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1 Planteamiento del problema

La epilepsia es una enfermedad neuroldgica cronica que afecta aproximadamente a 50
millones de personas a nivel mundial, en México la prevalencia de la epilepsia es de una tasa
aproximada de 3.9 a 42.2 por cada 1000 habitantes. La incidencia de esta enfermedad genera
altos indices de mortalidad, comorbilidad psiquiatrica, aislamiento social y discapacidad; es
desgastante y devastador, para quien la padece y para su entorno familiar social. Por esta
razén, es importante entender los mecanismos exactos por los cuales se origina este
padecimiento. Existe una evidencia creciente en la literatura que sugiere que la
epileptogénesis resulta principalmente de un déficit de la inhibicion de GABA regulada por
la expresion de los cotransportadores NKCC1 y KCC2. Desafortunadamente, nuestra
comprension de los cambios moleculares que afectan al cerebro durante la epileptogénesis
sigue siendo incompleta.

Aunque existen estudios actuales que se centran en la expresion de NKCC1y KCC2
donde se sugiere que la plasticidad del cloruro alterada puede estar estrechamente relacionada
con la epilepsia. Es necesario entender el mecanismo por el cual se genera la epileptogénesis

para encontrar nuevas dianas terapéuticas para el desarrollo de farmacos antiepilépticos.
2 Pregunta de investigacion

¢Cudles son los eventos moleculares que involucran la concentracion de CI- intracelular
mediada por los cotransportadores NKCC1 y KCC2, que a su vez son regulados por la via
de las cinasas WNK-SPAK/OSR1 que altera el funcionamiento cerebral durante la

epileptogénesis?



3 Objetivo general

Realizar una investigacion bibliogréafica actualizada a partir del afio 1971 hasta el afio 2021
acerca de la regulacion de la neurotransmision de GABA mediada por la funcién de la via
WNKs-SPAK/OSR1-CCC en la epileptogénesis y sus implicaciones en el tratamiento de la

epilepsia.
3.1 Objetivos particulares

1. Recopilar informacién bibliografica actual, sobre los mecanismos de accion de la
epilepsia.

2. Describir las implicaciones de la neurotransmision GABAEérgica durante el desarrollo
de una crisis convulsiva.

3. Describir la plasticidad de la concentracion de Cl- intracelular regulada por NKCC1
y KCC2 durante el foco epiléptico.

4. Describir la relacion de la fosforilacion de NKCC1 y KCC2 mediante la via WNKs-
SPAK/OSR1 y sus implicaciones durante la actividad epiléptica.

5. Proponer como diana terapeutica la inhibicion de la via WNKs-SPAK/OSRL1 para el

tratamiento de los sintomas de la epilepsia.



4 Meétodo

Se realizd una revision bibliogréafica sistematizada mediante la busqueda inicial de estudios
relevantes que contenian informacion sobre la regulacién de los contransportadores NKCC1
y KCC2 mediante la via WNK-SPAK-OSR1 y las implicaciones de este mecanismo en la
epilepsia. Ademas, de una busqueda en articulos sobre el estudio a través de la historia de
este padecimiento para comprender el alcance de este tema. Se utilizaron sitios web y motores
de busqueda como PubMed, SciELO, Mendeley, Frontiers, Elsevier, por mencionar algunos.
Se definieron los criterios de busqueda en los cuales se incluyeron las palabras, enunciados
0 conceptos clave (Keywords) para la basqueda como: epilepsia, epileptogénesis,
convulsiones, tipos de epilepsia, sindromes de epilepsia, incidencia de la epilepsia,
prevalencia de la epilepsia, neurotransmisor GABA, receptor GABAA, receptor GABAB,
GABA, acido y-aminobutirico, sintesis de GABA, SPAK, WNKs, cotransportadores
electroneutros acoplados a cation-cloruro, NKCC1, KCC2, concentracion intracelular de CI-
, mutaciones humanas de KCC2 y NKCC1, regulacién de ClI-, epilepsia en modelo animal,
modelos genéticos de raton de KCC2 y NKCC1, tratamientos farmacologicos de la epilepsia
y tratamientos no farmacoldgicos de la epilepsia, y sus equivalentes en el idioma inglés. Se
seleccionaron aquellos articulos publicados en espafiol o inglés que en su resumen contenia
informacion relevante ademas de trabajos referenciados en los articulos consultados antes de
proceder a la seleccion del texto completo de los articulos potencialmente relevantes, con la

finalidad de elegir aquellos articulos que contengan estudios novedosos y actuales.



La busqueda realizada cubre el periodo de 1971 hasta agosto del 2021, fecha de la
realizacion de la ultima bdsqueda. Una vez que se obtuvieron los textos completos, se
procedié a leer de forma sistematizada y se analizd la informacion resaltando ideas
principales. Ademas, se genero una base de datos organizada por afio y tema, para facilitar el
uso del material obtenido. Se incluyeron los trabajos mas actuales y que contienen aportes de
informacién relevante sobre la via WNK-SPAK/OSR1-CCC y sus implicaciones en el

desarrollo de la epilepsia.



5 Introduccion

La condicion médica de la epilepsia es tan antigua como la aparicion de los primeros vestigios
de la humanidad, se pueden encontrar referencias a la epilepsia en los textos méas antiguos de
distintas civilizaciones, sobre todo en la antigua Grecia (Temkin, 1971; Magiorkinis et al.,
2014).

La primera descripcién de las convulsiones epilépticas aparece en un texto de hace
2000 afos a.C. esta escrito en el idioma Acadio usado en la region Mesopotamica, en este
escrito se describen los sintomas de un paciente que lo diagnosticaron con antasubb( que
significa “La mano del pecado”, provocada por el dios de la luna, ya que presentaba
contorsion de cuello a la izquierda, manos y pies tensos, ojos abiertos y espuma en la boca,
ademas de no tener conciencia. Se han encontrado informes en antiguos textos médicos sobre
la epilepsia del antiguo Egipto. Para el 1700 a.C. en el papiro quirdrgico de Edwin Smith se
reportan casos de pacientes donde se refiere a que “tiemblan mucho”. Estas descripciones se
elaboraron en relatos separados donde se cree que hace referencia a una epilepsia generada
por alguna lesion o trauma en la cabeza, lo que indicaria que el origen de este padecimiento
es en la cabeza. Por otro lado, la civilizacion babilonica también describi0 a la epilepsia, ellos
creian que esta condicion se debia atribuir a los espiritus malignos. Mencionan que si en el
momento del ataque el paciente pierde el conocimiento y sus brazos y piernas se doblan hacia
el mismo lado del cuello, se diagnosticaria como miqtu (nombre que usaba la civilizacién
babilonica para referirse a la epilepsia). Uno de los textos babilénicos més antiguos (1067-
1046 a.C.) donde se describen todas las enfermedades es el texto Sakikku-miqtu, se hace
referencia a la epilepsia con los términos antasubba (enfermedades de las caidas, en sumerio)

y migtu, describen los signos a identificar para el pronostico, diagndstico y tratamiento de la



afeccion. Hace mencion de convulsiones febriles, convulsiones en lactantes, convulsiones
parciales simples y complejas, convulsioles gelasticas, estado epiléptico y narcolepsia
(Magiorkinis et al., 2010).

Otro escrito que hace referencia a la epilepsia es el codigo Hamurabbi (1790 a.C.)
donde se describen sintomas de epilepsia en esclavos, denominada como Bennu. En el siglo
VI a. C. en el texto de Caraka Samhita Sutra de la medicina india, el autor y médico Atreya
(padre de la medicina hindu) atribuye la epilepsia a una disfuncion cerebral y no a una
intervencion divina. Define a la epilepsia como: Pérdida paroxistica del conocimiento debido
a una alteracion de la memoria y la compresion de la mente acompafiada de ataques
convulsivos. Se describen cuatro tipos diferentes de epilepsia y un tipo de epilepsia llamada
Abasmara donde el paciente pierde la memoria (Magiorkinis et al., 2010, 2014). Mas tarde,
en el libro clasico de medicina del emperador Huang Di Nei Jing (770-221 a. C.) se considera
que las crisis convulsivas son congénitas y las describe bajo el nombre de Dian-Kuang
(epilepsia-psicosis) (Lai & Lai, 1991).

Los primeros escritos que reportan algin tratamiento contra la epilepsia son los textos
hipocraticos, por ejemplo, Hipocrates en su libro On Sacred Disease describe sobre las
observaciones en las que heridas cerebrales podian causar convulsiones y que debian ser
trepanadas. De esta forma la evidencia sugeria que el origen de esta enfermedad es en el
cerebro y que una posible cura es la trepanacion. Sin embargo, no fue hasta principios del
siglo XVI1I1'y XIX, cuando la epilepsia se emancip6 de las supersticiones religiosas (Temkin,
1971). En estos siglos hubo avances muy importantes en la medicina lo que contribuy6 a un
desarrollo mayor con respecto a la investigacion acerca de la epilepsia, se seguia usando
como tratamiento para la epilepsia la trepanacion, pero en menor medida (Meador et al.,

1989). A principios del S. XVIII la opinién de la epilepsia hacia referencia a que era una



enfermedad idiopatica derivada de traumatismos craneoencefalicos y que prevalece en el
cerebro y otros drganos. Posteriormente un gran aporte a la epileptologia moderna fue el
trabajo de William Culen y Samuel A. Tissot (1770-1791), quienes describieron con
precision varios tipos de epilepsia, anatomia y fisiologia de la enfermedad. A principios del
S. XIX, en Francia se publicaron diversos trabajos en el campo de la epileptologia elaborados
por médicos franceses como Maisonneuve, Calmeil y Jean Etienne Dominique Esquirol.
Maisonneuve destaco la importancia de la hospitalizacion de pacientes epilépticos, clasifico
la epilepsia en idiopatica y simpética y describi6 el llamado aura sensible de la epilepsia
simpatica. Esquirol junto con sus alumnos distingui6 la gravedad de la epilepsia entre petit y
grand mal, estudiaron sistematicamente la locura y la epilepsia realizando estudios clinicos
y post mortem. Durante la segunda mitad del S. X1X las investigaciones se delimitaron a la
fisiopatologia de la epilepsia y la localizacion topogréfica de las crisis epilépticas. Se
derivaron importantes trabajos sobre la epileptogénesis, etiologia y taxonomia de la epilepsia.

