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Se presenta el desarrollo del programa interactivo de cémputo
CONVULSIONAR, que simula la funcién normal y patoldgica de los
canales de K* tipo-M en neuronas de hipocampo. El programa esta
formado por tres simuladores: 1) Sefializar-M, permite reproducir la
funcién del canal en condiciones normales, debida a la interaccion de
la acetilcolina con el receptor metabotrdpico, responsables de la
modulacion de la excitabilidad de la neurona, capaz de producir
diversos patrones de potenciales de accién. 2) GenConvulsién-M, que
genera rafagas convulsivas de potenciales de accién, ocasionadas por la
canalopatia-M, etiologia de la convulsion neonatal familiar benigna
(CNFB). 3) Registrar-M, que reproduce los experimentos
electrofisiolégicos con la técnica de fijacién de voltaje, donde se simula
la corriente saliente lenta que no inactiva. Cuenta con un leccionario
que introduce al usuario al tema. El programa fue desarrollado en
Visual Basic® version 6.0 para ser ejecutado en ambiente Windows®,
desde XP a Windows 10. Se utiliz6 el modelo matematico de
Hodgking y Huxley (1952), las ecuaciones se resolvieron
computacional y simultineamente por métodos numéricos. El uso del
programa facilita la comprensién del mecanismo de regulacién de la
excitabilidad de la neurona por el canal-M, la funcionalidad del canal
metabotrépico y la patogénesis de la CNFB, desencadenada por la
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Introduccion

mutacién del gen KCNQ. Los modelos biofisicos y matematicos son
de invaluable utilidad para el entendimiento de los mecanismos

motfofisiopatogénicos de la canalopatia.

Simuladores, CNFB, Canal de potasio-M, Corriente-M.

Convulsionar: simulation of neuronal epilepsy due to m-type
potassium channel mutation

The development of  interactive computer  program
CONVULSIONAR is presented, which simulates the normal and
pathological function of the M-type K* channels in hippocampal
neurons. The program consists of three simulators: 1) Sefializar-M,
allows to reproduce the function of M-channel under normal
conditions, due to the interaction of acetylcholine with the
metabotropic receptor, responsible to modulate neuronal excitability,
capable of producing different patterns of action potentials. 2)
GenConvulsiéon-M, which generates convulsive bursts of action
potentials, caused by channelopathy-M, etiology of benign familial
neonatal convulsion (BFNS). 3) Registrar-M, which reproduces the
electrophysiological experiments with the voltage fixation technique,
where the slow outgoing current that does not inactivate is simulated.
It has a lectionary that introduces the user to the topic. The program
was developed in Visual Basic® version 6.0 to be executed in
Windows® environment, from XP to Windows 10. The mathematical
model of Hodgking and Huxley (1952) was used; the equations were
solved computationally and simultaneously by numerical methods. The
use of the program facilitates the understanding the mechanism of
regulation of neuron excitability by the M-channel, the functionality of
the metabotropic channel and the pathogenesis of CNFB, triggered by
the KCNQ gene mutation. The biophysical and mathematical models
are of invaluable utility for the wunderstanding of the
morphophysiopathogenic mechanisms of the channelopathy.

Simulators, BENS, Potassium channel-M, Current-M.

En el programa curricular de la materia de biofisica, de la carrera de biologfa,

se incluye el tema de los canales i6nicos, que comprenden los canales de Na™ y

de K dependientes de voltaje, estudiados en la preparacion clasica del axon

gigante de calamar por Hodgkin y Huxley (1952). Para la ensefianza del tema
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se cuenta con varios simuladores que reproducen sus caracteristicas
electrofisiolégicas;  por ejemplo el programa Nerve (Bezanilla,

