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Resumen

Actualmente, se estudian los procesos epileptogenicos a dos niveles: redes neuronales y propiedades intrinsecas de
la neurona. Sin embargo, poco se sabe sobre los mecanismos celulares que determinan el cese de la actividad
epiléptica en neuronas. En este trabajo se propone a la funcién del complejo BK/IP3-R como parte de uno de estos
mecanismos. Para probarlo, se realizé un estudio tedrico. Se desarrollaron dos simuladores de epileptogénesis en una
neurona silente: (1) por mutacion del canal de sodio dependiente de voltaje (NaV 1.2) y (2) por incremento de K*
externo. En estas condiciones el complejo BK/IP3-R bloqued la actividad epiléptica en la neurona con NaV 1.2 mutado
y bloqued o provocod una pausa del estado epiléptico en la neurona con alto K* externo. Estos resultados confirman
un posible mecanismo de proteccion del complejo BK/IP3-R en condiciones andmalas como epilepsia. Su eficacia
podria variar significativamente segun el tipo de epilepsia.
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Abstract

Currently, epileptogenic processes are studied at two levels: neural networks and intrinsic properties of the neuron.
However, little is known about the cellular mechanisms that determine the cessation of the epileptic activity
in neurons. In this work, the role of the BK/IPs-R complex is proposed as part of one of these mechanisms. To
prove it, a theoretical study was carried out. Two simulators of epileptogenesis were developed in a silent
neuron: (1) by mutation of the voltage-gated sodium channel (NaV 1.2), and (2) by increase of external K*. Under
these conditions the BK/IPs-R complex blocked epileptic activity in the neuron with muted NaV 1.2 and blocked or
caused a pause of status epilepticus in the high external Kt neuron. These results confirm a possible mechanism
of protection of the BK/IP;-R complex in abnormal conditions such as epilepsy. Its efficacy could vary
significantly depending on the type of epilepsy.
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Introduccion

Los canales de potasio de alta conductancia, dependientes de voltaje y de calcio (BK), se localizan préoximos
al receptor IP3 del reticulo endoplasmico (IP3-R), formando un complejo (BK/IP3-R). Su funcion se relaciona
con la excitabilidad de la neurona. Se promueve la hipotesis de que la hiperpolarizacion del potencial de
membrana causada por la corriente BK (Izx) es un posible mecanismo capaz de suprimir la actividad
eléctrica epiléptica en la neurona en algunos casos de epilepsia (Pérez-Bonilla et al,, 2021).

Epilepsia

Aproximadamente 70 millones de personas en el mundo padecen de epilepsia (Thijs et al., 2019). Su
etiologia es multiple (trastornos genéticos, isquémicos, traumaticos) y estd relacionada con
anormalidades en los circuitos neuronales (redes epilépticas) o anormalidades intrinsecas (neurona
epiléptica) o ambas (Jefferys, 2010). Las caracteristicas encefalograficas de la epilepsia se han estudiado
ampliamente y los aspectos biofisicos que subyacen se empiezan a conocer cada vez mejor (David et al,,
2009). Actualmente, las investigaciones estan dirigidas al estudio biofisico a dos niveles: redes neuronales
(Frénlich et al., 2010; Serrano-Reyes et al., 2020) y propiedades intrinsecas en neurona unica (Araque et al,,
2001; Steinlein, 2001). Sin embargo, los mecanismos a nivel celular de interrupcién de la
actividad epiléptica han sido escasamente abordados. Resultados tedricos, mediante modelos
matematicos computacionales, muestran que la terminacién del tren de potenciales de accién (PA)
asociado a convulsiones posictales es mediada por un incremento progresivo de sodio interno, seguido
de una disminucién de potasio externo (Krishnan & Bazhenov, 2011). En el presente trabajo se investiga un
posible mecanismo intrinseco en la neurona para detener completamente o pausar temporalmente el
tren de disparo relacionado con una actividad epiléptica.

Para este trabajo se utilizaron dos mecanismos epileptogénicos: (1) el incremento de la
concentracion de potasio extracelular ([K*]e) y (2) la mutacion del canal de sodio dependiente de voltaje NaV
1.2. Dichos mecanismos epileptogénicos se implementaron computacionalmente para probar
tedricamente, mediante simulaciones, el posible papel de proteccidn del complejo BK/IP3-R en neuronas
con actividad epiléptica.

Incremento de potasio extracelular en la génesis de epilepsia

Desde los afios setenta se propuso la hipdtesis de que algunos tipos de epilepsia estan asociados a un
incremento en la concentracién externa de potasio ([K*le). Fischer y colaboradores encontraron que un
incremento de K* en el espacio extracelular de 3.7 mM + 0.6 mM a 6.9 mM + 3.4 mM en corteza de
hipocampo genera descargas interictales (Fisher et al,, 1976). En la aplicacién de 4-amino piridina (4-AP),
el potasio extracelular se incrementé a 9 mM (Wang et al,, 2016). La hipdtesis de la acumulaciéon de potasio
externo ha retomado fuerza debido a los nuevos conocimientos de la dinamica de la concentracion de los
iones extracelulares (Frohlich et al., 2008). En lesiones cerebrales que implican compromiso de la barrera
hematoencefalica se han reportado focos epilépticos después de cuatro a siete dias, debido a la
disminucién en la recaptura de glutamato y potasio a causa de una disfuncién de los astrocitos (David et
al., 2009).

