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Resumen 

 Los canales iónicos son proteínas transmembranales que gobiernan el flujo de 

partículas con carga eléctrica denominadas iones, permitiendo de forma regulada y 

selectiva su paso por difusión. El enfoque biomédico de su estudio ha identificado 

enfermedades llamadas "canalopatías”, causadas por su funcionamiento o expresión 

anómala. Condiciones atípicas de canales de potasio han sido relacionadas con diversos 

tipos de cáncer, promoviendo su estudio fisiológico y biofísico para el desarrollo de 

posibles terapias. El canal potásico dependiente de voltaje, Kv10.1 (también denominado 

Eag1), presenta una sobreexpresión en tejidos tumorales, desregulación que sugiere un 

papel clave en el desarrollo de la enfermedad y como objetivo terapéutico potencial. 

 La conductancia es la propiedad física de un canal iónico que describe su accionar, 

pues denota la cantidad de flujo iónico que éste permite bajo determinadas condiciones. 

La investigación de posibles terapias contra el cáncer, dirigidas al canal Kv10.1, se centra 

en la búsqueda de moléculas inhibitorias, idealmente a bajas concentraciones, que 

puedan silenciar su actividad, es decir, que tengan un fuerte impacto, ya sea sobre su 

conductancia iónica o sobre la presencia misma del canal. 

  El presente trabajo describe el estudio de la conductancia a nivel unitario del canal 

Kv10.1 expresado en la línea celular HEK, modelo de estudio utilizado en el Laboratorio 

Nacional de Canalopatías para la búsqueda activa de compuestos inhibitorios. La 

conductancia unitaria fue estimada a partir de las fluctuaciones en estado no-estacionario 

de las corrientes macroscópicas generadas por la población de canales activos en toda 

una célula aislada (conocido como análisis de ruido, Noise Analysis), haciendo uso de 

dos métodos independientes: análisis de varianza (Non-stationary Fluctuation Analysis) y 

de distribución de la densidad espectral (Spectral Density Distribution Analysis). 

 Gracias a diversos criterios matemáticos seguidos para el correcto procedimiento, 

fue posible resolver la conductancia unitaria mediante ambos métodos. El resultado 

mediante el análisis de varianza fue  = 7.4 ± 0.9 y efectuando el análisis de distribución 

de la densidad espectral,  = 5.3 ± 1.5. Los intervalos de los valores obtenidos se solapan, 

siendo estadísticamente indistinguibles entre sí, así como coincidentes con los reportados 

en la literatura. 
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Introducción        Sección I. Marco biológico 

 

Membrana celular y canales iónicos 

 Las células de todos los seres vivos se encuentran delimitadas por una bicapa 

lipídica que separa el medio interior del exterior y constituye una barrera selectiva 

para el intercambio de materia en ambas direcciones (Alberts et al., 2015). La así 

llamada "membrana celular" alberga múltiples elementos que le confieren funciones 

esenciales. Los canales iónicos son proteínas transmembranales formadores de 

poros macromoleculares que gobiernan el flujo de partículas con carga eléctrica, 

llamados iones, permitiendo su paso por difusión pasiva (Karp, 2012). 

 Desde su origen, los canales iónicos han evolucionado de la mano con la 

función de movilizar substratos iónicos al interior y exterior, alcanzando niveles 

extraordinarios de selectividad y rendimiento (Hille, 2001). Gracias a su pronta 

aparición en la historia de la vida, han sido involucrados en prácticamente todos los 

procesos biológicos a nivel celular, debido a la amplia gama de mecanismos 

fisiológicos que controlan su actividad (Hille, 2001). La prevalencia de estas 

macromoléculas proteicas en todos los linajes de seres vivos y lo esencial de los 

procesos que llevan a cabo, permite categorizarlas dentro de las moléculas más 

importantes incluso para el entendimiento mismo de la vida. Además de su destacado 

papel central en la excitabilidad celular, la lista de los procesos conocidos que en 

alguna etapa se remiten al accionar de un canal iónico, se incrementa continuamente. 

 Erwin Neher y Bert Sakmann desarrollaron entre los años setenta y ochenta el 

avance metodológico más importante en el estudio de biomoléculas a nivel unitario. 

Con la técnica electrofisiológica denominada patch-clamp es posible registrar la 

corriente a través de un pequeño parche de la membrana, esto permite resolver la 

actividad funcional de canales iónicos individuales (Hille, 2001). Hoy en día el 

entendimiento de muchos procesos biológicos se enfoca en el estudio de estas 

proteínas, sumándose disciplinas de auge reciente como la genómica, la optogenética 

y la imagenología. 
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La conductancia de un canal 

 En esencia, la función de un canal iónico es el permitir el movimiento de 

partículas con carga, lo que puede ser abordado como un fenómeno eléctrico. La 

biofísica conjunta el entendimiento de fenómenos físicos, contextualizándolos en 

sistemas biológicos. Muchos son los conceptos y principios físicos de la electricidad 

que deben tomarse en cuenta para el estudio de los canales iónicos, aunque para los 

fines del presente estudio se introducirá uno que da cuenta directa de la actividad del 

canal; la conductancia eléctrica. 

 En física, la medida de la facilidad de flujo de corriente entre dos puntos es la 

conductancia, ésta se mide en siemens (S) y se define por la ley de Ohm, 

estableciendo que la corriente de un circuito es igual al producto de la conductancia 

y la diferencia de voltaje. Para los canales iónicos, la conductancia es una medida 

natural de su habilidad para permitir el movimiento de iones (Hille, 2001). La 

conductancia de un canal iónico es una propiedad que puede ser modificada por 

factores externos, detectados por diversos mecanismos fisiológicos de los canales 

que le otorgan la inmensa gama de funciones a la que ya se ha hecho alusión. 

 Medir la conductancia de un canal iónico provee información para realizar 

conclusiones sobre su actividad bajo distintos escenarios fisiológicos, y en el caso de 

canales iónicos de interés biomédico, sobre su farmacología. Los efectos deseados 

de un fármaco pueden medirse directamente en cambios sobre la conductancia del 

canal, y de no verse reflejados en ella, pueden ser atribuidos a otros factores. 

Canales dependientes de voltaje 

 Los canales iónicos tienen diversas formas regular su actividad (Fig.1). En 

general se distinguen tres grandes grupos de canales según su mecanismo de 

activación: 1) los canales dependientes de ligando, donde la unión de una molécula 

o partícula específica induce el estado conductor del canal. Estos canales son 

altamente específicos y fungen principalmente como transductores de señales 

químicas para disparar señales eléctricas (Purves et al, 2015); 2) los canales 

dependientes de voltaje, cuya activación depende de cambios en el voltaje, siendo en 

última instancia regulados por el cambio en el campo eléctrico transmembranal (Hille, 

2001). Estos canales propagan y gobiernan la señalización eléctrica y el potencial de 

acción en células excitables. 
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Figura 1.-Estados de actividad funcional de los canales iónicos. Los canales iónicos fluctúan entre el 

estado conductor (abierto) y no conductor (cerrado o inactivado) en respuesta a diversos estímulos como 
lo son (de izquierda a derecha) : cambios en el voltaje, unión de un ligando extracelular, unión de un 
ligando intracelular o estímulos mecánicos. (Modificado de Alberts et al., 2008) 

 

Canales de potasio (K+) 

 Los canales también pueden ser agrupados atendiendo al ión de mayor 

permeabilidad, de ahí que se les clasifique principalmente en Na+, K+ y Ca2+. A su 

vez, éstos pueden ser divididos en subgrupos bajo diversos criterios.  

 Los canales de potasio llevan el prefijo K en su nombre, y aquellos mediados 

por voltaje se denominan Kv, que constituyen el mayor subgrupo para dicho catión. 

Su estructura general es similar, están compuestos por cuatro subunidades alfa () 

que alineadas circularmente conforman la vía conductora y selectivamente 

permeable, cada una de ellas con seis dominios transmembranales (Litan & 

Langhans, 2015). Los segmentos 5 y 6 conforman el poro, mientras que las regiones 

transmembranales 1 a 4 constituyen los dominios sensibles al voltaje (Huang & Jan, 

2014), que permiten la coordinación de apertura y cierre del canal con el papel 

fisiológico que desempeñan. 
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Kv10.1 (Eag1) canal potásico dependiente de voltaje 

 El canal Kv10.1, es un canal de potasio dependiente de voltaje, que recibe 

también el nombre de Eag1 por la homología de su secuencia con el canal ether-a-

go-go de Drosophila (Wang, 2017). Forma parte de la superfamilia de canales de 

potasio KCNH, subfamilia Eag. 

 En los humanos, la expresión normal de este canal ocurre principalmente en el 

sistema nervioso central (SNC), en menor grado en la placenta, testículos, glándula 

adrenal y de forma transitoria en mioblastos (Wang, 2017). En el cerebro, actúa como 

un modulador del potencial de acción a nivel local, especialmente durante ráfagas de 

alta frecuencia, cuando otros canales de potasio sufren inactivación acumulativa 

(Mortensen et al., 2015). 