En el trabajo titulado “Sobre la excitabilidad eléctrica del cerebro” del fisidlogo
Gustav Fritsch y el psiquiatra Edouard Hitzing, destacan un aporte importante ya que
delimitaron los mecanismos epilépticos y dieron la prueba de que la epilepsia se deriva del
cerebro. Sin embargo, la obra de John Hughling Jackson establece la base cientifica de la
epileptologia, su investigacion culmina enfatizando la existencia de lesiones localizadas en
la corteza cerebral involucradas en convulsiones epilépticas. A inicios del S. XX, el pat6logo,
histélogo y neurocientifico espafiol Santiago Ramon y Cajal realizé importantes avances en
el campo de la estructura microscépica del cerebro y el sistema nervioso ya que fue el primero
en describir las estructuras de las neuronas y la sinapsis. Posteriormente Gowers publicd el
libro titulado “The Borderlans of Epilepsy”, donde se centraba en hablar de desmayos,

ataques vagales y vasovagales, migrafa, vértigo y algunos sintomas del suefio especialmente



narcolepsia. En la década de 1920 Lennox y Cobb publicaron una monografia titulada “The
Relation of certain Physicochemical Processes to Epileptiform Seizures”, aqui se describen
los efectos de varios estimulos para la generacion de convulsiones epilépticas como la
inanicion, dieta cetogénica y falta de oxigeno, la mayoria de ellos con resultados negativos.
En la segunda mitad del S. XX se realizaron importantes descubrimientos en el campo de la
neurociencia y en la fisiologia de la sinapsis, estos descubrimientos fueron un aporte
importante para la epilepsia psicomotora. Ademas, se descubrieron mecanismos y rutas de
accion en el cerebro, asi como la implicacion del neurotransmisor acido y-aminobutirico
(GABA) con la excitabilidad neuronal y la epilepsia. Actualmente se siguen estudiando los
mecanismos de accion que generan la epilepsia. Cabe destacar que con el avance de la
tecnologia se han desarrollado nuevas técnicas para el monitoreo de las convulsiones
epilépticas, comportamiento y propagacion. Esta tecnologia abarca desde video monitoreo,
electroencefalograma, magnetoencefalografia, entre otros, que han ayudado al estudio y
desarrollo de estrategias terapéuticas para entender y tratar este padecimiento (Meador et al.,

1989; Magiorkinis et al., 2010, 2014).



6 Epilepsia

La Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE, por sus siglas en inglés) define a la epilepsia
como un trastorno cerebral que se caracteriza por una predisposicion continua que generar
crisis epilépticas producidas por actividad neuronal cerebral anormal, excesiva y
sincronizada (Fisher et al., 2014; Scheffer et al., 2017). Estas crisis son episodios breves de
movimientos involuntarios que pueden afectar a una parte del cuerpo (convulsiones
parciales) o a su totalidad (convulsiones generalizadas) y a veces se acompafian con pérdida
de la consciencia y del control de esfinteres. Estas convulsiones son causadas por un
desequilibrio entre la excitabilidad neuronal y su inhibicién, con una tendencia hacia la
excitabilidad. Durante una convulsion, las neuronas GABAGérgicas del giro dentado e
hipocampo son sometidas a despolarizaciones prolongadas, lo que resulta en cambios en el
foco epiléptico con alteraciones en la liberacion del GABA, incremento de la excitacion
sinaptica, o cambios en la concentracién extracelular de los iones potasio o calcio (De Cabo
et al., 2006). El origen de esta enfermedad se debe a mdltiples razones. En algunos casos
subyace una base genética, pero generalmente la epilepsia es causada por traumatismos y
dafio cerebral originados por lesiones prenatales o perinatales; anomalias congeénitas o
malformaciones corticales; traumatismos craneoencefalicos o hemorragias; accidentes
cerebrovasculares; infecciones neurales tales como meningitis, encefalitis vy
neurocisticercosis; etiologias genéticas; errores metabélicos; y tumores cerebrales (OMS,

2015; ILAE, 2021).



6.1 Epidemiologia

La epilepsia representa una de las enfermedades cronicas més frecuentes, que afecta entre 50
a 65 millones de personas a nivel mundial, de las cuales 5 millones viven en el continente
americano. Es una afeccion que no distingue edad o sexo y tiene una amplia distribucion
mundial que ocasiona altos indices de mortalidad, comorbilidad psiquiatrica, aislamiento
social y discapacidad. Se estima que el 0.5% del total de la carga mundial de morbilidad es
causado por la epilepsia (OMS, 2019).

Los indices de incidencia y prevalencia de la epilepsia a nivel mundial no son
uniformes y dependen de varios factores tales como un diagnéstico temprano; diversidad de
metodologias implementadas para la identificacion de casos; acceso a sistemas de salud e
informacidn; condiciones socioculturales y econémicas; estigma social; entre otras. Se han
reportado estudios donde la prevalencia media mundial a lo largo de la vida es de 17.8 casos
de cada 1000 habitantes y una incidencia de 77.7-190 de cada 100,000 habitantes (Garcia &
Serrano, 2018).

De acuerdo con Noriega & Shkurovich (2020) en México se han realizado diversos
estudios epidemioldgicos que han dado como resultados una prevalencia (nimero de casos
activos, es decir, pacientes que hayan sufrido una crisis epiléptica en los Gltimos 5 afios y/o
se encuentran en tratamiento) de 3.9 a 42.2 por 1000 habitantes. Este dato se aproxima mucho
a las cifras reportadas para América Latina y el Caribe donde las tasas oscilan alrededor de
92.7-190 casos de cada 100,000 habitantes/afio siendo superiores a las de paises
desarrollados. Sugiriendo que la epilepsia presenta mayor prevalencia en paises en vias de

desarrollo como México (Garcia & Serrano, 2018).



Debido a su prevalencia la epilepsia es una de las enfermedades neuroldgicas mas
importantes del mundo; la recurrencia de crisis, asi como sus consecuencias fisicas y
psicoldgicas la hacen una enfermedad desgastante y devastadora para quien la padece y su
entorno familiar. Incluyendo la estigmatizacion, discriminacion y calidad de vida que sufren

los pacientes a lo largo de este padecimiento (De Cabo et al., 2006; OMS, 2019; ILAE, 2021).
6.2 Tipos de epilepsia

De acuerdo con la ILAE el marco actual de clasificacion de la epilepsia se basa en un sistema
multinivel donde en cada panel se consolidan distintos grados de integracion diagnostica,
dependientes de recursos informativos con los que se cuenten para hacer un correcto
diagnostico médico de esta enfermedad. Se estipula la importancia de los tipos de crisis, tipo
de epilepsiay si es originada por algun tipo de sindrome epiléptico para facilitar su deteccion
y proporcionar un adecuado tratamiento. Desde un punto de vista clinico se han definido mas
de 40 tipos de epilepsia en seres humanos donde se hace énfasis al tipo de crisis (Sheffer et
al., 2017; ILAE, 2021).

Como se puede observar en el panel A de la figura 1, se establece cuales son los tipos de
crisis epiléptica (definida como la aparicion transitoria de signos y/o sintomas, secundarios
a una actividad neuronal excesiva y sincronica) de acuerdo con el sitio de origen de la
actividad epiléptica, las crisis pueden tener un inicio focal, generalizado o desconocido
(Fisher et al., 2014).

En el panel B de la figura 1 podemos observar los tipos de epilepsia que se clasifican de
acuerdo con el tipo de crisis convulsiva que presenta el paciente, si el origen de estas crisis
es del tipo focalizadas, generalizadas, combinadas entre generalizadas y focales o de origen

desconocido.



a)

b)

d)

Focal: Incluyen trastornos unifocales y multifocales, asi como convulsiones que
afectan a un hemisferio. Existen diferentes tipos de convulsiones, que incluyen
convulsiones conscientes focales, de consciencia focalizadas, motoras focales, no
motoras focales y tonico-clénicas de focal a bilateral.

Generalizada: Las personas con epilepsias generalizadas pueden tener una variedad
de tipos de convulsiones que incluyen convulsiones de ausencia, mioclénicas,
atdnicas, tonicas y tonico-clonicas. El diagnostico de epilepsia generalizada se realiza
sobre bases clinicas, apoyado por el hallazgo de descargas tipicas de
electroencefalograma (EEG).

Combinada: Son pacientes que tienen convulsiones tanto generalizadas como focales.
El diagndstico se realiza sobre bases clinicas, respaldado por los hallazgos del EEG.
El EEG interictal puede mostrar descargas generalizadas y epileptiformes focales.
Algunos ejemplos comunes en los que ocurren ambos tipos de convulsiones son el
sindrome de Dravet y el sindrome de Lennox-Gastaut.

Desconocida: Se entiende que el paciente tiene epilepsia, pero el médico no puede
determinar si el tipo de epilepsia es focal o general porque no hay suficiente
informacién disponible. Esto puede ser por una variedad de razones. Si los tipos de
convulsiones son desconocidos, entonces el tipo de epilepsia puede ser desconocido

por razones similares, aunque los dos no siempre son concordantes.



En el panel C de la figura 1 se puede observar la etiologia de los sindromes epilépticos.
Estos hacen alusién a un conjunto de caracteristicas clinicas, electroencefalografias,
imagenoldgias y de origen genético que ocurren simultdneamente y comparten un sintoma
comun de convulsiones no provocadas, tienen efectos adversos a largo plazo y constituyen
un patrén comuin e identificable. Estos sindromes pueden ser: Sindrome de Lennox-Gastaut,
Sindrome de West, Sindrome de Dravet, Epilepsia benigna infantil, Esclerosis temporal
mesial, Sindrome de muerte subita, Sindrome de Rett, Sindrome de Angelman, por
mencionar algunos (Shorvon, 2011; Asadi-Pooya, 2018; Calderon et al., 2018; Griffin et al.,

2018; Marquez, 2020).
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Figura 1 Marco para la clasificacion de la epilepsia. Modificada de Scheffer et al., 2017.



7 Neurobiologia de la epilepsia

Se sabe que algunos trastornos neuroldgicos y neuropsiquiatricos son causados por la
reduccion de la inhibicibn GABAGérgica. Sin embargo, los mecanismos moleculares
responsables de transformar un cerebro normal a un cerebro patologico ain no se
comprenden totalmente (Ben-Ari, 2017; Moore et al., 2017).

