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Resumen

Las practicas de laboratorio virtuales adquieren relevancia en tiempos de pandemia. En este estudio se presenta un
simulador de los canales de K* de alta conductancia (BK) con fines de investigacion y de enseflanza-aprendizaje. Estos
canales estan relacionados con epilepsia e hipertension arterial. El simulador esta basado en el modelo matematico
de Gupta y Manchanda, y se implementé en Visual Basic 6.0 para ambiente Windows®. El simulador reproduce los
datos experimentales publicados de la cinética de la corriente macroscopica BK de canales transfectados en diferentes
células. Los datos simulados y los experimentales no presentaron diferencias (p > 0.05). Con el simulador se pueden
realizar experimentos virtuales; determinar parametros como la sensibilidad al Ca®* (AVi2), la dependencia de Ca®*
interno y de voltaje; y reproducir la relacion conductancia-voltaje (G-V). El simulador es ejecutable en cualquier
computadora con recursos minimos y puede ser utilizado como herramienta didactica en cursos presenciales y a
distancia.
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Abstract

Virtual laboratory practices become relevant in times of pandemic. In this study, a simulator of high-conductance K*
channels (BK) is presented for research and teaching-learning purposes. These channels are related to diseases such
as epilepsy and high blood pressure. The simulator is based on the mathematical model of Gupta and Manchanda,
and it was implemented in Visual Basic 6.0 for Windows®. The simulator reproduces the published experimental data
of the macroscopic BK current kinetics of transfected channels in different cells. The simulated and experimental data
did not show differences (p > 0.05). Through the simulator, virtual experiments can be performed; parameters such as
Ca?* sensitivity (AVi), internal Ca?*, and voltage dependence can be determined; and the conductance-voltage
relationship (G-V) can be reproduced. The simulator is executable on any PC with minimal resources, and it can be
used as a teaching tool in classroom and distance learning courses.
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Introduccion

Existen problemas médicos en espera de una solucion o al menos de una mejor comprension de su
fisiopatologia, por ejemplo, la hipertensién idiopatica y otros tipos de hipertension (Grimm & Sansom, 2010;
Sachse et al, 2014), los diferentes tipos de epilepsia, sus causas, diagnéstico diferencial y posibles
tratamientos (Du et al., 2005; Niestroj et al., 2020), entre otros. En estos ejemplos se encuentra involucrado
el canal idénico BK.

Canales BK

Los canales BK son especificos de K* y presentan alta conductancia (200 pS—-300 pS); estos se expresan en
diferentes células: neuronas, epitelios, células sensoriales y células de musculo liso (Cui et al, 2009). El
disparo neuronal, la neurotransmision, la contractilidad del musculo liso y el tono vascular estan
controlados por el canal BK (Latorre et al.,, 2017). Las canalopatias del canal BK estan asociadas con epilepsia,
alteraciones motoras, hipertension, incontinencia urinaria e hipoacusia (Brenner et al,, 2005; Du et al,
2005). Estas caracteristicas hacen del canal BK un objetivo clave para las terapias farmacolégicas (Rockman
et al., 2020). Activadores farmacolégicos del canal BK se postulan como farmacos terapéuticos en
enfermedades donde un decremento en la funcién del canal BK estd subyacente a la enfermedad (Bentzen
etal, 2014).

Los canales BK tienen estructura homotetramérica y cuentan con sensores de voltaje y Ca?*, esto los
hace dependientes de voltaje y del incremento de la concentracién de Ca?" intracelular ([Ca®*];). Estan
asociados a subunidades By v (B - B4; y1-y4) que los modulan (Lee & Cui, 2009; Li & Yan, 2016). En los
segmentos transmembranales se localizan los sensores de voltaje (VSD, S1-S4), y en el dominio intracelular
se localizan dos sensores al Ca?', reguladores citoplasmaticos de la conductancia de K* (RCK1 y RCK2). El
estudio de la corriente macroscédpica BK (Igx) y las curvas conductancia-voltaje (curva G-V) permiten
comprender la interaccion entre estos sensores y el grado de activacién para diferentes condiciones
fisioldgicas y patoldgicas (Geng et al., 2020).

