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RESUMEN

Las técnicas de registro intracelular, de fijacion de voltaje y de biologia molecular,
han puesto al descubierto la implicacion de las corrientes idnicas (aumento,
disminucién o anulacién funcional) debidas a mutaciones en la secuencia génica
de los canales ionicos. Es el caso de la corriente de K* tipo-M (Im). Con una
mutacion en el canal, la corriente ionica disminuye o incluso desaparece. En
consecuencia, la excitabilidad neuronal aumenta, ocasionando la enfermedad
conocida como convulsion neonatal familiar benigna (CNFB). Este trabajo se
realizd6 con el objetivo de reproducir computacionalmente la actividad
electrofisiolégica del canal de K* tipo-M. El programa fue desarrollado en Visual
Basic version 6.0 para ambiente Windows®. Para el leccionario se elaboraron
imagenes 2D a mano alzada. Para la elaboracion de los simuladores
computacionales se utilizé el modelo matematico de Hodgkin y Huxley (1952), las
ecuaciones se resolvieron computacional y simultaneamente por métodos
numericos. El programa se compilé en formato ejecutable, que puede ser abierto
directamente desde Windows®. Se disefié y desarrollé la primera version del
programa computacional interactivo titulado “Convulsionar-CNFB”, que consta de
dos partes, una informacional y los simuladores. EI menua principal del programa
consta de tres secciones: un leccionario infografico, los modelos utilizados y los
simuladores interactivos. El leccionario incluye ocho toépicos: Sindromes
epilépticos, CNFB, Produccion de CNFB, canalopatias epilépticas, canales de
potasio, canales de potasio tipo M, mutaciones de los canales KCNQ2-KCNQ3 y
corriente tipo M. En la seccién de modelos se detalla el modelo matematico de
Hodgkin y Huxley (1952) con el desarrollo respectivo de las ecuaciones, el modelo
bioeléctrico de la neurona, considerando cuatro corrientes: la de sodio, potasio,
“M” y de fuga. El sub-menu de los simuladores consta de tres simuladores (1) El
simulador “Convulsionar-M”, que permite reproducir los experimentos de fijacion
de corriente para observar el efecto que tiene Iu en el control de la excitabilidad
neuronal; (2) El simulador “Sefalizar-M” que sirve para observar la sefial generada
a partir de la uniébn de un ligando con el receptor metabotropico de tipo

muscarinico; (3) El simulador “Registrar-M” que simula la activacion de la Im con la



técnica de fijacion de voltaje. El usuario tiene la posibilidad de realizar un nimero
ilimitado de ensayos que le facilitaran la comprension del funcionamiento del canal
asociado a receptor; asi como la cascada de vias de sefalizacion que pueden
modificar el funcionamiento del canal. La importancia del canal tipo-M es la
regulacion de la excitabilidad neuronal, cuya alteracibn puede ocasionar
patologias como la CNFB.



1. INTRODUCCION

La biofisica es una ciencia transdisciplinaria; en ella convergen conocimientos de
biologia, medicina, fisica, matematicas, computacion, quimica y electronica. Su
tematica suele ser complicada para la mayoria de los alumnos y por esta razén se
llega a cuestionar su utilidad en la vida diaria o incluso en la profesional, sin
embargo la biofisica se puede describir como la ciencia que se ocupa del
funcionamiento fisico de los organismos vivos (Hladik, 1982). En esta tesis se
presenta el analisis de la actividad electrofisiolégica del canal de K* tipo-M y su
relacion con el sindrome de convulsiones neonatales familiares benignas, que es

uno de los trastornos epilépticos (Zimprich et al., 2006).

1.1 Aspectos historicos

En 1941, Antoni describié una forma hereditaria de convulsiones neonatales que
remitian después del desarrollo neurologico (Antoni, 1941). Rett y Teubel fueron
los primeros en describir el sindrome familiar (Rett y Teubel, 1964). Las
convulsiones neonatales familiares benignas (CNFB), se incluyeron desde 1989,
en las clasificaciones de epilepsia y en los sindromes epilépticos. Leppert et al.
(1989) mapearon el primer gen de CNFB en el brazo largo del cromosoma 20; un
segundo locus fue identificado en el cromosoma 8. Una década después, se
identificaron dos genes (KCNQ2 y KCNQ3) en CNFB (Singh et al., 1998; Charlier
et al., 1998). Desde entonces, se han realizado grandes avances en la
comprension de las consecuencias biologicas de la mutacion de genes
involucrados en las epilepsias humanas de tipo genético.

La corriente tipo-M (Im) fue descrita por primera vez en 1980 por Brown y Adams
en neuronas de vertebrados, en ese mismo afo los mismos autores descubrieron
el efecto inhibidor de la muscarina en la corriente tipo-M. Posteriormente en 1982
se describié esta corriente en neuronas del sistema nervioso central (Halliwell y
Adams 1982).

10



1.2 Sindromes epilépticos y su genética

Los trastornos epilépticos afectan a unos 20 a 40 millones de personas en todo el
mundo, el 40% de estas son epilepsias generalizadas idiopaticas (EGI). La
mayoria de las EGI que se heredan son enfermedades complejas y multigénicas
(Charlier et al., 1998).

Existen diferentes tipos de epilepsias y convulsiones que son autosOmicas
dominantes, por ejemplo: (1) la epilepsia mioclénica juvenil, (2) convulsion
neonatal familiar benigna, (3) convulsiones febriles, (4) epilepsia parcial con
sintomas auditivos y (5) epilepsia nocturna del I6bulo frontal.

Cada uno de estos sindromes esta asociado a una alteracion de algun
cromosoma. Especificamente, en las convulsiones neonatales familiares benignas
estan dafiados los cromosomas 20q y 8q (Tabla 1). En este padecimiento, los
genes alterados son: KCNQ2 y KCNQ3 que forman canales idnicos. Los canales
ionicos afectados son canales de K* dependientes de voltaje y del tiempo, canales
tipo-M.

SINDROMES EPILEPTICOS IDIOPATICOS

Sindrome epiléptico Tipo de herencia Cromosoma
Epilepsia mioclénica AD 6p
juvenil
Convulsion neonatal AD 20y 8q
familiar benigna
Convulsiones febriles AD 8013-21y 19p
Epilepsia parcial con AD 10p
sintomas auditivos
Epilepsia nocturna del AD 20p
|6bulo frontal
Epilepsia mioclénica AR 21g22.3
progresiva
Enfermedad de Lafora AR 6p24
Lipofucinosis ceroide tipo AR 16p
juvenil
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Tabla 1. Genes relacionados con sindromes epilépticos. En el caso de la convulsién neonatal
familiar benigna, los genes afectados son KCNQ2 y KCNQ3, localizados en los cromosomas 20q y
8g. (AD) autosémica dominante. (AR) autosémica recesiva (Carrioza 2011)

1.2.1 Convulsiones Neonatales Familiares Benignas

Una convulsion neonatal es la manifestacion de una disfuncion del sistema
nervioso central. Los recién nacidos pueden convulsionar por multiples factores,
como parto laborioso, hipoxia, acidosis/hipercapnia, hipoglucemia o hipocalcemia.
Este tipo de sintomatologia en el neonato es en si un marcador de morbilidad
neuroldgica y su control sera factor pronostico del desarrollo del nifio. No siempre
son faciles de reconocer, pueden ser asintomaticas, presentarse como Ccrisis
generalizadas, movimientos oculares, bucolinguales o apneas; debido a la
estructura cerebral neonatal, suelen dejar secuelas neurologicas a largo plazo,
siendo uno de los factores de mas alto riesgo para convulsiones futuras a lo largo
de la vida (Villeneuve, 2002; Carrioza 2011; Solis 2011).

La convulsidon neonatal familiar benigna es una enfermedad epiléptica rara, que se
caracteriza por convulsiones generalizadas, no provocadas; o por convulsiones
ténico-clonicas. Estas convulsiones se inician alrededor del tercer dia de vida y
desaparecen espontdneamente después de varias semanas 0 meses. En la
mayoria de los casos el desarrollo es normal y solamente de 10 a 15 % de los

pacientes presentan episodios epilépticos mas tarde (Ronen et al., 1993).

Las convulsiones neonatales familiares benignas corresponden a una enfermedad
genética de tipo autosOmica dominante (Biervert et al.,, 1998). El patron de
herencia autosémica dominante se da cuando el alelo alterado es dominante
sobre el normal y basta una sola copia para que se exprese la enfermedad. Al ser
autosdmico, el gen se encuentra en uno de los 22 pares de cromosomas ho
sexuales, o autosomas, pudiendo afectar con igual probabilidad a hijos e hijas. El
alelo alterado se puede haber heredado tanto del padre como de la madre.

Normalmente se da en todas las generaciones de una familia. Cada persona
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afectada tiene normalmente un progenitor afectado y una probabilidad del 50%
con cada hijo de que este herede el alelo mutado y desarrolle la enfermedad
autosdmica dominante (Figura 1).

*fﬂﬂ'éj%l'
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Fig. 1. Patrén de herencia autosémica dominante con un progenitor afectado (azul). Se observa
como el gen autosémico del padre enfermo se trasmite al 50 % de su descendencia.

1.3 Localizacion de los canales tipo-M en el cerebro

Estos canales se distribuyen en el cerebro con altas concentraciones en areas
criticas donde se originan convulsiones, que incluyen la neocorteza, el hipocampo,
y el tdlamo (Klinger et al., 2011; Tinel et al., 1998). Por lo menos en raton, KCNQ2
esta presente tres dias después del nacimiento y su expresion se incrementa por
un factor de 2.5 en una semana después del nacimiento y permanece hasta la
etapa adulta. KCNQ3 es muy baja en etapas tempranas; pero aumenta
continuamente su expresion hasta que en etapa adulta llega al doble. En la figura

2, se muestra la localizacibn de mRNA para los canales tipo-M.
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Fig. 2. Localizacion de mRNA de KCNQ2 (A-F) y KCNQ3 (G-I) en cerebro de ratén. Micrografias de
los autoradiogramas en una seccion coronal de cerebro de ratén. Abreviaciones: AO, nucleo
olfatorio anterior, CPu, nicleo caudado putamen; Cx, neocorteza; Fr, corteza olfatoria frontal; Gr,
capa granular cerebelar; LSD, nlcleo septal lateral; RF, formacion reticular; Th, talamo. (Tinel et
al., 1998).

También se le ha localizado en el neoestriado (Shen et al., 2005). Con las técnicas
de hibridacion “in situ” (Saganich et al., 2001) e inmunocitoquimica (Cooper et al.,

2000) se ha mostrado que las subunidades KCNQ se expresan en el neoestriado.

1.3.1 Localizacion de los canales tipo-M en la neurona

En la neurona, los canales tipo-M KCNQ?2, (llamados también KV7.2) y KCNQ3,
(lamados también KV7.3) se localizan en el segmento inicial del axén y/o en los
nodos de Ranvier (Devaux et al., 2004; Schwarz et al., 2004). Su funcion es inhibir
la alta frecuencia de disparo de potenciales de accion (PA) producto de un
incremento en la hiperpolarizacion. En la figura 3 se muestra un esquema donde

se puede observar la localizacion de los canales KCNQ en una neurona.
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Fig. 3. Localizacion de diversos canales en la neurona. Canales de Ca**, SV2A y canales GABA se
encuentran en las dendritas. Los de Na* y K* dependientes de voltaje estan al inicio del axdn.