Una convulsion es un aumento transitorio de la actividad eléctrica del cerebro que
puede ser provocado por una variedad de factores, como alteraciones metabdlicas,
infecciones o algunos farmacos. Cuando una convulsién surge de forma espontanea se le
considera epilepsia, pero nuestro conocimiento de los mecanismos neurofisioldgicos que
hacen que el cerebro sea epileptogénico sigue siendo incompleto, lo que refleja la falta de
tratamientos eficaces para este padecimiento (Duy et al., 2019). Las convulsiones se pueden
clasificar en dos tipos, convulsiones parciales y convulsiones primarias generalizadas,
Ademaés, una convulsion se divide en tres etapas: aura, ictus y postictal. La etapa de aura la
experimenta el paciente cuando comienza a mostrar sensaciones anormales como nauseas,
dolores de cabeza, sentidos anormales y emociones repentinas (miedo, panico, etc.),
posteriormente el paciente entra a la etapa de ictus en la que los sintomas pueden ser
convulsivos (sacudidas vigorosas del cuerpo y pérdida del conocimiento) o no convulsivos
(incapacidad para responder y espasmos musculares), segun sea el tipo de convulsion,
después sigue la etapa postictal o etapa de recuperacién donde el paciente comienza a
experimentar sintomas posteriores a la convulsion como somnolencia, confusién y paralisis

parcial (Johan et al., 2018).



Clasicamente se piensa que la epilepsia surge de un desequilibrio de la
neurotransmision GABAEérgica, lo que resulta en un estado hiperexcitable que es propenso a
la actividad convulsiva (Ben-Avri et al., 2007; Jansen et al., 2010; Kahle et al., 2014; Duy et
al., 2019).

El GABA, un aminoécido no proteico de cuatro carbonos es uno de los principales
neurotransmisores inhibidores en el sistema nervioso central (SNC), su funcidn principal es
el control de la excitabilidad y maduracién neuronal e interviene en los procesos de
comunicacion entre neuronas, plasticidad, sincronizacion y formacion de redes emergentes
ademas de la migracion neuronal (Liu et al., 2020). Es sintetizado a partir de la
descarboxilacion del glutamato por la enzima acido glutdmico decarboxilasa (GAD, por sus
siglas en inglés) en sus dos isoformas GAD65 y GADG67, esta enzima cataliza la reaccion que
transforma el &cido Glutamico en GABA, que a su vez es dependiente del cofactor peridoxal
5’-fosfato (Vitamina Be). La sintesis de GABA estd inmersa en un conjunto metabdlico
mucho mas complejo, donde ademas estan incluidos otros aminoécidos que actian en la
neurotransmision y que en general provienen del ciclo de Krebs. Cuando las neuronas
GABAérgicas son activadas producen GABA. EI GABA generado se almacena y es
transportado por proteinas vesiculares sindpticas conocidas como transportadores de
aminodcido inhibitorio vesicular (VIAAT) y es liberado desde la terminal nerviosa hacia
hendiduras sinépticas por proteinas transportadoras como GAT-1 a GAT-4. Estas proteinas
utilizan gradientes de Cl- y Na*. El GABA liberado se une a sus receptores (GABAAa-c R) en
la membrana de la neurona postsinaptica, actuando, asi como un neurotransmisor (Figura 2)

(Hyde et al., 2011; Jin et al., 2013).



Neurona GABAérgica

Figura 2 Sintesis del neurotransmisor GABA. Modificada de Jin et al., 2013.

El GABA actla principalmente sobre dos tipos de receptores: el GABAA y el
GABAB, estos receptores son canales idnicos activados por ligandos. El primero es un
receptor que hiperpolariza a la neurona a través de un incremento en la conductancia del
cloruro lo que resulta en un efecto inhibitorio rapido y es tipicamente postsinaptico.

El receptor GABAA (GABAA R) es una glicoproteina de 275 kDa, media la accion
postsinaptica inhibidora ya que es preferentemente selectivo a iones de Cl-y en menor grado
para el radical bicarbonato (HCOz3"), se encuentra extendido por todo el sistema nervioso, es
heteropentamérico ya que se conforma de moléculas proteicas oligoméricas, que pueden estar

formadas por 6 subunidades polipeptidicas a, 3 B, 4 v, 0, &, w, 0 y 3 p (Jansen et al., 2010).



Cuando GABA se une a GABAA R desencadena cambios conformacionales en el
receptor que funciona como un canal de cloruro activados por ligando y esto permite la
apertura rapida y sincronizada del canal a los iones de CI- facilitando la entrada y salida
pasiva de ClI-dependiendo de su potencial de equilibrio, lo que conduce a la hiperpolarizacion
0 despolarizacion de la membrana dependiendo de la [CI]i y la madurez de la neurona (Ben-
Ari et al.,, 2012). La direcciéon del flujo de iones depende de la fuerza impulsora
electroquimica que actua sobre los iones ClI, que es la diferencia entre el potencial de
membrana de la célula (Vm) y el potencial de equilibrio de CI- (Ecr). Este tltimo depende
del gradiente de ClI- a través de la membrana celular (Murillo et al., 2020). Es utilizado como
diana molecular para diferentes clases de farmacos como: benzodiacepinas, barbituricos, los
neuroesteroides, los anestésicos intravenosos: propofol y etaminato, los anestésicos de
inhalacién y el alcohol (Uusi-Oukari & Korpi, 2010).

Por otro lado, el receptor GABAs (GABAB R) es un heterodimero obligatorio, con
dos subunidades especializadas diferentes: GABAg1 y GABABg2. Es un tipo de receptor
asociado a proteinas G acoplado a diferentes mecanismos efectores que hiperpolarizan a la
neurona. Las vias de sefializacion del GABABR involucran una de las tres proteinas efectoras
gue pueden ser: Canales de Ca** dependientes de voltaje, canales de K* activados por la
proteina G y la adenil ciclasa lo que resulta en un efecto inhibidor lento ya que depende de
la proteina G como segundo mensajero para mediar la respuesta. Este receptor se localiza en
la membrana presinaptica donde modula la liberacion del neurotransmisor y en la membrana
postsinaptica donde participa en la hiperpolarizacion de neuronas conduciendo a la inhibicion
neuronal ademas tiene una participacion en la liberacién bloqueada de neurotransmisores
como L-glutdmico, noradrenalina, dopamina, 5-hidroxitriptamina, sustancia P, entre otros

(Frangaj & Fan, 2018).



7.1 Funcién de GABA en neuronas inmaduras y maduras

Desde el nacimiento y a lo largo del desarrollo humano la estimulacion GABAérgica es
importante en la maduracion neuronal. En condiciones normales durante el desarrollo
prenatal a un desarrollo postnatal, la neurotransmision por GABA sufre un cambio de
excitadora a inhibidora debido a una inversion de los gradientes de cloruro. Las corrientes
idnicas dependientes de voltaje generadas por transmisores cambian de corrientes lentas y de
larga duracion a corrientes rapidas y blogueadas por el tiempo. Con base en esto, se sugiere
que las neuronas que no siguen su programa y estan mal ubicadas o conectadas desvian las
secuencias de desarrollo de las corrientes ionicas. Esto conduce a la presencia de neuronas
que adoptan gradientes de cloruro transmembrana que se parecen fenotipicamente a neuronas
inmaduras en el cerebro adulto, lo que en consecuencia hace que la actividad de GABA sea
excitadora en lugar de inhibitoria. Esta pequefia poblacion de neuronas hiperexcitables
genera una descarga eléctrica, se sincronizan, posteriormente se incorporan redes
progresivamente mas grandes y se producen convulsiones (Kahle et al., 2008; Watanabe &
Fukuda, 2015; Ben-Ari, 2017). En general, las convulsiones evolucionan a traves de tres
fases principales; iniciacion (aura), propagacion (ictal) y terminacion (postictal), y en cada
una de las fases es regulada por diferentes mecanismos. Una vez que comienza el proceso
que da origen a una convulsion, se propaga a través de diferentes regiones del cerebro
mediante diversos patrones espacio-temporales (Khateb et al., 2021).

Cuando se activan los receptores de GABA da como resultado la entrada de Cl" y la
hiperpolarizacién de la membrana plasmatica dependiendo de la [CI-]i. Sin embargo, durante
las primeras etapas del desarrollo del cerebro, las neuronas tienen una [CIl]i elevada

(alrededor de 20-40 mM), el potencial de equilibrio del CI- tiende a lo positivo comparado



con el potencial de reposo y la activacion de los receptores GABA. La estimulacion de
GABA en el GABAAR promueve el influjo de CI-, esto conduce a la despolarizacion de la
membrana y a la excitacion neuronal. La accion excitadora de GABA en el SNC inmaduro
es muy importante para el desarrollo del sistema nervioso donde la composicion de las
subunidades de los receptores de GABAA tienden a cambiar durante el desarrollo prenatal y
posnatal (Figura 3) (Schomberg et al., 2003; Jansen et al., 2010).

Por otro lado, en neuronas adultas, la concentracién de cloruro intracelular [CI]i es
relativamente bajo (alrededor de 5-12 mM), con un potencial de inversion del Cl-cerca del
potencial de membrana en reposo (Vm) aproximadamente -60mV, lo que permite la apertura
del canal del GABAA R. Cuando GABA es liberado en la brecha sinaptica y se une a su
receptor da lugar al flujo de CI- hacia el interior de la célula hasta igualar las concentraciones
de CI, y este aumento de la [CI]i es el responsable del incremento de cargas negativas lo que
conduce a la hiperpolarizacion de la membrana postsinaptica generando que la neurona no
dispare un potencial de accion que conduce a la inhibicion neuronal (Figura 3) (Kahle et al.,

2008; Ben-Avri et al., 2012; Murillo et al., 2020).
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Figura 3 Secuencia de desarrollo de acciones de GABA

Secuencia de desarrollo de acciones de GABA de excitador a inhibidor en la maduracion cerebral y

trastornos neurolégicos. Modificado de Ben-Ari et al., 2012.

8 Cotransportadores CCC

Una de las funciones de los mecanismos de transporte neuronal mas importantes es el
mantenimiento del equilibrio osmolar que se da a partir del gradiente electroquimico del CI-
transmembrana (Gamba, 2005). Este movimiento del CI- dirigido hacia el exterior o interior
de la neurona representa un factor clave para mantener la eficacia de la transmision
inhibitoria o excitatoria rapida de GABA. Dando como resultado la apertura de los canales
i6nicos activados por ligando a través de los receptores postsinapticos GABAA o glicina (Di
Cristo et al., 2017).