Debido a las implicaciones del canal BK, comprender los mecanismos de activacion del canal BKy
estudiar las propiedades cinéticas y del estado estable de las corrientes macroscopicas en un rango de
concentraciones de Ca?* interno y de voltaje de membrana resultan muy importantes (Rockman et al,
2020).

Ensefianza de la electrofisiologia

La interaccion docencia-ciencia originé el desarrollo de practicas de laboratorio para la ensefianza de las
ciencias fisioldgicas (Horrigan, 2018). Sin embargo, los altos costos de los equipos especializados de
electrofisiologia y los insumos, ademas del uso de animales de experimentacion, aunado a grupos masivos,
hacen imposible la mayoria de las practicas de electrofisiologia, razones que han motivado el desarrollo de
simuladores como una alternativa (Reyes-Lazalde et al.,, 2012; Reyes-Lazalde et al.,, 2016). En el ario 2020,
derivado de la pandemia de COVID-19, se ha puesto énfasis en la enserfianza con laboratorios virtuales que
puedan ser utilizados a distancia (Gamage et al., 2020; Pérez-Bonilla et al., 2020). Por las razones expuestas,
es imposible realizar practicas de laboratorio reales para el aprendizaje electrofisioldgico del canal BK y no
existen simuladores de este tema para fines de ensefianza.

Dada la importancia del canal BK para el area médica y neurocientifica, en el presente trabajo se
presenta el desarrollo multidisciplinario de un simulador para el estudio electrofisioldgico del canal BK con
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la técnica de fijacidn de voltaje, que sea ejecutable en cualquier computadora PC con el minimo de recursos
¥y que pueda ser utilizado en cursos presenciales y a distancia.

El simulador se disefid bajo la siguiente hipdtesis: Si el simulador genera adecuadamente las
corrientes BK, entonces reproducira las curvas experimentales conductancia—voltaje (G-V).

Se consideraron desde su disefio los siguientes objetivos de enserianza, aprendizaje e investigacion.

Objetivos de enserianza

1. Utilizar el simulador como herramienta de enserianza.

2. Realizar experimentos virtuales y mostrar los cambios en la Isx causados por diferentes [Ca®*]iy a
diferentes potenciales de membrana.

Objetivos de aprendizaje

1. Comprender que el canal BK es dependiente de voltaje y [Ca?*];.

2. Aprender a cuantificar resultados experimentales: medir la amplitud de la corriente BK (Igx) para
cada estimulo de voltaje y [Ca?*]i y generar curvas G-V.

Objetivos de investigacion

1. Mostrar la importancia de los modelos computacionales para investigar condiciones donde ciertas
variables no se pueden manipular experimentalmente. En los modelos, esas variables o parametros se
pueden modificar a voluntad y observar los cambios que producen.

2. Puntualizar la importancia de los modelos como herramientas predictivas.

3. Reproducir experimentos reales del canal BK realizados con la técnica de fijacion de voltaje y que
aporten valores del voltaje donde se activan el 50% de los canales (Vi2) y de la variable z de las curvas G-V.

4. Recabar datos simulados y ejecutar ajustes matematicos no lineales para determinar los
parametros que caracterizan al canal BK.

Materiales y Métodos

Se diserid y desarrolld un simulador para la generacion de la corriente macroscopica BK basados en el
modelo matematico propuesto por Gupta y Manchanda (Gupta & Manchanda, 2019). Estos autores
ajustaron los parametros de este modelo al canal BK presente en células del musculo liso detrusor urinario
(Gupta & Manchanda, 2019). En el presente trabajo, los parametros fueron ajustados para reproducir las
corrientes macroscopicas del canal mSlo-BK expresado en altas densidades en la membrana de Xenopus
oocyte (Cui et al,, 1997).

Se modeld la corriente BK mediante el formalismo de Hodgkin & Huxley (1952) (ecuacion 1).

Ipk = Gmax "M (V — Ex) 1)
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donde Ipx es la corriente macroscopica BK, gmax €s la maxima conductancia de BK, m es la variable
de compuerta del canal, V es el voltaje de membrana y Ex es el potencial de equilibrio para el K*.

