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RESUMEN

Introduccion: El ién calcio es muy importante en el funcionamiento celular; participa en la
liberacion del neurotrasmisor en las sinapsis quimicas. Existen varios tipos de corrientes iénicas de
calcio, por ejemplo: las corrientes de tipo T, L, N, P y PQ, que estan involucradas en esta actividad
y en otras mas. Objetivo: desarrollar un simulador computacional para la ensefianza aprendizaje
de las corrientes de calcio en cursos de biofisica, fisiologia y materias afines. Metodologia: El
simulador fue desarrollado con el lenguaje Visual Basic® version 5.0 para ambiente Windows®,
desde XP hasta Windows 8, con una resolucion de 1366 x 768. La corriente de calcio simulada
corresponde a corrientes tipo PQ, registradas en neuronas espinosas medianas del neoestriado de
rata. Los coeficientes y las funciones de activacién e inactivacién fueron obtenidos por medio de
ajustes matematicos a los datos experimentales. El simulador estd basado en un modelo
matematico que considera los cambios en la concentracion del calcio intracelular. Resultados: El
simulador se ejecuta directamente del archivo “Calciopg.exe”. La pantalla de interfaz muestra del
lado izquierdo dos recuadros, en el superior se representa una pantalla de osciloscopio, donde se
registra la corriente de calcio, que corresponde a la corriente —vs- tiempo; el inferior se visualiza un
osciloscopio que muestra el estimulo de voltaje, que corresponde al voltaje clamp —vs- tiempo. Del
lado derecho de la interfaz, se muestra un recuadro donde se ingresan los datos de temperatura
(°C), concentracion de calcio externo, concentracion de calcio interno (mM) y la amplitud del
estimulo (mV). Conclusiéon: El simulador es de facil manejo, muestra la influencia de las
concentraciones de calcio internas y externas, se puede observar la activacion y la inactivacién de
la corriente. Los trazos de la corriente reproducen los registros obtenidos en las neuronas de
proyeccion del neoestriado.

1. INTRODUCCION

El calcio (Ca*” es uno de los iones mas importantes en los procesos celulares, se sabe que su
liberacion desde depdsitos intracelulares hacia el citoplasma es utilizada por distintos tipos de
células para regular diversas funciones. Esta involucrado como segundo mensajero, en la
liberacion de neurotransmisores, estrés mecénico y proteinas musculares, asi como en la
comunicacion célula-célula; también ayuda a mantener el balance osmético dentro de la célula por
la modulacion de aniones, cationes y la permeabilidad al agua (Wiercinski, 1989).

El influjo de calcio al citoplasma intracelular es regulado principalmente por canales para calcio
voltaje-dependientes y por el complejo receptor sindptico N-metil-D-aspértico (NMDA) de
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membrana; asi como por la liberacion desde sitios de almacenaje intracelulares del reticulo
endoplasmico (Koch y cols.,1999).

Los canales para calcio voltaje-dependientes pertenecen a una superfamilia de canales i6nicos
voltaje-dependientes, dentro de la que se encuentran los canales para sodio y potasio. Son como
maquinas macromoleculares que controlan la entrada de calcio a la célula, en respuesta a cambios
en el potencial de membrana y juegan un rol importante en la interaccion entre la sefial eléctrica y
la sefial quimica en los sistemas biologicos (Koch y cols.,1999). Su arquitectura molecular consiste
de cuatro componentes basicos, denominados subunidad CaVal CaVB, CaM (calmodulina) y
CaVa20. CaVal esta codificada por diez genes distintos en mamiferos (Catterall y Few, 2008), es
la subunidad de transmembrana que constituye el sensor de voltaje y el poro selectivo para calcio,
la subunidad esta formada por seis dominios o segmentos protéicos (S1-S6), los primeros cuatro
(segmentos S1-S4) forman el dominio que sensa el voltaje; mientras que los dos segmentos
restantes (S5 y S6) forman el poro selectivo para calcio. Aproximadamente la mitad del polipéptido
CaVal forma la masa intracelular del canal, comprendiendo la terminacion carboxilo (C) y amino
(N) de los dominios intracelulares y las tres regiones de interdominio (conocidas como lazos I-ll, Il
Iy IlI-1V). Estos dominios son los sitios de accién para la gama de factores de regulacién y
sefializacién intracelular (Van Petegem y Minor, 2006). Las subunidades CaVB y CaM son
intracelulares y se unen al complejo por medio del lazo |-l y del extremo C-terminal
respectivamente, y tienen un papel importante en la inactivacion voltaje-dependiente, la
inactivacion dependiente de calcio y la facilitacién dependiente de calcio, siendo las dos Ultimas las
gue colaboran en la terminacion del influjo de calcio a la célula. La subunidad protéica CaVa2d es
producto de un solo gen que es proteoliticamente procesado dentro de los componentes
extracelular (a2) y transmembranal () que permanecen covalentemente asociados por un enlace
disulfuro, se sabe que este es el blanco a gaba-pertina, analgésicos y antiepilépticos que actlan
por vias aun desconocidas. Una subunidad final que estd asociada a los canales para calcio del
musculo esquelético es la CaVy, cuya funcién se desconoce (Van Petegem y Minor, 2006).