La sefializacion GABAEérgica es Unica y la polaridad de sus acciones dependen de la
[CI]i. Esta concentracion durante la maduracion neuronal es muy l&bil, lo que conduce a
acciones despolarizantes e incluso excitadoras en determinadas condiciones patoldgicas
como la epilepsia (Ben-Ari et al., 2012). La [Cl]ies intrinsecamente mas baja en las neuronas

adultas con un cambio en el desarrollo de las acciones de GABA. Esta actividad se ve



afectada causando un retorno a un estado inmaduro en términos de [Cl-]i después de presentar
convulsiones, lesiones de la médula espinal y otras afecciones patologicas. Esta diferencia
en la [Cl]ientre el sistema nervioso maduro e inmaduro y en condiciones patologicas se debe
principalmente a alteraciones de los niveles de expresion y a la actividad de los
cotransportadores cation-cloruro (Moore et al., 2017).

De tal forma que los cotransportadores de la familia SLC12 (Solute Carrier Family
12, por sus siglas en inglés) y el neurotransmisor GABA estan asociados con enfermedades
cerebrales y del comportamiento como autismo, ansiedad, espasticidad, dolor neuropatico,
alzheimer, esquizofrenia, edema cerebral y epilepsia, en donde la desregulacion de la
actividad de la isoforma 1 del cotransportador de Na*-K*-2Cl (NKCC1) y a la isoforma 2 del
cotransportador de K*-CI- (KCC2) con la consiguiente alteracion de la homeostasis de la [CI-
Ji altera la inhibicién inducida por GABA (Kahle et al., 2008; Jansen et al., 2010; Ben-Ari,
2017; Frangaj & Fan, 2018; Murillo et al., 2020; Solomon et al., 2021).

A pesar de que el correcto funcionamiento de la transmision neuronal depende del
equilibrio de electrolitos tales como la acumulacion de CI- en neuronas inmaduras y
patoldgicas, se sabe que este mecanismo esta relacionado con la eficacia del funcionamiento
de los cotransportadores electroneutros de cationes acoplados a cloruro (CCC) en particular,
NKCC1 y KCC2, que importan y exportan cloruro respectivamente. Pertenecen a la familia
de glicoproteinas de transporte conocida como SLC12. La funcion de las proteinas de esta
familia depende del gradiente electroquimico generado por los transportes primarios como
la Na*-K*-ATPasa. Por esta razén son conocidos como transportadores secundarios. Cada
cotransportador presenta pesos moleculares aparentes de 120 a 200 kDa. Actualmente se han
identificado nueve miembros de esta familia codificados por los genes SLC12a 1-9 como se

muestra en el arbol filogenético representado en la figura 4. Esta familia se divide



funcionalmente en dos ramas, sélo se han descrito siete miembros, entre los cuales se
encuentran dos cotransportadores de Na*-K*-2Cl- sensibles a diuréticos de asa como
bumetanida (NKCC1-NKCC?2), el cotransportador de Na*-Cl- sensible a tiazidas (NCC) y los
cotransportadores que translocan K*-CI- (KCC) que son codificados por al menos cuatro
genes homologos (KCC1-KCC4), de los cuales se generan isoformas por empalme
alternativo de exones. Es asi como NCC, NKCCs translocan iones hacia el interior de la
célula, siguiendo el gradiente favorable para el transporte de sodio, mientras que los KCCs,
lo hacen desde el interior hacia el exterior de la célula, siguiendo el gradiente favorable para
el potasio (Gamba, 2005; Kahle et al., 2008; Arroyo et al., 2013; Mercado & Melo, 2014;

Melo, 2014; Liu et al., 2020).
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Figura 4 Arbol filogenético de los cotransportadores catiéon-cloruro.

Se subdivide en dos ramas, la primera esta compuesta por tres miembros que codifican para contransportadores
gue utilizan sodio como catién para acoplarse al transporte de cloro (NCC. NKCC1 y NKCC2). La otra rama esta
compuesta por cotransportadores que emplean el potasio como catién acoplado al cloro (KCC1-4). En los recuadros
amarillo se encuentran NKCC1 y KCC2, cotransportadores implicados en la regulacion del cloruro intra-neuronal y

en el desarrollo de la epilepsia. Tomada de Mercado & Melo, 2014.



8.1 Regulacion de la actividad del cotransportador Catién-Cloruro K*-

CI" Isoforma 2 (KCC2) en la epilepsia

Los cotransportadores de K*-Cl- 0 KCCs son proteinas de membrana que transportan K* y
son extrusores especificos del CI- que no generan cambios en el potencial membranal. Son
transportadores de iones activos secundarios debido a que utilizan los gradientes establecidos
por el transporte activo primario, contribuyen a mantener la homeostasis celular tanto del
agua, como de los electrolitos. Estdn codificados por SLC12A4, SLC12A5, SLC12A6 y
SLC12A7, todos comparten 65-70% de identidad de su secuencia proteica, entre los cuales
se encuentran 4 genes: KCC1, KCC2, KCC3 y KCC4 que se localizan en los cromosomas
16022, 20g13, 15q13-14 y 5p15,3 respectivamente, la expresion de KCC1,KCC3y KCC4 es
ubicua, mientras que la expresion de KCC2 es exclusivamente en la membrana plasmatica
de somas y dendritas en neuronas piramidales e interneuronas del hipocampo (CA1-4),
cerebelo y en todas las capas del neocértex (Gamba, 2005; Arrollo et al., 2013). Existen dos
isoformas KCC2ay KCC2p. La isoforma KCC2a presenta 40 aminoacidos en el extremo
amino terminal codificados en el exon alternativo. La isoforma de KCC2s es responsable de
establecer la transmision mediada por el receptor GABAA hiperpolarizante. Ambas isoformas
se encuentran en el SNC. La diferencia entre cada isoforma radica en el momento del
desarrollo celular en el que se expresan. La expresion depende del desarrollo embrionario:
en etapas neonatales la funcion de cotransporte K*-ClI- depende de KCC2a y
aproximadamente dos semanas después del nacimiento cuando ya la neurona madura
depende de KCC2p (Mercado & Melo, 2014; Melo, 2014; Liu et al., 2020).

En condiciones fisiologicas normales, el cotransportador KCC2 se expresa cuando la

[CI')i esta elevada y requiere estar desfosforilado para su funcion. Regula la [Cl]ien diversas



neuronas ya que extrae Cl- intracelular. En este sentido, cuanto mayor sea la actividad del
KCC2, menor sera la concentracion de cloruro. El gradiente de cloruro que crea el KCC2
produce la hiperpolarizacion de la membrana celular promoviendo que GABA actie como
estimulo inhibidor. Sin embargo, si KCC2 se encuentra inactivo o ausente, la concentracion
intraneuronal de cloruro aumenta, lo que produce una despolarizacion de la membranay de
forma contraria GABA actla como estimulo excitador. La actividad de este cotransportador
es importante para mantener la neurotransmision GABAGérgica hiperpolarizante (Chamma et
al., 2012; Di Cristo et al., 2017). Después del nacimiento, el GABA se vuelve inhibidor en
numerosas neuronas debido a la expresion de KCC2, el cual mantiene en niveles bajos la [CI
]i, con lo que convierte los valores de Eci negativas a un potencial de membrana en reposo,
de esta forma se activa el GABAA R resultando en la afluencia neta del CI" y se hiperpolariza
la membrana (Figura 5)(Chamma et al., 2012).

La accion despolarizante e incluso excitadora de GABA debido a un [Cl]i elevada es
un fenotipo conservado evolutivamente de las neuronas inmaduras, ademas relacionado con
el aumento posnatal tardio en la actividad del cotransportador KCC2, trabajos previos han
demostrado que el nivel de expresién general de KCC2 es lo suficientemente alto en el
hipocampo neonatal como para que la estimulacion rapida y dependiente de la actividad de
KCC2 pueda provocar un cambio negativo de Ecasa cercano al nivel adulto (Kahle &
Delpire, 2016). La importancia de KCC2 en el mantenimiento de la fuerza de la inhibicion
sinaptica destaca su posible implicacion en la epilepsia, ya que es un trastorno de
hiperexcitabilidad neuronal que se cree que surge de una inhibicion neuronal alterada (Duy

etal., 2019).



Se ha reportado que la reduccion en la funcion de KCC2, disminuye la eficacia de la
inhibicion hiperpolarizante, se aumenta la excitabilidad y la susceptibilidad a las
convulsiones (Woo et al., 2002; Ben-Avri et al., 2007; Kahle & Delpire, 2016; Moore et al.,
2017). De acuerdo con esta nocién, en un estudio de seguimiento a pacientes que padecian
epilepsia del 16bulo temporal y esclerosis del hipocampo, a quienes se les realiz6 cirugia de
recepcion de la zona epileptogénica y se analizaron los tejidos, se encontrd una actividad
despolarizante en un 20% desde el reposo en las células piramidales subculares y una pérdida
de la funcién de KCC2 durante estallidos epileptiformes, esto sugiere que una homeostasis
alterada del cloruro en células piramidales y una actividad despolarizante GABAérgica tiene
relacion con la regulacion a la baja de KCC2 durante el foco epiléptico (Huberfeld et al.,
2007). En otro estudio donde se evalud la relacion de la excitabilidad GABAérgica y los
eventos epileptogénicos en un modelo de epilepsia del 16bulo temporal, se encontré que la
expresion de KCC2 disminuyd después de 5 dias de inducir al estado epiléptico con
pilocarpina, demostrando que la regulacion a la baja de KCC2 contribuye en la homeostasis
del cloruro y en consiguiente a la excitabilidad GABAEérgica, teniendo implicaciones
importantes para la generacion y propension a convulsiones recurrentes espontaneas
(Kourdougli et al., 2017).

Actualmente se ha demostrado que KCC2 esta fosforilado en Thr906/Thr1007 en
neuronas inmaduras en comparacion con neuronas maduras y que este cotransportador forma
un complejo fisico con WNK-SPAK/OSR1 (De los Heros, 2014; Alessi et al., 2014). Por este
lado, se sugiere que un aumento posnatal de la fosforilacion regulada por WNKs de KCC2
contribuye sobre la actividad de KCC2 en neuronas patoldgicas, por lo tanto, a un cambio de
GABA de inhibidor a excitador (Kahle & Delpire, 2016; Ben-Auri, et al., 2017, Moore et al.,

2017). Otro estudio mostré que una regulacion rapida de KCC2 en el trafico de la membrana



y la funcién del transporte dependen de la inhibicion de GABAA R. Ademas, los iones de ClI-
pueden actuar como segundos mensajeros intracelulares en las neuronas para modular la
fosforilacion de KCC2 a través de la via de sefializacion de WNKs-SPAK/OSR1. De acuerdo
con el papel clave de regulacién de la neurotransmision inhibitoria o excitatoria y en
consiguiente las alteraciones de la expresion y la funcion de KCC2 dependientes de la
fosforilacion mediada por WNKs-SPAK/OSR1 se han correlacionado con la actividad de la
red patoldgica en una variedad de trastorno neurolégicos tal como la epilepsia (Heubl et al.,

2017).