Elvalor de m cambia con respecto del tiempo de acuerdo con la ecuacion 2.

dm _ mep-m
at ot (2)

donde m es la fraccidén de compuertas abiertas y mm es la constante de tiempo a la que se aproxima
m al estado estacionario (m)

o5

Gupta & Manchanda (2019) adaptaron el modelo para que m _dependa del voltaje y de [Ca®'];
(ecuacion 3):

1

Mo = ———7vav,\
Lhexp | —7 2

donde m es el valor de m en estado estacionario y sf es una funcién que depende de [Ca?']; (ecuacion

Los parametros originales fueron ajustados para el musculo detrusor (Gupta & Manchanda, 2019)
(figura 1: trazo superior). Aqui, los parametros fueron adaptados para mSlo-BK (Cui et al,, 1997) (figura 1:
trazo inferior). Una comparacion de la grafica de esta funciéon entre BK del musculo liso detrusor y mSlo-
BK en oocitos se muestra en la figura 1.

H =tanH(1-(Ca— 10.1)
Nu = tanH(5- (Ca — 0.35)

Sf = 14.5597 + (1.640299 - H) — (4.61883 - (1 — H) - Ca) — (2.16463 - (1 — H) - Nu) + (5.929322 -
(1 — H) - Nu - Ca) + (3.006487 - (1 — H) - (1 — Nu) - Ca?) + (1651641 - (1 — H) - (1 — Nu) - Ca®)  (4)
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Sf ‘0 (-6 to 6)
Parametro ﬂl

Sf

Regresar a
meny

10~ .
0.001 [Ca2+] (M) 100

I En células de masculo detrusor

Il En otras células experimentales

Figura 1. Interfaz del simulador para graficar la funcion sf.

Nota: El trazo superior es generado con los valores ajustados para el canal BK en musculo detrusor (Gupta & Manchanda, 2019). El trazo inferior
es generado con valores para simular mSlo-BK en oocito. El simulador puede generar Igk de cualquier tipo de célula o canal BK (salvajes o
mutados). El usuario puede desplazar esta funcion hacia arriba o abajo hasta encontrar los valores 6ptimos para el ajuste de cualquier canal BK.
Fuente: Elaboracion propia con base en Gupta & Manchanda (2019).

La constante de tiempo (zm) es dependiente de voltaje solamente y estd determinada por la ecuacion

5 (Gupta & Manchanda, 2019).

(5)

_ 2
T = 652717 + (11.49647 * exp (—0.5 ) )

25.74647

La Isx depende del Vy [Ca?*].. Experimentalmente, a la célula se le inyecta una concentracién de Ca?*
y se le estimula en un rango de voltaje a un determinado intervalo, por ejemplo, -20 mV a 160 mV, con
pasos de 10 mV. Para producir la curva G-V es necesario determinar la conductancia maxima. En el
simulador se usaron los datos experimentales de Cui et al. (1997), y las corrientes maximas fueron
determinadas con un algoritmo computacional a partir del voltaje en que se alcanza la maxima
conductancia en las curvas G-V experimentales para diferentes concentraciones de Ca®*, y se ajustaron
con la ecuacién 6. En el simulador se encuentra el factor Vf que desplaza esta funcién a la izquierda o la
derecha para ajustar cualquier canal BK.

Vena = 8154256 + 122.05822 - exp () (6)
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Analisis de datos

La relacion G-V de los experimentos simulados para los diferentes casos fueron ajustadas con la ecuacion
de Boltzmann (ecuacién 7) mediante el programa Origin Pro (OriginLab Corp., Northampton, MA, USA)
usando el algoritmo de Levenberg-Marquardt para ajuste no lineal con minimos cuadrados. De esta manera
se determina el valor de z y Viz (Cui et al., 1997).

G 1

= (7)

Gmax 1+exp<§-(V—Vl))
2

donde T es la temperatura absoluta, R es la constante de los gases, F es la constante de Faraday, Z es
el numero de cargas equivalentes y V.2 es el voltaje en que se activa el 50% de los canales.

Se utilizé el modelo de Monod-Wyman-Changeux (modelo-MWC) para investigar la probabilidad
de apertura dependiente de la interaccion del Ca?t con el canal (ecuacién 8) (Lee & Cui, 2009). En este
modelo, los sitios moleculares de uniodn al calcio estan representados como uno solo. Los datos son
ajustados con el programa Origin Pro.