 Como particularidades presenta dominios estructurales PAS(Per-Arnt-Sim) y 

CNB (cyclic nucleotide binding) en los extremos amino (N) y carboxilo (C) terminal 

respectivamente, (Warmke et al., 1991). La estructura general del canal Kv10.1 sigue 

el esquema de los canales dependientes de voltaje (Fig. 2) 

 

 

Figura 2.-Esquema de la estructura del canal Kv10.1. Representación de dos de las cuatro subunidades 

del canal iónico Kv10.1 o Eag1, se muestran los dominios más importantes de la proteína. El dominio 
PAS en el extremo amino y el dominio CNB en el extremo carboxilo unido a ligandos intrínsecos. Los 
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cilindros azules atravesando la membrana representan los seis segmentos transmembranales de cada 
subunidad (Modificado de Wang, 2017) 

 

 Este canal es de creciente importancia en el campo biomédico, pues un nivel 

elevado en su expresión fuera del SNC, ha sido identificado como un marcador y/o 

causa potencial de cáncer cervical, de colon y de seno (Wang, 2017). El Laboratorio 

Nacional de Canalopatías del Instituto de Fisiología de la UNAM en México, participa 

en la búsqueda activa de agentes farmacológicos con actividad inhibitoria sobre el 

canal Kv10.1. 

Características electrofisiológicas 

 Las características de las corrientes macroscópicas producidas por el canal 

Kv10.1 (Fig. 3) han sido estudiadas en sistemas heterólogos (Wang et al., 2017), 

expresando mediante transfección, de manera transitoria o estable el exón del gen 

que lo codifica. 

 La activación del canal es lenta y no presenta inactivación (Wang et al., 2017). 

En ocasiones las corrientes macroscópicas obtenidas mediante la técnica 

electrofisiológica de patch clamp, también conocida como fijación de membrana (Fig. 

3), pueden mostrar un descenso en su magnitud (run-down), el cual se debe a una 

disminución del número de canales funcionales aportando a la corriente macroscópica 

con el paso del tiempo. 

Figura 3.- Corriente representativa del canal Kv10.1. a) La línea negra corresponde a la corriente 
registrada mediante patch-clamp manual en la configuración de célula completa (whole cell), en la 
línea celular HEK, expresando de forma estable el canal Kv10.1 por transfección. b)  Se muestra 
el curso temporal del impulso suministrado a la célula para provocar la apertura de los canales.  
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Figura 3.- Corriente macroscópica representativa del canal Kv10.1. La figura muestra datos 

experimentales provenientes de la técnica electrofisiológica de patch clamp, en la configuración de célula 
completa. a) La línea negra corresponde a la corriente registrada en células HEK, expresando por 
transfección y de forma estable el canal Kv10.1. b) Curso temporal del pulso de voltaje suministrado a 
la célula para provocar la apertura de los canales, generándose así la corriente. En ambos gráficos el 
eje x, corresponde al tiempo en escala similar.  

 

 En concentraciones iónicas similares a las fisiológicas, el canal 

recombinante proveniente de la mosca Drosophila melanogaster presenta una 

conductancia unitaria de 4.9 pS expresado heterologamente en ovocitos por 

inyección de su RNA mensajero (Bruggemann et al., 1993), mientras que la 

conductancia unitaria es de 7.4 pS en células HEK expresando el gen Eag de 

rata (Stansfeld et al., 1996) y de 8.4 pS en mioblastos expresando el hEag1 

(Bijlenga et al., 1998); 7.5 pS también en rEag1 (Hsu et al., 2012) y 19.73 pS 

para hKv10.1 (Zakany et al., 2019). 

Canalopatías 
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 Debido a la amplia y conspicua prevalencia de los canales iónicos en procesos 

fisiológicos, la ocurrencia de condiciones anómalas de estas proteínas puede derivar 

en múltiples perturbaciones a la homeostasis del organismo. Al conjunto de 

enfermedades provocadas por la pérdida o aumento de actividad de los canales 

iónicos, se les denomina canalopatías. 

 En el genoma humano existen al menos 232 genes distintos que codifican para 

canales iónicos (Nayak et al., 2009). Es por ello que su condición anómala puede 

derivar en condiciones patológicas bajo múltiples escenarios, éstas pueden ser tanto 

adquiridas a lo largo de la vida del organismo, cómo heredadas (Kim, 2014). Al igual 

que la lista de los roles fisiológicos de los canales, la lista de enfermedades conocidas 

que han podido ser etiquetadas como canalopatías es cada vez mayor gracias a 

múltiples estudios recientes, esto ha provocado también el incremento en importancia 

de líneas investigación centradas en la búsqueda de agentes terapéuticos novedosos 

con actividad sobre distintos canales iónicos (Litan & Langhans, 2015). 

El cáncer como canalopatía 

 Además de regular el potencial de membrana, la homeostasis iónica y la 

señalización eléctrica, los canales iónicos juegan un rol importante en la proliferación, 

migración, apoptosis y diferenciación celular (Litan & Langhans, 2015), procesos 

determinantes en la progresión del cáncer. 

 Si bien sería inadecuado resumir al cáncer únicamente como canalopatía, 

existe evidencia reciente de que ciertos canales iónicos pueden ser piezas clave en 

el tratamiento de algunos tipos de cáncer (Litan & Langhans, 2015), describiéndose 

inicialmente en glioblastoma y granuloblastoma (Sontheimer, 2014; Hatten & Roussel, 

2011). 

 El papel de los canales iónicos en el cáncer se centra en la regulación de los 

cambios en el volumen de las células, señalizados particularmente con flujos de 

potasio (Litan & Langhans, 2015), este proceso es similar a lo observado en la 

embriogénesis, sanación de heridas y migración neuronal. Existen estudios que 

muestran que, al inhibir la actividad de canales potásicos, se mitiga la migración 

celular, pues no pueden ocurrir los cambios de volumen celular necesarios (Weaver 

et al., 2006), o de manera alternativa, interrumpiendo cascadas de señalización con 



9 
 

proteínas de adhesión que interrumpen el ciclo celular previniendo la proliferación. 

(Pardo et al., 1999)  

  El canal iónico Kv10.1 ha sido estudiado como un posible objetivo terapéutico, 

debido a que su sobreexpresión está relacionada con el surgimiento potencial de 

tumores, y su expresión anómala se correlaciona con baja supervivencia del paciente 

en múltiples tipos de cáncer (Pardo & Stühmer, 2008). 

 

Sección II. Marco matemático 

 Como fue mencionado antes, la conductancia es un parámetro que da cuenta 

directa de la actividad de un canal, este valor puede ser estimado por diversos 

métodos. 

  Las técnicas electrofisiológicas actuales permiten registrar la actividad de un 

solo canal y con ello conocer su probabilidad de apertura ante cierto estímulo, la 

conductancia unitaria y la corriente que pasa a través de un sólo canal (Hille, 2001). 

A pesar de ser tan informativo, un registro de canal unitario es una técnica 

electrofisiológica complicada debido al control necesario sobre el nivel de expresión 

del canal a estudiar en el modelo de estudio, que requiere además de ciertas 

condiciones experimentales y amplia preparación del experimentador (Heinemann & 

Conti, 1992). Cuando el canal de interés existe en gran cantidad en la membrana, 

realizar registros de canal unitario no representa la opción más sencilla, pues aislar 

un canal individual resulta imposible en la práctica. Tal es el caso del modelo utilizado 

en este estudio, la línea celular HEK-293 transfectada para la expresión constitutiva 

del canal Kv10.1. 

 De manera alternativa a los registros de canal único, existen métodos basados 

en propiedades y observaciones estadísticas sobre conjuntos de registros 

electrofisiológicos, que permiten calcular el valor de la conductancia unitaria. En el 

presente trabajo utilizamos dos de ellos: análisis de varianza y análisis de densidad 

espectral. 

Análisis de Varianza  
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 El objetivo del análisis de varianza, también conocido como análisis de ruido, 

es relacionar observaciones macroscópicas, como la corriente total de una célula 

aislada, con parámetros moléculares, tales como la corriente de un sólo canal, el 

número de canales funcionales en la membrana y la probabilidad de que los canales 

se encuentren abiertos bajo una condición dada (Heinemann & Conti, 1992). 

 De una manera muy intuitiva, en 1980 fue descrito el análisis de 

fluctuaciones,"Nonstationary Fluctuation Analysis" (Sigworth,1980), un método 

basado en la distribución parabólica de la varianza de un ensamble de registros 

(Fig.4), cuyas corrientes registradas provienen de la población total de canales 

funcionales en cada célula. Este procedimiento de análisis tiene como finalidad 

conocer: el número de canales en la preparación, corriente unitaria, la máxima 

probabilidad de apertura y conductancia unitaria. 