8.2 Regulacion de la actividad del cotransportador Cation-Cloruro Na*-

K*-2ClI" Isoforma 1 (NKCC1) en la epilepsia

Los cotransportadores Na*-K*-2CIl- o NKCCs son proteinas de membrana que utilizan la
energia del gradiente de Na* generado por Na*/K* ATPasa para acumular CI intracelular.
Estan codificados por los genes SLC12A2 para la isoforma basolateral NKCCL1 localizado
en el cromosoma 5qg23.3 y abarca una longitud aproximada de 105,898 pb. El gen que
codifica para la isoforma apical NKCC2 es SLC12A1 se localiza en el cromosoma 15 y
abarca una longitud aproximada de 68,205 pb. Aungue su expresion de esta familia es ubicua,
durante el desarrollo la expresion de NKCC1 neuronal es alta en las células precursoras
neuronales y durante el desarrollo temprano del cerebro teniendo implicaciones importantes
en la excitabilidad neuronal. Ademas, regulan el volumen celular en situaciones en que la
célula se enfrenta a cambios en la osmolaridad (Gamba, 2005; Arroyo et al., 2013).

El NKCC1 tiene una region central hidrofobica flanqueada por dos regiones
hidrofilicas en las que se ubican los extremos amino y carboxilo-terminal y tiene varios sitios

de fosforilacién (Gamba, 2005).



El cotransportador NKCCL1 se expresa cuando la concentracién del CI- intracelular es
baja, requiere estar fosforilado para su activacion. Regula la concentracion intracelular de
cloruro al alza en el SNC en neuronas y glia, ya que permite el flujo del CI- hacia el interior
de la célula. Cuanto mayor sea la actividad del NKCC1, mayor seré la [CI]i de la neurona.
El gradiente de cloruro que crea el NKCC1 produce la despolarizacion de la membrana
celular promoviendo que GABA actué como estimulo excitador. Sin embargo, si NKCC1 se
encuentra inactivo, la concentracion intra-neuronal de cloruro disminuye, lo que produce una
hiperpolarizacion de la membranay de forma contraria GABA acta como estimulo inhibidor
(Dzhala et al., 2005).

La actividad de este cotransportador es importante para mantener la neurotransmision
GABAérgica. Estudios han relacionado que la expresion al alza del cotransportador NKCC1
promueve el establecimiento de convulsiones crénicas asociada a la despolarizacion mediada
por GABAA R, ya que al inhibir NKCC1 con bumetanida en un modelo de epilepsia del
I6bulo temporal inducida por pilocarpina, generd una accion inhibidora especifica sobre este
cotransportador resultando en los efectos asociados con el deterioro de la despolarizacion
mediana por GABAA R (Dzhala et al., 2005). Ademas, NKCC1 juega un papel clave en la
facilitacion de la actividad epileptiforme sinaptica en el giro dentado (Nogueira et al., 2015).
Por esta razdn, la expresion de NKCC1 esta asociada a la fuerte excitabilidad neuronal en
neuronas inmaduras y neuronas patolégicas que inducen la actividad epiléptica (Figura 5)
(Dzhala et al., 2005; Ben-Ari et al., 2007; Kourdougli et al., 2017).

Al igual que KCC2, NKCC1 es activado por la via WNKs-SPAK/OSR1 mediante su
fosforilacion en tres residuos de treonina. Se ha demostrado que la activacion de WNK3

mejora la fosforilacion de NKCCL1 y conduce a su expresion (Kahle et al., 2006).
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Figura 5 Respuesta de la estimulacion de GABA en neuronas mediada por la actividad de NKCC1y
KCC2.

Respuesta de la estimulacién de GABA en neuronas mediada por la actividad de NKCC1 y KCC2. A) Muestra como el Eci- se
ve afectado por los cambios de la [CI]i de acuerdo con la ecuacion de Nernst. B y C) Durante las primeras etapas del
desarrollo y en neuronas patolégicas (posiblemente en epilepsia), la baja expresién del cotransportador KCC2 y la sobre
expresion de NKCC1, hace que los niveles de la [Cl7]i sean elevados por lo que la apertura del canal del receptor de GABAAa
permite que los iones Cl- salgan al espacio extracelular y se produzca una despolarizacion de la membranay por lo tanto un
efecto excitador del GABA. Por lo contrario, en neuronas adultas existe una elevada expresién de KCC2 y baja de NKCC1,
gue mantienen una [Cl]i baja, por lo que la apertura del canal del receptor GABA hace que fluya hacia el interior de la célula
iones de Cl,, dando lugar a la hiperpolarizacién de la membrana neuronal y por tanto a un efecto inhibidor del GABA.

Modificado de Murillo et al., 2020.



8.3 Regulacion de la actividad y expresion de NKCC1 y KCC2 mediante

su fosforilacion por la via WNK-SPAK/OSR1-CCC

Los mecanismos de regulacién y sensores de la concentracion de cloruro intracelular estan
mediados por los cotransportadores cation-cloruro y su serina/treonina cinasa libre de
lisina(K)) (WNK), cinasa rica en prolina/alanina relacionada con Ste20/SPS1 (SPAK) vy
cinasa sensible al estrés oxidativo-1 (OSR1) (Huang et al., 2019). Se ha descrito el papel
critico de las WNK, junto con el complejo ligasa de ubiquitina (CUL3/KLHL3) reguladores
cascada arriba y el complejo SPAK/OSR1 reguladores cascada abajo y la familia de los
cotransportadores CCC en la fisiologia humana y en enfermedades neuronales (Kahle et al.,
2010; Alessi et al., 2014; Shekarabi et al., 2017; Solomon et al., 2021).

Las cinasas WNK son conocidas como los “reguladores maestros” de los CCC,
(Shekarabi et al., 2017). Pertenecen a la familia de cinasas de serina/treonina que regulan el
transporte de iones, en el genoma humano existen 4 genes que codifican para 4 diferentes
WNKs: WNK1 en el cromosoma 12, WNK2 en el cromosoma 9, WNK3 en el cromosoma
X'y WNK4 en el cromosoma 17; se expresan en la mayoria de los 6rganos (Kahle et al.,
2010). Todas las isoformas de WNK poseen un dominio catalitico de cinasa N-terminal,
seguido de una region auto inhibidora, que suprime la actividad de la cinasa basal y son
activadas por autofosforilacion en respuesta a condiciones hiperosméticas o hipotonicas de
contenido de cloruro. Las WNKSs son asociadas con sustratos y otras proteinas a través de sus
dominios carboxilos terminales (CCT) que interactian con afinidad similar en los motivos
RFXV/I (Arg-The-Xaa-Val/lle) del dominio cinasa (Thastrup et al., 2012; Taylor et al.,
2018). Los sustratos WNK mejor caracterizados comprenden a la cinasa SPAK y la cinasa

OSR1. Estos sustratos también son sensibles a los cambios de concentracion de Cl- y son



activados después de su fosforilacion en el bucle T del dominio catalitico de SPAK por
WNK1 o WNK4 (Huang et al., 2019).

La cinasa WNK1 funciona como un sensor de la concentracion de cloruro, regulado
mediante su fosforilacion generada por la union de este anion directamente en la cadena
principal. Los residuos Gly370 y Leu371, forman un extremo N-terminal de una hélice corta
3/10, que abarca los residuos Gly370-Lys375. Esta hélice se encuentra en el extremo N del
bucle de activacion y continua desde la secuencia DLG (subdominio VII), proporcionando
una base para la posicion Unica de la lisina catalitica. La hélice 3/10 contribuye a la
configuracion inactiva observada en la molécula desfosforilada. El i6n cloruro forma
interacciones hidréfobas con los siguientes residuos: Phe283 en B3, Leu299 en B4, Leu369
en la secuencia DLG y Leu 371 en la hélice3/10. Cuando el cloruro se une al sitio activo
estabiliza la conformacion inactiva de WNKZ1, previniendo la auto fosforilacion y activacién
de la cinasa en [CI]i altas. Cuando la [CI]i es baja, se estimula la fosforilacion y activacion
de WNK1y se activa (Piala et al., 2014). En un estudio realizado por Bazla y colaboradores
(2015) se demostrd que la cinasa WNK4 es sensible al cloruro y que de forma similar a la
WNKZ1 se activa en [Cl]i bajas y se inactiva cuando la [CI]i es alta (BazUa et al., 2015). Por
lo tanto, las WNK1 y 4 son moléculas que detectan y responden a los cambios de la [CI].
Ademas, tienen una gran especificidad en su expresion en el SNC (incluida a la médula
espinal de la asta dorsal) se sugiere que la regulacion del cloruro mediada por la via WNK-
SPAK/OSR1-CCC tiene implicaciones importantes en neuronas centrales y periféricas que
ayudan a la determinacion de la polaridad de la neurotransmision GABAérgica (Kahle et al.,

2010; Shekarabi et al., 2017).



La capacidad de respuesta de los cotransportadores NKCC1 y KCC2 a los cambios
en el cloruro extracelular es modulada por procesos de fosforilacion/desfosforilacion
regulados por cinasas sensibles al cloruro (Alessi et al., 2014; Piala et al., 2014). Cuando las
condiciones son hipertonicas, las isoformas de WNK1 y WNK4 se auto fosforilan y activan
en respuesta al estrés osmatico y a los niveles bajos de la [Cl]i posteriormente interactian y
fosforilan a las cinasas SPAK/OSR1 en los residuos Ty S (Thr?® Ser®”3 SPAK humano) y
son activadas. Una vez que se activa SPAK/OSRL1 interactdan por medio del CCT RFXV/l 'y
fosforilan en los sitios Thr2®3/Thr2%/Thr?'> a NKCC1 y es activado. Simultaneamente
SPAK/OSR1 fosforila en los sitios Thr®%/Thrl%7 a KCC2 (en particular fosforilan en los
sitios Thr®Y/Thrl%8 para KCC3 que son homdlogos a los sitios de KCC2, estos sitios se
conservan en todas las isoformas de KCC en humanos) y lo inhibe por un mecanismo
regulador reciproco, lo que permite la movilizacion de Na*, K* y CI- hacia el interior de la
célula. Por el contrario, en condiciones de hipotonicidad las isoformas de WNK1 y 4 se
desfosforilan e inactivan, de tal forma que NKCCL1 es desfosforilado, se inhibe y disminuye
su expresion; KCC2 es desfosforilado, se sobreexpresa y activa permitiendo la movilizacién
de K*y CI- al exterior de la célula lo que conduce a una disminucion de la [CI]i

De esta forma cuando las WNKSs en condiciones de [CI]i baja se fosforilan y activan
a NKCC1 e inhiben a KCC2 permite la entrada de cloruro y el GABAAR se activa y genera
el influjo del cloruro que conduce a la polarizacion de la membranay a la excitacion neuronal
(Shekarabi et al., 2017). La evidencia ha demostrado que la modulacion experimental de la
fosforilacion/desfosforilacion de KCC2 mediante las cinasas sensibles a Cl- (WNKs-
SPAK/OSR1) altera considerablemente la magnitud de la actividad de KCC2 dependiendo

de los sitios donde sea manipulado. La via WNKs-SPAK/OSR1 es el mecanismo mas potente



de estimulacion de KCC2 conocido hasta la fecha, y es suficiente para desencadenar
respuestas hiperpolarizantes de GABAA.