http://nerve.bsd.uchicago.edu/). En la Facultad de Biologia se tienen los

programas Fijar-V (Reyes-Lazalde et al., 2016) y Potenciar4 (Reyes-Lazalde,
2016). Con respecto a los canales metabotrépicos, se carecia del apoyo
didactico computacional y de ejemplos particulares que faciliten la relacion y
asociacion de una alteracién molecular con un sindrome epiléptico. En este
trabajo, se desarrollé e implementé6 un programa para la ensefianza-
aprendizaje de la modulacion de la excitabilidad neuronal por el canal de K*
tipo-M, en condiciones normales y patologicas que conducen a la CNFB. Se
seleccioné este canal debido a que presenta varias caracteristicas que lo hacen
muy importante para el funcionamiento del cerebro: (1) es un canal que regula
la excitabilidad de la neurona (Maljevic et al., 2008; Rogawski, 2000), (2) esta
implicado en la generacion de diferentes patrones de disparo de potenciales de
accion (PA) (Delmas y Brown, 2005; Yue y Yaari, 2004), (3) esta abierto a
potenciales subumbrales, (4) suprime las rafagas de PA, y esto evita posibles
epilepsias (Brown y Adams, 1980), (5) se conocen los genes implicados en la
formacion del canal y sus mutaciones mas frecuentes (Leppert et al., 1989) (6)
algunas mutaciones en el canal producen el sindrome epiléptico llamado:
convulsiéon neonatal familiar benigna (CNEFB) (Inn-Chi et al., 2018; Oyrer et
al., 2017; Lerche et al., 2001), (7) el canal se distribuye en areas criticas del
cerebro, donde se originan focos convulsivos: hipocampo, neocorteza, talamo
y estriado (Klinger et al., 2011, Shen et al,, 2005), (8) en la neurona, se
localizan en el segmento inicial del axén y/o en los nodos de Ranvier (Devaux
et al., 2004), (9) su receptor se localiza distante del canal (Haga, 2013), (10) el
receptor esta asociado a una proteina G (Suh y Hille, 2007), (11) la apertura
del canal se debe a la fosforilacion con PI(4,5)P2 (Zaydman y Cui, 2014,

Telezhkin, et al., 2012), (12) el cierre del canal se debe a una disminucion de la

Pdgina 3 de 20


http://nerve.bsd.uchicago.edu/

Revista Electrénica de Didactica en Educacion Superior, Nro. 16 (Octubre 2018)

concentracion de PI(4,5)P2 debido a una fosfolipasa C, generada por la
cascada de sefalizacion (Zhang et al., 2003), (13) el ligando del receptor es la
acetilcolina y su agonista es la muscarina, razoén por la que se le llama canal de

tipo muscatinico (Brown y Adams, 1980).

En este trabajo se pone especial atencién en la relacion del canal tipo-M y la
epilepsia (CNFB), debida a mutaciones de los genes que codifican para el
canal. La CNFB es una enfermedad epiléptica rara, que se caracteriza por
convulsiones generalizadas, no provocadas, o por convulsiones toénico-
clonicas. Estas convulsiones se inician alrededor del tercer dia de vida y
desaparecen espontaneamente después de varias semanas o meses. En la
mayoria de los casos el desarrollo es normal y solamente de 10 a 15 % de los
afectados presentan episodios epilépticos tardios (Ronen et al., 1993). Se
demostr6 que los genes KCNQ2 y KCNQ3 codifican para los canales de K"
dependiente de voltaje y del tiempo (Kv7.2 y Kv7.3), los llamados canales
tipo-M y que algunas de sus mutaciones provocan CNFB (Singh et al., 1998;
Charlier et al., 1998). Leppert et al. (1989) mapearon el primer gen de CNFB
en el brazo largo del cromosoma 20q13.2, para KCNQ2; un segundo locus
fue identificado en el cromosoma 8q, para KCNQ3. En el canal KCNQ?2 se
han reportado al menos 38 mutaciones (Oyrer et al.,, 2017; Inn-Chi et al,,
2018) y dos para KCNQ3 (Lerche et al., 2001). Estas mutaciones disminuyen
drasticamente la corriente-M, la neurona se hace mas excitable y produce

trenes de PA causantes de la epilepsia.