1.4 Funcion de los canales de K* tipo-M

Los canales de K* tipo-M modulan la excitabilidad de la membrana. Para que la
neurona produzca PA es necesario que el potencial dentro de ella alcance el
umbral de disparo. A este potencial, el canal de Na* dependiente de voltaje se
abre y produce una despolarizacién inmediata. En el reposo (cuando no se ha
estimulado la neurona) el potencial de membrana (PM) puede estar muy lejos del
umbral de disparo. Existen ciertos neurotrasmisores o neuromoduladores que
alejan o acercan el potencial de membrana al umbral de disparo. Entre mas cerca
se encuentre el PM al umbral, mas facilmente se produce un PA. Entonces, se
dice que la neurona aumento su excitabilidad. Cuando el PM se aleja del umbral,
la neurona disminuye su excitabilidad.

Todas las corrientes de K* son salientes y en consecuencia tienden a que la
neurona pierda cargas positivas llevando el PM siempre a valores mas negativos.
Por ejemplo, cuando el PM se despolariza por la entrada de Na*, el voltaje alcanza
valores positivos (como +40 mV). En este voltaje el canal de K* dependiente de
voltaje se abre y repolariza a la neurona, regresa el PM al reposo e incluso puede
acercarse a valores mas negativos, es decir, se hiperpolariza (Hodgkin y Huxley,
1952). La corriente del canal tipo-M es de K*, en consecuencia, tiende a llevar el

PM al reposo (repolariza), la diferencia es que este canal se abre a valores por
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debajo del umbral: repolariza la neurona antes que llegue al umbral y no la deja
disparar PA.

Los canales de K* tipo-M tienen como funcién la adaptacion neuronal. La
adaptacion es la capacidad neuronal de modular una respuesta de disparo de
potenciales de accion en el tiempo. De hecho, durante entradas despolarizantes
de larga duracién, la activaciéon lenta y no inactivante de la corriente tipo-M tiende
a regresar el potencial de membrana al potencial de reposo, y esto limita la
repeticion de disparos causando una adaptacion en la frecuencia (Rogawski,
2000, Maljevic et al., 2008). Este proceso juega un papel importante en la
extraccion de la informacion de un entorno en constante cambio que es el
producto de factores como los canales iénicos, las sinapsis y la dinamica de la red
neuronal (Kobayashi y Kitano, 2016). El presente trabajo se enfoca en la
adaptacion a nivel de una neurona individual.

Cuando en la neurona existen canales de potasio tipo M, un tren de potenciales de
accion se ve “frenado”. A potenciales de -60 mV o mas negativos, la corriente-M
esta cerrada y se dispara el PA. A potenciales de -40 o cercanos al umbral, la

corriente-M se activa y evita la generacion de mas PA (Figura 4).

T T\

Fig. 4. Adaptacion de una neurona que tiene canales tipo-M. La flecha en 1, es el potencial donde
estos canales estan cerrados. La flecha en 2, es el potencial donde se abren los canales tipo-M. la
corriente de K+ saliente que no inactiva, obliga a que el PM se quede debajo del umbral y deja de

producir PA.

El canal tipo-M esta asociado a un receptor al que se une la acetilcolina (0 un

agonista). Al activarse el receptor disminuye la concentracion de PI(4,5) P2 (que
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estéa fosforilando al canal) y el canal se cierra; en consecuencia, la neurona genera

trenes de PA (Figura 5).
Cuando existe una mutacion en el canal-M, la corriente idnica se ve disminuida o
incluso suprimida; la neurona genera, entonces, trenes de PA que llevan a las

convulsiones.

(V)

S VS ENNRNNN

1s

Fig. 5. Tren de disparo de PA sin adaptacion. Una mutacién del canal tipo-M, evita la corriente de
K* y la neurona alcanza el umbral de disparo con més facilidad (se incrementa la excitabilidad) y
genera trenes de PA.

Los canales de K* dependientes de voltaje tienen diferentes papeles fisioldgicos.
Mientras varios canales como Kvl.1, Kv1.4, Kv3.4, Kv4.1-4.3 estan implicados en
la repolarizacion durante un PA. Los canales Kv7.2 y Kv7.3 se activan en un rango
subumbral y son importantes para la regulacion del potencial de membrana y

previenen el disparo repetitivo (Figura, 6).

| 2 |

| K14
Na, (1 K,34
|| k41-43

/’/.’,. .\\
e

Fig. 6. Esquema de un PA y canales dependientes de voltaje implicados en el curso del voltaje. Los
canales Kv7.2 y Kv7.3 regulan la excitabilidad de la membrana (Maljevic y Lerche, 2014).
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1.5 Familia de genes que codifican canales de K*

La familia de genes que codifican los canales de K* se muestra en la figura 7. De
acuerdo con la evolucion, los canales se originaron de un gen comun; a partir de
este se derivaron varias ramas que dieron lugar a diferentes genes; por ejemplo,
genes que codifican para los siguientes canales: (1) canales rectificadores, (2)
Maxi K, (3) Shaker, (4) Shaw, (5) Kv5, (6) Shab, (7) Kv9, (8) Shal, (9) HERG, (10)
2P/ATM y (11) Kv7 (KCNQ).

Los canales de K* son importantes, regulan la excitabilidad de algunas neuronas
centrales y periféricas y una amplia variedad de procesos celulares. Existen
alrededor de 100 genes que codifican las subunidades que forman el poro en el
genoma de mamiferos, de manera que se tiene una diversidad de subgrupos de
canales idnicos y una de las mas grandes familias de proteinas de sefializaciéon
celular. La familia de los canales de K+ dependientes de voltaje se muestra en la

figura 7.
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Fig. 7. Evolucién de los canales de K*. Dentro de los canales i6nicos, los de K* son los que tienen
mayor diversidad molecular y distribucion filogenética. Se pueden agrupar en tres superfamilias de
acuerdo al numero de poros y de segmentos trasmembranales: (1) la superfamilia S6 que incluye a
todos los canales de K* con un solo poro y seis segmentos trasmembranales (por ejemplo: Kv, eag,
KCNQ, slo y SK); (2) la superfamilia de un poro y dos segmentos trasmembranales (ejemplo, la
familia Kir); (3) la familia de dos poros y ocho segmentos trasmembrana (ejemplo: TOK1, TWIK-1,
TREK-1, TASK, etc.) (Rogawski, 2000).
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Kv5.1 [KCNFT, 2p25)
Kv2.1 [KCNB1, 20913]
Kv2.2 [KChEz, 8g13)

KvE.3 [KCNG3, 2p21)

Kvb.1 KCHG1, 20g13)
Kv6.2 [KCNGZ, 18422)
KvB.4 [KCHGA, 18924]
K¥7.1 [KCRQ1, 11p15]

KvT.3 [KNCO3, Bg2a)

KvT.2 [KoNG2, 20q13)

KvT 4 [KEHG4, 1p34]
Kw7.5 [KCNOS, Bqtd]
KvB.1 [KENVI, 8q22)

KvB.2 pChvz, apzd)

Kw0.3 KOMS3, 2p24)

Kv0.2 [KCNS2. 8022)

Kv9.1 [KCNS1. 20g12]

Kv3.4 MCHCd, 1p21)
Kv3.2 MCNCZ. 18913]
K31 REHGCT, 11p14]
Kw3.3 HCNES, 18q13)]

Kvd. 1 [KENDN, Xp11]
_E Kv4.2 [KCNDZ, T3]

Kvd.3 [KCHDS, 1p13]
Kvi.T MCHAT, 19913)
Kvl.4 [KCHAY, 11p14]
Kv1.6 [KCMAS, 12p13]
Kwl.5 [KCHAS, 12p13)
Kv1.B [KCNA1D,1p13)
Kwv1.2 KCHAZ, 1p13]
K1 oaat, 12p13)
Kvw1.3 [KCNAZ, 1p21]

Fig. 8. Relacion de la nomenclatura de los canales de potasio Kv y los genes que los codifican
(KCN). Los canales que interesan en este trabajo son los Kv7.2 y Kv7.3.

Una familia de 40 genes forman el grupo de canales de K* gatillados por voltaje en
humanos, donde se incluyen canales de K* activados por Ca**, rectificadores de
entrada (KIR) y canales con dos poros (K2P) (Gutman et al., 2005). Los canales
codificados por los genes KCNQ presentan una estructura formada por seis
dominios trasmembranales y una aza que forma el poro. En la nomenclatura
(HUGO Gene Nomenclature Committee (HGNC) e International Union of
Pharmacology (IUPHARL1)) este canal forma parte de la familia de los canales Kv7
(Figura 8). Se trata de un heterotetramero formado comunmente por dos
subunidades: Kv7.2 y Kv7.3 (Delmas y Brown, 2005).

1.5.1 Estructura molecular de los canales de K* dependientes de voltaje

Existen diferentes canales de K* dependientes de voltaje, como se ha descrito.
Desde el punto de vista de su estructura se pueden agrupar en tres tipos: (1)
canales que presentan seis segmentos trasmembranales y un poro (6TM/1P), (2)

de cuatro segmentos trasmembranales y dos poros (4TM/2P) y (3) dos segmentos
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trasmembranales y un poro (2TM/1P) la conformacion que adquieren se muestra

en la figura 9.
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Fig. 9. Topologia estructural de canales de K*. (A) canales con seis segmentos y un poro. (B)
canales con cuatro segmentos y dos poros. (C) con dos segmentos trasmembranales y un poro.
(D) tres dominios trasmembranales y dos dominios de unién a nucleétidos.

1.5.2 Canales de K* tipo-M y su relacion con segundos mensajeros

Como se ha mencionado, los canales de K* tipo-M, tienen un importante papel en
el control de la excitabilidad neuronal. Su importancia se refleja cuando
mutaciones en el canal producen un tipo de epilepsia neonatal y farmacos que lo
bloguean incrementan la capacidad de aprendizaje y memoria. Diversos
neurotransmisores y neuropétidos regulan al canal, lo que demuestra una
versatilidad del control de la excitabilidad neuronal.

En este sentido, las técnicas de clonacion han permitido la identificacion de dos
tipos de receptores: ionotropicos (nicotinicos), donde el receptor forma parte del
mismo canal y receptores metabotropicos (muscarinicos) alejados del canal, todos
estos acoplados a proteinas G. Cada uno de ellos tendra distinto impacto sobre la
excitabilidad de la célula postsinaptica. Los receptores ionotropicos producen
acciones sinapticas rapidas, en el orden de milisegundos; mientras que los de tipo
metabotropico susx efectos tardan varios segundos o hasta minutos.

La corriente-M se produce en canales comandados por receptores metabotropicos

muscarinicos. Existen, hasta la fecha, cinco tipos de receptores muscarinicos de
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tipo helicoidal acoplados a proteinas G. Se han denominado M1 al M5 (Hulme et
al., 1990; Caulfield y Birdsall, 1998); los genes que codifican a cada uno de ellos
se han clonado y se denominan m1, m2, m3, m4 y m5 (Wess, 1996). Con base en
su farmacologia, se encuentran dos familias: la familia M1 formada por los
receptores M1, M2 y M3 estan acoplados a la activacion de proteinas Gs, con la
consecuente produccion del segundo mensajero AMPc. La familia M2 formada por
los receptores M2 y M4 que inhiben la formacién de AMPc, y por lo tanto activan
canales de K*. También en algunas neuronas, los receptores M1, M3 y M5
interactdan con proteinas G de tipo Gq, y M2 y M4 interactian con proteinas G de
tipo Gi/Go (Haga, 2013).