 Desde su publicación original, el análisis de ruido ha sido ampliamente 

utilizado, citado en más de 250 publicaciones científicas. Al día de hoy existen 

investigaciones que continúan haciendo uso del análisis de fluctuaciones para 

profundizar en los mecanismos por los cuales distintas moléculas influyen la actividad 

de un canal iónico de interés, por ejemplo, para saber si la acción inhibitoria se debe 

a un efecto sobre la corriente que atraviesa cada canal o sobre el número de canales 

(Herrmann et al., 2012) y conocer la corriente unitaria cuando no existe la posibilidad 

de ser resuelta por patch-clamp (Scheppach & Robinson, 2017). La importancia de 

este análisis trasciende el campo biomédico, siendo también utilizado para 

desentrañar y explicar los mecanismos moleculares que acontecen durante un evento 

fisiológico de interés (Lanore & Angus, 2016).  

 El análisis de fluctuaciones no estacionarias presenta las siguientes ventajas 

(Heinemann & Conti, 1997): 

• La configuración de patch-clamp más sencilla de realizar, célula completa 

(whole cell), representa la preparación idónea para realizar el análisis de 

varianza, debido a que la proporción de ruido provocado por los canales iónicos 

excede en varios órdenes al producido de manera instrumental. 

• Se puede obtener el número de registros necesarios para efectuar el análisis 

de una manera sencilla y variando las condiciones experimentales en una 

misma preparación. 
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• El análisis no involucra nunca la elección subjetiva de eventos y puede ser 

fácilmente automatizado. 

 

 

 

 

 

Figura 4.- Isocrono. En un ensamble de registros, un isócrono es una línea en el eje temporal que 

atraviesa a todos los registros en el punto equivalente en cada uno de ellos. La varianza en el análisis 
de ruido se calcula a lo largo de un isocrono, es decir, las fluctuaciones en torno a la corriente promedio 
para un tiempo específico del conjunto de registros. La figura fue realizada con registros obtenidos en el 
Laboratorio Nacional de Canalopatías durante el desarrollo de esta tesis, mismos que fueron utilizados 
para el análisis posterior. Basada en la gráfica original de Álvarez et al., 2002.  
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Figura 5.- Varianza isocrónica. Se muestran ocho isocronos tomados en tiempos distitnos a lo largo 

del ensamble de la figura anterior. Cada trazo muestra el valor instantáneo de la corriente obtenida para 
un mismo tiempo en cada uno de los 120 pulsos. La dispersión de la corriente es menor en los extremos, 
en comparación con los valores medios donde los trazos son más fluctuantes. La figura fue realizada 
con registros obtenidos en el Laboratorio Nacional de Canalopatías, mismos que fueron utilizados para 
el análisis posterior. Basada en la gráfica original de Álvarez et al., 2002.  

 

 Inferencia del modelo 

 Tanto la teoría del análisis de la varianza de un ensamble de registros 

electrofisiológicos, como aquella del análisis de su distribución espectral, se basan 

en tres suposiciones fundamentales (Sigworth, 1980), originadas en la naturaleza y 

actividad de los canales iónicos: 

1. Existen únicamente dos estados o conformaciones posibles: conductor y no-

conductor, asignando una probabilidad de apertura Po al estado conductor. 

2. El proceso de apertura y cierre (gating) de cada canal es independiente del 

estado conformacional de los otros canales. 

3. La población de canales es homogénea, los canales son similares entre si.  

 Para poder describir las ecuaciones que subyacen el análisis de fluctuaciones 

de Sigworth (1980), es necesario definir los siguientes conceptos. 
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 Corriente macroscópica (I). Es la corriente generada por el total de canales, 

observada en un registro electrofisiológico proveniente de toda una célula. Es el 

producto de distintos elementos, los cuales son: la probabilidad de apertura (Po), el 

número de canales (N), la conductancia () y la diferencia entre el voltaje de 

membrana y el voltaje reverso. 

 Probabilidad de apertura (P0). Los canales iónicos, debido a estímulos 

externos, fluctúan poblacionalmente con valores continuos de probabilidad de 

apertura entre 0 y 1, donde 0 significaría que todos los canales estuvieran cerrados y 

1, que todos estuvieran abiertos. Es necesario hacer mención de que los límites de 

dicho valor son teóricos, no necesariamente observables en una preparación real. 

 Número de canales (N). Es la cantidad total de canales funcionales aportando 

la corriente observada en un registro. 

 Conductancia unitaria (). Propiedad fundamental para describir el accionar 

de un canal iónico. El valor de la conductancia unitaria denota la permisividad de flujo 

iónico a través de un sólo canal. 

 Corriente unitaria (i). Similar a la conductancia unitaria, la corriente unitaria 

denota la amplitud del flujo iónico a través de un sólo canal.  

 

 

Figura 6.- Corriente macroscópica. Elementos que conforman la corriente total observada en un 

registro. Con base en la ley de Ohm, esta ecuación surge al considerar lo siguiente: La corriente que 
atraviesa por cada canal, es igual al producto de la conductancia unitaria (γ) y la sustracción del voltaje 
reverso al voltaje de membrana. Al multiplicarse por el número total de canales en la membrana, se 
obtiene la corriente máxima de la célula mientras que la probabilidad de apertura en un momento 
específico permite acotar dicha corriente máxima a la fracción de canales abiertos. 
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 El ruido de la corriente macroscópica se refiere al cambio en la corriente 

macroscópica generado por la apertura o cierre espontáneo y aleatorio de un canal 

individual (Alvarez et al., 2002), dichas desviaciones espontáneas constituyen una 

gran proporción de la varianza de un ensamble de registros (Fig.5), a su vez, la 

varianza está en función de P0, N e i (Fig.7).  

 

Figura 7. El “ruido” en contexto. Relaciones del ruido con la probabilidad de apertura, el número de 

canales en la membrana y la corriente unitaria del canal. 

 

 Ecuaciones del modelo 

 Si asumimos una membrana con solamente un canal, (p) es la probabilidad de 

encontrarlo abierto y (q) probabilidad de encontrarlo cerrado,  

    𝑝 + 𝑞 = 1.  

 La corriente promedio de dicha membrana será entonces el producto de la 

probabilidad de encontrarle abierto (p) y su corriente unitaria (i ), 

 ‹𝐼› = 𝑖 𝑝. 
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 La varianza de la corriente proviene de la suma de cada posible desviación 

cuadrática del promedio, dos en total debido a que se considera que los canales sólo 

presentan dos estados, 0, el estado no conductor, e i, el estado conductor multiplicada 

por su probabilidad, 

𝜎𝐼
2 = 𝑞(0 − 𝑖𝑝)2 +  𝑝(𝑖 − 𝑖𝑝)2. 

 Si reducimos y consideramos ahora una membrana con N canales, ambas, 

corriente y varianza serán N veces mayores,  

 ‹𝐼› = 𝑁𝑖 𝑝, 

 𝜎2 =  𝑁𝑖2𝑝𝑞. 

 Combinando las ecuaciones anteriores, obtenemos la siguiente ecuación que 

describe la varianza en función de la corriente macroscópica promedio, la corriente 

unitaria y el número de canales funcionales. Esa ecuación es una parábola en el plano 

σ2 vs < I >, 

                                               𝜎𝐼
2 = 𝑖 ‹𝐼› − 

‹𝐼›2

𝑁
 .                                              (1) 

 Es conveniente transformar el resultado de la corriente unitaria estimada en un 

valor de conductancia unitaria con la siguiente ecuación: 

                                        𝛾 =  
𝑖

𝐸𝑐𝑜𝑚−𝐸𝑟𝑒𝑣
,                                                (2) 

 donde Ecom y Erev son el voltaje de mantenimiento y el suministrado a la célula 

durante el pulso. 

El gráfico de la corriente macroscópica promedio contra la varianza corresponde a 

una parábola (Fig.8), a partir de la cual deben destacarse los siguientes hechos: 

 1.- Los puntos en los que el gráfico cruza el cero corresponden a la mínima 

(Pomin)y máxima (Pomax) probabilidad de apertura. No hay fluctuaciones (ruido) 

cuando todos los canales están cerrados, ni cuando todos están abiertos. 