Obijetivo principal de ensefianza

Ejemplificar concretamente las alteraciones secuenciales desde la mutacion

génica a la manifestaciéon clinica del sindrome epiléptico; enfocando la
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importancia funcional de los canales de potasio tipo-M en el funcionamiento

cerebral.

Obijetivos particulares de aprendizaje

Comprender la importancia de la modulacién de la excitabilidad neuronal, la
via de sefalizaciéon ligando-receptor responsable del cierre del canal, la
dependencia de voltaje del canal metabotropico, los cambios
conformacionales del canal de K' tipo-M que conducen a las crisis

convulsivas caracteristicas de la CNFB.

Metodologia

Se disefi6 y desarroll6 un programa de computo interactivo para el estudio de
la funcién del canal de K tipo-M en neuronas de hipocampo. El programa
consta de dos moddulos: (1) Simuladores y (2) Leccionario. El médulo de
simuladores cuenta con tres simuladores: (A) Senalizar-M, reproduce la
funcién del canal tipo-M en condiciones normales. Se diseié para que el
usuario tenga acceso a dos situaciones de manera secuencial: Condiciones
normales con una interfaz para simular el efecto de la corriente-M en el tren
de potenciales de accién y con otra interfaz donde se activa el receptor por la
acetilcolina y muestra su accion. (B) GenConvulsion-M, se plante6é una
interfaz para presentar la electrofisiologia del canal-M cuando esta mutado y
produce CNFB. FEl grado de afectaciéon podra mediarse cambiando la
conductancia de la corriente-M. (C) Registrar-M, se programo una interfaz
para realizar experimentos con la técnica de fijaciéon de voltaje. El leccionario

esta formado por varias pantallas que introducen al usuario en el tema.
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El modelo matematico utilizado para los simuladores corresponde al
propuesto por Hodgkin y Huxley (1952), al que se le agregd un modelo similar
para la corriente-M (Yamada et al., 1998). Las ecuaciones diferenciales fueron

resueltas de manera simultanea por el método de Euler.

Resultados

El software desarrollado presenta dos moédulos cada uno con un ment
principal: (1) Médulo de simuladores para simular experimentos en fijacion de
corriente y de voltaje (Figura 1). Con el botén <Senalizar-M> se ingresa al
simulador que permite reproducir el efecto de la acetilcolina en el receptor
muscarinico, con el botén <Registrar-M> se ingresa al simulador que
reproduce los experimentos en fijacion de voltaje y con el botéon
<Genconvulsiéon-M> se ingresa al simulador para generar las rafagas de PA
que ocasionan la CNFB y (2) Moédulo de lecciones, donde se accede a temas
relacionados con la corriente tipo-M y con la CNFB (Figura 2). Cada botén
lleva a una pantalla que expone brevemente el tema correspondiente y desde
ahi se ingresan a otras pantallas que complementan el tema. En todo

momento se puede regresar al menu principal o salir del programa.
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5 SIMULADORES Ex

| SALR AUTORES AYUDA

Figura 1. Menu del médulo de simuladores. Del lado izquierdo se muestra un “setup”
de registro. Esta figura se aprovecha para explicar al alumno que los experimentos virtuales
de los simuladores corresponden a registros intracelulares de neuronas de hipocampo, para
esto es necesario obtener rebanadas de cerebro y equipos especializados de registro y de
estimulacién. Del lado derecho, un recuadro con el menu: <Sefializar-M>,

<Genconvulsion-M> y <Registrar-M>.
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5 LECCIONES - o IEM|
AYUDA AUTORES SALIR

MUTACIONES DE LOS
CANALES KCNQ2 Y
KCNQ3

Figura 2. Menu del médulo de lecciones. Se muestran los botones para acceder a las
lecciones: <Sindromes epilépticos>, <CNFB>, <Cémo se produce la CNFB>,
<Canalopatias epilépticas>, <Canales de K'>, <Canales de K" tipo-M>, <Mutaciones de

los canales KCNQ2 y KCNQ3> y <Corriente tipo-M>.