Las corrientes de calcio tienen algunas similitudes y diferencias con las corrientes de sodio. Son
similares en que ambas son activadas por despolarizacién, son corrientes entrantes en potenciales
de membrana normales y ambas tienen algin grado de inactivacién, dependiendo del tipo de
corrientes de calcio o sodio que se esté midiendo. Difieren basicamente porque los canales son
selectivos para calcio. Ademas, el modelo del circuito para corrientes iénicas usado para describir
las corrientes de sodio y potasio no es adecuado para representar a las corrientes de calcio
(Johnston y Miao-Sin Wu, 1995).

Se han observado varias clases de corrientes de calcio funcional y farmacolégicamente distintas
denominadas N, T, L, P, Ry PQ (Van Petegem y Minor., 2006; Johnston y Miao-Sin Wu, 1995). El
calcio entra a las neuronas a través de los canales de tipo P/Q y N, que son los responsables
primarios de iniciar la transmision sinaptica (Catterall y Few, 2008; Dunlap y cols., 1995). Las
corrientes de calcio a través de canales tipo N son mas importantes en la formacion de sinapsis
entre neuronas del sistema nervioso periférico y son predominantes en la liberacién del
neurotransmisor. En contraste, las corrientes de tipo P/Q que juegan un rol importante en muchas
sinapsis formadas entre las neuronas del sistema nervioso central de mamiferos (Poncer y cols.,
1997) y en el sistema nervioso periférico, ademas su contribucion en la liberacién del
neurotransmisor incrementa en la etapa posnatal del desarrollo (Tsujimoto y cols., 2002).
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Los ganglios basales conforman un nicleo cerebral localizado en el cerebro medio y posterior de
mamiferos, aves y reptiles. La visibn mas ampliamente aceptada de la funcién de los ganglios
basales esta fundamentada en observaciones de aflicciones humanas con enfermedades
degenerativas que atacan estas estructuras. En todos los casos, estas enfermedades producen
déficit severo en el movimiento. Los ganglios basales tienen un papel importante en la seleccion de
movimientos entre los candidatos, los objetivos, estrategias y en la interpretacién de la informacion
sensorial. En muchos casos, los ganglios basales hacen esta seleccién basados en el pasado
histérico de sucesos bajo circunstancias similares (Shepherd, 2004). El neoestriado es la estructura
mas grande que forma parte de los ganglios basales y la que recibe un gran nimero de conexiones
aferentes (Shepherd, 2004).

En humanos y algunos otros primates, el neoestriado esta formado por neuronas conjuntas dentro
de grupos de alta densidad, separados por areas de baja densidad celular. La organizacion del
neoestriado esta constituido por islas celulares llamadas estriosomas o solo parches, y el area
entre ellos llamada matriz (Shepherd, 2004). Ademas de sus diferentes entradas sindpticas, los
estriosomas y la matriz tienen diferentes blancos de salida, al menos por sus proyecciones a la
substancia nigra. Los estriosomas proyectan preferentemente a la substancia nigra compacta,
donde se localizan las neuronas nigroestriatales dopaminérgicas, mientras que la matriz proyecta a
la substancia nigra reticulata, donde las neuronas no dopaminérgicas proyectan al tadlamo y se
encuentran los coliculos superiores. Las neuronas principales del neoestriado son denominadas
espinosas porque tienen un gran ndmero de espinas dendriticas que cubren sus dendritas. Las
neuronas de proyecciéon del neoestriado expresan canales para calcio tipo PQ, los cuales
contribuyen a la activacién de las corrientes de potasio dependientes de calcio (Shepherd, 2004).