Cuando un ligando se une a un receptor metabotropico interviene una cascada de
sefalizacion que ocurre con la siguiente secuencia: proteina G -> enzimas
efectoras - segundos mensajeros > finalmente el canal i6nico. El concepto de
modulacién se aplica justo a este caso. Los canales son modulados cuando se
alteran sus propiedades biofisicas, como consecuencia de su modificacion
bioquimica (estructural), producidas por cascadas de sefializacion disparadas por
hormonas o neurotransmisores (Kaczmarek y Levitan, 1987).

Los neurotransmisores y neuropétidos al estimular sus receptores metabotrépicos
provocan cambios en la probabilidad de apertura y/o dependencia de voltaje del
canal modulado, y por lo tanto un aumento o inhibicion de la corriente

macroscopica o de sus parametros cinéticos (activacion, desactivacion, etc.)

1.6 Estructura de los receptores (metabotrépicos) de acetilcolina tipo
muscarinico

Los canales de K* tipo-M estan asociados a un receptor denominado muscarinico.
El concepto de receptor muscarinico fue originalmente reportado por Dale en
1914, aunque él no uso el término receptor. Se trata de un receptor activado por
acetilcolina y su efecto es mimetizado por muscarina. Esta formado por siete
segmentos trasmembranales y esta asociado a proteina G. Se ha demostrado

homologia entre los receptores muscarinicos M1, M2 con el receptor [

adrenérgico y el receptor a rodopsina. Todos ellos acoplados a proteina G
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(GPCRs) y todos tienen siete segmentos trasmembranales (7-TM). La figura 10,

muestra la estructura molecular del receptor muscarinico M1.

Fig. 10. Esquema del receptor M1. Se observan los siete segmentos trasmembranales. A este
receptor le llega una molécula que se le une, llamada ligando.

Los agonistas a los receptores muscarinicos son: acetilcolina, muscarina,
carbacol, metacolina, betanecol, policarpina, arecolina y axotremorina. En seguida

se describen brevemente los dos primeros.

El ligando enddgeno del receptor muscarinico es la acetilcolina. Fue descubierto
por Loewi, Dale y otros con varios experimentos realizados entre 1921 a 1934
(Nachmansohn, 1937). La acetilcolina es conocida como un neurotransmisor tanto
en el sistema nervioso central (SNC) como en el periférico (SNP) (Soto, 2005). La

figura 11, muestra su estructura quimica. Se trata de un ester de acido acético y la

colina.
0 CHs
Hy +/
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Fig. 11. Estructura quimica de la acetilcolina. En azul el ester y en negro la colina.

La muscarina es un producto natural de ciertos hongos que incluyen al Amanita
muscaria. Imita las acciones de las neuronas parasimpaticas: vasodilatacion de los

vasos, bradicardia, constriccion de los bronquiolos, aumento en la secrecion de
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saliva y constriccion de las pupilas del ojo. Su formula quimica se muestra en la
figura 12.
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Fig. 12. Férmula quimica de la muscarina. Se trata de un alcaloide.

1.7 Estructura del canal de potasio tipo-M

Estos canales presentan cuatro subunidades, formadas cada una por seis
segmentos trasmembranales. Molecularmente, cuentan con una region altamente
conservada, rica en residuos de arginina cargados positivamente. En el asa que
forma el poro, la secuencia puede variar; sin embargo, generalmente esta formada
por: Thr-x-x-Thr-x-GlyTyr-Gly (Schroeder el al., 1998; Yang el al., 1998; Tinel et
al., 1998; Cooper et al., 2000).

La figura 13, muestra un esquema de los seis segmentos trasmembranales que
forman una unidad. El canal de K* tipo-M esta formado por cuatro subunidades:

dos Kv7.2 y dos Kv7.3; de manera que forman un canal heterotetramérico

Fig. 13. Esquema de un canal de K* tipo-M. El canal esta formado por cuatro subunidades: dos
Kv7.2 y dos Kv7.3. El canal estd modulado por fosforilacién con fosfatidilinositol, P1(4,5)P2 (Delmas
y Brown, 2005).
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Para que los canales de K* tipo-M se activen, deben estar unidos a
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (P1(4,5)P2) (Figura 14). Las subunidades Kv7.3
presentan una alta afinidad a PI(4,5)P2, en tanto que las Kv7.2 tienen baja afinidad
(Telezhkin et al., 2012).

T- P|{4.5}P,/f'

Fig. 14. Esquema del canal tipo-M. La molécula P1(4,5)P2 se une principalmente a las subunidades
Kv7.3.

1.7.1 Inhibicién del canal tipo-M

Con respecto a la corriente de K* tipo-M, es inhibida por agonistas muscarinicos,
la hormona luteinizante, la sustancia P, la bradicidina, la angiotensina Il, los
canabinoides y el glutamato (Pfaffinger, 1988a, Takano et al., 1996; Jones et al.,
1995; Shapiro et al., 1994; Tokimasa y Akasu, 1990; Schweitzer, 2000; Womble et
al., 1994; Acosta, 2013; Adams y Brown, 1980). El receptor M1 esta asociado con
la inhibicion de la corriente-M en las neuronas del ganglio cervical en ratas. No
gueda claro qué tipo de receptor esta involucrado en la inhibiciéon de la corriente
en las neuronas centrales. En CAL, por ejemplo, al parecer estan involucrados M2,
M3y M4 (Wess, 1996). M1 no inhibe la corriente en estas neuronas (Rouse et al.,
2000). Sin embargo, M1 se le encuentra en neuronas del estriado y del
hipocampo.

La activacion de la protein kinasa A (PKA) mejora las corrientes de Kv7.2 / Kv7.3,
un efecto que se anula mediante la mutacion de un sitio NH2-terminal (S52) que

es “sensor’” de PKA. La activacion de la tirosina quinasa produce una inhibicién
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lenta de la expresion de Kv7.2 / Kv7.3 a travées de un mecanismo que implica
tirosinas en las terminales NH2 y COOH en Kv7.3 (Jia et al., 2007).

La corriente de potasio tipo-M es reprimida por la activacibn de receptores
acoplados a Gg11 a través de la activacion de PLC (fosfolipasa C) (Figura 15) y el
agotamiento de PI(4,5)P2 (Delmas y Brown, 2005).

Agonist
!

Flasma membrana recaptor @
DtdIredd 5P
tdins{4, 5P,

Hatorotrimeric G-protein @@ 2
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Fig. 15. Cascada bioquimica en el canal metabotrépico tipo-M. La acetilcolina (ACh) se une al
receptor tipo M1 acoplado a la proteina Gaq. Se activa la fosfolipasa C que a su vez actia sobre
P1(4,5)P2. Se generan los segundos mensajeros: diacilglicerol (DAG) e IP3 (Ins(1,4,5)P3. Por un
lado, DAG actua en el canal Kv7/M por la via de la proteinkinasa C. En tanto que IP3 saca Ca** del
reticulo para que actle en el canal. La consecuencia es una deplecion de PI(4,5)P2 (que esta
unido al canal) cerrando el canal; la corriente Iv se bloquea y aumenta la excitabilidad celular
(Delmas y Brown, 2005).

La supresion ocasionada por el receptor acoplado al canal (Horowitz et al., 2005;
Suh et al., 2004) o por la translocacion inducible de PIP2 5-fosfatasa (Suh et al.,
2006) solo toma 10 s, es comparable a la estimacion de tiempo del agotamiento
de PI(4,5P2 en la membrana. Esto significa que PI(4,5)P2 solo necesita unos
pocos segundos para disociarse de la proteina del canal. La recuperacion de la
corriente, debido a la inhibicion, necesita de la sintesis de PI(4,5)P2. La corriente

se recupera en aproximadamente de 100 a 200 segundos, este valor es
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consistente a la estimacion de la lenta resintesis de PI(4,5)P2 (Suh y Hill, 2002;
Winks et al., 2005) (Figura 16).
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Fig. 16. Simulacion computacional de los tiempos de accion de la cascada de segundos
mensajeros en Iw. La gréfica superior muestra una barra del tiempo de accién de agonista (por
ejemplo, muscarina). Alrededor de 10 s existe una baja de PI(4,5)P2 acoplada al canal-M. Producto
del incremento del DAG (linea discontinua en azul) y del IP3 (linea discontinua verde). La
resintesis de PI(4,5)P2 es lenta como puede verse en el trazo rojo. La gréfica inferior muestra
como la corriente se hace cero debido al cierre de los canales-M, inmediatamente a la accién del
agonista. La recuperacion de la corriente tarda 200 a 400 s (Suh y Hille, 2006).

La figura 17, muestra un esquema que resume la inhibicion de la corriente-M

producto de la cascada de segundos mensajeros.
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Fig. 17. Esquema de la inhibicibn de la corriente Iw por el receptor acoplado a segundos
mensajeros. El receptor muscarinico M1 activa PCL, que divide PI(4,5)P2 en DAG e IP3. La salida
de Ca** del reticulo endoplasmico es producto de la accién de IP3; en tanto que DAG activa PKC.
DAG también se metaboliza a acido fosfatidico (PA), acido araquidénico (AA) y acido lisofosfatidico
(LPA). (Suh y Hille, 2007).

1.7.2 Corriente iénica tipo-M y la electrofisiologia de los canales de K* tipo-M

La corriente tipo-M (Im) fue descrita por primera vez en 1980 por Brown y Adams
en neuronas de vertebrados. El protocolo experimental de estos autores consistio
en colocar el voltaje de la neurona en -30 mV (potencial de sujecion) y estimular
con pulsos de voltaje negativos de -40 a -90 mV. La figura 18, muestra seis pulsos
de voltaje de: -40, -50, -60, -70, -80 y -90 (mV) (de izquierda a derecha); se
observa que los tres primeros pulsos, producen la aparicion de la corriente (Im) con
una constante de tiempo que va incrementando. En los siguientes tres trazos, el
canal se ha cerrado y desaparece la corriente. En este trabajo no se usé la
tetrodotoxina (TTX) para bloquear los canales de Na*; de manera que fue
necesario colocar el potencial de membrana en -30 mV y estimular con pulsos

negativos (Brown y Adams 1980).
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Fig. 18. Corriente registrada (trazos inferiores) como respuesta a pulsos de voltaje (trazos
superiores). Los primeros tres trazos de corriente muestran la activacion de Iv; los tres siguientes
ya no presentan la corriente.

La Im es producto del paso de iones K* por este canal. En potenciales de comando
menores de -60 mV el canal se cierra. En cambio a potenciales mayores a este
potencial la corriente se incrementa de manera sigmoidal, con un maximo entre -
10 a 20 mV (Figura 19).
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Fig. 19. Grafica de la conductancia y la constante de tiempo de los registros de Brown y Adams. La
conductancia se obtiene de dividir la corriente Iu registrada entre la diferencia del voltaje (Vn) y el
voltaje de equilibrio (Vm). Su incremento es de tipo sigmoidal y va entre -40 a 20 nS. La reciproca
de la constante de tiempo Ty sigue una curva exponencial decreciente (el eje derecho
corresponde a la reciproca de la constante de tiempo, va entre 0 y 20 1/s.
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Como se pueden observar los valores de la constante de tiempo, se trata de una
corriente lenta. En valores de -60 mV la constante de tiempo es menor y aumenta
a valores mas despolarizados (su reciproca es lo contrario).