 2.-El límite de la derivada  
dσ2

d<𝐼>
  por la izquierda cuando ‹I› tiende a 0, es igual 

a la corriente unitaria ( i ). Esto significa que el segmento pseudolinear del inicio de la 
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corriente macroscópica promedio <I> tiene el mayor peso que el resto de la parábola 

para la medición de la corriente unitaria. 

dσ2

d‹𝐼›
 𝑖 ‹𝐼› −  

‹𝐼›2

𝑁
= 𝑖 −  

2‹𝐼›

𝑁
 

lim
‹𝐼›→0

𝑖 −  
2‹𝐼›

𝑁
 

= 𝑖 −  
2‹𝐼›

𝑁
 

= 𝑖 

 3.- Utilizando el criterio de la primera derivada, es posible observar que la 

parábola alcanza su punto de inflexión cuando la probabilidad de encontrar al canal 

abierto es la misma que de encontrarle cerrado, Po= 1/2, punto en el que existe una 

mayor cantidad de transiciones individuales de los canales entre ambos estados. 

dσ2

d‹𝐼›
 𝑖 ‹𝐼› −  

‹𝐼›2

𝑁
= 𝑖 −  

2‹𝐼›

𝑁
 

𝑖 −  
2‹𝐼›

𝑁
= 0 ∴  ‹𝐼› = 𝑁𝑖 

1

2
 

 Los parámetros, corriente unitaria i y número de canales N, se obtienen a partir 

del ajuste no linear de los datos observados de corriente macroscópica promedio y 

varianza con la ecuación (1). La probabilidad de apertura más alta, alcanzada durante 

el registro, puede calcularse dividiendo la corriente macroscópica promedio máxima 

observada ‹𝐼› 𝑚𝑎𝑥, entre la corriente esperada para una membrana con N canales 

abiertos, 𝑃𝑚𝑎𝑥 =
‹𝐼› 𝑚𝑎𝑥

𝑖 𝑁
. 
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Figura 8.- Varianza en función de la Corriente Macroscópica Promedio. Parábola describiendo 

la distribución de la varianza en función de la corriente promedio del ensamble. No hay ruido cuando 

todos los canales están cerrados, ni cuando todos están abiertos (a y b, respectivamente). Cuando la 

corriente promedio tiende a cero por la izquierda, la pendiente de la parábola es igual al valor de la 

corriente unitaria (c). La varianza es máxima cuando Po = 0.5.(d). (Modificado de Álvarez et al., 2002). 

Análisis de la Densidad Espectral 

 

 Las características en el dominio del curso temporal y en el dominio de la 

frecuencia de las fluctuaciones de la corriente macroscópica, reflejan también los 

eventos unitarios subyacentes (Gray, 1994). La autocovarianza es una medida de 

similitud de una señal consigo misma, ésta surge de la estimación de las diferencias 

entre pares de puntos de la señal separados por un intervalo de tiempo determinado. 

Para entender la relación entre el curso temporal y las fluctuaciones de la corriente 

macroscópica, debe considerarse la autocovarianza entre los valores de una señal 

con ruido (Fig.9), obtenida en intervalos temporales denotados como Δt, dados por la 

ecuación: 

𝐶(∆𝑡) = ∑
𝑥(𝑡).𝑥(𝑡+∆𝑡) 

𝑛−1
 , 
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donde x(t) es el valor de la señal en el tiempo t, mientras que x(t + Δt) es el valor de 

la señal después de  un incremento de tiempo denotado como Δt, y n es el número 

de valores muestreados en dicho intervalo. La amplitud de la corriente para cada 

registro se mide relativa al valor promedio.  

 

Figura 9. Autocovarianza de la corriente macroscópica. La autocovarianza se calcula tomando el 

producto de la magnitud de la corriente al tiempo (t) y al tiempo (t + Δt). Cuando el intervalo de tiempo 
es más pequeño que los principales componentes de frecuencia de las fluctuaciones en la corriente 
(ruido), entonces la autocovarianza será alta, ya que la probabilidad de que los canales fluctúen entre 
de uno a otro estado en dicho periodo de tiempo, es baja. A medida que el intervalo de tiempo se 
incrementa, la probabilidad de que un canal pueda fluctuar es mayor. La figura fue realizada con registros 
obtenidos en el Laboratorio Nacional de Canalopatías, mismos que fueron utilizados para el análisis 
posterior. (Modificada de Gray, 1994)  

 Para poder hacer conclusiones a nivel de canal unitario debe considerarse que, 

si la población de canales que aportan a la corriente macroscópica es homogénea, 

entonces la autocovarianza es igual a N veces la autocovarianza de un sólo canal 

(Gray, 1994). 

𝐶(∆𝑡) = 𝑁 ∑
𝑥(𝑡). 𝑥(𝑡 + ∆𝑡) 

𝑛 − 1
 

= 𝑁 [𝑖(𝑡). 𝑖(𝑡 + ∆𝑡)]  

donde i(t) es el valor de la corriente que atraviesa por un sólo canal en el tiempo t, 

mientras que i(t+Δt) es la corriente del mismo canal en t+Δt.  
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 La corriente unitaria en un determinado tiempo puede ser igual a cero o a i, 

dados por los estados no conductor y conductor del canal respectivamente.  

 El valor promedio del producto i(t)·i(t+Δt) está dado por la probabilidad de que 

el canal se encuentre en su estado conductor en ambos tiempos, t y t + Δt. 

𝐶(∆𝑡) = 𝑁𝑖2𝑃𝑎𝑏𝑖𝑒𝑟𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑡 𝑦 𝑡+ ∆𝑡 , 

 Esto puede reformularse como el producto de la ocurrencia independiente de 

ambos eventos (Gray,1994). Dado que la probabilidad de apertura en el tiempo t, es 

simplemente Po, entonces la probabilidad de que el canal se mantenga abierto 

después de Δt es igual a la probabilidad de que el tiempo de vida (lifetime) del canal 

(período mínimo que el canal se mantiene en su estado conductor) sea mayor a Δt. 

Cuya distribución para un valor promedio τ está dada por la siguiente ecuación 

(Gray,1994): 

𝑃[𝑙𝑖𝑓𝑒𝑡𝑖𝑚𝑒 ≥ ∆𝑡] = 𝑒−∆𝑡/𝜏
 

𝐶(∆𝑡) = 𝐼𝑖̅𝑒−∆𝑡/𝜏
 

 Convenientemente puede escribirse en términos de conductancia por las 

propiedades Óhmicas de la membrana (Neumcke & Stämpfli, 1981). 

𝐶(∆𝑡) = 𝐼𝛾̅(𝑉 − 𝑉𝑒𝑞)𝑒−∆𝑡/𝜏
 

 La gráfica de la autocovarianza en función de Δt decae exponencialmente 

regulada por una constante igual al valor promedio de tiempo de apertura (lifetime) 

del canal (Fig. 8A). Algunos programas de análisis para datos electrofisiológicos, 

como Clampfit y PulseTools contienen herramientas para el cálculo del espectro de 

frecuencias de la señal (power spectrum density). Dicho espectro es la transformada 

de Fourier, la cual consiste en descomponer una función (en este caso la 

autocovarianza de una señal eléctrica) en sus componentes oscilatorios (armónicos, 

representados por funciones oscilatorias, típicamente sinusoidales) a lo largo de un 

dominio continuo de frecuencias.  

 La función de la densidad espectral G(f) es la siguiente: 

𝐺(𝑓) = 4𝐼𝛾̅(𝑉 − 𝑉𝑒𝑞)
1

1+(𝑓/𝑓𝑐)2, 
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 donde f es la frecuencia y fc (llamada "corner frequency”) es la frecuencia en la 

que el valor del cuadrado de la corriente (power) ha disminuido a la mitad respecto a 

G(0), que es a su vez el límite de la densidad espectral cuando la frecuencia se 

aproxima a cero (Gray, 1994). 

 La anterior es una función Lorentziana que al ser graficada en un plano log/log 

(Fig. 10) muestra ciertas propiedades (Gray, 1994)  

 La corriente unitaria puede ser estimada dividiendo la varianza del espectro 

Lorentziano entre la corriente promedio. Dicha varianza está dada por el área bajo la 

curva descrita por la función de densidad espectral y se puede calcular a partir de la 

integral de la Lorentziana ajustada entre 0 e ∞ (DeFelice,1981) 

  𝜎𝐼
2 =  

𝜋𝐺(0)𝑓𝑐

2
. 

 La relación entre la varianza y la corriente promedio está dada por la 

ecuación 

𝜎𝐼
2

‹𝐼›̅̅ ̅
= 𝑖 (1 − 𝑃𝑜)  ∴ 𝑖 =

𝜎𝐼
2

‹𝐼›̅̅ ̅(1 − 𝑃𝑜)
  

 Al resolver las dos ecuaciones anteriores para la conductancia (), partiendo 

de la ley de Ohm ( = i/ V - Veq), obtenemos la siguiente ecuación para calcularla: 

𝑖 = 𝛾 (𝑉 − 𝑉𝑒𝑞) =
𝜎𝐼

2

‹𝐼›̅̅ ̅(1 − 𝑃𝑜)
 

    ∴ 𝛾 =
𝜋𝐺(0)𝑓𝑐

2‹𝐼›̅(𝑉−𝑉𝑒𝑞)(1−𝑃𝑜)
                                           (3)      

                 

 El método de análisis de la densidad espectral de fluctuaciones en la corriente 

macroscópica para el cálculo de la conductancia unitaria es totalmente independiente 

al del análisis de varianza. Gracias a ello es posible aplicar ambos tipos de análisis a 

datos provenientes de un mismo conjunto de registros y comparar los resultados 

obtenidos. Si el resultado de dicha contrastación arrojase resultados similares, se 

tendría entonces una robusta indicación de haber caracterizado correctamente el 
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fenómeno así estudiado, es decir, el valor de la conductancia de canal único y sus 

características cinéticas.  