Por ejemplo, se ha observado en modelos de convulsiones en ratones que al favorecer
la fosforilacion en Ser 940 estimula la actividad de KCC2 al aumentar su expresion en la
membrana plasmaética y por consiguiente se disminuye la actividad epiléptica (Silayeva et
al., 2015; Kahle & Delpire, 2016). Por otro lado, se mostrd que la desfosforilacion dual de
KCC2 en Thr906 y Thr 1007 activa de forma potente KCC2 y esta actividad mejorada en las
neuronas alcanza valores altos, de modo que se pueden obtener respuestas de GABAA
hiperpolarizantes en neuronas. Esta propiedad es interesante ya que sugiere que los
mecanismos de desfosforilacion mediados por WNKs-SPAK/OSR1 en presencia de altas
concentraciones de [K*]o, favorece la descarga epiléptica, permitiendo que las neuronas
ajusten las respuestas inhibidoras de GABA dependientes de ClI- (Figura 6) (Alessi et al.,
2014; Watanabe & Fukuda, 2015; Kahle & Delpire; 2016; Huang et al., 2019; Solomon et
al., 2021). Estos hallazgos enfatizan ain mas la importancia de la via de WNK-SPAK/OSR1
como una de las principales vias involucradas en la regulacion de la [CI]iy la funcionalidad

de NKCC1 y KCC2, cotransportadores que regulan la sefializacion GABAérgica.
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Figura 6 Via WNK-SPAK/OSR1-CCC.

Via WNK-SPAK/OSR1-CCC. Este complejo esta compuesto por WNK (Sin lisina) y SPAK (quinasa rica en prolina/alanina
relacionada con SPS1)/OSR1 (quinasa 1 sensible al estrés oxidativo) y cotransportadores cation-cloruro. La familia WNK
detecta cambios en la concentracion intracelular del Cl-, posteriormente estimula a SPAK/OSR1 que fosforilan y estimulan

directamente a los CCC (Alessi et al., 2014). Modificada de Liu et al., 2020.



9 Epileptogénesis

El proceso cominmente conocido como epileptogénesis se refiere al mecanismo por el cual
las neuronas principales generan las primeras descargas espontaneas. Estos procesos
patologicos continuos y progresivos alteran de forma estructural y funcional los circuitos
neuronales conduciendo a que se incremente su excitabilidad y, en consecuencia, su
susceptibilidad para presentar actividad epiléptica recurrente hasta lograr el establecimiento
de esta enfermedad (Pitké&nen et al., 2015; Kasahara et al., 2018). En los seres humanos, la
aparicion de un traumatismo craneoencefalico grave, convulsiones febriles prolongadas,
accidentes cerebrovasculares o un estado epiléptico pueden preceder a la aparicion de
convulsiones espontaneas. El estado epiléptico (SE) provoca cambios en la expresion de los
cotransportadores cation-cloruro KCC2 y NKCC1 lo que da como resultado la acumulacion
de cloruro intracelular y la reaparicion de respuestas inmaduras y despolarizantes del receptor
GABAA que contribuyen a la hiperexcitabilidad neuronal subyacente de la epileptogénesis.
El déficit de la neurotransmision GABAérgica y el aumento de la excitabilidad neuronal
detectados durante la fase temprana de la epileptogénesis parece resultar, al menos en parte
a la falta de receptores GABAA funcionales y a concentraciones elevadas de CI- intracelular
(Brandt et al., 2010; Gonzalez, 2016; Marquez, 2020). Por lo tanto, cambios menores en la
homeostasis de la [CI]i neuronal puede afectar significativamente la fuerza y la polaridad
(excitatoria o inhibitoria) de los efectos de la neurotransmision de GABA, una disminucion
transitoria del impulso GABAEérgico coincide con la aparicion de convulsiones espontaneas.
Parece ser que el papel critico de NKCC1y KCC2 en el establecimiento de la [CI]i neuronal
conduce a el desarrollo de la epilepsia cuando se altera el funcionamiento de la

neurotransmision GABAérgica mediada por la expresion de los CCC o por la via WNK-



SPAK/OSR1-CCC ya que los cambios de la regulacion del CI- tiene implicaciones
importantes en el desarrollo de enfermedades neuroldgicas (Schulte et al., 2018). El fenotipo
electrofisioldgico expresado en estudios genéticos preclinicos ha mostrado resultados donde
la delecion de NKCC1, KCC2 o la inhibicion de WNK-SPAK-OSR1 es similar al que se
presenta en la epilepsia ya que en ausencia de KCC2 el fenotipo generalmente es la
propension a convulsiones espontaneas (Brandt et al., 2010; Kahle & Delpire, 2016; Di
Cristoetal., 2017; Liu et al., 2020; Zhang et al., 2021). Todavia no esta claro como un evento
epileptiforme recluta circuitos en el hipocampo, giro dentado, la corteza entorrinal y la
corteza prefrontal (especialmente la corteza orbitofrontal), y generaliza la lateralidad de las
convulsiones. Lo mas probable es que la propagacion de la actividad epiléptica esté
influenciada por multiples mecanismos celulares y de red asociados con la homeostasis
neuronal de [CI]i en lugar de un solo mecanismo (Kahle & Delpire, 2016; Khateb et al.,

2021).

10 Modelos genéticos en animales y mutaciones humanas de NKCC1y

KCC2 asociadas con la epilepsia

La mayor parte de los casos de epilepsia refractaria se consideran fundamentalmente de
origen genético, incluyendo casos de herencia monogénica mendeliana (un 2-8% del total)
(Kahle et al., 2014). Los modelos experimentales de convulsiones provocadas han ayudado
a la identificacién de tratamientos anticonvulsivos clinicamente utiles. Sin embargo, estos
modelos no recapitulan la patologia subyacente asociada con epilepsias genéticas dejando
una brecha para el entendimiento de este padecimiento, ya que no modelan la epilepsia en si
(convulsiones espontaneas no provocadas). Ademas, los programas de descubrimiento de

farmacos antiepilépticos no incorporan modelos de epilepsia genética, y esto representa un



problema para pacientes con epilepsia refractaria. Por lo tanto, vale la pena considerar
modelos genéticos para el descubrimiento de farmacos antiepilépticos (FAE) (Griffin et al.,
2016, 2018).

Actualmente se han identificado genes asociados con la epilepsia, la deteccion de
estas mutaciones genéticas en canales ionicos, proteinas de vesiculas sinapticas, receptores,
transportadores de neurotransmisores y proteinas involucradas en diversas vias metabélicas
nos ha permitido comprender la compleja fisiopatologia de la epilepsia (Griffin et al., 2018).
Diferentes estudios preclinicos sugieren que la correlacion de la baja expresion de KCC2 y
el potencial de reversion de GABA (Ecasa) estan implicados en la epilepsia y la regulacion
positiva de KCC2 al dirigirse a dominios reguladores criticos puede aprovecharse para
suprimir la actividad epiléptica (Woo et al., 2002; Lee et al., 2005; Moore et al., 2018). La
interrupcion de la expresion KCC2 o NKCC1 revela un papel esencial en la homeostasis del

cloruro y la excitabilidad neuronal en estados fisioldgicos y epileptogénicos.
10.1 Modelos genéticos, disfuncion de KCC2 o NKCCL1 en la epilepsia.

El uso de modelos animales para el estudio de la epilepsia es esencial para el avance de
nuestra comprension de los mecanismos basicos subyacentes, ademas de ser fundamentales
en el descubrimiento y desarrollo preclinico de nuevos FAE (Ldscher, 2011), ya que la
epileptogénesis e ictogénesis no puede replicarse en ensayos humanos por razones éticas. La
similitud morfoldgica y fisiologica de las ratas y los ratones a la de los humanos ha facilitado
comprender un poco mas de los mecanismos por los cuales puede generarse esta enfermedad.
Existen diferentes ensayos en los cuales utilizan modelos genéticos para la comprensién de
este padecimiento, entre ellos se encuentran los ensayos donde la pérdida genética de NKCC1

y KCC2; o la inhibicion de la fosforilacion de estos cotransportadores mediante la via WNK-



SPAK/OSR1, donde se eleva o disminuye la [CI-]i neuronal, se despolariza o hiperpolariza
el potencial de equilibrio de GABA y genera inhibicibn o excitacion neuronal,
respectivamente (Kahle & Delpire, 2016; Johan et al., 2018).

Estos estudios han proporcionado datos importantes acerca de la influencia genética
que puede subyacer tanto al trastorno convulsivo como a las comorbilidades asociadas a la
epilepsia (Tabla 1)(Chakraborti et al., 2019). Por ejemplo, en los ratones KCC2”- que carecen
de las isoformas KCC2a y KCC2b se reportd un fenotipo con déficits motores que
provocaron insuficiencia respiratoria y causaron su muerte al nacimiento (Hubner et al.,
2001). Posteriormente Khalilov y colaboradores (2011) usaron los ratones heterocigotos
KCC2', caracterizados previamente en Hibner et al., 2011, y que en este caso se expresa en
s6lo un alelo de KCC2; ellos observaron que en la etapa temprana E18.5 donde se cree que
KCC2 no es funcional en el hipocampo y que hay una densidad de sinapsis aumentada y una
frecuencia mas alta y con mas picos de corrientes postsinapticas glutamatérgicas y
GABAérgicas espontaneas (potenciales despolarizantes gigantes) con respecto al Wild Type
(WT), lo que genera actividades epileptiformes espontaneas y evocadas. También se observo
en los ratones KCC2b (la isoforma mas abundante en el sistema nervioso) la presencia de
convulsiones generalizadas que provocan su muerte en la tercera semana después de nacer
(entre los dias 12-17 postnatal). Al silenciar este gen se reportd una hiperexcitabilidad en el
CA1 del hipocampo en ratones demostrando que la reduccion de la expresion de KCC2
provoca una alta susceptibilidad a la actividad de convulsiones epilépticas. Por lo contrario,
en ratones KCC2b*- muestran una expresion reducida de KCC2 y los individuos pueden
llegar a la edad adulta, aunque son propensos a sufrir ataques epilépticos (Woo et al., 2002).