Para obtener el potencial de equilibrio de esta corriente se mide el paso de la
corriente desde la corriente en el voltaje de sujecion (I(VH)) al inicio de la corriente
Im y el paso de corriente desde su estado estable (Iss(V) de regreso a I(VH). Como
puede verse en la figura 20, I(VH) sigue un proceso lineal; en tanto que Iss(V) es
practicamente exponencial. El cruce de estos dos trazos corresponde al potencial

de equilibrio de Iw.

%7 +-4

Fig. 20. Gréafica de la corriente instantanea I(Vw) y la corriente en el estado estable Iss(V). Los
trazos insertos corresponden al pulso de voltaje y la corriente generada como respuesta; se ilustra
como se obtiene la corriente instantdnea (I(V+)) y la corriente estado estable (Iss(V)). En este caso
el potencial de equilibrio es de -70 mV, voltaje en donde se cruzan las dos curvas.

Brown y Adams (1980) mostraron que la muscarina disminuye la corriente Im. La
figura 21, muestra una disminucion de la corriente después de aplicar 10 uM de

muscarina. El nombre de corriente Iy hace alusion a la muscarina.
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104M muscarine

Fig. 21. El trazo de la izquierda es el control. El trazo de la derecha es el resultado de la aplicacion
de muscarina; se observa una disminucion en la corriente. El pulso de estimulo tiene un voltaje de
sujecién de -30 mV, la amplitud corresponde a -60 mV y la duracién es de 700 ms. Se observa una
disminucién en la corriente.

Una caracteristica de la Im es su susceptibilidad a la inhibicién fisiolégica y
farmacoldgica. En rana, por ejemplo, es inhibida por agonistas a receptores a
acetilcolina tipo muscarinicos, a nucleétidos de uridina, y iones de Ba?* externos.
Esta corriente también se observo en ganglio simpatico de rata con caracteristicas
similares. Después fue descubierta en varias neuronas del sistema nervioso
central (SNC) y periférico (SNP) (Ghezzi, 2017).

Los estudios en neuronas del SNC han mostrado que cuando son estimuladas con
pulsos cuadrados de corriente responden con un tren de disparos de potenciales
de accion, seguidos de un decremento en la frecuencia. Este fenédmeno es
llamado adaptaciéon a la frecuencia de disparos; es usualmente mediada por
corrientes de K* lentas, tales como la corriente tipo-M (Brown and Adams 1980;
Adams et al. 1982) y la corriente de K* mediada por calcio (la+r) ((Brown and
Griffith 1983; Madison y Nicoll 1984).

El estudio de la electrofisiologia de canales tipo-M de humanos se ha realizado
transfiriendo los canales a células de cultivo (células de ovario de hamster). En
este caso la corriente Im puede ser registrada sin necesidad del bloqueo de otras
corrientes o con un protocolo de estimulo con un potencial de sujecién de -30 mV.
Los estudios se pueden realizar con un potencial de sujecion de -80 mV

despolarizar con pulsos entre -120 a 80 mV con una duracién de 500 ms. La figura
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22, muestra los resultados en un canal con subunidades KCNQ2 y con
subunidades KCNQ2 + KCNQ3 (Rundfeldt y Netzer, 2000).

0.5nA 5.0nA

100 ms —
100 ms

Fig. 22. Corrientes de K* en canales humanos transferidos a ovocitos. (A) en canal formado por 4
subunidades KCNQZ2. (B) en canal con 2 subunidades KCNQ2 + 2 subunidades KCNQ3. En ambos
casos el potencial de membrana fue fijado en -80 mV, el pulso de estimulo con una duracién de
500 ms, con voltajes comando entre -120 a +60 mV. Se observa una corriente de salida de K* que
no inactiva.

En una canalopatia la corriente tipo-M cae. La figura 23, muestra la corriente
registrada en canales Kv7.2 normales y en una mutacion en la enfermedad CNFB.

Ky7.2_mutation

Fig. 23. Registro de corriente tipo-M. A la izquierda, un canal KV7.2 normal, se observa una
corriente de salida de K*. A la derecha, un canal KV7.2 mutado (haploinsuficiencia), se observa
gue practicamente no existe corriente (Maljevic y Lerche, 2014).

Como un ejemplo de la accion de Iv en otras neuronas del SNC, se ha
demostrado que las neuronas espinosas medianas estan fuertemente moduladas
por acetilcolina (Kawaguchi, 1993). Todas las neuronas espinosas medianas
presentan altos niveles del receptor muscarinico M1 que modula canales KCNQ.
Las interneuronas colinérgicas en el neoestriado regulan el estado de disparo de
potenciales de accion (PA) y el estado silente (silent up states) producido por la
apertura de los canales KCNQ (Shen et al., 2005) (Figura 24).
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Fig. 24. (A) Micrografia de una neurona espinosa mediana y una interneurona colinérgica. (B)
registro de la respuesta electrofisioldgica de la neurona espinosa mediana ante un estimulo de
corriente de 200 pA y 200 ms de duracion: control, se observa un trazo sin potenciales de accion
(silente), el canal-M se encuentra abierto (presencia de Iv) y después de la aplicacion de linopirdina
(agonista que activa al receptor muscarinico y en consecuencia a la cascada de sefalizacion, el
canal se cierra y como consecuencia Im se suprime) aparecen potenciales de accion por un
aumento en la excitabilidad de la neurona.

1.8 Canalopatias epilépticas

Todas las células excitables (neuronas, células musculares lisas, esqueléticas y
cardiacas) presentan en su membrana celular una serie de proteinas que forman
canales por donde pasan iones (canales ionicos). Existe una gran diversidad de
canales ionicos que son fundamentales en las funciones celulares. Se abren y
cierran en respuesta a las sefiales eléctricas, mecanicas y quimicas. Se tienen al
menos tres tipos de canales: canales dependientes de voltaje, canales unidos a
ligando y canales metabotrépicos. El actual interés en el estudio de estos canales
se fundamenta por presencia de ciertas alteraciones hereditarias o adquiridas,
llamadas canalopatias, en las que el funcionamiento fisiolégico de los canales esta

abolido o modificado (Carizosa, 2011). Las canalopatias estan involucradas en
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entidades clinicas muy variadas, como las miopatias hereditarias, ataxias
episodicas, algunos tipos de epilepsias, sindrome del QT largo y la migrafa
hemipléjica familiar, entre otras. La primera canalopatia en humanos se identifico
en 1991 (Rojas et al., 1991), en la actualidad se conocen alrededor de diez genes
mutados solo para los canales de potasio (K*), que se relacionan con diversas
enfermedades neuroldgicas, entre ellas la epilepsia (Jentsch et al.,, 2000;
Carizosa, 2011). Las canalopatias genéticas son el resultado de mutaciones en los
genes que codifican un canal i6nico o alguna de sus subunidades. Para la mayoria
de las canalopatias la terapia es paliativa y se dirige a la sintomatologia de la
enfermedad (tratamiento médico) o a los canales idnicos propiamente,
aumentando o disminuyendo la corriente i6nica correspondiente (Gunthorpe et al.,
2012). Para un numero significativo de pacientes la terapia a menudo es limitada
debido a la falta de eficacia y a la tolerancia misma a los medicamentos.
Actualmente, se tiene la esperanza de una terapia génica como un potencial
tratamiento de las canalopatias (tratamiento bioldgico) que permita una mayor
eficacia (Wykes y Lignani, 2017). La tabla 2 resume las canalopatias epilépticas

descritas hasta ahora.

CANALOPATIAS EPILEPTICAS

Tipo Siglas Cromosoma Gen Canal Receptor
Convulsiones CNFB 20913.2 KCNQ2 K* V-D
neonatales 8924 KCNQ3 K* V-D
familiares

benignas

Epilepsia EGCF+ 19g13.1 SCN1B Na* V-D B1
generalizada 2024 SCN1A Na* V-D a1
con CF plus

Epilepsia EADNFL 20913.29q13.3 CHRNA4 Na* Nicot alfa 4
frontal 15924 CHRNAS Na* Nicot alfa 3
nocturna AD 1p21.1-g2 CHRNB2 Na* Nicot beta 2

Tabla 2. Canalopatias epilépticas. Los canales de K* y Na* son afectados por diferentes
mutaciones y producen epilepsias. Los genes afectados son KCNQ, SCN y CHRN.
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1.8.1 Mutaciones en los canales de K* tipo-M (KCNQ)

En varias enfermedades que producen sindromes epilépticos se han encontrado
mutaciones en los genes que codifican canales idnicos: La epilepsia nocturna del
I6bulo frontal es causada por mutaciones en el receptor de acetilcolina de tipo
nicotinico en las neuronas, aqui se afectan los genes CHRNA4, CHRNB2; en la
epilepsia generalizada con convulsiones febriles estd mutado el canal de Na*, en
la subunidad censora de voltaje o en el receptor de GABAAa, los genes mutados
son SCN1B, SCN1A, GABRGZ2; en la ataxia episddica el canal afectado es de K*
gatillado por voltaje, el gen mutado es KCNAL; en la convulsién neonatal familiar
benigna, los genes mutados son KCNQ2 y KCNQ3 (Lerche et al., 2001).

En el humano se han encontrado alrededor de 70 genes para canales de K*, pero
solo algunos han sido ligados a enfermedades. La familia de canales KCNQ esta
formada por KCNQ 1, 2, 3, 4 y 5; y mutaciones en cuatro de ellos producen
enfermedades que incluyen arritmias cardiacas, sordera y epilepsia (Jentsch,
2000). Los canales asociados a la enfermedad que interesa en este trabajo son
los KCNQ2 y KCNQ3.

Especificamente, en la convulsion neonatal familiar benigna se han reportado
diferentes tipos de mutaciones. Se localizan principalmente a dos niveles: (1) en el
gen KCNQ2 en el cromosoma 20g13.3 y (2) en el gen KCNQ3 en el cromosoma
8924 (Biervert y Steinlein, 1999). Los cambios en el canal se muestran en la figura
25; se puede observar que las modificaciones (empalmes, inserciones vy
deleciones) se localizan en el poro y en el asa del carbono terminal. Estos
cambios reducen la corriente maxima de iones acarreados por los canales de tipo-
M, sin afectar la selectividad idnica o las propiedades de gatilleo. Las sustituciéon
de arginina por triptéfano en el dominio S4, que es sensitivo al voltaje, en la
subunidad KCNQ2 (R214W) produce cambios en la cinética del canal (Figura 26):

una apertura mas lenta y un cierre mas rapido (Castaldo et al., 2002).
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Fig.25. Esquema de los canales de K*: a la izquierda KCNQ2 y a la derecha KCNQ3. Los circulos
(+, insercion; -, delecién y S, procesamiento “splice”) indican las mutaciones encontradas en las
convulsiones neonatales familiares benignas (modificado de Lerche et al., 2001).