1

[ca])*
zev\ | 1T R:
1+Lg-exp (—) —s
kpT, [Ca]
B g,

P, =

donde Po es la probabilidad de apertura del canal, Lo es la constante de equilibrio de los canales
abiertos y cerrados en ausencia de Ca®* unido y a un voltaje de 0 mV. T y z son las mismas que en la
ecuacion de Boltzmann, e es la carga unitaria, ks es la constante de Boltzmann, Kc y Ko son las constantes
de disociacion para el canal en estado cerrado y abierto, respectivamente.

La estadistica se realizé con el programa Statgraphics Centurion XV (Statgraphics Technologies.
Inc.), se considerd p < 0.05 como valores significativos.

Implementacién del modelo

Las ecuaciones fueron implementadas en el programa Visual Basic 6.0 ® para ambiente Windows. Se utilizd
el método de Runge-Kutta (dt = 0.01) para la solucién de las ecuaciones diferenciales.

Adecuacién del modelo matematico a los datos de Cui et al.

Para que el simulador reproduzca los datos experimentales de Cui et al. (1997) (tabla 1), se ajustd la relacion
G-V, se determinaron los parametros de V12 y z (figura 2) y se obtuvieron las ecuaciones 9 y 10. Con estas
ecuaciones se implementé un modulo que permite generar valores tedricos de z y Viz para cualquier
concentracion de Ca?t.

2=13+06107 exp (o) (9)

7.44833

Vi, = 11863351 exp (o) (10)

7.448336.5529
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Tabla 1. Parametros experimentales (Cui et al., 1997).

Pardmetros G-V (estado-estable)

[Ca®t] (uM) Vi, (mV) Valor de z
0.84 112+38 n=11 162 + 0.066*
Valor calculado 1.8453
17 846+37 n=13 179+ 0.057
45 53+43 n=11 162+ 0.079
10.2 299+31 n=16 146 +0.056
65 -01+32 n=10 130+ 0.042

* dato fuera de rango.
Nota: Se estimé el valor por medio de ajuste de datos con la siguiente ecuacion: 1.3 + 0.61153 * exp(-0.84/1.8453).

Fuente: Datos tomados de Cui et al. (1997).

120 - 19-
! B
100 1.8
80 174
R' =098
60 - 10 R*=0.99
o & *
2 V,, = 118.63351 exp([Ca2+]/6.5529) N | 2= 13+ 06107 * exp(-[Ca2+)7 44833)
1.5 [
20
1.4
0 -
1.3
-20 T T T T T T T 1 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
[Ca™] (uM) [Ca™] (uM)

Figura 2. Ajuste de datos experimentales. a) Grafica Vi/2 -vs- Ca2*. V1,2 disminuye exponencialmente conforme se incrementa [Ca2*];. La
precision del ajuste fue R2= 0.98. b) Gréfica para los valores de z con respecto de [Ca2+];.. Se muestra que a valores pequefios de Ca2+, z es mayor y
disminuye exponencialmente conforme aumenta el Ca2+. La ecuacion ajustd los datos con Rz = 0.99.

Fuente: Elaboracién propia con base en Cui et al. (1997).

Resultados

Se desarrollé un simulador interactivo que genera sk macroscopica en condiciones de fijacién de voltaje.

Interfaz de usuario

La figura 3 muestra la interfaz de usuario, cuenta con cuatro médulos de entrada de datos. Modulo I: [Ca?*];
(uM), gBx (uS), Ex (mV) y voltaje aplicado (mV). Médulo de ajuste: Vry Vi (mV). Médulo de Boltzmann: z, Vi2
(mV), temperatura (C°). Médulo de conversion de Isx a conductancia BK (Gexk): Isx (NA), Iskmax (NA), voltaje
aplicado (mV), normalizacién G/Gmax (conductancia/conductancia maxima). En la parte superior izquierda
se despliega Isx, y del lado derecho se grafica la relacién G-V normalizada.