En los ratones knock-in KCC25%%A donde la Serina 949 se sustituy6 por una alanina

(S949A) se observo que un estado epiléptico inducido por kainato provocé la letalidad dentro



de los 30 min posteriores a la inyeccion del farmaco y la entrada posterior en SE, sugiriendo
que la S940 juega un papel critico en la potenciacion de la actividad de KCC2 para limitar el
desarrollo de SE (Silayeva et al., 2015). Ademas, los estudios realizados en ratones Knock-
in KCC2TI%ATI007A donde se previene genéticamente la inactivacion fosfo-dependiente, lo
que genera una extrusion mayor del Cl- y una reduccion significativa de las convulsiones
epilépticas inducidas por el Kainato, sugieren la importancia del aumento de la expresion de
KCC2 en las neuronas atenda la actividad epiléptica (Moore et al., 2018). Modelos genéticos

con disfuncion en el cotransportador KCC2. Modificado de Murillo et al., 2020.



Tabla 1 Modelos genéticos con disfuncién en el cotransportador KCC2. Modificado de Murillo et al.,

2020.
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En ratones con fenotipo NKCC1” se demostré que al silenciar este gen no se
producian cambios en la actividad interictal epileptiforme inducida por bafios de 8.5mM de
[K*]o. pero en la camada silvestre que fue tratada con bumetanida si hubo un cambio
significativo ya que al producir convulsiones y al aplicar este farmaco se generd una
reduccién de esta actividad convulsiva. Indicando que el uso del diurético bumetanida tiene
efecto sobre la actividad epiléptica (Dzhala et al., 2005). Posteriormente Pfeffer y
colaboradores (2009), observaron que en ratones NKCC1” la disminucion de la excitacion
GABA¢érgica dio como resultado, una actividad de red espontanea reducida, ademéas de un
retraso en la maduracion de la sinapsis glutamatérgica y GABAérgica. Simultdneamente se
observé que los ratones NKCC1 tienen un fuerte aumento compensatorio en la excitabilidad
intrinseca de las neuronas glutamatérgicas en ausencia de la sefializacion GABAGérgica
(Sipila et al., 2009). Por el contrario, se realizé otro experimento con los ratones NKCC17- a
los que se les indujo al SE con Kainato y se observd que tanto los ratones silvestres
(NKCC1**) como los ratones NKCC1” presentan datos similares en cuanto a latencia, al
inicio del SE y duracién SE, pero existe una diferencia en el nimero de ataques convulsivos
generalizados intermitentes durante el estado epiléptico ya que fue mayor en los ratones
NKCC1”- en comparacion con los silvestres. Ademas, la frecuencia de convulsiones electro-
clinicas fue mayor en los ratones NKCC1”/ lo que indica una progresion facilitada de
convulsiones electro-clinicas durante la epilepsia crénica y un fenotipo méas grave, en
ausencia de NKCC1. Estos hallazgos sugieren que el NKCC1 es prescindible para la
induccion, progresion y manifestacion de la epilepsia y no apoyan la nocion de que al inhibir
NKCC1 en el cerebro sea util para prevenir o modificar la epilepsia (Tabla 2) (Hampel et al.,

2021).



Tabla 2 Modelos genéticos con disfuncién en el cotransportador NKCC1

r‘c::?r:z Efecto de expresionde o funcion de la protina Fenotipo Referencias
Al inducir bafios de [K+]o no producen
cambios en la actividad interictal. Pero la
NKCC1-/- Ausencia completa de NKCC1 camada WT en presencia de bumetaniday  Dzhala etal., 2005.
convulsiones inducidas tuvo un cambio
signidicativo.

Presentan una actividad GABAérgica
NKCC1-/- Ausencia completa de NKCC1 dsiminuida que dio como resultado una Pfeffer etal ., 2009.
actividad de red espontanea reducidad.

Presentan un aumento compensatorio de 1a  patter et al.. 2009 &
NKCC1-/- Ausencia completa de NKCC1 excitabilidad intriseca de las neuronas Sipila et al 2009

glutamatérgicas en ausencia de sefializacion

GABAérgica.

En presencia de Kainato presenta una mayor

NKCC1-/- Ausencia completa de NKCC1 frecuencia a las convulsiones electroclinicas Hampel etal., 2021.
durante la epilépsia cronica y un fenotipo mas
grave, en ausencia de NKCC1.

10.2 Mutaciones humanas

Las lineas convergentes de evidencia de la genética humana han asegurado el vinculo entre
la disfuncion de KCC2 y el desarrollo de la epilepsia (Duy et al., 2019). Dentro de esta
evidencia, se han reportado estudios genéticos en humanos en los que se han asociado
mutaciones especificas en el cotransportador KCC2 con el desarrollo de la epilepsia. En estos
estudios, se observd que mutaciones que producen una alteracién y degeneracion en el
carbono terminal de KCC2 afectan la funcién del cotransportador, el trafico y/o la
fosforilacidn regulada por la S940, sugiriendo que el deterioro de la regulacion de KCC2
podria ser un factor de riesgo y contribuir a la patogénesis de la epilepsia generalizada
idiopatica (Kahle et al., 2014). Simultaneamente, se reportd un estudio en una familia
australiana que presentaba convulsiones febriles donde se demostré que KCC2-R952H
reducia la capacidad de extrusién del cloruro debido a una expresion reducida con respecto
a la version silvestre, demostrando que KCC2-R952H también es una variante de

susceptibilidad a las convulsiones febriles y refuerza ain més el vinculo genético entre KCC2



y la epilepsia humana (Puskarjov et al., 2014). En otro estudio realizado en una familia de
Japdn se enfocaron en el andlisis de genes de dos variantes heterocigotas compuestas o
variantes homocigotas que eran compatibles con un rasgo autosémico recesivo y encontraron
que el gen SLC12A5 estaba alterado en el hijo que estaba afectado con epilepsia migratoria
multifocal, él presentaba las variantes ¢.279+1G>C y ¢.572¢>T (p.A191V) mientras que su
hermano que no tenia esta condicidn sélo presentaba ¢.279+1G>C. Posteriormente, en este
mismo estudio encontraron un paciente malasio con mutaciones heterocigoticas compuestas
que el SLC12A5: ¢.967T>c (p.S323P) y ¢.1243A>G (p.M415V) y un paciente japonés con
mutaciones heterocigéticas compuestas de SLC12A5[c.953>C(p.W318s) y c.2242 2244
del(p.S748del)] a quien se le diagnostico con epilepsia intratable no clasificada; de igual
forma se report6 que hubo un déficit en la extrusion del Cl- (Saitsu et al., 2016). Por otro
lado, en un paciente con epilepsia de la infancia con convulsiones focales migratorias
(EIMFS) reveld que tenia una mutacion sin sentido (p.L311H), dos mutaciones heterocigotas
compuestas con mutaciones sin sentido (p.[L426P(;) G551D] y p. [S323P(;) M415V]) y dos
mutaciones heterocigotas compuestas sin sentido y mutaciones de delecion en marco (p.
[E50_Q93 del (;) A191V] y p. [W318(;) S248del]) identificadas en SLC12A5 heredadas del
padre (Saito et al., 2017). El estudio mas reciente ha identificado una nueva mutacion
heterocigota de una variante de KCC2 sin sentido (V4731) donde el fenotipo de un paciente
hangaro subraya un diagnéstico de epilepsia generalizada idiopatica tipo 14 (Tabla 3) (Till

etal., 2019).



Tabla 3 Modelos genéticos en humanos con disfuncién en el cotransportador KCC2. Modificada de Duy
et al., 2019.

Exon NT intercambio AA intercambic _ Tipo Legado Fenotipo Etnia Referencia
IGE; Kahle et al ., 2014;

Franco-canadiense;

21 €.2855G>A p.R952H  Sin sentido AD Convulsiones X Puskarjov ez al .,
- australiano
Febriles 2014.
23 ¢.3145C>T p.R1049C  Sin sentido AD IGE Franco-canadiense Kahle ef al., 2014,
AR,
9 ¢.1277T>C p.L426P  Sin sentido compuesto EIMFS Sueco Stodberg ez al ., 2015.
heterocigoto
13 c.1625G>A p.G551D  Sin sentido
8 €.932T>A p.L331H  Sin sentido AR.' EIMFS Pakistani Stodberg ef al., 2015
homocigoto
AR,
3 €.279 + 1G>C  p.E50_Q93del Delecion compuesto EIMFS Japonés Saitsu et al., 2016.
heterocigoto
6 c.572C>T p.A191V  Sin sentido
AR,
8 c.967T>C p.S323P  Sin sentido compuesto EIMFS Malasio Saitsu et al ., 2016.
heterocigoto
10 c.1243A>G p.M415V  Sin sentido
AR,
8 €.953G>C p.W318S Delecion compuesto EIMFS Japonés Saitsu et al., 2016.
heterocigoto
18 €.2242 2244del p.S748del  Sin sentido
AR,
9 ¢.1196CT p.S399L  Sin sentido compuesto EIMFS Japonés Saito et al., 2017.
heterocigoto
20 €.2639G>T p.R880L Sin sentido
11 c.1417G>A p.Vv473l Sin sentido AD IGE Hungaro Till et al ., 2019.
AA, amino acido; AD, Autosoma dominate; AR, autosoma recesivo; EIMFS, epilepsia de infancia con migracion de convulsiones focales;
IGE, epilepsia generalizada idiopatica; NT, nucleotido. B

10.3 Modelos genéticos de no mamiferos

La revision de modelos no mamiferos de investigacion sobre epilepsia (es decir, pez cebra,
Drosophila, C. elegans, entre otros.) describe la importancia de estos modelos para
comprender mejor los mecanismos de la epileptogénesis, asi como para detectar nuevos
compuestos con posibles propiedades anticonvulsivas (Chakraborti et al., 2019). La ventaja
de estos modelos es que incluyen una mayor rentabilidad, una alta correlacion genética con
los humanos y una reproduccion rapida (Johan et al., 2018). Por ejemplo, en el modelo del
Pez cebra se generaron peces con el fenotipo doble knock-out KCC2a’"KCC2b”- donde se
evalu6 el comportamiento motor inducido por tacto, se observo que, en contraste con el
silvestre, el knock-out mostré movimientos anormales espasmadicos durante la respuesta de

escape (Stodberg et al., 2015).