A2B5P  G280D

@ BFNS

@ epileptic encephalopathy

Fig. 26. Esquema que muestra las mutaciones en KCNQ2 implicados en las epilepsias genéticas.
Los grupos de genes estan representados en diferentes colores. BFNS lugares mutados en
las convulsiones neonatales familiares benignas (Oyrer et al., 2017)
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1.9 Los modelos matematicos en las corrientes idnicas

Una manera de comprender los mecanismos de la generacién de potenciales de
accion es el uso de modelos matematicos. Los primeros en desarrollar esta tarea
fueron Hodgkin y Huxley (1952). Estos autores construyeron un modelo de tipo
fenomenoldgico: cada resultado experimental y su analisis matematico permitio la
determinacién de variables como la conductancia maxima, las compuertas de
apertura y cierre y sus velocidades. Con el modelo matematico resultante
predijeron la existencia de sensores de voltaje en las proteinas por donde pasaban
los iones de Na* y K* de manera selectiva. Sugiriendo la existencia de canales
iGnicos, mismos que fueron descubiertos posteriormente. Con el paso de los afios,
estos modelos han sufrido modificaciones, he incluso se han simplificado. Varios
autores han realizado este tipo de estrategia para generar trenes de potenciales
de accion (Ermeentrout y Kopell, 1986; Abbott y Kepler, 1990; Destexhe, 1997;
Kistler et al, 1997; Richardson el al., 2003; Fourcaud-Trocmé et al., 2003; Gerstner
y Kistler, 2002; Izhikevich, 2007). Sin embargo, estas estrategias, de reduccion, no
predicen el efecto de los parametros (parametros fisiolégicos), como si lo hace un
modelo detallado.

A un modelo detallado se le puede agregar mas corrientes idnicas y estudiar su
efecto. Por ejemplo, la Im y la lavp han sido modeladas para reproducir el
fendbmeno de adaptacion en el tren de PA (Kobayashi y Kitano, 2016). La figura
27, muestra la reproduccion de estos modelos. Se presenta el caso de no

adaptacion, el caso cuando se aplica I y el caso cuando se aplica lanp.

_ b c

No Adaptaion Iy @ 9y=0.1[mS/cn] | apgp © Gae= 0.2 [mS/en?]
40 40 40
E 0 :é; 0 E 0
< a0 S -0 < 40

-80 - 80 : 80 ;

0 500 1000 1500 0 500 1000 1500 0 500 1000 1500
Time [ms] Time [ms] Time [ms]

Fig. 27. Simulaciones de neurona de corteza con un modelo detallado. (a) generacién de espigas
sin adaptacion. (b) simulacidon con adaptacion debida a la corriente Im con una conductancia de 0.1
mS/cm?. (c) adaptacion debida a la corriente lanp con una conductancia de 0.2 mS/cm?.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Simuladores de la corriente de potasio tipo-M en el Internet

Selyanco y Brown en 1999 realizaron un trabajo en el cual simularon la actividad
del canal tipo-M, para esto utilizaron el programa CSIM (version 2.0, axén
Instruments) al buscar el programa en la web se encuentra una pagina llamada
MOLECULAR DEVICES COMPANY la cual se encarga de proveer amplificadores,
digitalizadores, softwares y mas material para la realizacion de patch-clamp,
voltaje-clamp y current-clamp. Al ingresar a la pagina

(https://www.moleculardevices.com/systems/axon-conventional-patch

clamp/pclamp-11-software-suite) se muestra su version mas reciente pCLAMP 11

Software Suite. Cabe mencionar que la version utilizada por Selyanco y Brown ya

no se encuentra en la pagina.

3. JUSTIFICACION

Debido a que las neurociencias son primordialmente experimentales, actualmente,
su enseflanza en el mundo ha cambiado. Los simuladores han resultado de suma
utiidad por dos razones principales: (1) los altos costos que implica la
implementacion de practicas de laboratorio y (2) el uso indiscriminado de animales
para este propoésito. A nivel licenciatura estos factores se agravan por el alto
namero de alumnos en los cursos. En Internet existen varios simuladores para la
neurociencias como son VCell, NEURON o GENESIS. Se puede definir a este tipo
de simuladores como de propdsitos generales, es decir, tienen la potencialidad de
simular cualquier neurona y canales i6nicos implicados, siempre y cuando se
cuente con los datos anatdmicos y electrofisiol6gicos del caso. Generalmente, su
principal uso es de investigacion, aunque algunos autores han desarrollado
modulos limitados para la ensefianza. En cualquier caso, el aprendizaje de estos
programas requiere cierto tiempo que rebasa el tiempo destinado a un curso de
biofisica en la licenciatura. Una alternativa es disefiar simuladores con un alcance
menor, que traten un solo tema a la vez, de manera que el tiempo de aprendizaje

para su uso sea de solamente algunos minutos. Basados en esta estrategia de
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ensefianza-aprendizaje, en este trabajo se disefid y desarrollé un simulador de la

electrofisiologia del canal de potasio tipo-M.

4. OBJETIVO GENERAL

Diseflar y desarrollar un simulador de la corriente de K* tipo-M que permita
demostrar la utilidad de la biofisica en un proceso de sefializacién neuronal normal
comparada con un proceso de sefalizacion neuronal patologica en la convulsion
neonatal familiar benigna; como un ejemplo del uso de un modelo matematico y

computacional en un proceso real.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desarrollar un modulo interactivo para introducir al usuario al tema de la
enfermedad de convulsiones neonatales familiares benignas, la estructura

molecular y electrofisiologia del canal de K* tipo-M.

Desarrollar un simulador para la ensefianza-aprendizaje de la electrofisiologia de

neuronas de hipocampo en pacientes con convulsién neonatal familiar benigna.

Desarrollar un simulador para le ensefianza-aprendizaje de la regulacion de la

excitabilidad neuronal debido a la corriente de potasio tipo-M.

Desarrollar un simulador de la corriente idnica producto del canal de K* tipo-M en

pacientes neonatales normales.

6. MATERIAL Y METODO

Se disefié y desarrollé un programa interactivo para la ensefianza-aprendizaje de
la implicacion del canal de potasio tipo-M en pacientes que presentan la
enfermedad de convulsiones neonatales familiares benignas. El programa lleva
por nombre “Convulsionar-CNFB” version 1.0 y se divide basicamente en un menu

de lecciones que incluye 8 temas, un menu de simuladores que incluye tres
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simuladores y una seccion que muestra el modelo matematico y las ecuaciones
que se utilizaron en esta primera version del programa. El programa fue escrito en
lenguaje Visual Basic® version 6.0 para ambiente Windows® con una resolucién

de color verdadero y que es ejecutable en Windows desde XP a Windows 10.

6.1 Metodologia del leccionario

El mena de lecciones incluye ocho temas cada uno de ellos cuentan con una
imagen, un cuadro de informacion sobre el tema y botones que sirven para ir a la
siguiente leccion, regresar al menu de lecciones o salir del programa.

Para la realizacion de este leccionario primero se buscaron las imagenes que
servirian de apoyo visual y que fueran de acorde a la informacion que se presenta
en cada pantalla, dichas imagenes fueron después realizadas a mano alzada,
coloreadas y finalmente editadas computacionalmente. Después se selecciono la
informacion que apareceria en cada pantalla teniendo en cuenta que dicha
informacion fuera clara y concisa. Finalmente se hizo uso del programa Visual
Basic version 6.0 para llevar a cabo el disefio de cada pantalla del leccionario, que
incluia siempre un color de fondo, un encabezado, un menu en la parte superior
de la pantalla, y los botones que servirian de enlace con otras interfaces del
programa mediante el uso de comandos especificos para cada accion.

6.2 Modelo matematico

El modelo mateméatico para el tren de disparo de potenciales de accién en
pacientes enfermos esta basado en el modelo de Hodgkin y Huxley de 1952. El
sistema de ecuaciones se derivd de un modelo eléctrico donde cada canal esta
representado por una resistencia eléctrica variable unida en serie a una bateria
gue representa la diferencia de concentracion del ion entre el medio extracelular e

intracelular. La figura 28, muestra el modelo eléctrico correspondiente.
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Fig. 28. Modelo eléctrico de las propiedades activas de la neurona. Las resistencias cruzadas con
una flecha corresponden a los canales de Na* y de K*, los cuales se abren o cierran dependiendo
del voltaje. Las pilas conectadas en serie con estas resistencias corresponden al potencial debido
a la diferencia de concentracion del ion. RL corresponde a la resistencia de fuga; se le considera
constante y el capacitor son los fosfolipidos en la membrana.

Las ecuaciones diferenciales del modelo deben ser resueltas simultaneamente

(Ecuaciones 1 a xx).

d
€Y = guam*h (Ve — V) + ghn* WV = V) + g, (V= V) +1 (1)

T =t (V) (AL = m) = B (VIm 2)
2= (V)@ = h) = B (VA (3)
2 = 2,(NA=1n) = (V)0 (4)
Doénde:
V= voltaje

C = capacitancia
gna = conductancia de sodio
gk = conductancia de potasio

gL = conductancia de fuga
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VNa = potencial de inversion del sodio

Vk = potencial de inversion del potasio

VL = potencial de inversion de fuga

m, n'y h compuertas de apertura e inactivacion

| = corriente aplicada

Las constantes de velocidad (om, Bm, on, Bn, on Y Bn) que se obtuvieron de los
experimentos de Hodgkin y Huxley indican de alguna manera las velocidades de

apertura, cierre o inactivacion de los canales (Ecuaciones 5 a 10).

0.1(Vy,+35.0)
Om = (_(Vm+35.0)> (%)
(1.—3 o U )

B = 4.0 e(—(V,, + 60.0)/18.0) (6)
ay = 0.07 e (—(V,, + 60.0)/20.0) 7)
Brn = 1./(1 + e(—(, + 30.0)/10.0)) (8)
an = 0.01(V, + 50.0)/(1 — e(-Vm+50.0/10.0)) (9)
B, = 0125 ¢ 500 ) (10)

Para la generacion de potenciales de accion en neonatos normales, al modelo de
Hodgkin y Huxley (1952), se le agrega otra resistencia variable que significa el
canal ionico tipo-M. Las ecuaciones diferenciales 11 a 15, lo representan y se

suman al modelo de Hodgkin y Huxley.

ITZICm+IM+INa+IK+IL (11)
Doénde:
IT = corriente total

lcm = corriente en el capacitor
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Im = corriente M
Ina = corriente de Na
Ik = corriente de K

IL = corriente de fuga

Para el caso especifico de Im:
Iy =Gy(Vy —V) (12)
Donde:
V es el voltaje
Vwm es el potencial de equilibrio para la corriente M

Gw es la conductancia del canal tipo-M y esta dado por:
A ze -1
Gy = Gy [1 + exp = (Ve — V)] (13)

G =l et -w] a9

Bm Bm(0) =) L2kt
Ty = (ay + Bu) ™ (15)

Dénde:

G, es la conductancia maxima obtenida cuando el mayor porcentaje de los

canales tipo-M estan abiertos

z es la valencia aparente del sensor de voltaje

V= es el potencial de membrana para la mitad de los canales en estado abierto

ay es la constante de velocidad de apertura del canal

By es la constante de velocidad de cierre del canal
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7. RESULTADOS

Inicialmente, al abrir el simulador aparece la pantalla de “MENU PRINCIPAL”
donde se localizan tres botones para acceder a: un “MENU DE LECCIONES”, un
menu de “SIMULADORES”, y al “MODELO MATEMATICO” utilizado para simular
la actividad del canal de K* tipo-M. En la figura 29, se muestra ademas un cuarto

boton para “SALIR” del programa.

5 IM-BIFE [E=N B

SALIR AUTORES  AVUDA

IMENU PRINCIPAL

e —‘:’\L..l.\)"\,-‘“—-f—*"JﬂMJ '*nhr\‘.
e | e |1 Ap—

— i —ir

Fig. 29. Interfaz con el menu principal del programa. Se localiza también una barra de menu en la
parte superior de la pantalla para salir, autores y un menu de ayuda.