La dinamica entre astrocitos y neuronas es una funcion critica en el cerebro, se le asocia con
plasticidad sindptica, modulacién de la excitabilidad neuronal y balance iénico extracelular (Volman et al.,
2012). El aumento de [K*]e favorece los mecanismos excitatorios en una red neuronal y la propagacion de
las ondas epileptiformes. La interacciéon neurona-glia ha sido abordada recientemente tanto
experimentalmente como tedricamente (Chizhov & Sanin, 2020; Kager et al,, 2000; Somjen et al., 2008).
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Canalopatias asociadas a epilepsia

La epidemiologia de la epilepsia esta plagada de variaciones en la precision del diagndstico (Heron et al.,
2007). Dentro de los pacientes con epilepsia, aproximadamente el 30% tiene una causa adquirida conocida,
el restante 70% incluye a las epilepsias idiopaticas diagnosticadas electroclinicamente. En este grupo se
distinguen como causas factores genéticos y mutaciones en los canales iénicos (canalopatias). La mayoria
de las epilepsias idiopaticas en donde se conoce la base molecular son canalopatias (Campos-Castelld et
al., 2002); sin embargo, es incierto el porcentaje de pacientes con epilepsia debido a una canalopatia (Heron
et al., 2007). El aumento en la excitabilidad de las neuronas es una caracteristica que estd presente en
cualquier sindrome epiléptico que se expresa como crisis convulsiva. Dentro de los mecanismos
involucrados en este proceso se encuentran mutaciones en los genes de canales idnicos dependientes de
voltaje o unidos a ligando (Campos-Castelld et al,, 2002). Se ha reportado que muchas epilepsias causadas
por canalopatias poseen un factor hereditario (Steinlein, 2001). En tales casos las mutaciones de los canales
pueden heredarse de manera dominante o recesiva. Se inicia una nueva era con el reconocimiento de
ciertos sindromes epilépticos como canalopatias y con cada vez una mejor comprension de su fisiologia
molecular (George, 2004). Para Brunklaus y colaboradores es tiempo de ir mdas alld de la genética y
encaminarse a una investigacién genémica traslacional (Brunklaus et al., 2020). En la Tabla 1 se muestran
las canalopatias asociadas a epilepsia genética, aunque son pocos los casos con este tipo de epilepsia
(Steinlein, 2001). En este trabajo nos interesa la mutacién del canal de sodio (NaV 1.2) en la génesis de
epilepsia.

Tabla 1. Canalopatias asociadas a epilepsia genética.

Canalopatias y epilepsia genética
Sindrome
Canales de potasio dependientes de voltaje
Convulsion familiar benigna tipo 1

Gen/Cromosoma

KCNQ2, 20q13.2

en dos condiciones de actividad epiléptica

KCNQ3, 8qg24 Convulsion familiar benigna tipo 2

SCNI1B, 19q13.1 Epilepsia generalizada con convulsiones febriles plus tipo 1

SCNIA, 2924 Epilepsia generalizada con convulsiones febriles plus tipo 2
Canales de sodio dependientes de voltaje

SCN2A, 2g24 Convulsion infantil-neonatal familiar benigna

CLCNZ, 3g27.1

CACNB4, 2q22-2q23
CACNAI-A, 19g13

CHRNA4, 20q13.2-q13.3
CHRNBZ, 1g21

GABRAL, 5q34-q35
GABRg?2, 5q31.1-q33.1

Epilepsia mioclénica juvenil
Canales de calcio dependientes de voltaje
Epilepsia mioclénica juvenil
Epilepsia generalizada con ataxia episddica
Receptor nicotinico (acetilcolina)
Epilepsia autosomica dominante nocturna del lobulo frontal tipo 1
Epilepsia autosémica dominante nocturna del lobulo frontal tipo 3
Receptor GABA*
Epilepsia miocldnica juvenil autosémica dominante
Epilepsia generalizada con convulsiones febriles plus tipo 3

*acido gamma amino butirico (GABA)
Fuente: Modificada de Steinlein (2001).

Mutaciones del canal NaV 1.2 en la génesis de epilepsia

Los canales de sodio dependientes de voltaje (NaV) estan ligados a trastornos relacionados con la
excitabilidad neuronal, dolor créonico y epilepsia. Existe una familia de canales selectivos a sodio formada
por nueve subtipos (NaV 1.1 a NaV 1.9) (Eijkelkamp et al., 2012). Los canales NaV 1.1 y NaV 1.2 (genes SCN1A
y SCN2A, respectivamente) son particularmente importantes en la generacién de potenciales de accién. El
subtipo de canal de sodio mas relacionado con epilepsia es NaV 1.1 debido al gran numero de mutaciones
que producen epilepsia; se han reportado mas de 1500 (Santos et al., 2020). En neuronas piramidales la
mutacion de NaV 1.2 produce un incremento en su funcién, generalmente asociada con convulsion
neonatal infantil familiar benigna (BFNIS) (Kaplan et al., 2016). El registro en neuronas de animales B6.Q54
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y F1.Q54 con mutaciones en NaV 1.2 presentan potenciales de accién espontaneos (Thompson et al., 2017).
El ratén con mutacién en NaV 1.2 (Scn2a®*) presenta una epilepsia progresiva a causa de un aumento en
la funcidén del canal NaV 1.2 en el hipocampo (Kearney et al,, 2001). Segun el tipo de mutacién del canal NaV
1.2, se puede producir un aumento o una disminucioén en su funcién. Los tipos de mutaciones en NaV 1.2
que aumentan la funcioén del canal son los que interesan en el presente trabajo.