 

 

 

 

 

Figura 10. Autocovarianza y densidad espectral. La autocovarianza de una función decae 

exponencialmente con una constante de tiempo igual al valor promedio de la corriente macroscópica 
(A). Cuando la corriente macroscópica es consecuencia de eventos individuales de aparición aleatoria y 
amplitud similar, el espectro de frecuencias describe una curva Lorentziana al graficarse en un plano 
log/log, siendo posible observar la frecuencia de corte (fc) y la asíntota para la frecuencia cero G(0). 
(Modificada de Gray, 1994). 
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Justificación 

 El Laboratorio Nacional de Canalopatías participa activamente en la búsqueda 

de compuestos inhibitorios del canal Kv10.1, haciendo ensayos electrofisiológicos 

mediante patch-clamp manual y automatizado en la línea celular HEK 293 

transfectada para la expresión estable del gen Kv10.1. Esta proteína se encuentra 

sobre-expresada presentando un elevado número de canales en las membranas de 

las células estudiadas en el laboratorio, lo cual imposibilita la obtención de registros 

de canal único para poder conocer las propiedades a nivel de molécula individual, y 

discernir entre los elementos que afectan la corriente macroscópica observada bajo 

distintas condiciones experimentales. 

 A partir de los datos generados para la descripción general de la actividad del 

canal en condiciones control, es posible efectuar un procedimiento para analizar las 

fluctuaciones en la conductancia de la membrana (nonstationary noise), causada por 

la apertura y cierre de canales iónicos. El uso de dicha metodología puede revelar el 

número de canales, la corriente unitaria que atraviesa por cada canal y la máxima 

probabilidad de apertura del canal, información muy útil para poder realizar 

conclusiones sobre el efecto de los compuestos con actividad biológica sobre el canal 

que pudiesen ser así encontrados. Para los mismos objetivos, puede efectuarse un 

análisis distinto y completamente independiente, con ecuaciones que describen 

densidades espectrales (power spectrum analysis), a fin de encontrar resultados 

coincidentes que soporten el primer reporte de la conductancia del canal Kv10.1 por 

ambos métodos. 

 Así mismo, la estandarización del proceso de análisis con las condiciones 

generales que presenta el modelo de estudio será un primer paso para conducir 

estudios sobre la actividad de los compuestos inhibitorios a nivel de canal unitario en 

el modelo de estudio.  
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Objetivos 

Objetivo general 

 Reportar por primera vez mediante ambos métodos, la conductancia unitaria 

del canal oncogénico Kv10.1, efectuando un análisis de la fluctuación de las corrientes 

macroscópicas mediante análisis de varianza y de densidad espectral. Haciendo uso 

de datos provenientes de la técnica electrofisiológica de patch clamp manual de los 

experimentos realizados en el Laboratorio Nacional de Canalopatías para la 

caracterización de las corrientes eléctricas generadas en respuesta a protocolos de 

estimulación de pulsos fijos de voltaje. 

Objetivos particulares 

• Caracterizar cuantitativamente los distintos componentes (número de canales, 

corriente unitaria y probabilidad máxima de apertura) de la corriente 

macroscópica provocada por el canal Kv10.1. 

• Generar mediante patch clamp manual los datos experimentales necesarios, 

con la cantidad y calidad necesaria para estimar la conductancia del canal en 

forma robusta, comparando dicho resultado con lo reportado previamente en 

la literatura. 

• Estandarizar el proceso de análisis de las fluctuaciones de la corriente 

macroscópica en estado no estacionario (Nonstationary fluctuation analysis) 

de la varianza y de la distribución de densidades espectrales y de distribución 

de densidades espectrales (Power spectrum distribution) sobre el modelo de 

estudio, instrumentación y condiciones típicas de experimentación del 

Laboratorio Nacional de Canalopatías, a fin de consolidar una guía teórica y 

metodológica para la realización de futuros estudios con nuestro modelo de 

estudio. 
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Métodos 

Modelo de estudio 

 Para el estudio de la actividad del canal iónico Kv10.1, fue utilizada la línea 

celular HEK 293, expresando dicha proteína de forma constitutiva. El proceso de 

clonación y transfección del gen fue llevado a cabo en el laboratorio del Dr. Walter 

Stühmer del Instituto Max Planck. Las células fueron mantenidas en medio de cultivo 

DMEM, 10% suero fetal bovino, adicionado con zeocina para conferir selectividad al 

cultivo. Esta línea celular es referente en la caracterización de la fisiología del canal 

Kv10.1 y ha sido ampliamente utilizada en el Laboratorio Nacional de Canalopatías, 

tanto para la caracterización del canal bajo condiciones normales, como en la 

búsqueda y evaluación de efectos provocados por toxinas polipeptídicas y otros 

compuestos. 

Electrofisiología 

 Se utilizó un sistema de registro de patch clamp manual en la modalidad célula 

completa (whole cell) para registrar la corriente de toda la célula, y que en nuestro 

modelo de estudio, gracias al sistema de expresión constitutiva, proviene 

fundamentalmente de la actividad de una numerosa población de canales Kv10.1.  

 Se optimizó el protocolo de estimulación para los análisis del ruido, basado en 

el descrito por Heinemann y Conti, 1992, el cual es un trabajo centrado en la 

estimación de los parámetros unitarios de canales de sodio y su relación con la 

presión y temperatura de células cromafines (Heinemann & Conti, 1992). Este 

protocolo consistió en la repetición de una secuencia alternada de 20 pulsos idénticos 

de prueba a +50 mV y 5 pulsos negativos a -90 mV, ambos con una duración de 300 

ms. Las estimulaciones sucesivas fueron espaciadas por periodos de pausa de 3 s, 

hasta colectar un total de 100 repeticiones del pulso de prueba y 25 del pulso negativo. 

El voltaje de mantenimiento de la célula se sostuvo en -70 mV. 

 Las corrientes fueron registradas con un amplificador Axopatch 200B (Molecular 

Devices), filtrando analógicamente a una frecuencia de 5 kHz y muestreando 

digitalmente a 25 kHz. La señal fue digitalizada haciendo uso del conversor analógico-

digital Axon Digidata 1550 (Molecular Devices). El control de los estímulos y la 



25 
 

adquisición de datos para el análisis fueron realizados con el programa pClamp 10.0 

(Molecular Devices). 

Eliminación de los registros erróneos 

 Los registros obtenidos por cada célula fueron observados con el programa 

Clampfit 10.0 (Molecular Devices) para descartar de forma manual aquellos afectados 

por la pérdida transitoria del sello de la pipeta, señales eléctricas exógenas, fallas con 

el sistema de perfusión y otras fuentes de error experimental que provocasen 

desviaciones evidentes de la amplitud de la corriente. Este primer filtro permite 

eliminar aquellos registros que resulten atípicos de manera muy notoria. 

 Todos los registros fueron depurados por segunda ocasión siguiendo el 

protocolo descrito por Heinemann & Conti 1992, calculando la varianza de la corriente 

en la línea base ( 𝜎 𝐵
2 ), es decir en los primeros 15 milisegundos durante el voltaje de 

mantenimiento a -70 mV. A partir de 𝜎 𝐵
2  fue calculada la varianza base promedio ‹𝜎 𝐵

2 ›, 

así como la desviación cuadrática media ∆𝜎 𝐵
2 .  

 Esta segunda depuración de registros anómalos se basó en el criterio objetivo 

de que, cualquier registro cuya varianza en la línea base fuese mayor a la suma de la 

varianza base promedio y cuatro veces la desviación cuadrática media, estaría siendo 

afectado por factores ajenos y desconocidos,  de manera que, si  𝜎 𝐵
2 >  ‹𝜎 𝐵

2 › + 4∆𝜎 𝐵
2  el 

registro es desechado. 

 Finalmente, partiendo de la corriente unitaria del canal Kv10.1 reportada por 

Stansfield et al., 1993, se estableció un último criterio de aceptación sobre pares de 

registros, en base a la comparación de la desviación estándar esperada y la diferencia 

de dos puntos equivalentes de registros sucesivos (Heinemann & Conti, 1996), 

denotada como Δi, tal que, si   |∆(i)| < 7[γ(Ecom − Erev)I + 〈σ B
2 〉]1/2, es decir, si la 

diferencia entre un par de puntos equivalentes contiguos, es menor a siete veces la 

desviación estándar esperada, entonces el par de registros es conservado para 

continuar con el análisis (Heinemann & Conti, 1996). 
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Gráficas de varianza vs corriente promedio (I, 𝛔 𝐈
𝟐). 

 Las tablas de valores de los registros de corriente para cada célula fueron 

exportadas haciendo uso de Clampfit. La primera columna de dicha tabla contiene el 

tiempo de cada muestreo a lo largo del protocolo. Las columnas sucesivas están 

conformadas por los valores de voltaje registrados en cada punto temporal para cada 

repetición de los pulsos. 