7.1 M6édulo de lecciones

Como parte de una introduccion al tema de la corriente de K* tipo-M se incluy6 un
modulo de lecciones que se muestra en la figura 30. En esta pantalla el usuario
puede visualizar un mena de lecciones que incluye informacién sobre los
sindromes epilépticos, la epilepsia neonatal familiar benigna, cémo se produce
dicha enfermedad, los canales de K*, las mutaciones que presenta el canal tipo-M
y sobre la corriente de K* tipo-M, entre otras.
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Fig. 30. En esta interfaz el usuario puede acceder a cada una de las lecciones que desee conocer.
Con los ultimos botones de color naranja el usuario puede regresar al mena principal o salir del
programa.

En la figura 31, se muestra la primera leccion sobre el tema de este trabajo, donde
el usuario tendra acceso a una breve descripcién sobre qué son los sindromes
epilépticos y en qué consisten. Se muestra también una imagen de un neonato
con CNFB. En la barra superior muestra: autores, ayuda y salir.

B3 SINDROMES EFILEPTICOS = ESR

AUTORES  SallR
|siNDROMEs EPILEPTICOS

Lna convulsion neonatal es la marifestacion de una disfuncion
del sistema nervioso central. Los recién nacidos pueden
convulzionar por multiples factores, coma parto laborioso,
hipoxia, acidosis/hipercapnia, hipoghicemia o hipocalcemia,
E ste tipo de sintomatologia en el neonato es en si un
marcadar de morbilidad neurcldgica p su control serd factor

Jr— prondstico del desarollo del nifio. Mo siempre son faciles de

- reconocer, pueden ser asintomaticas, presentarse como crisis

generalizadas, movimientos oculares, bucolinguales o apneas;
debido a la estiuctura cerebral neonatal. suelen dejar secuelas v

-

Fig. 31. En esta interfaz se muestra informacion sobre los sindromes epilépticos.
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Se encuentran botones para regresar al menu de lecciones, ir a la siguiente leccién o salir del
programa.

Continuando con las ventanas del médulo de lecciones se muestra en la figura 32
una pantalla donde el usuario encontrard informacion mas detallada sobre la
CNFB, asi como un poco de su historia. Desde esta pantalla el usuario podra
acceder a la siguiente lecciéon o en su caso volver al “MENU DE LECCIONES” o
“SALIR” del programa. En la parte superior de la pantalla se encuentra un menu

con “AYUDA”", “AUTORES” y “SALIR".
B3 CONVLILSIONES NEONATALES FAMILIARES BEMIGNAS =R (EEN =

AUTORES  SALIR

|CONVULSIONES NEONATALES FAMILIARES BENIGNAS

En 1341 Antoni describid una forma hereditania de corwulsiones ~
neonatales que remitian despugs del desarallo neuroldgico [Antoni,
1947]. Rett v Teubel fueron los primeras en describit el sindrome

Familiar (Fiett v Teubel, 1984]. En 1989 las convulsiones neonatales
familiares benignas [BFMC, del inglés), se incluyeron desde 1989, en

las clasificaciones de epilepsia y en los sindromes epilépticos. Leppert

et al [1989) mapearon el primer gen de CHFB en el brazo largo del
cromesoma 20; un segundo locus fue identificado en &l cromosoma 8,
Una década después. se identificaron dos genes [KCNOJZ p KCHG3)
fueron identificados en CMFB [Singh et al., 1998; Charlier et al., 1938). w

SALIR |

Fig. 32. Interfaz con leccion detallada de la CNFB. El usuario puede volver a las lecciones,
avanzar a la siguiente leccion o salir del programa.

En la figura 33, se muestra otra pantalla donde el usuario encontrara informacion
sobre como se produce la Convulsion Neonatal Familiar Benigna. Ademas
encontrara un diagrama para complementar dicha informacién. También, se podra
regresar al “MENU DE LECCIONES”, avanzar a la siguiente leccion o “SALIR” del
programa.
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3. COMO SE PRODUCE LA CNFB
SallR AUTORES

[E=REER

COMO SE PRODUCE LA CNFB

Lar convubiones neonatales famiiares benignas corresponden A
2 Lna enfermedad gendiica de tipo autosémica dominarte. EI
[palicn de herencia autosemica dominante se da cuando el

alelo alterado e dominantz sobre &l nomal y basta una sola
copia para que se expiese |a enfeimedad. A1 ser autosomico. el
gen se encuertra en una de los 22 pares de cromasomas no
sesuales. o autosomas, pudiendo afectar con igual

prcbabiidad a hios e hias: El sl alterada se puede haber
heredado tanto del pare como de s madie. Nomalments s2

Fig. 33. Interfaz con leccién sobre como se produce la CNFB, el usuario puede salir del programa o

avanzar a la siguiente leccion si asi lo desea.

En el menu de lecciones, se encuentra la leccién sobre las “CANALOPATIAS

EPILEPTICAS”. En la figura 34, se muestra la pantalla donde se incluy6 una tabla

con las diferentes canalopatias epilépticas, asi como el cromosoma, el gen y el

canal que afectan dichas canalopatias, entre otros datos. El usuario puede

“SALIR” del programa con el botén “SALIR” o con la barra de la parte superior

donde también encuentra informacion sobre los “AUTORES”, y una guia de

“AYUDA”.

B} CANALOPATIAS EPILEPTICAS
SALIR AUTORES AYUDA

CANALOPATIAS EPILEPTICAS

= |

CANALOPATIAS EPILEPTICAS

Tipo Siglas Cromosoma  Gen Canal

Convulsiones  CNBF 20q13.2 KCNQ2 K*
nzonatales

familiares 8q24 KCNQ3 K+
benignas

Epilepsia EGCF-  19q13.1 SCN1B Na*
generalizada

con CFplus 2q24 SCN1A Na*

Enilepsia EADNFL  20913.2913.3 CHRNA4 Na*
frontal

.\
noctuma AD Na

15q24 CHRNA3

1p211q2  CHRNBZ M@

Receptor
V-D

V-D
V-DB,

V-Da,
Nicotalfa 4

Nicotalfa3

Nicot beta 2

E+iste una gran diversidad de canales iénicos que son
fundamentales en s funciones celulares. Se abien v cienan
en respuesta a las sefiales sléchicas, mecanics y quimics
Se lienen al menos kres lipos de canales: canales
dependiertes de valiaie, canales unides a liganda y canales
metabotdpicos. El actual interés en el estudio de estos
canales 52 fundamenta par presencia d cieitas alteracianes
herediterias o adquiidas, lamadas canalopat s, en lss que
el funcionamierta fisiolgico de los canales estd abolida o
modficado [Carizosa. 2011). Las canalopatias estén
involucradas en entidades clinicas muy variadas, como las
miopatias herediariss, atasias episadicas, algunas tipos de
eplepsias, sindrome del T largo y la migrafia hemipléiioa

REGRESAR & MENU LECCIONES
CANALES DE K+

P

v

Fig. 34. Interfaz con tabla de los tipos de canalopatias que existen e informacion sobre ellas. El

usuario podra acceder a la siguiente leccion, salir del programa o volver al menu de lecciones.
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El esquema tipico de un canal de potasio se muestra en la figura 35. Aqui el
usuario encontrara informacion general de los canales de potasio y podra
visualizar dos imagenes: una donde se dibujé un canal de potasio con sus cuatro
subunidades, y su respectiva explicacion. A esta pantalla se agregé un boton con
la leyenda “SUBUNIDAD DEL CANAL DE K*”, que lleva a una interfaz donde se
muestran estas subunidades. Cuando el usuario lo requiera podrd “SALIR” del
programa, avanzar a la siguiente leccion, o volver al “MENU LECCIONES”.

B CAMAL DE K+ - a X

CANAL DE K+

El tipico canal K+ rsqulado por woltsie s un conjunto de custio A
subunidades transm idénticas (o similar

SALIR - AUTORES  A¥UDA

rodean un
oo ceniral. Cada subunidad tene seis cruces fansmembrana (51
56), can extremos tanto N cama C en el lada intracelular dela
membrana (panel superiar izquierdal. La parte més estrecha del
paro, el filra de: selectividad, esta formada por un bucle sntre 55 3
56 el sensar de valtaje incluye |a regién 54 con sus mltples

cargss positivas. Tiene solo dos helises transmembrana: |2 hélics
evtema es homéloga a 55 1 la héliee interma a 56, Las cualie
esferas marcan [os cuatio sities de union a iones K-+ estos estan
\ipicamente ocupados por akear iones K+ p moléculas de agua

SUBUNIDAD DEL CAMAL DE K+ ‘

REGRESAR A MENU LECCIONES ‘

INTRACELUILAR f CaNAL DE K+ TIPO-M ‘

SALIR

Fig. 35. Interfaz con informacién general sobre la estructura del canal de potasio y una imagen que
ayuda a comprender mejor dicha informacion.

Una subunidad del canal de potasio tipo-M se muestra en la figura 36. En esta
misma pantalla se localiza un menua superior en el que se encuentra una guia de

“AYUDA", para usar el programa.
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B CANAL DE K+ — ] X

CANAL DE K+

E| lipico canal Ko+ regulado por vollgie es un conunto de cugtio &
subunidades hiansmembrana idénlicas [0 similares) que odean un
oo cential, Cada subunidad tiens seis cruces ansmembrana (51
561, con extiemos tanta N como C en el lado intracelular de |
merbrana [panel superior izquierda). La parte més estiecha del
poio, el filra de selectividad, st formada por un bucle enlie S5
56 el sensor de volale incluye |a regin 54 con sus maliples
caigas positivas, Tiene solo dos helices tansmembrana; |a helice
extemna es homeloga 3 55 1 Ia hélice intema a 56, Las cuatio
esferas marcan [os cusito sitios de Urién a iones Ko estos estén
ipicamente ocupados por altemar iones K+ y moléoulas de agua

Fig. 36. En esta interfaz se visualiza la subunidad del canal de potasio y también cuenta con la
barra de menu con autores, ayuda y salir.

La figura 37, corresponde a una pantalla en la que el usuario podra encontrar una
imagen del “CANAL TIPO-M” con sus subunidades Kv7.2 y Kv7.3, junto a esta se
encuentra una descripcion sobre la estructura tetramérica del canal tipo-M El
usuario podra acceder a la siguiente leccion desde esta pantalla o volver al
“MENU DE LECCIONES”, asi como “SALIR” del programa.

3 CANAL DE K+ TIPO-M EIE

CANAL DE K+ TIPO-M

Una familia d= 40 genes forman ol grupo de canslesde A
K.+ gatilads por voliaie en humaros, dande s inchyen
canales de Ko+ activados por Ca++, restificadores de

ertrada [KIR) y canales con dos paros [K2P) (Gutman et

al. 2005, Los canales cadficados por los genes KCHE
presentan una estuctura formada por seis domirios
iransmembranales y una 42 que fama e pora. En la
nomenclatura (HUGO Gene Nomenclature Committee

[HGNC) & Intemational Linion of Phamacology

IUPHAR]] este candl foma parte de Ia famila de los

Fig. 37. En esta interfaz se muestran las subunidades Kv7.2 y Kv7.3.
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Las mutaciones que se han encontrado en los dominios trasmembrana del canal
tipo-M se muestran en la figura 38. Se acompafa de informacion sobre estas
mutaciones. De igual manera, se anexo un boton con la leyenda “CANAL KCNQ3”
para cambiar de imagen. Si asi lo desea el usuario podra “SALIR” del programa,
regresar al “MENU DE LECCIONES” o pasar a la siguiente leccion.