La funcién del complejo BK/IP3-R como un mecanismo de bloqueo de la actividad
eléctrica convulsiva en neuronas

Los canales BK se activan por incremento de calcio interno. En el soma existen al menos dos fuentes de
Ca?* para activar al canal: (1) calcio que ingresa por los canales de Ca®** dependientes de voltaje (CaV)
localizados en la membrana celular (Grunnet & Kaufmann, 2004) y (2) calcio liberado de almacenes internos
(Khodakhah & Ogden, 1995). Es bien conocida la interaccién entre los canales BK/CaV. Se ha descrito un
mecanismo de retroalimentaciéon negativa entre los canales CaV y BK capaz de evitar la hipertension
arterial (Grimm & Sansom, 2010; Sachse et al., 2014). Se trata de un mecanismo de proteccién intrinseco de
la célula. Sin embargo, el complejo BK/IP3-R se ha estudiado escasamente. El microdominio BK/CaV
produce cambios en el potencial de membrana (PM), los cuales son relativamente faciles de medir. El
complejo BK/IPs-R no genera cambios del PM. Esto es una posible razén que explica los pocos trabajos
reportados (Ross, 2012). La localizacién en distintas membranas de los canales BK y los receptores IPs
dificultan su estudio electrofisioldgico. Se ha reportado (1) una cercania y zonas de contacto entre la
membrana celular y la membrana de reticulo endoplasmico en la parte basal de las dendritas y el soma de
neuronas (Wu et al,, 2017), (2) la coexistencia BK/IPs (Kaufmann et al., 2009) y (3) la liberacién de calcio, en
concentraciones de micromolar, desde el reticulo endoplasmico (Larkum et al, 2003). Esto apoya la
existencia de complejos BK/IP3-R en el soma. Un estudio tedrico del microdominio BK/IP3-R sugiere una
posible funcién como mecanismo de proteccién (Pérez-Bonilla et al,, 2021). En neuronas se propone una
triada CaV/BK/RyR-R (receptor a rianodina) como un posible mecanismo de protecciéon (Irie & Trussell,
2017). Las preguntas son: ;Existe algun mecanismo intrinseco en la neurona que suprima o trate de evitar
la actividad eléctrica epiléptica o convulsiva en la neurona? ;La funcion del complejo BK/IP3-R juega un
papel como mecanismo intrinseco del cese de la actividad eléctrica epiléptica?

El objetivo de este trabajo es poner a prueba la siguiente hipdtesis: en algunos tipos de epilepsia el
complejo BK/IP3-R funciona como un mecanismo intrinseco de supresion de la actividad epiléptica
neuronal. Si esto es asi, entonces en un modelo computacional de epilepsia provocada en una neurona el
complejo BK/IPs-R frena totalmente o pausa temporalmente los trenes de potenciales de accidon epilépticos.

Materiales y métodos

La epilepsia es una condicidon disfuncional de las neuronas (factores intrinsecos) y redes neuronales
(factores extrinsecos) (Jefferys, 2010). Los mecanismos asociados a la generacion de epilepsia incluyen
mutaciones en canales de sodio, calcio y potasio, disfunciéon de la homeostasis de iones extracelulares,
cambios en la funcidon de receptores y neurotrasmisores, o alteraciones en el balance excitacion -
inhibicién en una red neuronal (McCormick & Contreras, 2001). En este trabajo, se plantea el siguiente
supuesto: si una neurona silente es expuesta a uno de los mecanismos generadores de epilepsia
(epileptogénesis) y produce trenes de potenciales de acciéon sostenidos sin ningun estimulo eléctrico, se
considera que esta actividad eléctrica es epiléptica.
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Para este propdsito, se simuld una neurona con el formalismo de Hodgkin y Huxley (Hodgkin &
Huxley, 1952). Esta neurona fue expuesta a dos mecanismos epileptogénicos: (1) incremento en la
concentracion de K* extracelular y (2) mutacion del canal de Na* con incremento de su funcion.

Los modelos matematicos utilizados en este trabajo son descritos parcialmente. En cada seccion se
hacen las citas correspondientes donde se encuentran los modelos matematicos completos.

Modelo de neurona

Elmodelo matematico de Hodgkin & Huxley (1952) utilizado puede consultarse en Hodgkin & Huxley (1952),
Pérez-Bonilla et al. (2021) y Sterratt et al. (2011). La ecuacidn expresa cuantitativamente el comportamiento

de los canales de Na*, K*, BK y Cl- dependientes de voltaje (ecuacion 1):
~Cn e =Iva+ Ik +1 + 1 ()

donde Cm es la capacitancia de membrana, V es el voltaje de membrana, Ina es la corriente de Nat, Ik
es la corriente de K*, I es una corriente de fuga e Isx es la corriente de K* de alta conductancia dependiente
de voltaje y de calcio.

Mecanismo de mutacion del canal NaV 1.2

Para activar el mecanismo de generaciéon de epilepsia por mutacion del canal NaV 1.2, se modifico la
cinética del canal de sodio en la ecuacion 1. Se aumenté su conductancia y la duracién de la inactivacion
(con minima persistencia de la corriente), de acuerdo con el modelo de una corriente persistente de sodio
(ecuacion 2):

Inap = Gnap(max) ml%laP “hyap * (V — Engp)  (2)

donde Inap es la corriente de sodio persistente, gnapmax €s la conductancia maxima de sodio
persistente, mnap es la compuerta de activacion, hnae es la compuerta de inactivacion, V es el voltaje de
membrana y Enap es el potencial de inversion para la corriente de sodio persistente (Krishnan & Bazhenov,
2011).

