesta.
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la sefial de corriente se observan espigas al inicio y
final de las rampas; estos transitorios corresponden
a corrientes capacitivas que no se compensaron
con el sistema de compensacion de capacitan-
cias parasitas del amplificador.

Un aspecto importante de la adquisicion de se-
fiales electrofisioloégicas a nivel celular, es la posi-
bilidad de contar con un software para procesar
y realizar un analisis exhaustivo de las sefiales ad-
quiridas. Existe un paquete de cOmputo amplia-
mente utilizado para estos propoésitos (Clampfit de
Axon Instruments), por lo cual consideramos im-
portante que el SEASEC permitiera almacenar los
datos en binario en un formato totalmente com-
patible con este software. En la Figura 14 se mues-
tran los registros de los cambios en el potencial
de membrana de una neurona por la inyeccion
de pulsos rectangulares de corriente de polaridad
negativa y positiva. Los datos fueron almacena-
dos y el archivo fue abierto por el software de
analisis comercial.

Estimulacion
150+

=100+

Voltaje [m

Tiempo [ms]

Corriente [nA]
o
o

0 1000 2000 3000 4000 5000

DISCUSION

El disefio del SEASEC tuvo como propoésito que el
usuario pudiera generar de manera facil y rapida
los protocolos de estimulacion y adquisicion de las
sefiales comunmente empleados en electrofisiolo-
gia celular; ademas, cuenta con la posibilidad de
almacenamiento de los datos en diferentes forma-
tos compatibles con software de propoésitos gene-
rales o especificos para este tipo de sefiales. Asi-
mismo, permitir la lectura de los archivos y un andlisis
inicial de este tipo de sefales.

El usuario puede seleccionar el tipo de sefial de
estimulacion ya sea pulsos rectangulares o rampas,
los valores de la estimulacion y adquisicion, el tiem-
po de espera entre cada estimulo, el nimero de
estimulos (iteraciones), la amplitud, el incremento
de amplitud y la duracion de cada uno de los 4
segmentos que forman el protocolo de estimula-
cion. EI SEASEC puede ser utilizado con las técnicas
de fijacion de voltaje, fijacion de corriente y registro
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Figura 11. Estimulos y respuestas en fijacion de voltaje. Se aplicaron 6 pulsos rectangulares de voltaje con un inicio de 0 mV
de amplitud e incrementos de 20 mV. En la grafica derecha se muestra la corriente resistiva y la corriente capacitiva al inicio
y final del pulso de estimulacién. Note el cambio de unidades en las graficas con respecto a las presentadas con la técnica

de fijacion de corriente.
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Figura 12. Se aplic6 un pre-
pulso constante de 100 mV

de amplitud seguido de 9
pulsos iniciando en -80 mV
con incrementos de 20 mV.
Las corrientes adquiridas se
muestran a la derecha. Las
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intracelular con parametros de entrada para los di-
ferentes tipos de amplificadores comerciales. Se
pueden observar los valores y las unidades correc-
tas con las que se estimula y adquiere con una in-
terfaz grafica bajo el sistema operativo windows. La
informacion se guarda y lee en formato binarioy en
ASCII. Al introducir los valores de las relaciones del
amplificador que se utilizaran en el experimento, el
usuario se evita hacer calculos y ajustes.

El SEASEC presentado constituye una alternativa
econdmica y potente para el registro y analisis ini-
cial de las sefiales bioeléctricas a nivel celular. Un
sistema basico que incluya una tarjeta de estas ca-
racteristicas, el paquete LabView y los conectores
para la tarjeta tiene un costo de aproximadamente
2,000 USD. Los sistemas comerciales son muy cos-
tosos y por estar disefiados para amplificadores de
la misma compaiiia, contienen una gran cantidad
de parametros innecesarios en la mayoria de los
casos y que son poco amables con el usuario. Por
ejemplo, la tarjeta Digidata y el software pClamp
de Axon Instruments tienen un costo superior a los
10,000 USD. Por otro lado, los sistemas comerciales
no brindan los programas fuente, razén por la cual,
la generacion de los protocolos de estimulacion y
adquisicion esta limitada a la que proveen dichos
sistemas.

Ponemos el SEASEC a disposicion del interesado,
incluyendo toda la informacién y los programas fuen-
te, para que realice las modificaciones necesarias

200 400
Figura 14. Registro de la actividad eléctrica de una neuro-
na con la técnica de registro intracelular. Se aplicaron
pulsos rectangulares de corriente y los cambios en el po-
tencial de membrana se adquirieron y almacenaron. El
archivo de datos fue abierto con el software comercial de
analisis y procesamiento més frecuentemente utilizado en
electrofisiologia celular (Clampfit de Axon Instruments). La
figura ilustra la compatibilidad entre el SEASEC y el soft-
ware comercial.

cuando su trabajo experimental asi lo requiera, siem-
pre y cuando el paquete de cOmputo no sea utili-
zado con fines comerciales.
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