5 MUTACIONES DEL CANAL KCNOZ ¥ KCNGQ3 - [m] X
SalIR AUTORES  AYUDA

En el humano se han encontrado aliededor de 70 genes para A
anales de Ko, pera solo algunos han sido ligados
enfermedades. La familia de canales KCNG esta formada por
KCMO 1. 2. 3, 4 ¢ 5; p mutaciones en cuatro de elos producen
enfermedades que incluyen aritmias cardiacas, sordera y
epilepsia. Loz canales asociados a la enfermedad que interesa

en este tabajo son los KCND2 y KEM3 [entsch, 2000)
Especificamente, en la convulsion neonatal familiar benigna se
han reportada diferentes tipos de mutaciones. Se localizan
principalmente a dos niveles: [1]en el gen KCNG2 en el

Fig. 38. En esta interfaz el usuario podra analizar las mutaciones encontradas hasta ahora en el
canal de potasio tipo-M, apoyandose de un recuadro con la informacion sobre estas mutaciones.

Las mutaciones del “CANAL KCNQ3” se muestran en la figura 39, con una
ventana donde el usuario podra acceder a la siguiente leccion, “SALIR” del
programa, o volver al “MENU DE LECCIONES”, también podra consultar
“AUTORES”, acceder a una guia de “AYUDA” o “SALIR” del programa con la barra
de menu de la parte superior de la pantalla.
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B MUTACIOMNES DEL CANAL KCNQ2 ¥ KCNO3 - [m) X
SALIR AUTORES  AYUDA

En el humana se han encontrado akededor de 70 genes para
canales de K-+, pero solo algunos han sida igades o
enfenmedades. La familia de canales KENG esta formada por
KCNQ 1. 2 3. 4 5: y mutaciones en cualra de sllos praducen
enfeimedades que incluen aritmias cardiacas, sordera y

s asociados

epilepsia. Los candle: ala erfemedad que inter
en este Irabaio son los KCNG2 p KENG3 [entsch, 2000)
Especificamente, en la convulsién neanatal familar benigna se
han 12pertada diferentes tipes de mutacianes, S localizan
piincipalments a dos niveles: (1) en el gen KCNGZ en el

Fig. 39. Interfaz que muestra las mutaciones encontradas en el canal KCNQ3.

En la figura 40, se muestra una ventana donde el usuario podra encontrar
informacion de la “CORRIENTE TIPO-M", acompafiada de un dibujo en el cual se
muestra un pulso de voltaje y la corriente que se produce haciendo una
comparacion de la corriente tipo-M en condiciones normales (izquierda) y la
corriente-M inhibida (derecha). Se agregdé un boton con la leyenda
“POTENCIALES DE ACCION” la pantalla que este boton genera se encuentra en
la figura 41.
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3 CORRIENTE TIPO-M - m] X

CORRIENTE TIPO-M

IM fue detectada como una coriente que no inactiva con un
subumbral a -B0mY. La conductancia subyacente GM mostro una
curva de activacion sigmoidal entre B0 10 i, con activacion
mediaa-35my pun valor masimo (?M) de 84 +/- 14 [5.E.M) nS por
newrona. La sensibilidad al voltaje de GM puede ser expresada en
térmninos de una distribucidn Baltzmann simple para una sola particula
de campustta multivalente.

IM activa y desactiva a lo largo de un curso de lismpo exponencial
Cioh Una constante de tiempo que depende dnicamente del voltaje,
marimizando a 150 ms a 35 mW 3 22°C.

Las curvas comiente-voltajes instantaneas son aprosimadamente
linear en presencia de IM, sugiienda que los canales M no muestran

SALIR AUTORES  AVUDA

Figura 40. Interfaz con un dibujo que muestra la corriente que se genera durante un pulso de
voltaje en condiciones normales (izquierda) e inhibida (derecha).

Los potenciales de accion que se generan durante un pulso de corriente se
muestran en la figura 41, en esta pantalla el usuario podra comparar el potencial
de accién generado en condiciones normales y los potenciales de accién
producidos durante la inhibicion del canal de potasio tipo-M. En cualquier
momento el usuario podra “SALIR” del programa, avanzar a la siguiente leccion o
si es necesario volver al “MENU DE LECCIONES".

[ CORRIEMTE TIPO-M - a X
Sallr AUTORES

CORRIENTE TIPO-M

1M fue detectada como una canisnts que no inactiva con un ~
suburbral 3 -B0my. La conductancia subyacente GM moshio una

curva de activacin sigmeidal enre -50 y -10 m/, con activacidn

media a-35 Yy un valor maxima (M) de 84 +/- 14 (3.E.M) nS por
neurona, La sensihiidad al voltaje de G puede ser expresada en
términas de una distribuciin Boltzmann simple: para una sala particula

de compuerta multivalente

IM activa p desactiva a lo largo de un curso de tiempo exponencial

con Unia constante de tiempa que depende dnicamente del valtaie,
masimizando a 150 ms 2 -35 M a 22°C.
Las curvas itajes i & 5o i

linear en presencia de I, sugiiendo que los canales M no muestran

v

Fig. 41. Interfaz que muestra los potenciales de accién producidos por una inyeccion de corriente.
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Finalmente, como parte importante del simulador realizado, se anexd un botoén
para que el usuario pueda conocer el “MODELO MATEMATICO” que se muestra
en la figura 42. Para acceder a esta pantalla se debe ir al menu principal y pulsar
el boton de “MODELO MATEMATICO”. En esta pantalla se observa el modelo
eléctrico de Hodgkin y Huxley 1952, en esta imagen se le agregd una corriente
tipo-M, en esta pantalla se encuentra un boton con la leyenda “ECUACIONES DE
Im” el cual al ser pulsado desplegara una ventana que muestra las ecuaciones que
se utilizaron en este trabajo, ademas se encuentra un boton para volver al “MENU

PRINCIPAL” o para “SALIR” del programa.

5. WMODELD MATEMATICO - O X

SALIR AUTORES  AYUDA

Dutside todelo eléctico de las propiedades aclivas de la nedrona. A
Las resistencias cruzadas con una flecha corresponden a los
canales de Ma+ v de K+, loz cuales se abren o cierran
dependiendo del voltaje. Las pilaz conectadas en serie con
estas resistencias conesponden al potencial debido a la
diferencia de concentracion del idn. RL coresponde a la
iesistencia de fuga; se le congidera constante y el capacitor

" Ina Ix Ina h
) l '
N i
1 < < REGRESAR & MEND PRINCIPAL
—— - L
== £ . Ar Mg, 3R
T + [ t—l_ + ECUACIONES
i + | Ena T & - |ew T |E

SALIR

Inside

Fig. 42. Interfaz que muestra el modelo eléctrico desarrollado por Hodgkin y Huxley 1952, en la
cual se incluyd la corriente de potasio tipo-M.

7.2 Modulo de simuladores

Se implementaron tres simuladores: (1) un simulador para reproducir los
potenciales de accion en respuesta a un pulso de corriente, (2) un simulador para
obtener la corriente producida durante un estimulo de voltaje, y (3) un simulador
con dibujos que muestran a nivel molecular como funciona el canal de potasio
tipo-M cuando la célula es sometida a pulsos de corriente. La ventana de esta
interfaz con el “MENU DE SIMULADORES” se muestra en la figura 43.
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1
& SIMULADORES
SALTR  ALITORES  AYUDA

Fig. 43. Interfaz de usuario que muestra el menu principal para acceder a los simuladores.

7.2.1 Simulador “CONVULSIONAR-M"

La figura 44, corresponde al simulador denominado “CONVULSIONAR-M" en el
cual se producen PA derivados de un estimulo de corriente. Esta ventana consta
de tres compartimentos principales, el mas grande de ellos se divide en dos
osciloscopios en la parte superior se registra la corriente recibida por la neurona,
en la parte inferior se muestra el trazo de los PA generados por el pulso de
corriente que recibio la célula, Del lado derecho, se encuentra un segundo maédulo
mas pequefio que contiene casillas para ingresar los valores del “ESTIMULO”;
debajo de estas, se encuentran dos botones mas; uno para simular la actividad del
canal tipo-M en “PACIENTE CON CONVULSION NEONATAL FAMILIAR
BENIGNA" y otro mas para simular la actividad del canal tipo-M en “PACIENTES
NORMALES”. También existe una casilla para ajustar el valor de la conductancia
que se desee usar para la simulacion. Finalmente, se localizan tres botones para
“REGRESAR AL MENU SIMULADORES”, para “BORRAR” lo que se ha realizado
hasta el momento y otro méas para “SALIR” del programa.
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5 CONVULSIOMNAR-M - O X
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ESTiMULD

DURACION (200 ms)
AMPLITUD (8 nA)

PACIENTE CON CNFB
PACIENTES
NORMALES [TREN +
2]

REGRESAR &
MENL
SIMULADORES
SALIR

BORR&R

10

0 ms 390
50—

my

Fig. 44. Interfaz del simulador de potenciales de accion, se muestra del lado izquierdo los
osciloscopios donde se registran los trazos de la corriente inyectada y los PA. Del lado derecho, el
maodulo de estimulo.

En la figura 45, se muestra el registro de los PA que se producen durante un
estimulo de 200 ms y una amplitud de 8 nA, para pacientes con convulsion
neonatal familiar benigna. En la parte superior, se muestra el trazo de corriente de
estimulo. Si el usuario lo desea, puede regresar al “MENU DE SIMULADORES”,

“BORRAR?” los trazos registrados por el simulador o “SALIR” del programa.
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ESTiMULO

DURACION 20

AMPLITUD 2 (8 nAJ
i | L

i me 390
PACIENTE CON CNFB

PACIENTES

NORMALES [TREM +
1Km)

REGRESAR A

MEND
SIMULADORES

SALIR

BORR&R

(200 ms)

50—

my

Fig. 45. Interfaz que muestra los potenciales de accion producidos durante un estimulo en
pacientes con convulsién neonatal familiar benigna.

Como ejemplo de uso, se estimula a la neurona con un pulso, con una duracion de
200 ms, una amplitud de 8 nA, y un valor de conductancia de 0.2. Con este valor,

no se observa cambio como se demuestra en la figura 46.

B3 CONVULSIONAR-M - a X
SALIR - AUTORES  A¥LDA

10— ESTIMULD

200

DURACION

(200 ms)

AMPLITUD 8 8 nA)

[ |
0 ms; 330
PACIENTE COM CNFB . .
50— i PACIENTES
HORMALES (TREN 4
H Km) :

. il
v REGRESAR &
w MEND
SEI SIMULADORES

SALIR

BORRAR

-9g

Fig. 46. Interfaz que muestra los trazos de potenciales de accion de pacientes normales y con una
conductancia de 0.2 para el canal tipo-M.

En la figura 47, se muestran los PA generados en pacientes con CNFB (verde) y

en pacientes normales (rojo). El estimulo fue de 8 nA de amplitud y 200 ms de
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duracion. Se observa una disminucion en el nimero de potenciales conforme se
incrementa la conductancia de los canales de K* tipo-M. Conforme se aumenta la
corriente el potencial de membrana tiende a irse al reposo y a alejarse del umbral
de disparo. En consecuencia, en pacientes normales las neuronas de hipocampo
o de la corteza “frenan” los PA. En la convulsion neonatal familiar benigna, la
union de la acetilcolina al receptor muscarinico cierra los canales y el PM alcanza

el umbral de disparo. Se producen rafagas de PA y el neonato convulsiona.