Mecanismo de incremento de K* extracelular

Para reflejar el incremento de potasio extracelular en el potencial de membrana se utilizé el modelo de
Goldman-Hodgkin-Katz, donde el voltaje de membrana esta determinado por la ecuacion 3:

PK[K+]E+PNa[Na+]e Pcilcl7];
Pg[K*]; ~ PnalNa*]l; * Palcl~le

(3)

y=2L ln[
z'F

donde V es voltaje de membrana; R es la constante de los gases; T es la temperatura; z es la valencia,
F esla constante de Faraday; y Px, Pna y Pai son la permeabilidad a potasio, sodio y cloro, respectivamente.
Los parametros utilizados son: 1, 0.03 y 0.1 para Px, Pna v Pc, respectivamente. [K*], [Na*] y [Cl] son las
concentraciones de potasio, sodio y cloro, respectivamente, tanto fuera de la célula (e) como dentro (i). Los
valores utilizados son (en mM): [K*]; = 110, [K*]e = 3.5 (modificable por el usuario), [Na'*l; = 15, [Na‘le = 130 y
[Cl]i = 6, [Cl']e = 130. Estos valores no cambian durante la simulacion.
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Los cambios de voltaje que se producen por variaciones del potencial de membrana por incremento
[K*]e (Pm(K")) se incorporan en la ecuacion fenomenoldgica usada en este trabajo (ecuacion 4):

_Cm(;_‘t/ = gna((V = Pm(K™*) — Eng) + gk (V — Pm(K*) — Ex) + gpx((V — Pm(K™*) — Eg)+g,((V —
Pm(K*) —E) (4)

donde Cm es la capacitancia de la membrana, V es voltaje de membrana y Pm(K*) es el potencial de
membrana con cambios en K* externo, calculado de la ecuacion 3. gna, gk, gsx ¥ g1 son las conductancias
para el sodio, potasio, potasio de alta conductancia y de fuga, respectivamente. Ena, Ex, Esx y Ei son los
potenciales de equilibrio para sodio, potasio, potasio de alta conductancia y de fuga, respectivamente.

Modelaje del complejo BK/IP;

El sistema IP3

Para el modelado del Sistema IPz se utilizd el modelo matematico de Goldbeter (1990). Relaciona dos
variables principales: (1) la concentracion de Ca?* libre en el citosol (Z) y (2) la concentracion de Ca?* libre
en el reticulo citoplasmatico (Y). Las ecuaciones 5 y 6 gobiernan la cinética de estas dos variables (Goldbeter
etal., 1990; Pérez-Bonilla et al., 2021):

az _

Vot Vi B-Vo+ Vs + K Y —k-Z (5)

L=V, —Vs—k Y (6)

donde Z es [Ca?'] libre en el citosol, Y es [Ca?!] libre en el reticulo citoplasmatico, Vs es el flujo de
calcio dentro de la célula, k es el flujo de calcio fuera de la célula, Vi es el flujo de calcio hacia el citosol desde
el compartimiento sensible a IPs3, b es la funcidn de saturacion entre el receptor e IPs, ks es la fuga de calcio
del reticulo citoplasmatico al citosol, V2 expresa la velocidad de la bomba SERCA (Sarco(Endo)plasmic
Reticulum Calcium transporting ATPase) y Vs es la velocidad de transporte del compartimiento sensible a
calcio.

Este modelo genera oscilaciones de Ca?* en el citosol, aumenta la concentracion de calcio citosélico
cuando existe una mayor liberacién del reticulo citopldsmico, por aumento de IPs y/o de la velocidad de
liberaciéon y disminuye cuando aumenta la actividad de las bombas SERCA y PMCA (Plasma Membrane
Ca?* ATPase pump).

Modelo del canal BK

El canal BK fue modelado con la ecuacion 7 (Pérez-Bonilla et al., 2021):

Ipx = gpx ' q (V — Ex) (7)

donde Isx es la corriente BK, gk es la conductancia BK, q es la compuerta de inactivacion, V es el
voltaje de membrana y Ex es el potencial de equilibrio para el potasio.

Con la implementaciéon computacional de las ecuaciones se desarrollaron dos simuladores: (1)
simulador "EpiNav” para probar la participacién del sistema BK/IP3-R en la epilepsia generada por mutaciéon
de canal de Na* 2.1 y (2) simulador "EpiKe" para probar el sistema BK/IPs en la epilepsia generada por
incremento de K* extracelular.
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El sistema de ecuaciones se resolvié simultdneamente por métodos numeéricos (RungeKutta de
cuarto orden, con dt = 0.01) y su funcién fue limitada para que los resultados se encuentren en valores
fisioldgicos.

Resultados

Se desarrollaron dos simuladores: (1) EpiNav: simulador interactivo que genera actividad eléctrica
epiléptica en una neurona silente debido a la mutacién del canal NaV 1.2 y (2) EpiKe: simulador interactivo
que genera actividad eléctrica epiléptica en una neurona silente debido a un incremento de potasio
extracelular.