En este proyecto se desarroll6 un simulador computacional interactivo para la ensefianza
aprendizaje del comportamiento de las corrientes de calcio de neuronas espinosas medianas del
neoestriado de rata.

2. METODOLOGIA

Se disefié y desarrollé6 un simulador de las corrientes iénicas de calcio tipo PQ, registradas en
neuronas espinosas medianas del neoestriado de la rata (Bargas, 2004; Salgado, 2004, Vilchis y
cols., 2000). Para este propésito se us6 el programa Visual Basic®, version 5.0, para ambiente
Windows®, con resolucion de 1366 x 768.

El modelo matematico usado corresponde a las corrientes idnicas de calcio que no sigue una
relacion lineal de la curva corriente contra voltaje y por lo que no presenta un punto de inversion
(Gabbiani y Cox, 2010; Balderas, 2004). Las expresiones matematicas son las siguientes:
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El valor de los coeficientes fue reportado por Balderas (2004), después de realizar ajustes
matematicos a las corrientes experimentales con el método de minimos cuadrados. La solucién de
estas ecuaciones ha sido realizada con MatLab 7.0 (Balderas, 2004). En este trabajo las
ecuaciones diferenciales fueron resueltas de manera simultanea por el método numérico de Euler.

3. RESULTADOS

El simulador se ejecuta directamente del archivo “Calciopg.exe”. La pantalla de interfaz muestra del
lado izquierdo dos recuadros, en el superior se representa una pantalla de osciloscopio, donde se
registra la corriente de calcio, que corresponde a la corriente —vs- tiempo; el inferior se visualiza
una pantalla de osciloscopio que muestra el estimulo de voltaje, que corresponde al voltaje clamp —
vs- tiempo. Del lado derecho de la interfaz, se muestra un recuadro donde se ingresan los datos de
temperatura (°C), concentracion de calcio externo, concentracion de calcio interno (mM) vy la
amplitud del estimulo (mV) (figura 1).

La concentracion externa de calcio con la que se realizaron los experimentos fue de 13 mM, a una
temperatura de 20 °C y una concentracion interna del ion de 0.001 mM; teniendo dicha
concentraciéon externa y dando un estimulo de — 50 mV se obtiene una amplitud de la corriente
mas cercana a -1000 nA y una inactivacion lenta del canal (figura 1).

En las figuras 2, 3 y 4 se representan los trazos que corresponden a la corriente de calcio cuando
la concentracién externa del ion cambia progresivamente, se observa que la amplitud de la
corriente y el tiempo de inactivacion del canal es diferente respecto a la concentracion externa, es
decir la amplitud disminuye.
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Figura 1. Registro de la corriente de calcio cuando la concentracion externa es de 13 mM y el estimulo que se
da es de -50 mV.
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Figura 2. Registro de la corriente de calcio cuando la concentracion externa es de 13 mM (trazo inferior) y 10
mM (trazo superior) y el estimulo que se da es de -50 mV.
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B Corriente de Calcio (Ipg) en Neoestriado (espinosa mediana)
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Figura 3. Registro de la corriente de calcio cuando la concentracion externa es de 10 mM (trazo inferior) y 5

mM (trazo superior) y el estimulo que se da es de -50 mV.
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Figura 4. Registro de la corriente de calcio cuando la concentracion externa es de 5 mM (trazo inferior) y 1

mM (trazo superior) y el estimulo que se da es de -50 mV.
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Cuando se mantiene constante la concentracién externa de calcio y se cambia progresivamente el
voltaje del estimulo, en los trazos resultantes se observa que la amplitud de la corriente y el tiempo
de activacion e inactivacion del ion. La amplitud incrementa y el tiempo de inactivacion disminuye a
medida que el estimulo aumenta.
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Figura 5. Registro de la corriente de calcio cuando la concentracion externa es de 13 mM y los estimulos que
se dieron van de -60 mV a -5 mV (en los trazos de inferior a superior).

4. CONCLUSIONES

El simulador esta basado en registros obtenidos en las neuronas de proyeccion del neoestriado de
rata y a partir de modelos matematicos que describen las corrientes de calcio de tipo PQ. El
programa es de facil manejo mediante una interfaz amigable, donde se muestra la influencia de las
concentraciones interna y externa del ion calcio, asi como la activacién e inactivacién del canal.
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