Fig. 47. Interfaz que muestra la disminucién del nimero de PA en pacientes normales. (A) El valor
para la conductancia del canal tipo-M fue de 0.5 nS/cm?, (B) simulacién con gK* = 0.6 nS/cm?, (C)
simulacion con gK* = 1 nS/cm?2. La neurona ha disminuido su excitabilidad.
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7.2.2 Simulador “ SENALIZAR-M"

Se realiz6 un segundo simulador en el cual se muestran los procesos que ocurren
a nivel celular debido a la union de la acetilcolina al receptor M1. En la figura 48,
se muestra la pantalla de inicio de este simulador. Esta pantalla se encuentra un
solo osciloscopio en el cual se observaran los registros de los PA, cuenta también
con un boton azul grande para acceder a la simulacion “CONDICIONES
INICIALES”. Aqui se define condiciones iniciales como el registro intracelular de
una neurona (por ejemplo, de la corteza cerebral o del hipocampo) con el receptor-
M sin agonista. El botén “RESTABLECER” permite al usuario volver a iniciar con el

proceso de simulacion sin tener que regresar al “MENU SIMULADORES”.

B3 SERALIZAR-M X

A¢UDA - SALIR AUTORES

RESTABLECER
REGRESAR A
MEND

SALIR

“9g

BORRAR

Fig. 48. Interfaz que muestra la ventana de inicio del simulador. Con el botén “condiciones iniciales”
se ingresa al simulador.

La figura 49, muestra la interfaz del simulador. Aqui se muestra una imagen con el
receptor M1 unido a la proteina Gaqgi1 y el canal tipo-M unido a PIP2. Las
concentraciones altas de PIP2 unido al canal (canal fosforilado) lo mantienen
abierto. Recientes investigaciones sugieren que los niveles de PIP2 en membrana
y unido al canal juegan un papel importante en la apertura o cierre del canal tipo-
M: altas concentraciones lo mantienen abierto; bajas concentraciones lo cierran.
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Cuando el receptor-M esta libre, el canal de K+ tipo-M esta fosforilado y abierto.
En estas condiciones (iniciales) en el simulador al estimular la neurona con un
pulso de corriente de 200 ms de duracion y 8 nA de amplitud se generan
solamente algunos PA e inmediatamente la corriente de K+ saliente por el canal-M
tiende a repolarizar la neurona y cesan los PA (figura 49, ver osciloscopio). En
esta interfaz también se muestra una pequefia explicaciéon de la imagen que

aparece.

by SERALIZAR-M b

AYUDA SALIR - AUTORES

“CANAL TIPO-M SE ENCUENTRA ABIERTO™

Eepacio

axtracelular
(%)
fspacio &

Intracelular

CONDICIONES
INICIALES

El canal M funciona como un "freno” enlas descargas de A
L | potenciales de accidn repetitiva y, como tal, fiene un
- papel dlave en laregulacion de ia excitabilidad de

RESTABLECER
REGRESAR A
MEND

SALIR

v

90|

BORRAR

Fig. 49. Interfaz que muestra la imagen de las condiciones iniciales. El canal tipo-M esta abierto. El
receptor-M estd libre. La excitabilidad de la neurona esta disminuida y los PA ya no se producen.

Al finalizar la simulacibn aparece en la ventana un boton de color verde
“ACETILCOLINA”. Con este boton se accede al simulador para estudiar el efecto
de la acetilcolina (Figura 50).
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AVUDA  SALIR - AUTORES

"CaMAL TIPO-M SE ENCUENTRA ABIERTO™
Eepacio
axtracelular

ACETILCOLINA

my
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REGRESAR A
MENL

SALIR

90|

BORRAR

Fig. 50. Interfaz de transicion. Con el botén “ACETILCOLINA” se accede al simulador propiamente
dicho.

La pantalla que se abre al pulsar el botén verde “ACETILCOLINA” se muestra en
la figura 51. En esta ventana aparece una imagen en la cual se muestran el
receptor M1 unido a un agonista (en este caso el enddgeno, acetilcolina) y a la
proteina Gaqii, al suceder esta union se inicia una cascada de sefalizacion que
concluye con el cierre del canal tipo-M. Actualmente, se sabe que esta cascada de
sefalizacion disminuye la concentracion de PI(4,5)P2, como consecuencia se
cierra el canal. Al cerrarse el canal tipo-M aumenta la excitabilidad de la neurona y
se producen PA como parte de una respuesta a una sefial. Al terminar la sefal
recibida la acetilcolina se disocia del receptor y nuevamente el canal queda abierto
regulandose asi su actividad.
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REGRESAR A
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SALIR

CANAL TIPO-M CERRADOD
BORR&R

La corriente fipo-M se inhibe estimulando receptores ~
espaciiicos. cuyos sustratos son neurctransmisoras
comunes, como la acetilcoling, v algunos péptidos, como

|2 hormona liberadora de hormana luteinizante (LHRH),

Fig. 51. Interfaz que muestra los disparos de potenciales de accién generados al activarse el
receptor-M con la acetilcolina.

7.2.3 Simulador “REGISTRAR-M"

Para simular la corriente de K* tipo-M, se accede al simulador desde el menu
principal de “simuladores”. La figura 52 muestra la interfaz correspondiente;
consta de tres partes: del lado izquierdo, se encuentran dos osciloscopios, en la
superior se registran los trazos de corriente —vs- tiempo; en la inferior, se registran
los trazos del pulso de estimulo. Del lado derecho, se enCuentran dos recuadros,
el superior, para ingresar la amplitud del estimulo (-60 a 30 mV) y el inferior para la
duracién del estimulo (200-250 ms). Debajo de estos, se encuentra el boton
“SIMULAR” para iniciar con la simulacion. Finalmente, en la parte inferior derecha
de la pantalla se localizan tres botones, en caso de que el usuario necesite
“REGRESAR AL MENU”, “BORRAR” los trazos generados hasta el momento o
“SALIR” del programa.
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500 —

Vclamp (-60 a 30 mY)
DURACION (200-250 ms)

nA

Fig. 52. Interfaz que muestra la ventana del simulador de la corriente tipo-M.

La figura 53, muestra la simulacién de la corriente tipo-M generada con estimulo
de fijacion de voltaje de -60, -40, -20 y 10 mV, con una duraciéon de 250 ms. El
grafico inferir muestra los pulsos de voltaje que se han ido utilizados. Se observa

una corriente saliente que no inactiva.

B3 REGISTRAR-M o x
SALIE AUTORES AFUDE

500 -
Velomp | 60 o 30 mv)

DURAGION [ (200-250 ms)

Fig. 53. Simulaciones con pulsos de fijaciéon de voltaje desde -60 a 10 mV. La corriente se observa

con claridad desde -40 mV, segundo trazo de abajo a arriba. A esos potenciales, la apertura del

61



canal, obliga a la salida de K*. La pérdida de cargas positivas produce una repolarizacion y el
potencial de membrana tiende a regresar al reposo. La consecuencia es que la neurona no
produce PA.

8. DISCUSION

Después de la estimulacion del receptor a muscarina; por ejemplo, con
acetilcolina, se suprime la corriente de K* dependiente de voltaje de tipo-M. Para
gue esto suceda se tienen que coordinar la integracibn de tres sefales
intracelulares: (1) la calmodulina, (2) la proteina kinasa C (PKC) y (3) la deplecion
de P(4,5)IP2 (Kosenko et al., 2012). El canal de K* tipo-M esta formado por
subunidades tetraheterométricas que controlan la excitabilidad y la frecuencia de
disparo de las neuronas. La mutacion de los genes KCNQ producen condiciones
neuropatolégicas en la excitabilidad congénita y en la epilepsia incluyendo las
convulsiones neonatales familiares benignas (Cooper y Jan, 1999; Jentsh, 2000,
Miceli et al., 2013).

El mecanismo de interaccion entre el receptor metabotrépico y el canal-M esta
actualmente bien estudiado. La activacién del receptor acoplado a Gq activa la
fosfolipasa C (PLC) que consume P(4,5)IP2 disminuyéndolo. Un canal-M con
deficiente P(4,5)IP2, no puede conducir los iones K*. Otra via es el mecanismo
mediado por PKC que fosforila via proteina ancorin kinasa-A (A-kinase anchoring
protein, AKAP79/150) a la subunidad KCNQ2 y reduce la eficacia de P(4,5)IP2
(Kosenco et al., 2012; Suh y Hille, 2008; Hoshi, 2003).

Un anticonvulsivante que intervenga en estos mecanismos debe mantener abierto
el canal tipo-M. Por ejemplo, Kay et al. (2015) demuestran que el acido valproico
(valproic acid) tiene su efecto anticonvulsivante preservando la corriente-M. Estos
autores sostienen que la retigabina, un farmaco que apertura canales-M, tiene su
efecto anticonvulsionante solamente cuando se administra después de inducir
convulsiones en el ratén (Shah et al., 2013; Main et al., 2000). El acido valproico
tiene su efecto anticonvulsivante debido a la reduccién de la palmitoilacién de
AKAP79/150 (Kay et al., 2015).

Los mecanismos para la regulacion de la excitabilidad neuronal son de suma
importancia para el funcionamiento del cerebro. El canal de K+ tipo-M mantiene
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baja la excitabilidad de la neurona siempre y cuando permanezca abierto. De
manera general, cuando llega un neurotrasmisor el canal se abre y aumenta la
excitabilidad; como sucede en el canal a acetilcolina tipo nicotinico. En el caso de

la corriente-M el neurotrasmisor tiene como funcion final cerrar el canal-M.

En el curso de biofisica se estudian los canales dependientes de voltaje de Na+ y
K* clasicos, es decir los reportados por Hodgkin y Huxley en 1952. Con el
simulador desarrollado en este trabajo, los alumnos aprenderan que existen otro
tipo de canales dependientes de voltaje, pero que estan asociados a un receptor
que se encuentra distante del canal. Comprendera que este tipo de receptores
estan asociados a una proteina G y que desencadenan cadenas de sefializaciéon
cuya funcién final es cerrar el canal, en lugar de abrirlo. Ademas, el alumno podra
asociar como los aspectos teoricos y de experimentacion basica contribuyen a una
mayor comprension de cémo la biofisica estad implicada en aspectos de la vida y
en la esperanza de un mejor tratamiento para ciertas enfermedades cerebrales,

como es el caso de las convulsiones neonatales familiares benignas.

9. CONCLUSIONES

e Se disefid y desarroll6 un programa interactivo ejecutable en ambiente
Windows® desde XP hasta Windows® 10.

e EIl programa permite acceder a un leccionario que introduce al usuario al
tema.

e Cada leccion esta formada por un esquema y una explicacion breve del
tema

e El programa reproduce el comportamiento electrofisiolégico de una neurona
de hipocampo humano.

e La neurona simulada esta formada por corrientes dependientes de voltaje
tipo Hodgkin y Huxley (1952) y se le agregd una corriente de K*
dependiente del voltaje y del tiempo tipo-M.
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e En este simulador la presencia o ausencia de corriente tipo-M esta
determinada por el valor de la conductancia del canal.

e Se pueden realizar simulaciones de disminucion o ausencia de corriente de
K* tipo-M dependientes de la interaccion ligando receptor.

e Con estas simulaciones el usuario comprendera la importancia de la
cascada de sefalizacion en este canal metabotropico.

e Con el programa se pueden realizar simulaciones que explican el aumento
de excitabilidad neuronal ante una mutacion del canal, de manera que se
presenta la enfermedad de las convulsiones neonatales familiares
benignas.

e Con el programa el usuario comprendera la utilidad de la biofisica en un

proceso real.
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