Modo de uso

Simulacion de Igx a partir de datos experimentales

En este caso, se cuenta con los datos Vi, z y temperatura para una [Ca?']; dada. Paso 1: se ingresan en el
modulo de Boltzmann y se presiona el botdn <Boltzmann» (figura 3). Como resultado, se traza la curva G-V
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experimental (curva continua), que servird de guia para los ajustes. La figura 3, ademads, muestra la
simulacién que reproducen los experimentos de Cui et al. (1997) para un canal mSlo-BK transfectado en
oocito para [Ca®*]; = 1.7 uM. Paso 2: se estimula a partir de 100 mV y se aumenta el estimulo en pasos de 10
mV; hasta que la corriente no aumente mas, se obtiene la corriente maxima. Con el cursor se mide la
corriente en el estado estable (regidon donde no varia). Paso 3: el dato medido se ingresa al médulo de
conversion en las casillas Isx € Iskmax (El dato de esta ultima casilla se conservara durante todo el
experimento para dividir las siguientes corrientes medidas por este valor maximo y se normalice la curva
G-V). Paso 4: se oprime el botéon «G/Gmax> para realizar la conversiéon de corriente a conductancia. El valor
normalizado aparece en la casilla G/Gmax. Se oprime el botén «<GRAFICAR> y se grafica un punto en la curva
G-V. En seguida, se estimula disminuyendo el voltaje en pasos de 10 mV y se mide la corriente generada,
el valor se ingresa solamente en la casilla Isx del modulo de conversion para dividirlo por la corriente BK
maxima (Iskmax) encontrado anteriormente. Se estimula en el rango de voltaje hasta completar la curva G-
V. Silas corrientes Isx simuladas son correctas, estas deben de reproducir la curva G-V experimental.

[ ) CANALES BK- INTERACCION DE CALCIO AJUSTE DE VOLTAJE REALACION (G/Gmax) -VOLTAJE E@&
SALIR AUTORES DATOS EXPERIMENTALES ANJUSTANDO DATOS EXPERIMENTALES
Y:-.0622
1 A
¥: 2088
1
Paso 2<
1BK
(nA) GIGmax
01 -, . 0
0 Tiempo {ms) 200 r 1
BORRAR -120 X°79.8854 (mV) 200
BORRAR
[Ca2+] 1.7 uM  Voltaje 80 mv > [17e CALCULAR G/Gmax
gBK 0.3 us SIMULAR Pdso 1 vije [846 IBK. P-6284 PaSO 3
EK |-100 IBK(Max) | 6284 - .
i Paso 2 Temperatura |23
ADECUACION POR CELULA ESPECIFICA BOLTZMANN Voltaje |140 cndcan
=4 L Gla Paso 4
10 5
SALIR

Figura 3. Interfaz del simulador.

Nota: Al iniciarse el simulador, se presentan valores predeterminados en el médulo de datos y en el médulo de ajustes. El usuario los puede
cambiar segun el experimento virtual a realizar. Se recomienda que los datos Voltaje y G/Gmax del médulo de conversion se anoten en la libreta
de investigacion o en algin programa de analisis como Origin Pro para realizar ajustes matematicos a los datos. El usuario puede realizar
mediciones con el cursor en el osciloscopio de despliegue de Igk y en la curva normalizada G/Gmax-V. La secuencia de pasos corresponde al
ingreso de datos y los resultados generados (descripcion en el texto).

Fuente: Elaboracién propia con base en Cui et al. (1997).

Validacion del simulador

Para validar el simulador fueron reproducidos los datos experimentales de una investigacion realizada en
Xenopus oocyte con canales BK expresados en su membrana, donde se estudio la corriente macroscopica
mslo-Isx generada por un rango de [Ca?']; y voltaje (Cui et al., 1997) (tabla 1). Los experimentos virtuales se
realizaron con [Ca?*];: 0.84 uM, 1.7 uM, 4.5 uM, 10.2 uM y 65 uM. Los resultados se muestran en la figura 4. Se
observa cémo el grupo de corrientes generadas para cada concentracién de Ca?* es diferente. La corriente
maxima se alcanza en voltajes positivos: 150 mV, 150 mV, 140 mV, 110 mV y 70 mV para [Ca?']; de 0.84 uM,
1.7 uM, 4.5 uM, 10.2 uM y 65 uM, respectivamente. Los circulos pequerios en la curva G-V corresponden a
los datos simulados y se encuentran muy proximos a la curva experimental (linea continua) y siguen su
trayectoria. Los valores de voltaje y G/Gmax de cada experimento simulado fueron pasados al programa

8
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Origin Pro, se graficaron y se ajustaron con la ecuacién de Boltzmann para obtener el valor Vi, fijando z.