 Para el cálculo de la varianza isocrónica se distinguieron dos métodos que 

fueron denominados como: 1) varianza convencional (σ2) y 2) varianza Heinemann & 

Conti (𝜎𝐻&𝐶
2 ). La primera fue obtenida mediante las herramientas de estadística 

descriptiva del programa OriginPro 2016 (OriginLab Corporation, 2016) mediante la 

siguiente ecuación: 

 𝜎2 =
∑ (𝑥𝑖

𝑛
𝑖=1 −𝑥̅)2

𝑛−1
 

 Es necesario recordar, como fue mencionado anteriormente, que los datos 

para el cálculo de la varianza se toman a lo largo de un isócrono, dicho de otra forma, 

a lo largo de una fila en la tabla de valores del registro electrofisiológico. 

 Por otra parte, el cálculo de la "varianza Heinemann & Conti" (𝜎𝐻&𝐶
2 ) se 

fundamenta en la medida de las diferencias de corriente entre puntos equivalentes, 

sucesivos en el eje isócrono (yi): 

yi =
1

2
(xn − xn+1) 

σH&𝐶
2 =

2

N − 1
∑(yi − y̅)2

N

1

 

donde xn es el enésimo punto a lo largo del isocrono.  

 La varianza 𝜎𝐻&𝐶
2  tiene como objetivo la reducción de la desviación de la 

varianza como efecto del denominado channel rundown, término que hace referencia 

a la disminución del número de canales funcionales aportando flujo iónico a la 

corriente macroscópica en el curso temporal del experimento. El uso del promedio de 

dos puntos equivalentes sucesivos en vez de puntos individuales reduce la tendencia 
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al aumento de la varianza como consecuencia de la pérdida de canales funcionales y 

su consecuente cambio en la magnitud de la corriente total. 

 Previo a la construcción de la gráfica de varianza vs. corriente promedio se 

efectuó una reducción de puntos, con la finalidad de optimizar el proceso de ajuste, 

evitando la sobre representación de la zona estable de la corriente. Considerando 

que, debido al muestreo constante de la señal, una gráfica {I, σ I
2}, mostrará una mayor 

densidad de puntos para valores de corriente colectados durante la fase lenta (menos 

variable o estacionaria), atribuyendo entonces demasiado peso independiente a datos 

que en realidad no lo son. Por lo tanto, los datos de corriente media y varianza fueron 

agrupados en intervalos correspondientes a la división de la duración del pulso 

administrado en secciones sucesivas de longitud variable, tal que la corriente I no 

variase en más de un veinteavo de la corriente máxima (
Ip

20
). 

 Finalmente, las gráficas {I, 𝜎 𝐼
2}, fueron realizadas haciendo uso del programa 

OriginPro 2016. 

Ajuste no-líneal y obtención de los parámetros unitarios 

 Para la obtención de los parámetros unitarios se realizó un ajuste no lineal de 

la parábola descrita por la ecuación 1, en cada una de las gráficas generadas, con el 

algoritmo de iteración de Levenberg Marquardt, programando la herramienta de ajuste 

no-lineal del software OriginPro 2016. A partir del análisis fueron obtenidos los 

parámetros de ajuste: corriente unitaria ( i ) y número de canales (N), por cada célula. 

Haciendo uso de la ecuación 2, el valor de corriente unitaria se dispuso en términos 

de conductancia unitaria. 

Funciones Lorentzianas en las gráficas de densidad espectral 

 Utilizando el programa Clampfit 10.0, se obtuvo el promedio a lo largo del curso 

temporal de los pulsos para cada célula, concatenando y distinguiendo entre los 

archivos con pulsos a +50 y -90mV. El promedio se restó a cada una de las 

repeticiones, obteniendo únicamente las fluctuaciones respecto del curso temporal 

promedio. Debido a la cinética no inactivante del canal, la zona más estable de cada 

corriente se presenta al final de la misma, por lo que el espectro de frecuencias de la 
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señal (power spectrum density) se calculó con los 4096 puntos finales de cada 

registro, situando el primer cursor en el punto 3793 y el segundo en el 7888.  

 Finalmente se obtuvo la diferencia de los espectros de +50 y -90 mV, con el 

objetivo de restar los componentes del ruido ajenos al canal, presentes durante el 

pulso de -90 mV durante el cual los canales Kv10.1 se encuentran en su estado no 

conductor. 

 Graficando en escala logarítmica, se generaron las gráficas de la distribución 

espectral de los distintos componentes oscilatorios en el dominio de la frecuencia, de 

la diferencia entre las señales en respuesta a los pulsos a +50 y -90 mV. Por último, 

se ajustaron las siguientes ecuaciones a los espectros de cada célula, con un 

componente (DeFelice, 1981) y dos componentes Lorentzianos (Picones & Korenbrot, 

1994): 

                                                       G(f) =
G(0)c

1+(
f

fc
)2

                                                  (4) 

                                                        G(f) =
G(0)l

1+(
f

fl
)2

+
G(0)h

1+(
f

fh
)2

                                     (5) 

 Con los parámetros obtenidos fue calculada la conductancia unitaria mediante 

la ecuación (3). El análisis fue, programado en la herramienta de ajuste no-lineal del 

software OriginPro 2016. El hecho de poder describir el patrón resultante mediante 

funciones Lorentzianas, se aborda más adelante en la sección de Resultados y 

Discusión. 
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Resultados y Discusión 

 En primer lugar, se realizó la caracterización de las corrientes macroscópicas 

obtenidas por patch clamp manual en la modalidad de célula completa (Fig. 11). Como 

se esperaba, el pulso de voltaje depolarizante provocó la activación de la población 

de canales Kv10.1, generándose una corriente que asciende más rápido en los 

primeros milisegundos (Fig. 11), periodo en el que la mayoría de los canales transitan 

desde el estado no conductor en el voltaje de mantenimiento de -70 mV, al estado 

conductor, causado por el cambio drástico del voltaje hasta +50 mV. El ritmo de 

aumento en magnitud de la corriente macroscópica disminuye hasta alcanzar una 

fase semi-estacional, entre los 5 y 6 nA, en el número de canales reclutados fluctúa 

alrededor de un máximo posible para el voltaje suministrado. 

 

Figura 11.- Corrientes representativas. Se muestran las corrientes generadas (A), así como los 

pulsos que les generaron (B). En color negro la corriente generada por los canales Kv10.1 al activarse 
la población de canales debido al pulso de +50 mV, por otra parte, en rojo, los canales no permiten el 
flujo de iones puesto que el pulso a-90 mV no los activa. 
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 Por otra parte, la estimulación por un pulso de voltaje negativo no evoca la 

actividad de los canales Kv10.1 (Fig. 11). A pesar de que, debido a la dependencia al 

voltaje, éste podría ser un punto a obviar, los archivos obtenidos a partir de la 

estimulación por voltajes negativos son muy útiles, permitiéndonos restar el 

componente del ruido que no se debe a la actividad de los canales, para obtener así 

únicamente las fluctuaciones que tienen causa en el tránsito espontáneo entre la 

configuración activa y no activa del canal. 

 Con la selección realizada mediante el cálculo de la varianza de la corriente en 

la línea base, descartamos 3 de las 14 células iniciales, ya que era mayor el número 

de registros que estaban siendo afectados por factores externos no identificados. 

 El criterio de aceptación aplicado sobre la diferencia entre pares de registros 

continuos (Fig. 12) permitió asegurar aún más la calidad del análisis. De los registros 

provenientes del protocolo de estimulación por pulsos de prueba de las 11 células 

restantes, fueron eliminadas entre 0 y 4 repeticiones de las 100 correspondientes a 

cada célula. Aunque éste es un número bajo en proporción a la cantidad total de 

repeticiones, su eliminación impactó considerablemente de forma positiva la 

confianza en la estimación de los parámetros unitarios, evitando la aparición de 

cambios abruptos (picos) de varianza en la zona estable de la corriente macroscópica 

promedio.  