Interfaz de usuario: médulos de datos comunes en los dos simuladores

Los dos simuladores cuentan con seis moédulos (MOD) iguales para la entrada de datos (Figura 1): MOD I es
el moédulo de IPs y gestion de oscilaciones de calcio intracelular que muestra las variables: n, m, p y r con
valores iniciales de 2, 2, 4 y 4, respectivamente; MOD 1II es el mddulo de salida de calcio hacia el
citosol desde el almacén sensible a calcio, muestra la variable de fuga de calcio kf con valor inicial de 1
S-1: MOD 1II es el médulo de velocidad de salida de calcio por IP;, donde se encuentra la variable V3,
relacionada con VM3, KR y KA con valores iniciales de 500 uM/s, 2 uM y 0.9 uM, respectivamente. MOD IV
es el modulo para disminucion de calcio intracelular por la bomba ATP (SERCA), bomba que ingresa
calcio del citosol al almacén sensitivo a calcio, en este médulo se muestra las variables VM2 y K2 con
valores iniciales de 65 pM/s y 1 uM, respectivamente; y MOD V es el mdédulo para la bomba PMCA que
produce un eflujo de calcio hacia el espacio extracelular, aqui se muestra la variable K con valor inicial de
10 s Los valores iniciales de estos cinco moédulos derivan de Keener y Sneyd (Keener & Sneyd,
1998). MOD VI es el moédulo que determina las concentraciones libres de calcio en el citoplasma y en
el reticulo con [Ca?] = 0.1 uM y 100 uM, en el citosol y el reticulo endoplasmico, respectivamente
(Foskett et al, 2007). Estas condiciones propician una salida abrupta de Ca?*" del reticulo, con una
duracién corta a manera de destello (spark) (Cheng & Lederer, 2008). Estos mddulos corresponden a las
variables que gobiernan el modelo de Goldbeter (1990). Finalmente, MOD VII es el mdédulo que determina
la presencia de canales BK en la neurona, con variable gsk, con valores iniciales de 0 pS/cm?, condicion
control, sin canales BK (Figura 1).

Moédulos para datos especificos del simulador EpiNav y simulaciéon de neurona silente

Este simulador cuenta con dos modulos especificos: (1) Modulo de pulso de estimulos de corriente,
con una duracién de 1500 ms y una amplitud inicial de O pA (sin estimulo eléctrico); y (2) moédulo del canal
NaV 1.2, con una conductancia inicial de 120 mS/cm?. Con estos valores iniciales se simula una neurona
silente. El resultado de la simulacién se presenta en la Figura 1. En el osciloscopio inferior no existe
estimulo, amplitud = 0 nA. En osciloscopio en la parte media de la interfaz se despliegan las
oscilaciones de Ca?* intracelular. El osciloscopio superior muestra el registro eléctrico de la neurona, en
este caso la neurona es silente.
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Figura 1. Interfaz del simulador EpiNav. Se muestran los modulos de entrada de datos que controlan las oscilaciones de Ca?* citosolico (MOD I .al MOD
VI). Los osciloscopios centrales registran estas oscilaciones: una salida abrupta de Ca?* con una amplitud de ~5 uM seguida de oscilaciones de ~752 nM.
En esta neurona no exciten canales BK, ggx = 0 mS/cm? (MOD VII). El osciloscopio superior muestra el registro intracelular de la neurona (flecha roja),

neurona silente. El osciloscopio inferior indica que no se estimulé eléctricamente a la neurona.

Fuente: Elaboracion propia.

Experimento generador de epilepsia por mutacion del canal de Na*

La neurona silente anterior fue expuesta a una mutacioén del canal NaV 1.2, un mecanismo epileptogénico
donde NaV 1.2 incrementa su funcién (Scalmani et al.,, 2006). Para este propdsito se modifico la cinética del

canal de sodio (constantes de tiempo y conductancia) en el modelo de Hodgkin & Huxley (1952). Desde la

interfaz del simulador se puede modificar la conductancia de Na* para incrementar su funcién. La Figura
2 muestra los resultados de la simulacién al pasar la gy, de 120 mS/cm? a 200 mS/cm?. Se observa en el

osciloscopio superior como la neurona ahora dispara potenciales de accidon de manera repetitiva y

sostenida (actividad eléctrica epiléptica).
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Figura 2. Simulacion de epileptogénesis por mutacion de NaV 1.2. A la neurona silente se le muto el canal NaV 1.2. La flecha roja indica el incremento
de la conductancia a 200 mS/cm?. La flecha azul muestra los disparos de potenciales de accién repetitivos y sostenidos (neurona epiléptica). Las demés

variables permanecen con valores iguales a la neurona anterior.
Fuente: Elaboracion propia.
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Efecto del complejo BK/IP3-R en la epilepsia por mutacion del canal de Na*

Se propone que el complejo BK/IPs-R es un sistema intrinseco que juega un papel importante en la
finalizacién de la actividad eléctrica epiléptica de la neurona. Si esto es asi, entonces debera detener el
estado epiléptico. Se realizd el siguiente experimento virtual. A la neurona epiléptica anterior se le mantuvo
el incremento de gna = 200 mS/cm? con la finalidad de continuar con el estado epiléptico. La Figura 3
muestra dos simulaciones superpuestas: (1) la simulacién donde se generd epilepsia (tren de PA en el
osciloscopio superior, por mutacién de NaV 1.2, gna = 200 mS/cm?, gsk = 0 uS/cm?) y (2) la simulacién donde
se agregaron canales BK a la neurona (gsk = 0.6 pS/cm?); el complejo BK/IP3-R ahora esta completo y activo.
En esta ultima condicidn, se puede observar cémo la salida abrupta de calcio (flecha roja en el osciloscopio
central) activa a los canales BK (gsk = 0.6, circulo en rojo). Como resultado, se detiene la actividad eléctrica
epiléptica de la neurona (trazo en rojo en el osciloscopio superior, sefialado por la flecha). Todas las demas
variables mantienen los valores de la neurona epiléptica anterior.
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Figura 3. Efecto del complejo BK/IP3-R en la epilepsia simulada por mutacion del canal de sodio. En el osciloscopio central se observa la salida de Ca?
del reticulo y sus oscilaciones. La amplitud de la salida abrupta de Ca>* alcanza 5.12 mM (flecha roja inferior). La conductancia de sodio permanece en
200 mS/cm? (circulo negro). La conductancia ggk es de 0.6 pS/cm? (circulo rojo). La activacion de los canales BK por Ca?* bloquea completamente la
actividad eléctrica epiléptica de la neurona (trazo en rojo, sefialado con flecha roja, en el osciloscopio superior).
Fuente: Elaboracion propia.