Un ejemplo de este ajuste para la simulacién con [Ca®']; = 4.5 uM se muestra en la figura 5a. El valor de V2
fue de 55.84 (mV) (Chi? = 0.00005; R? = 0.99967). A los datos simulados se les ajusté el modelo-MWC para
determinar Lo, Ke v Ko (figura 5b). A cada simulacion con los correspondientes valores de [Ca?']i se le

realizaron los ajustes con la ecuacion de Boltzmann y con el modelo-MWC.
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Figura 4. Registros de corriente macroscépica.

Nota. Se simularon los experimentos de Cui et al. (1997) a diferentes concentraciones de Ca2+ (uM): 0.84 (a), 1.7 (b), 4.5 (c), 10.2 (d), 65 (e), con
rangos de voltaje -60 mV a 200 mV con incrementos de 10 mV. Los puntos que se muestran en las curvas G-V corresponden al célculo de G/Gmax a
partir de las corrientes simuladas. Se observa cémo siguen adecuadamente las curvas experimentales (linea continua). (d) Relacién G-V para las
diferentes [Ca2*];.
Fuente: Corrientes Igk simuladas de los datos de Cui et al. (1997).
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Figura 5. Ajuste de datos simulados. a) Ejemplo de determinacién de V1,2. Los datos de la curva G-V del experimento virtual con [Ca2+] = 4.5 (uM)
fueron ajustados con la ecuacién de Boltzmann. Se determiné V1,2 = 55.84 (mV). b) Ejemplo de ajuste con el modelo-MWC. Lo = 1809, K¢ = 5.0 uM,
Ko =1.09 uM.
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Fuente: Elaboracién propia con base en Cui et al. (1997) y Lee & Cui (2009).
Se realizaron pruebas de hipdtesis para determinar diferencias estadisticamente significativas entre

V12 reales y los simulados. Los resultados de p fueron: 0.25, 0.15, 0.4, 0.16 y 0.49 para 0.84 uM, 1.7 uM, 4.5
uM, 10.2 uM y 65 uM de Ca?!, respectivamente. La tabla 2 compara datos experimentales contra los
simulados y muestra el grado de ajuste en cada caso. Los resultados indican que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre las curvas G-V reales y las simuladas (p > 0.05).

Tabla 2. Pruebas estadisticas y ajuste de datos (experimental vs. simulado).

Condicion Ca?* (uM) medlzfsd (n) Z Valor de p Chi? R2
EXP 0.84 112+ 3.8 (11) 1.84
SIM 0.84 108 1.84 0.25 0.00074 0.9954
EXP 17 84.6+3.7(13) 179
SIM 17 88.82 179 0.15 0.00051 0.9971
EXP 45 53 +4.3(11) 162
SIM 4.5 55.84 162 0.4 0.00005 0.9996
EXP 10.2 29.9+3.1(16) 146
SIM 10.2 26.54 1.46 0.16 0.00052 0.9965
EXP 65 -0.14+3.2(10) 1.36
SIM 65 -1.84 1.36 0.49 0.00095 0.9932

Fuente: Elaboracién propia con base en Cui et al. (1997).

Sensibilidad al Ca2+

Se define sensibilidad al Ca?* (AV12) como el desplazamiento de la curva G-V en respuesta al cambio de
[Ca%]i de O uM a 100 pM: AViz = Viz (en 0 uM) — Vi (en 100 uM) (Zhang et al., 2010). El estudio de la
sensibilidad del canal BK al voltaje se realiza a muy bajas concentraciones de Ca?" interno y con fuertes
despolarizaciones. En estas condiciones la concentracion es tan pequeria que el canal se activa por voltaje
antes de que el Ca®* se una al canal (Cui et al, 1997). Experimentalmente, es dificil una [Ca®!]; = O; el
simulador permite una concentracién de cero Ca®* y se puede explorar la activacion de BK solamente por
voltaje. Con una [Ca?*]; = 100 uM se alcanza la saturacién, la curva se desplaza a la izquierda. La diferencia
de V2 para estas concentraciones determina la sensibilidad al Ca?*. La figura 6 muestra las simulaciones
en O uM y 100 uM. Se realizaron los ajustes con la ecuacién de Boltzmann y se obtuvo: Vi2(0 uM) = 83.98,
V1/2(100 uM) = 1.23 y AVy2 = 85.21.
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Figura 6. Sensibilidad al Caz*.