 

Figura 12.- Eliminación de registros anómalos. La gráfica muestra la depuración de un conjunto de 

registros provenientes de una célula, fijando como límites (en color negro) una diferencia (Δi) máxima 
entre dos puntos de dos registros contiguos igual a 7 veces la desviación estándar calculada. 
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Figura 13.- Varianza convencional y Heinemann & Conti. La varianza convencional (color rojo) 

aumenta indefinidamente debido al eventual channel –rundown, causado por una disminución gradual 
en el número de canales funcionales a lo largo de la duración de algunos experimentos. Para solventar 
dicha tendencia, la varianza Heinemann & Conti (color negro) se calcula tomando pares de puntos de 
dos registros 

 

 La presencia reportada de run-down en las corrientes generadas por el canal 

Kv10.1 (Wang et al., 2017) motivó el uso de dos métodos distintos para el cálculo de 

la varianza del ensamble de registros. La comparación entre ambos concluyó en la 

selección de la denominada varianza Heinemann & Conti (σH&C
2 ) sobre la varianza 

convencional (Fig. 13), ya que esta última no solamente reflejaba las fluctuaciones de 

la corriente provenientes de cambios aleatorios en el número de canales activos, sino 

también incluye la tendencia al decremento en número de canales funcionales. Sin 

embargo, el efecto del run-down pudo ser minimizado utilizando la diferencia de un 

par de puntos equivalentes provenientes de pulsos contiguos como unidad para el 

cálculo de la varianza (Álvarez et al., 2002) mostrándose de esta manera la 

distribución en forma parabólica esperada (Fig. 13). 
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 Aunque la forma completa de la parábola es utilizada con igual peso para el 

cálculo de los parámetros unitarios, la pendiente inicial tiene una mayor incidencia en 

el valor que resulte para la conductancia unitaria (Alvarez et al., 2002). Debido a la 

cinética de los canales Kv10.1, son pocos los puntos que constituyen el inicio del 

trazo, por lo que proceder sin la agrupación de datos derivaría en una estimación 

sesgada. Gracias al uso de un criterio objetivo para su agrupación (Heinemann & 

Conti, 1992), fue posible atribuir adecuadamente el peso de los datos para el ajuste 

de la curva (Fig. 14), evitando la sobrerrepresentación de la zona estable de la 

corriente. Durante el análisis de los resultados, notamos además mayor consistencia 

para las iteraciones del proceso de ajuste.  

 Fueron generados los ajustes de las gráficas de varianza contra corriente 

macroscópica promedio de 11 células (Anexo 1). Un punto importante para la 

evaluación realizada de los parámetros unitarios es el cálculo de los valores de 

máxima probabilidad de apertura (Po max), ya que estos pueden ser fácilmente 

transformados en porcentajes que indiquen la fracción de la parábola que podemos 

observar, mientras mayor sea, el ajuste obtenido culminará en una aproximación más 

precisa (Lingle, 2006). Pese a que la máxima probabilidad de apertura deriva de la 

obtención misma de los parámetros unitarios, debido a las correlaciones entre N e i, 

las desviaciones del valor calculado de Po respecto al real son menores (Steffan & 

Heinemann, 1997). El resultado de ello entre los registros generados fue de 

Pomax=0.662 ± 0.102, es decir, pudo observarse alrededor de un 66% de la parábola, 

un valor conveniente (Lingle, 2006), que indica que ambos, voltaje y duración del 

protocolo de estimulación fueron correctamente seleccionados.  

 El número de canales funcionales (N) determinados por el método del análisis 

de varianza fue de 9570 ± 2307 canales Kv10.1 (Tabla 1). La figura 15 ilustra las 

diferencias entre los parámetros unitarios determinados por el método de análisis de 

varianza, la contribución de N puede notarse principalmente en la distancia entre los 

puntos de término de las parábolas. Un error estándar del promedio de 2307 en el 

valor de N canales puede parecer alto, no obstante, es de esperarse que la cantidad 

de unidades proteicas varíe de célula en célula en relación a su tamaño. Además, es 

sabido que debido al proceso de ajuste de la curva, existe una propensión a la 

sobreestimación de N proporcional a la magnitud de la corriente macroscópica 

(Steffan & Heinemann, 1997), es por ello que como resultado final, más allá de un 
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valor determinado de N, consideramos un rango entre 7000 y 12000 canales Kv10.1 

expresados por cada célula de la línea transfectada HEK 293. 

 

 

Figura 14.- Gráficas representativas Varianza vs. Corriente Macroscópica Promedio.  La 

gráfica de la varianza como función de la corriente promedio describe una parábola (A). Nótese una 
mayor densidad de puntos en la segunda mitad del eje correspondiente a la corriente promedio (abscisa). 
Esta sobre-representación de la zona estable del registro imposibilitaría un ajuste por mínimos 
cuadrados, por lo que es conveniente realizar una reducción de puntos (B). Los puntos de la gráfica 
corresponden a los valores promedio obtenidos del trazo en el gráfico A mediante los intervalos 
establecidos para la reducción de puntos (ver texto). El trazo color rojo es la parábola con los parámetros 
obtenidos mediante un ajuste por mínimos cuadrados (i =0.948 ± 0.05, N = 8920 ± 1022). 
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 En contraste con N, la corriente unitaria i es un parámetro que debe variar en 

mucho menor proporción entre cada célula, ya que depende del canal en sí, este 

hecho se puede observar en las pendientes de arranque de la figura 15. Relacionada 

con la sobreestimación del número de canales mencionada, es la subestimación de 

la corriente unitaria (Steffan & Heinemann, 1997), sin embargo, dicha desviación fue 

mitigada con la agrupación de puntos en intervalos. La corriente unitaria estimada fue 

de i=0.896 ± 0.117 pA en condiciones control (Tabla 1). 

 

 

Figura 15.- Parábolas ajustadas. Los trazos punteados describen cada una de las 11parábolas 

obtenidas por el ajuste de las gráficas de varianza vs. corriente promedio de cada célula. La parábola 
roja dibujada con una línea continua corresponde al promedio de las 11 estimaciones de los parámetros 
de corriente unitaria i y número de canales funcionales N.   

 

 El valor de la conductancia obtenido mediante el análisis de fluctuaciones no 

estacionarias (NSF) fue de  = 7.463 ± 0.973 pS, este resultado coincide con un 

análisis de varianza realizado previamente por Pardo y colaboradores (2012), donde 

encontraron  = 6.5 pS, en canales Kv10.1 expresados en ovocitos de la rana Xenopus 

laevis. 
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Parámetro 
 

 

Método 
 

 

Valor  
 

Número de canales funcionales, N NSF 9570 ± 2307 

Máxima probabilidad de apertura, Po max NSF 0.662 ± 0.102 

Corriente unitaria, i (pA) NSF 0.896 ± 0.117 

Conductancia unitaria, γ (pS) NSF 7.463 ± 0.973 

Corriente unitaria, i (pA) PS 0.637 ± 0.181 

Conductancia unitaria, γ (pS) PS 5.305 ± 1.507 

Tabla 1.-Resumen de los valores obtenidos para los parámetros unitarios. Se muestran los 

resultados obtenidos para cada elemento de la corriente macroscópica (canales funcionales, máxima 
probabilidad de apertura, corriente unitaria y conductancia unitaria), mediante el método de análisis de 
varianza (NSF) y de distribución de densidad espectral (PS). Los valores resaltados corresponden a la 
conductancia, nótese que estos no son significativamente distintos entre ambos métodos. 

 

 La figura 16 muestra gráficos representativos de densidad espectral. Como ya 

se mencionó, el protocolo de estimulación mediante un voltaje negativo (-90 mV) no 

evoca la actividad de los canales iónicos, a partir de los registros así generados, 

pudimos obtener espectros constituidos por fluctuaciones que no provienen de la 

actividad del canal, sino esencialmente del resto del sistema de registro (propiedades 

pasivas de la membrana, cables, circuitos eléctricos, etc.). Por su parte, los espectros 

derivados de pulsos depolarizantes contienen, además de los ya enlistados para las 

corrientes en respuesta a pulsos hiperpolarizantes, muy promisoriamente elementos 

provenientes de la actividad de los canales Kv10.1. Nótese de manera 

evidenteademás que la forma de los espectros correspondientes al pulso positivo y al 

negativo es totalmente distinta (Fig. 16A). Consecuentemente, la diferencia directa 

entre ambas parejas de gráficas resultó en espectros generados únicamente debido 

a las fluctuaciones en la actividad de apertura y cierre de los canales y cuya forma se 

relaciona directamente con su cinética (Fig. 16B). 

La aparición de una función Lorentziana en la caracterización de un fenómeno en el 

dominio de la frecuencia, identifica un proceso de "relajación" exponencial en el 

dominio del tiempo. Es muy importante señalar que la descripción mediante una 

distribución Lorentziana en las gráficas de distribución de la densidad espectral (Figs. 
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16 y 17) es una poderosa indicación de la existencia de un proceso de activación-

deactivación espontáneo y aleatorio, lo cual pertenece a un proceso característico de 

la actividad unitaria de canales iónicos (Stevens, 1972; Neumcke & Stampfli, 1982; 

Heinemann & Conti, 1992). 

Se completaron los ajustes de las 11 gráficas de densidad espectral (Anexo II) 

mediante uno (Fig. 17) y dos funciones Lorentzianas (ecuaciones 4 y 5, 

respectivamente). Los valores provenientes de un sólo espectro mostraron, en 

general, un mejor ajuste y fueron seleccionados para el cálculo de la conductancia, 

sin embargo, no dejamos de mencionar la existencia de casos particulares donde 

ambos escenarios eran indistinguibles. Esto abre la posibilidad de que el canal posea 

2 estados distintos, dos funciones Lorentzianas en el dominio de la frecuencia 

identifican dos procesos exponenciales en el dominio del tiempo (Picones & 

Korenbrot, 1994). 
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Figura 16.- Gráficas representativas de densidad espectral.  A)  Se muestran los espectros 

representativos generados por los protocolos de voltaje depolarizante (positivo) evocando la actividad 
de los canales Kv10.1(+50 mV arriba) y negativo (-90 mV debajo), sin actividad del canal. B) Espectro 
resultante de la diferencia directa entre los dos trazos anteriores. 
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Figura 17.- Ajuste del espectro Lorentziano. La línea roja describe el mejor ajuste de una función 

Lorentziana al conjunto de datos de la densidad espectral de un registro representativo. 