Simulador EpiKe

Interfaz de usuario

Este simulador cuenta con un modulo de entrada de datos especifico, donde se puede aumentar la
concentracion de potasio externo y el tiempo de simulacidn. Los valores iniciales para estas variables al
ejecutarse el simulador son: [K*]le = 3.5 mM (circulo negro) y un tiempo de simulaciéon de 3500 ms. Las
demas variables permanecen con valores iniciales descritos arriba. En estas condiciones la neurona no
dispara potenciales de accidn, es silente (Figura 4, flecha negra).
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Figura 4. Interfaz del simulador Epike. La [K™]e = 3.5 mM (circulo en negro). En el osciloscopio superior se muestra el registro intracelular de una
neurona silente (flecha negra). No estan presente canales BK (g, = 0 pS/cm?), circulo verde. Tiempo de simulacion 3500 ms.
Fuente: Elaboracion propia.

Experimento de epileptogénesis por incremento [K*]e

La concentraciéon de potasio externo incrementa la excitabilidad en la neurona y puede causar actividad
neuronal espontdnea, mecanismo encontrado en situaciones andmalas como epilepsia (Traynelis &
Dingledine, 1988). Concentraciones altas de potasio externo, debido a disfuncién de los astrocitos, son
capaces de generar focos epilépticos (David et al., 2009). En las condiciones de concentraciones utilizadas
en el modelo matematico se realizaron varios experimentos virtuales, se probaron varias [K*]e hasta lograr
que una neurona silente generara un tren de potenciales de accién sostenidos (epileptogénesis por K*
externo), el resto de las variables permanecié sin cambio. La Figura 5 muestra la simulacién con [K*]e = 10
mM (circulo rojo). Con esta concentracion se logré que una neurona silente tenga actividad epiléptica
(flecha roja). Esta concentracién de K* externo es similar a las reportadas en sacudidas epilépticas donde se
tienen oscilaciones de [K*]e entre 15 mM y 20 mM (Chizhov & Sanin, 2020). El valor de las demas variables
se mantuvo sin cambio.
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Figura 5. Proceso epileptogénico por aumento de potasio externo. La concentracion de K* externo se aument6 de 3.5 mM a 10 mM (circulo rojo). En el
osciloscopio superior se muestra la actividad epiléptica generada (trazo negro, flecha roja). Los valores de las demas variables permanecen sin
modificaciones.

Fuente: Elaboracion propia.

Efecto parcial del complejo BK/IPz-R en la epilepsia por incremento [K*]e

Los canales BK activados por incremento en [Ca?']; y voltaje producen una poshiperpolarizaciéon rapida
(Bock & Stuart, 2016). Esta actividad es contraria a la despolarizaciéon sostenida causada por el incremento
en la concentracién de potasio externo (Chizhov & Sanin, 2020). La Figura 6 muestra la superposicion de
dos registros: (1) Registro en neurona con actividad eléctrica epiléptica por [K*]le = 10 mM (trazo en negro),
resto de las variables sin cambio, y (2) Registro en la misma neurona al activarse el complejo BK/IP3-R por
aumento de ggx de 0 uS/cm? a 6 uS/cm? (circulo rojo) y de VM3 de 500 a 850 (uM/s) (circulo azul) para
incrementar la concentraciéon de calcio interno (flecha azul). El resultado fue una pausa del tren de
potenciales de accién debida a la poshiperpolarizacién causada por la actividad de los canales BK (Figura
6, trazo en rojo, flecha roja). Sin embargo, la hiperpolarizacidon del complejo BK/IP3-R y la despolarizacion
causada por aumento sostenido de [K*]le estdn en competencia. Después de la poshiperpolarizacion, la
neurona inicia una despolarizacién lenta y constante hasta que, en este caso, a los 1340 ms, la neurona
nuevamente genera potenciales de accién sostenidos. El complejo BK/IP3-R no fue capaz de frenar
totalmente el estado epiléptico, pero si de suspenderlo temporalmente. Como la actividad epiléptica esta
relacionada con la sincronizacién de una red neuronal (Serrano-Reyes et al, 2020), una suspension
temporal en varias neuronas debido a la actividad del complejo BK/IP3-R podria desincronizar a la red, al
menos temporalmente, y pausar la actividad eléctrica epiléptica. La hiperpolarizacion causada por los
canales BK no frena inmediatamente al tren de potenciales de accidén y se produce una rafaga de PA inicial,
seguido de una pausa, para después nuevamente producir potenciales de acciéon sostenidos. En caso de
que el complejo BK/IP3-R se active frecuentemente para intentar suprimir el estado epiléptico, entonces se
producira una actividad neuronal combinada entre rafagas de potenciales de accién y potenciales de
accion sostenidos, actividad que recuerda a un estado tonico-cléonico.
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Figura 6. Epilepsia simulada por alto K™ externo y ejemplo de pausa del tren de PA por accion del complejo BK/IP3-R. El médulo de entrada muestra un
incremento de [K']e = 10 mM que produce epileptogénesis. El trazo negro en el osciloscopio superior corresponde a una neurona epiléptica por
incremento de K externo. El trazo rojo en el osciloscopio superior corresponde a la activacion del complejo BK/IP3-R por aumento de VM3 de 0 uM/s a
850 uM/s (circulo verde) y de gk de 0 puS/cm? a 6 uS/cm? (circulo rojo). El resultado fue una pausa en el estado epiléptico (flecha roja). Tiempo de
simulacion 3500 ms.