Nota: Simulaciones a 0 uM y 100 puM. El simulador permite la simulacién a cualquier concentracién de Ca2+. Los trazos de Igk corresponden a
[Ca2+]i = 100 uM. Las curvas G/Gmax - V corresponden, de izquierda a derecha, a 100 uM y 0 uM con -1.23 y 83.98 para V1,2, respectivamente. La
sensibilidad al Ca2+ estimada fue 85.21.

Fuente: Elaboracién propia con base en Zhang et al. (2010) y Cui et al. (1997).

Simulaciones de Ik en otras células

El simulador permite reproducir experimentos en otras células que tienen canales BK. Cuenta con un
modulo de ajustes del voltaje final (vf) y del Viz (Vh). Estos pardmetros modifican las ecuaciones, y la
relacion G-V se mueve en el eje del voltaje hasta lograr un ajuste adecuado con los datos experimentales a
reproducir.

Ejemplo 1. Reproduccién de los experimentos con la mutante mSlo-E399N realizados en células
TSA201 (células embrioldgicas de rifion humano transfectadas) (Sweet & Cox, 2008). Como ejemplo, se
reproducen experimentos con fijaciéon de voltaje, con [Ca®*]; = 1.4 uM y 5.3 uM, con el parametro de ajuste
Vh =5mVy 8 mV, respectivamente y Vf = -5 mV para los dos experimentos. El rango de estimulo de voltaje
fue -10 mV a 180 mV con pasos de 10 mV. La figura 7 despliega el grupo de corrientes macroscopicas mSlo-
BK para las dos concentraciones de Ca?*. La curva continua G-V corresponde a los datos experimentales.
Los puntos que siguen a la curva continua son los datos simulados. El grado de ajuste de los datos simulados
con la ecuacién de Boltzmann fueron: para [Ca®*]i = 1.4 uM, R? = 0.99402, Chi? = 0.00098, Vi/2=99.36y z =
1.47; para [Ca?']; = 5.3 uM, R? = 0.99855, Chi? = 0.00023, V12 = 55.71 y z = 1.38. La comparacién entre datos
experimentales y simulados se muestra en la tabla 3. El ajuste con el modelo-MWC para [Ca®']; = 1.4 KM fue
Lo =9438.61, Kc = 2.65 y Ko = 0.53; y para [Ca?*]i = 5.3 uM fue Lo = 6645.23, Kc = 2.22 uM y Ko = 0.39 uM.
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Figura 7. Simulacién en células TSA201 transfectadas con mSlo-BK. a) Simulacién con Ca2+ = 1.4 uM. b) Simulacién con Ca2* = 5.3 pM. En la curva
G/Gmax - V se observa como los datos simulados (puntos) siguen adecuadamente a la curva experimental (linea continua).
Fuente: Elaboracion propia con base en Sweet & Cox (2008).

Ejemplo 2. Experimentos en células HEK-293 transfectadas con canales BK (Guan et al.,, 2017). Aqui
se presentan las simulaciones con canales BKa en condiciones control y en presencia de un activador del
canal (malotoxina, 2 uM) en ausencia de Ca?*, para determinar el grado de activacién alcanzado por esta
droga activadora. La figura 8 muestra la relacién G-V. La curva b corresponde al experimento con
malotoxina (linea continua). La curva a es el resultado del experimento control (linea continua). Los puntos
son el resultado de las simulaciones. Se realizaron ajustes con la ecuaciéon de Boltzmann, y se mostrd que
entre los datos experimentales y los simulados no existen diferencias (p > 0.05). La tabla 3 conjunta los datos
estadisticos de los experimentos y simulaciones de Sweet & Cox (2008) y Guan et al. (2017). El grado de
activacién alcanzado por la malotoxina en la simulacion fue: AViz = -69.52 mV: AVy2 = Viz(malotoxina) —
V12(0 mV); esto es, AV12 =93.15 — 162.67 (mV). Contra la activacion experimental: AViz = -72 mV. No existen
diferencias estadisticamente significativas p = 0.33.