El usuario puede ingresar a cada leccién y no existe una navegacion
predeterminada. Se abordan temas que van desde la estructura molecular del
canal, del receptor y de sus mutaciones, hasta la enfermedad. Se presentan las
caracteristicas de la corriente tipo-M y los trazos de PA en condiciones

fisiologicas.

Ejemplo de leccion <Corriente tipo-M>
Fisiologia del canal de K' tipo-M en condiciones fisiologicas
Los canales de K' tipo-M se localizan en una parte de la membrana y el

receptor en otra, se asocian por una proteina G; a este tipo de canal se le llama
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metabotrépico. El canal se encuentra normalmente abierto debido a que esta
unido a PI(4,5)P2 (fostorilando el canal). Al receptor se le une acetilcolina (o
un agonistas como la muscarina) y mediante una proteina G y la accién de
segundos mensajeros, el canal se cierra debido a una disminucién de PI1(4,5)P2
y se producen trenes de PA (Figura 3). La modulaciéon de la excitabilidad de la
neurona ocasiona que en un momento deje de producir PA y en otro, cuando
la acetilcolina se une al receptor, se producen PA. De manera que en el tiempo
se esperan periodos de “silencio” y de “respuesta” ocasionando patrones de
PA; una especie de lenguaje neuronal que atin no se comprende, pero que

seguramente tiene un significado fundamental en la funcién cerebral.

[3 CORRIENTE TIPO-M = a X

CORRIENTE TIPO-M

IM fue detectada como una corriente que no inactiva con un ~
| subumbral a -60mY. La cond ia sub GM mostro una
Current d.rlp | curva de activacion sigmoidal entre -60 y -10 mV, con activacion

| media a =35 m¥ v un valor méximo (?M) de 84 +/- 14 (S.E.M) nS por
Ineurona. La sensibilidad al voltaje de GM puede ser expresada en
[términos de una distribucién Boltzmann simple para una sola particula

v

Figura 3. Leccion de experimentos en fijaciéon de corriente. La interfaz muestra los
PA producidos por una inyeccién de corriente. El trazo del lado izquierdo, cuando el canal
tipo-M esta abierto, impide que se produzcan nuevamente PA. Molecularmente, implica
que el receptor muscarinico esta libre. El trazo del lado derecho, muestra un tren de PA
debido a la accion de la acetilcolina con el receptor, se cierra el canal tipo-M y se produce
una rafaga de PA. En el recuadro superior derecho se muestra una breve descripcion del

proceso.
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Ejemplo de simulaciéon en condiciones fisiologicas. Efecto de la

corriente tipo-M en la neurona

Cuando el receptor muscarinico se encuentra sin ligando, el canal tipo-M se
encuentra abierto. En estas condiciones se produce una corriente de K*
saliente que hiperpolariza a la neurona y la regresa al potencial de reposo.
Cada vez que el potencial de membrana (PM) se acerca al umbral de disparo
se abre el canal debido a que es dependiente de voltaje, es sensible a estos
valores de voltaje (valores por debajo del umbral de disparo). En
consecuencia, se producen solamente algunos potenciales de accion, entonces
el canal censa los potenciales subumbrales y ya no permite que se produzcan
mas, porque la corriente-M repolariza. La figura 4, muestra la interfaz de la
simulacién de un experimento en fijacién de corriente. Se aplica un pulso de
200 ms de duraciéon y una amplitud de 8 nA, en el osciloscopio inferior

izquierdo, se observa el patron de disparo.