Fuente: Elaboracion propia.

Bloqueo total de la actividad eléctrica epiléptica en neurona con incremento [K*]. debido

al complejo BK/IPz-R

Elincremento de la concentracion de K* externo de 3.5 mM a 10 mM genera epileptogénesis. Se simuld el
efecto que produce un incremento mayor en la funcién del complejo BK/IP3-R en este estado epiléptico.
Se realizaron experimentos virtuales con un tiempo de simulacién de 8 s. Esto permite explorar si en estas
condiciones se presenta la despolarizacién generada por la alta concentracion de K* externo que produce
una pausa en el tren de PA, o si la hiperpolarizacién generada por el complejo BK/IP3-R bloquea
completamente el estado epiléptico. En una neurona en condiciones de epilepsia por incremento de la
concentracién de K* extracelular (10 mM) y con gpx = 6 puS/cm? se produce una pausa en el tren de PA con
una duraciéon de 543.5 ms cuando VM3 = 830 uM/s y de hasta 6851 ms cuando VM3 = 865 pM/s. Cuando se
aumenta VM3 a 870 uM/s se produce un bloqueo total. La hiperpolarizacién alcanzada por el complejo
BK/IP3-R para producir este bloqueo fue de -111.5 mV. Cuando se incrementa ggx a 6.1 uS/cm? entonces se
puede bajar VM3 a 865 pM/s y también se produce un bloqueo total. La hiperpolarizacién alcanzada fue de
-113 mV. Otra condicion para bloguear del tren de PA es aumentar ggg a 6.3 uS/cm? y bajar VM3 a 850 uM/s,
la hiperpolarizacién alcanzada fue de -110 mV. Se observa que existe una interaccién entre la cantidad de
canales expresada en ggx y la cantidad de Ca?* que sale del reticulo para activarlos y producir un bloqueo
total del estado eléctrico epiléptico, siempre que la hiperpolarizacidon sea mayor o igual a -110 mV (en las
condiciones del simulador y con un potencial de reposo de -90 mV). A mayor cantidad de canales (ggx)
menor VM3 y viceversa. La Figura 7 muestra el caso con VM3 en 850 pM/s y gpx a 6.3 uS/cm?. Se realizaron
dos simulaciones: (1) Neurona epiléptica por alto K* extracelular: en el osciloscopio superior se presenta el
registro en esta neurona epiléptica (trazo en negro) por aumento de K* externo (10 mM) con VM3 = 500
uM/s v ggk = 0 uS/cm?, el resto de las variables permanecen sin cambio; (2) en esta misma neurona se
incrementd la actividad del complejo BK/IP3-R. La activaciéon mayor del complejo BK/IP3-R se obtuvo al
aumentar ggg de 6 pS/cm? a 6.3 uS/cm? (mayor numero de canales) y de VM3 de 500 uM/s a 850 uM/s
(mayor salida de Ca®* del reticulo). El resto de las variables permanecen sin cambio. En estas condiciones
se produce una hiperpolarizacion que alcanza -110 mV, la cual bloquea totalmente la actividad eléctrica
epiléptica (trazo rojo osciloscopio superior). La cantidad de calcio intracelular requerida para detener el
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estado epiléptico fue de ~ 8.5 uM (flecha azul). En condiciones de reposo, [Ca?*]; oscila entre 50 nM y 100
nM. Incrementos del orden de 19 pM han sido reportados en la cercania del canal BK en el complejo: canales
de Ca?*/canales BK (Cox, 2014).
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Figura 7. Ejemplo de bloqueo total del estado epiléptico en una neurona por la funcion aumentada del complejo BK/IP3-R. Se realizaron dos registros: (1)
Registro en neurona epiléptica (osciloscopio superior, trazo negro) debido a un incremento de K™ externo (10 mM) con VM3 = 500 pM/s y ggx = 0
uS/em?y el resto de las variables sin cambio; se observa un tren de PA sostenidos. (2) Registro en esa misma neurona con activacion del complejo
BK/IP3-R por un incremento de VM3 de 500 pM/s a 850 uM/s (circulo azul) y de ggk de 6 pS/cm? a 6.3 uS/cm? (circulo rojo) con K* externo de 10 mM
y el resto de las variables sin cambio. Se observa un incremento de la concentracion de calcio intracelular a 8.5 pM (flecha azul). El resultado fue una
hiperpolarizacion de -110 mV y un bloqueo total el proceso epiléptico (trazo rojo, flecha roja). El eje de voltaje fue llevado a -120 mV. El tiempo de
simulacion fue de 8 s.
Fuente: Elaboracion propia.