GJ/Gmax

0_

| |
-120X:-27.3926 Voltaje (mV) 250

Figura 8. Curvas G-V con canal BKa.. a) En linea continua datos experimentales, en puntos datos simulados, [Ca2+]i=0.V12=164+*3mVy V2 =
162.67, experimental y simulado, respectivamente. b) Curva G-V con [Ca2+];= 0y 2 uM de malotoxina. Vi2=92 + 6 mV y V1,2 = 93.15,
experimental y simulado, respectivamente. AVi/2 = -69.52 mV (p = 0.33).

Fuente: Elaboracién propia con base en Guan et al. (2017).
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Tabla 3. Comparacion estadistica (datos experimentales y simulados) y ajuste de datos.

Vijz

Condicion Ca? uM media + sd (n) z Valor de p Chi? R?
Sweet & Cox (2008)
EXP 1.4 101+2.1(3) 1.47
SIM 1.4 99.36 1.47 0.39 0.00098 0.99402
EXP 53 59 + 1.6 (3) 138
SIM 53 55.71 138 0.08 0.00023 0.99805
Guan et al. (2017)
EXP 0 164 + 3 (11) 1.28
SIM 0 162.67 128 0.60 0.00037 0.99775
EXP 0* 92 +6(4) 1.32
SIM 0* 93.15 1.32 0.81 0.00181 0.98854

*2 uM Malotoxina

Fuente: Elaboracion propia con base en Guan et al. (2017) y Sweet & Cox (2008).

Discusion

Realizar experimentos reales para la enserfianza de la electrofisiologia resulta practicamente imposible
debido a los altos costos. Una alternativa son los simuladores interactivos que permiten a los estudiantes
reproducir experimentos reportados en la literatura cientifica (Diwakar et al,, 2014; Pérez-Bonilla et al,,
2020). El simulador que se presenta tiene la caracteristica de poder reproducir experimentos reales y
permite al estudiante obtener datos para su analisis, tal como se realiza en una investigacion. Es claro que
cada experimento reporta diferentes datos para el canal BK, esto depende en cierta medida de la estructura
de cada canal analizado. Las subunidades auxiliares modulan la apertura del canal y, por tanto, la corriente
iénica producida (Li & Yan, 2016) depende también del tipo de célula donde se localicen, del numero de
canales transfectados y de la dinamica de interaccién con Ca?* (Hou et al., 2016). En consecuencia, para
que el simulador pueda reproducir cada uno de estos experimentos es necesario ajustar las ecuaciones a
las diferentes condiciones modificando los parametros que permiten esto. No es de extrafiarse que los
valores de ajuste sean diferentes en cada caso. Los resultados de las simulaciones probadas aqui no
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05) con los datos reales.

Conclusiones

Las condiciones actuales de aislamiento por el COVID-19 han obligado al cierre de universidades. La
enserianza ha pasado a ser a distancia y las practicas de laboratorio se han visto suspendidas. Se presenta
el desarrollo de una herramienta didactica en electrofisiologia para la ensefianza-aprendizaje de la cinética
de las corrientes Ipx. Se puede ejecutar en ambiente Windows® (Windows 7 a Windows 10), en cualquier
computadora PC compatible con el minimo de recursos. Es un programa que no depende de ningun otro
programa para su ejecucion.

El simulador descrito aqui es capaz de reproducir las corrientes BK (Isx) para cualquier canal BK
expresado en la membrana de diferentes células. Los experimentos virtuales realizados no presentaron
diferencias estadisticamente significativas con los experimentos reales (p > 0.05, en todos los casos) y
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confirma la hipdtesis planteada. Los parametros Viz2 y z son necesarios para reproducir los experimentos
reales. El simulador permite explorar el efecto de [Ca®*]i no reportadas y predice la relacion G-V para estos
casos. Con el ajuste no lineal de las curvas G-V, resultado de las simulaciones, se pudo estimar los
parametros Vi2 y z. Los parametros Viz en O uM y 100 uM de Ca?* interno permiten calcular la sensibilidad
al Ca?*. Con el ajuste del modelo-DWC se pueden determinar los parametros Lo, Kc v Ko. Estas caracteristicas
hacen que el simulador cumpla con los objetivos planteados.
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