3 TREM DE DISPAROS X
AVUDA  SALIR  ALUTORES

ESTIMULD
Espacio
extracelular

D (200 ms)

| DURACION

AMPLITUD 8 8 nA)

Espacio
intracelular

50—

El canal M funciona coma un "frenc” en las descargas de A
potencisles de accién repetitiva y, comatal, fiene un

papel clave en la regulacion de [ excitabilidad de
v

RESTABLECER
REGRESAR A
MEND

SaLIR

my

Figura 4. Interfaz que muestra un experimento en condiciones normales
(fisiolégicas). Como se observa en el panel superior derecho, el receptor-M esta libre, el

canal tipo-M esta abierto, la excitabilidad de la neurona esta disminuida y los PA ya no se
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producen. El registro electrofisiolégico, muestra como es “frenado” el tren de PA debido a

la corriente saliente de K.

Ejemplo de generacion de patrones de disparo

En condiciones fisiolégicas, la acetilcolina se une al receptor muscarinico.
Cada vez que se realiza esta union se inicia la cascada de sefializacién via
proteina G. El resultado es el cierre del canal tipo-M y esto hace que se
presente un tren de PA. La interaccion intermitente de la acetilcolina con el
receptor genera una gran diversidad de patrones de disparo (Figura 5). Al
cerrarse el canal la corriente de K cesa y el potencial de membrana alcanza el
umbral de disparo, en consecuencia se producen rafagas de PA. Cuando se
libera el receptor, entonces el canal nuevamente se abre y se produce la
corriente saliente de K' que regresa el PM al potencial de reposo, la neurona
se hace silente. Si nuevamente se une la acetilcolina al receptor se inician de

nuevo los PA.

By SERALIZAR-M X
AYUDA SALIR AUTORES

ACETILCOLINA

=5 [ — H [
RESTABLECER
REGRESAR A
MENU

SALIR

90

CANAL TIPO-M CERRADD
BORRAR

La corriente tipo-M se inhibe estimulando receptores A
especificos, cuyos sustratos son neurotransmisores
comunes, como la acetilcoling, y algunos péptidos, como

|a hormona liberadora de hormona luteinizante (LHRH),

Figura 5. Interfaz de la interaccion de acetilcolina con el receptor. En el osciloscopio

de registro se muestra el patrén de disparo, resultado de la accién intermitente de la
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acetilcolina. El neurotrasmisor se une al receptor y se activa la cascada de segundos
mensajeros, el resultado es el cierre de los canales tipo-M y se produce un tren de PA. En
consecuencia, cada tren es debido a la accién de la acetilcolina que cierra el canal. Los
espacios silentes se deben a la accién de la corriente-M cuando el canal esta abierto y el

receptor queda libre.

Ejemplo de simulacion de convulsiones

Como se mencion6 en la introduccién, una mutacion en el canal tipo-M
modifica la conformacién molecular del canal y evita que se abra
correctamente. Esta condiciéon produce una disminucién de la corriente-M
hasta de un 90 al 100%, la neurona se hace mas excitable y se produce una
rafaga de PA. La sincronizacién de varias neuronas en estas condiciones
produce la convulsién neonatal familiar benigna. Ia figura 6, muestra la
interfaz del simulador que esta dividida en dos partes: una izquierda que
presenta los osciloscopios para el registro de potenciales de accion y pulso del
estimulo. Del lado derecho, se encuentra un recuadro con casillas para
ingresar el pulso de estimulo. Debajo, un botén <Paciente con CNFB> y a la
derecha de este, se muestra un recuadro que permite modificar la

conductancia del canal tipo-M.
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5 CONVULSIONAR-M

SALIR - AUTORES  AYUDA

ESTIMULO

DURACION 200 {200 ms)

na || .
AMPLITUD 8 (8 na)

10—

[ |

0 ma 390

PACIENTE CON CNFB
50 PACIENTES
NORMALES (TREN +
K]

REGRESAR A
MENU
SIMULADORES
SALIR

BORRAR

my

Figura 6. Simulador de rafagas de PA que origina CNFB. La interfaz muestra los

potenciales de accién producidos durante un estimulo en condiciones de mutacién en el

canal. La consecuencia clinica es la CNFB.
Ejemplo de experimento en fijaciéon de voltaje.