Discusion

La epilepsia es de gran interés clinico. A la luz de los nuevos descubrimientos y las nuevas tecnologias,
se ha propuesto por la Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE, por sus siglas en inglés) una
nueva clasificacion de las epilepsias con la finalidad de una mejor comprensién de sus aspectos clinicos
y contar con una herramienta util en el ejercicio médico. En dicha clasificacion se consideran sus
posibles causas con la esperanza de mejorar el diagnostico y de esa manera implementar un
tratamiento especifico (Scheffer et al.,, 2017). Por ejemplo, el diagndstico de epilepsia por mutaciones de
canales iénicos (Tabla 1) ha motivado la investigacién con técnicas de biologia molecular (Santos et
al.,, 2020). Los hallazgos encontrados incrementaron el estudio de los canales idnicos como blancos
terapéuticos (Lerche et al, 2001). Los nuevos resultados han derivado en un gran interés en la
investigacion experimental con abordajes -electrofisioldégicos novedosos como los ensambles
neuronales (Serrano-Reyes et al., 2020). Se ha puesto énfasis en los mecanismos celulares que generan la
epilepsia a dos niveles: (1) redes neuronales, donde se ha encontrado que una fuerte sincronia en la red
es una posible causa de la epilepsia (Serrano-Reyes et al,, 2020), y (2) mecanismos celulares intrinsecos
(Dichter & Ayala, 1987). Sin embargo, poco se sabe sobre los mecanismos celulares que determinan el cese
de la actividad eléctrica andmala en las neuronas epilépticas. En la epilepsia focal, cientos de neuronas
se sincronizan y presentan una despolarizacién inusual que lleva a la generacion de trenes de
potenciales de accidén andémalos. Se postula que la hiperpolarizacidon que sigue a este tipo de evento
sea responsable de limitar la duracién de las descargas interictales epileptiformes (Dichter & Ayala,
1987). En este trabajo se propone que la hiperpolarizacién generada por la funcién del complejo BK/
IP3-R forma parte de uno de los posibles mecanismos celulares que terminan la duracion de la actividad
eléctrica epileptiforme en la neurona.
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Los resultados sugieren que el complejo BK/IP3-R actia como un sistema intrinseco de proteccion
en ciertas condiciones andmalas en la neurona. Probablemente se active para tratar de disminuir la
excitabilidad en neuronas epilépticas. Cuando el complejo BK/IP3-R no se activa correctamente, el sistema
no tendrd ningun efecto protector. Se ha reportado que alteraciones del canal BK, como una disminucion
en su funcion, causa epilepsia del 16bulo frontal (N'Gouemo, 2011). En los casos de epilepsia asociada a una
disminucion en la funcién de los canales BK, se propone que drogas que activen el canal BK representan
una nueva estrategia terapéutica para ciertos tipos de epilepsia (Bentzen et al., 2014). Estos trabajos sugieren
la hipotesis de que los canales BK estan involucrados en la regulacion de la excitabilidad neuronal y control
de la apariciéon de epilepsia. N'Gouemo (2011) formula que los canales BK bloquean la apariciéon de
convulsiones y estados epilépticos. Los resultados del presente trabajo apoyan la propuesta que el complejo
BK/IP3-R actia como mecanismo protector neuronal en ciertos casos (Clements et al., 2013; Pérez-Bonilla
et al,, 2021). La funcion del complejo BK/IP3-R y el papel del reticulo endoplasmatico en la regulacion del
calcio interno pueden evitar las convulsiones (Karagas & Venkatachalam, 2019). En el presente trabajo
solamente se probd el complejo BK/IP3-R en dos mecanismos epileptogénicos: (1) mutacién del canal de
sodio Nav 1.2, y (2) un incremento de la concentracién de potasio extracelular. Los resultados sugieren que
la funciéon del complejo BK/IP3-R bloquea completamente o pausa temporalmente la actividad eléctrica
epiléptica en la neurona. Sin embargo, el grado de eficacia de este mecanismo en otros tipos de epilepsia
podria variar significativamente, sobre todo en casos donde la epilepsia sea generada por redes neuronales
con interacciones sindpticas aberrantes entre neuronas (McCormick & Contreras, 2001). Son necesarios
estudios experimentales para probar especificamente este mecanismo en diversos modelos animales de
epilepsia.

Conclusiones

En el presente trabajo tedrico se logré producir epileptogénesis por dos mecanismos: (1) mutacién del canal
de sodio (NaV 1.2) e (2) incremento de potasio externo. Los resultados obtenidos en las simulaciones
con neurona epiléptica a causa de mutaciones en el canal NaV 1.2 muestran que la funcién del complejo
BK/IP3-R estd asociada con el bloqueo a la actividad eléctrica epiléptica de la neurona, debido a la
hiperpolarizacién que causa la salida de potasio por los canales BK. Las simulaciones realizadas en
neurona epiléptica por incremento de [K*le muestran una competencia entre la despolarizacién resultante
del aumento de potasio externo y la poshiperpolarizacion producto de la funcidon de los canales BK. En estas
condiciones se produjo una pausa temporal o un bloqueo total de la actividad eléctrica epiléptica de la
neurona. Estos resultados confirman un posible mecanismo intrinseco causante del término de la
actividad eléctrica epiléptica en la neurona, constituyéndose en un mecanismo protector, como fue
sugerido anteriormente (Clements et al., 2013; Pérez-Bonilla et al., 2021). La neurona pone en funcién toda
la maquinaria que regula la homeostasis del calcio interno para incrementar su concentracion y
activar un gran numero de canales BK. En condiciones extremas, se puede incrementar el IPs y la
salida de Ca?" del reticulo, asi como disminuir la actividad de las bombas PMCA y SERCA. El grado de
efectividad de este mecanismo depende del tipo de epilepsia y puede variar sustancialmente cuando el
problema sea un desbalance sindptico en una red neuronal, no abordado en este trabajo. La
hipdtesis presentada en este trabajo debe verificarse en condiciones experimentales. Este modelo se
puede aplicar en estudios con neuronas disociadas a partir de focos epilépticos de procesos
neuroquirurgicos y en otras posibles condiciones experimentales, por ejemplo, en rebanadas de
cerebro donde se provoque epilepsia (con drogas convulsivantes o cambios de iones en el espacio
extracelular) y se registren las neuronas con cero calcio extracelular y se estimule la salida de calcio del
reticulo.
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