 

 A partir del análisis de densidad espectral, calculamos el valor de corriente 

unitaria i = 0.637 ± 0.181 pA y de conductancia  = 5.305 ± 1.507 pS. Al igual que los 

valores obtenidos mediante el análisis de varianza, no son significativamente distintos 

a los reportes previos (Tabla 2) conductancia unitaria del canal Kv10.1 de Homo 

sapiens, reportada en mioblastos y ovocitos de Xenopus laevis (Bijilenga et al.,1998; 

Pardo et al., 2012). 

 Encontramos que los valores de conductancia unitaria () resultados a partir de 

dos métodos independientes, el análisis de fluctuaciones ( =7.463 ± 0.973 pS) y 

análisis de densidad espectral ( = 5.305 ± 1.507 pS) poseen intervalos de confianza 

que se solapan. La coincidencia entre los procedimientos soporta la correcta 
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realización de ambos métodos. Los criterios matemáticos basados en diversas 

aproximaciones de la literatura permitieron sortear las dificultades experimentales 

para la obtención de los parámetros unitarios.  

 

Gen Kv10.1 

expresado 

Sistema de  

expresión 

Conductancia  

reportada (pS) 
Referencia 

 

Drosophila melanogaster 

 

Ovocitos de  

Xenopus laevis 

 

4.9 

 

Bruggemann  

et al., 1993 

 

Rattus rattus 

 

HEK (human  

embryonic kidney) 

 

7.4 

 

Stansfeld  

et al., 1996 

 

 

HEK (human  

embryonic kidney) 

 

7.5 

 

Hsu  

et al., 2012 

 

Homo sapiens 

 

Mioblastos 

 

8.4 

 

Bijlenga  

et al., 1998 

 

 

Ovocitos de  

Xenopus laevis 

 

6.5 

 

Pardo 

et al., 2012 

 

 

Ovocitos de  

Xenopus laevis 

 

19.73 

 

Zakany 

et al., 2019 

    

Tabla 2.-Reportes de la conductancia unitaria del canal Kv10.1 en condiciones control. La 

conductancia unitaria del canal ha sido reportada haciendo uso de distintos métodos. Los valores de la 
proteína expresada por organismos más cercanos como la rata y el humano son similares. 

 Los análisis de fluctuaciones pudieron ser efectuados con registros 

electrofisiológicos de patch clamp manual en la configuración de célula completa. 

Debido a la cotidianidad y estandarización de dicha configuración en los laboratorios 

de electrofisiología, la obtención de datos útiles para los análisis de ruido es sencilla, 

sin embargo, la información derivada de ello es extraordinariamente valiosa, ya que 

el conocer el número de canales presentes en la membrana de la célula permitirá 
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hacer inferencias sobre los efectos observados de diversas toxinas en el Laboratorio 

Nacional de Canalopatías, profundizando en su mecanismo de acción. Además, si el 

número de canales se observa invariable, será posible identificar y cuantificar los 

cambios provocados sobre la conductancia unitaria. Esto es particularmente 

importante en el modelo de estudio del LaNCa, ya que la magnitud de la corriente 

unitaria es tan pequeña, que no puede ser resuelta con el uso de registros de canal 

unitario, esto sumado a que la alta prevalencia de los canales por el sistema de 

expresión imposibilita su aislamiento en parches de membrana. Demostramos que la 

metodología utilizada representa una alternativa práctica, sencilla pero poderosa para 

la descripción de los fenómenos en la escala molecular. 

 La abstracción matemática del fenómeno, en este caso la capacidad de 

discernir entre los componentes unitarios de la corriente macroscópica a través de las 

fluctuaciones permite anticipar los distintos escenarios posibles, dotando nuestro 

conocimiento de un carácter predictivo. Tomando las precauciones necesarias sobre 

la interpretación de los hallazgos, la predictibilidad supone una gran ventaja en el 

proceder de la investigación en farmacología de canales iónicos. Por la confianza 

alcanzada en los resultados, gracias a la objetividad de los criterios descritos por 

diversos autores, consideramos que este trabajo fungirá como una guía metodológica 

para próximos estudios del laboratorio. 
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Conclusiones 

 

• Se logró  resolver el valor de la conductancia unitaria del canal Kv10.1 

mediante análisis de las fluctuaciones, en condiciones no estacionarias, de su 

corriente iónica macroscópica, tanto por análisis de varianza  ( =7.463 ± 0.973 

pS), como por análisis de densidad espectral ( = 5.305 ± 1.507 pS), 

encontrando concordancia entre ambas aproximaciones analíticas, lo cual 

apoya sustancialmente la solidez de este resultado, dada la independencia 

teórica y metodológica de ambas modalidades de análisis. 

 

• El número de canales Kv10.1 en las células HEK293 transfectadas, es de entre 

7000 y 12000 unidades proteicas, de acuerdo con las determinaciones en 11 

células con el análisis de varianza. 

 

• Los criterios objetivos utilizados para el procesamiento de los datos, 

experimentales, culminaron en una estimación robusta de la conductancia 

unitaria, concordante con reportes previos realizados con métodos distintos. 

 

• La relativamente sencilla, rápida y muy común configuración de fijación de 

voltaje  por patch clamp en célula completa, permite la obtención de registros 

útiles y válidos para el cálculo de parámetros de la actividad unitaria de los 

canales iónicos, lo cual capacita la propuesta de mecanismos de acción de los 

efectos, incluso a nivel molecular, de distintas condiciones experimentales y 

muy particularmente la acción de moduladores (inhibitorios o potenciadores) 

de la actividad de canales iónicos. 
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• Debido a haber logrado un ruido instrumental suficientemente bajo, se pudo 

efectuar un estudio confiable del ruido proveniente de la apertura y cierre de 

los canales Kv10.1, los cuales, además, se expresaron en gran abundancia. 

 

• Los valores obtenidos son una importante aportación al conocimiento de las 

propiedades normales del canal Kv10.1, particularmente en el modelo de 

estudio utilizado por el Laboratorio Nacional de Canalopatías. 
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Anexos 

I.- Valores de los ajustes obtenidos por el análisis de fluctuaciones no estacionarias (NSF). 

Célula 
Corriente  
unitaria 
  i (pA) 

Número de 
 canales  

N  

Conductancia  
unitaria 
γ (pS) 

Po max 

1 0.810 ± 0.03 9622 ± 852 6.75 ± 0.25 0.523 ± 0.06 

2 0.979 ± 0.03 12116 ± 575 8.16 ± 0.22 0.630 ± 0.04 

3 0.799 ± 0.02 9875 ± 349 6.66 ± 0.16 0.730 ± 0.04 

4 1.062 ± 0.04 8655 ± 568 8.85 ± 0.31 0.581 ± 0.05 

5 1.036 ± 0.02 5654 ± 154 8.63 ± 0.17 0.756 ± 0.03 

6 1.045 ± 0.02 5908 ± 203 8.71 ± 0.19 0.690 ± 0.04 

7 0.769 ± 0.01 13300 ± 260 6.41 ± 0.1 0.887 ± 0.03 

8 0.934 ± 0.01 9389 ± 113 7.78 ± 0.06 0.643 ± 0.01 

9 0.831 ± 0.01 10427 ± 136 6.93 ± 0.08 0.927 ± 0.02 

10 0.837 ± 0.02 12140 ± 486 6.98 ± 0.15 0.567 ± 0.03 

11 0.925 ± 0.02 9143 ± 238 7.71 ± 0.13 0.682 ± 0.03 

 

II.- Parámetros unitarios estimados mediante el análisis de densidades espectrales (PS). 

 

Célula 
Corriente  
unitaria 
  i (pA) 

Conductancia  
unitaria 
γ (pS) 

1 0.623 ± 0.004 5.19 ± 0.03 

2 0.746 ± 0.004 6.22 ± 0.03 

3 0.937 ± 0.006 7.81 ± 0.047 

4 0.482 ± 0.001 4.02 ± 0.004 

5 0.720 ± 0.245 6.00 ± 2.046 

6 0.570 ± 0.121 4.75 ± 1.012 

7 0.503 ± 0.297 4.19 ± 2.471 

8 0.505 ± 0.172 4.21 ± 1.432 

9 0.610 ± 0.148 5.08 ± 1.237 

10 1.003 ± 0.236 8.36 ± 1.966 

11 0.577 ± 0.126 4.81 ± 1.054 
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