Los registros intracelulares con la técnica de fijacion de voltaje muestran que
la corriente de K de tipo-M es saliente, lenta y no inactiva (Figura 7). El canal
cuenta con un sensor de voltaje localizado en el cuarto segmento
transmembranal y censa el voltaje a niveles subumbrales. De manera que
cuando el potencial de membrana alcanza este voltaje, el canal se abre,
dejando salir iones K*; la pérdida de cargas positivas hace que el potencial de
membrana se repolarice, alejandose del umbral de disparo y por lo tanto

disminuyendo la excitabilidad de la neurona.
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B4 REGISTRAR-M - a b4
SALIR  AUTORES  AvuDe

Welamp | (60 a 30 mv)
DURACION |7 (200-250 ms)
[y
o
o ms
m —
mv
o I...

| _

Figura 7. Interfaz del experimento en fijacién de voltaje. Del lado izquierdo, se

muestran dos osciloscopios, el superior muestra los registros de corriente y el inferior el
pulso de estimulo. Del lado derecho, se muestra un recuadro para el ingreso de la amplitud
y duracién del estimulo. El cualquier momento el usuario puede regresar al mend principal

o salir del programa.
Discusiéon

Los simuladotres se desarrollaron con la finalidad de mostrar la actividad
electrofisioldgica del canal de K* tipo-M, que esta asociado a la modulacién de
la excitabilidad y el funcionamiento de la corriente-M en condiciones
normales y patoldgicas. La actividad de este canal explica en buena medida la
complejidad funcional cerebral. Ia asociaciéon de mutaciones en la estructura

de un canal con un tipo de epilepsia resulta novedosa. Con los simuladores el
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alumno podra realizar una serie de experimentos virtuales que le permitiran
aprender que existen otro tipo de canales, los llamados canales
metabotrépicos, que en este caso también son dependientes de voltaje. Con el
leccionario se repasa el mecanismo de interaccion entre el receptor y el canal
que esta actualmente bien estudiado (Kosenco et al., 2012; Suh y Hille, 2008;
Hoshi, 2003). Con el asesoramiento docente y el uso del programa se podran
asociar los aspectos teéricos y experimentales que contribuyen a una mejor
comprension bioffsica y su utilidad biomédica, se promueve el interés por el

funcionamiento cerebral y las enfermedades neuroldgicas, como el caso de

CNFB.

Conclusiones

El programa computacional CONVULSIONAR es una herramienta didactica
de apoyo que permite reproducir los experimentos electrofisiolégicos del
canal de K" tipo-M vy estudiar sus implicaciones en la regulacién de la
excitabilidad neuronal y en la generaciéon de CNFB. Este tipo de experimentos
son imposibles de realizar, al menos en el nivel de licenciatura, debido a los
altos costos que implica la compra de animales de laboratorio, los equipos
electronicos especializados y los reactivos. Los simuladores son una alternativa
para que todos los alumnos tengan oportunidad de producir, observar e
interpretar resultados experimentales, condiciéon que no se puede alcanzar, ni
apreciar, con la simple lectura en libros de texto y articulos cientificos, debido
entre otras cosas, a que los registros que se presentan son estaticos. Para un
mayor impacto en el aprendizaje con los simuladores, desarrollados aqui, se
recomienda una visita guiada a un laboratorio de investigacion
electrofisiolégica. Cabe mencionar que este programa de cémputo no

sustituye al profesor y es necesaria la conjunciéon de clases tedricas que
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generen conocimientos previos para la correcta interpretacion de los

resultados y el uso de los simuladores con una gufa especializada.
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