En un modelo de C. elegans donde se evallo el efecto de KCC2 y ABTS-1 sobre la
actividad GABAEérgica, se observd que el doble mutante abts-1;kcc-2 desarrolla efectos
graves en la longitud del cuerpo, musculos hipercontraidos y locomocion descoordinada
atribuibles al menos en parte a la falta de la sefializacion inhibitoria del GABA. Ademas, los
mutantes simples kcc-2 y abts-1 por separado tienen defectos en la extrusion del cloruro
indicando que defectos en la plasticidad del cloruro afecta la sefializacion GABAGérgica sobre
excitando a las neuronas (Bellemer et al., 2011).

Por otra parte, en moscas Drosophila melanogaster con una mutacion del alelo kccPHSt
(forma funcional homéloga a la de los humanos) con niveles reducidos de KCC, se observo
un fenotipo conductual paralitico. Ademas, de tener una susceptibilidad a convulsiones
epilépticas en moscas jovenes de una forma similar, lo observado en ratones concentraciones
reducidas de KCC2, estos datos contrastan con la idea de que cuando se encuentra reducida
la actividad KCC2, la plasticidad del cloruro neuronal tiende a altas concentraciones dando
como resultado que se desarrollen de crisis epilépticas ocasionadas por una alta sefializacion

excitadora GABAérgica (Hekmat et al., 2010).
11 Tratamientos para la epilepsia

El principal objetivo en el tratamiento de los pacientes con epilepsia es conseguir un
adecuado control de las crisis epilépticas, y asi mejorar su calidad de viday evitar el deterioro,
la exclusién y estigmatizacion asociados a la presencia de crisis epilépticas frecuentes y
mantenidas a lo largo de los afios. Desde el punto de vista fisiopatologico es de gran interés
el estudio de la propagacion de eventos epileptiformes y cémo tratarlos, ya que involucran
varios mecanismos de reclutamiento de redes neuronales que son afectadas y se propagan

generando convulsiones. La importancia clinica de la propagacion de las convulsiones se



debe principalmente al hecho de que las manifestaciones epilépticas no pueden atribuirse
Unicamente a la actividad en el foco convulsivo en si, sino a la propagacion de la actividad
epiléptica a otras estructuras cerebrales. Esta propagacion tiene gran relevancia ya que
representa un riesgo para los pacientes debido a que cuando se extiende causa generaciones
secundarias que promueven caidas recurrentes, lesiones traumaticas y mal resultado
neuroldgico. Por esta razon, es importante entender el mecanismo o los mecanismos de
generacion y propagacion de convulsiones durante el estado epiléptico, para poder generar
adecuadas estrategias y dianas terapéuticas para el tratamiento de la epilepsia (Khateb et al.,
2021). Aunque las estrategias terapéuticas actuales para la epilepsia incluyen farmacos
antiepilépticos y tratamientos quirurgicos que se centran en la supresion de la propagacion
de convulsiones existentes en lugar de la aparicion de la primera convulsion espontanea
(Kasahara et al., 2018).

Existen dos tipos de tratamientos empleados para el control de las crisis epilépticas:
los tratamientos farmacol6gicos y no farmacoldgicos. Los tratamientos farmacoldgicos son
aquellos que tratan los sintomas (frecuencia e intensidad de las crisis) con intervencion
quimica, son muy efectivos ya que el 60-70% de los pacientes epilépticos responden a estos
farmacos antiepilépticos. Por otro lado, los tratamientos no farmacoldgicos se definen como
cualquier intervencion no quimica, tedricamente sustentada, focalizada y replicable,
realizada sobre el paciente con la finalidad de mejorar su calidad de vida. Dentro de estos
tratamientos se encuentran las dietas e intervenciones quirurgicas, entre otros. Cabe
mencionar que entre el 5% y 10% de los pacientes epilépticos son candidatos a tratamiento
quirargico, como la estimulacion del nervio vago y la cirugia epiléptica, el resto requiere ser

tratado con nuevos farmacos antiepilépticos u otras alternativas a la farmacoterapia



convencional como los esteroides, la inmunoglobulina o la dieta cetogénica, por mencionar

algunos (Ruiz et al., 2000; Johan et al., 2018; Kim et al., 2020).
11.1 Tratamientos farmacologicos

Después de afios de investigacion, los Gnicos tratamientos actuales, eficaces y aprobados para
el tratamiento de los sintomas de la epilepsia se basan en la potenciacion de la inhibicion
sinaptica mediada por GABA; inhibicion de los canales de iones de Na*; reduccion del flujo
de Ca?*; y en lareduccion de la actividad glutamatérgica. Dentro de estos FAE se encuentran:

1. Barbitaricos: Funcionan inhibiendo la transmision monosinaptica y polisindptica en
el SNC. Aumenta el umbral de estimulo mediante la union de GABA al GABAAR.

2. Benzodiacepinas: Funcionan cuando se unen al receptor GABAa. Modulan la union
de GABA a su receptor, incrementan el efecto inhibidor de GABA y aumentan las
frecuencias con las cuales se abren los canales de CI-.

3. Vigabatrina: es un farmaco analogo, actta sobre la disponibilidad de GABA ya que
inhibe de manera irreversible la GABA-amino transminasa (GABA-T) enzima
encargada del catabolismo de GABA.

Estos medicamentos afectan el proceso de la propagacion de convulsiones de forma variable
y con diferentes potencias. Se cree que los FAE suprimen la generacion y propagacion de
convulsiones (Khateb et al., 2021). Dentro de los farmacos de primera generacion son
caracterizados por utilizar como diana los GABAAR ya que inducen efectos de sedacion,
suefio y funcionan como anestésico. Estos farmacos, facilitan la funcion de los receptores
pentaméricos GABAA que se encuentran en todas las regiones del cerebro. La configuracion
de los receptores GABAA permiten la union del neurotransmisor GABA con especial fijacion

a las subunidades a y B, donde las benzodiacepinas se unen entre o y v, los barbitlricos, el



etanol y neuroesteroides se unen a sitios ubicados en la parte transmembranal de las
subunidades y 1-3, 6 9, €, w, 0 y p1-3 (Figura 7) (Uusi-Oukari & Korpi, 2010). Uno de los
problemas del uso prolongado de farmacos agonistas del GABA es que el paciente genera
tolerancia, ademas de presentar efectos adversos, como mareos, nauseas, fatiga, depresion,
problemas de aprendizaje, de memoria y ataxia. Asi como su oferta limitada en paises con
recursos escasos y costos elevados (Perucca & Meador, 2005; Khanna et al., 2013;

Chakraborti et al., 2019).

Figura 7 Estructura y sitios de unién del GABAA R.

El receptor GABA, es un complejo pentamérico, que se compone de dos subunidades a, y dos subunidades  y una
subunidad y. El sitio de unién del neurotransmisor GABA se situa entre las subunidades a y 8, las benzodiacepinas,
flumazenilo y zolpidem se unen entre a y y. Los barbituricos, el etanol y los neuroesteroides se unen a sitios ubicados

en la parte transmembranal. Modificado de Uusi-Oukari et al., 2010.



La eleccion del farmaco o los farmacos para el tratamiento de la epilepsia es empirica
y a menudo se basa en ensayo Y error. Desde la década de 1980 se han introducido mas de
15 FAE, complicando la correcta seleccion del primer farmaco para el tratamiento 6ptimo de
la epilepsia. Los pacientes que no mejoran con la aplicacion del primer farmaco contindan el
tratamiento con una monoterapia alternativa (sustituyendo el primer fa&rmaco) o una terapia
combinada (se aflade un segundo farmaco a la monoterapia actual). Sin embargo, los
pacientes que no responden a dos 0 mas farmacos desarrollan refractariedad y tienen que usar
tratamientos alternos como dietas y cirugias para el control de sus sintomas (Nevitt et al.,

2017; Kim et al., 2020).
11.2 Farmacos antiepilépticos

De acuerdo con Khatep y cols. (2021) los farmacos més utilizados en monoterapia y terapia
combinada para el tratamiento de la epilepsia, se enlista de acuerdo con sus mecanismos de
accion:
a. Acido valpdrico (VPA)

El VPA se usa ampliamente para todos los tipos de convulsiones. Su mecanismo de accion
incluye el aumento de la actividad GABAGérgica, la supresion de la neurotransmision
excitadora y la modificacién de las monoaminas. Es considerado como un farmaco de
primera linea en pacientes con epilepsia generalizada idiopatica. Se ha mostrado en estudios
in vivo que detiene la propagacion de los eventos epileptiformes que se inician en CA3ay se
propagan de forma bidireccional a CA1y CA3c. Es contraindicado en mujeres en edad fértil

y en pacientes resistentes al VPA.



b. Carbamazepina (CBZ)
El farmaco CBZ es un antiepiléptico de primera generacion que actua principalmente sobre
los canales de sodio activados por voltaje en las fases de inactividad abierta y rapida. Son
usados para tratar convulsiones focales y ténico-clénicas generalizadas. Es probable que su
mecanismo de accion afecte el inicio de las convulsiones y la excitabilidad neuronal y no a
la propagacion de las convulsiones.

c. Fenitoina (PTH)
La PTH es un farmaco antiepiléptico de primera generacion que actta principalmente sobre
los canales de sodio activados por voltaje. Se cree que el efecto anticonvulsivo es mas
especifico al inicio de las crisis convulsivas y su duracion en la propagacion de las
convulsiones.

d. Lamotrigina (LTG)
La LTG es un farmaco antiepiléptico de segunda generacion. Se utiliza principalmente para
tratar epilepsias focales con o sin generalizaciones secundarias. Su mecanismo de accion es
a través de la inhibicién de la actividad de los canales de sodio y calcio dependientes de
voltaje. Acttan suprimiendo la propagacion de las convulsiones, ya que en gran medida la
propagacion de las convulsiones depende de las corrientes de calcio activadas por alto
voltaje, en consecuencia, al disminuir esas corrientes, se cree que LTG inhibe la propagacién
y es muy probable que sea mediante la atenuacién de la actividad del receptor de AMPA en
la circunvalacion dentada, lo que logra efectos negativos en la propagacion de las

convulsiones.



e. Levetiracetam (LEV)
Actualmente se desconoce en gran medida el mecanismo de accion de este farmaco, pero se
cree que es mediante la neurotransmision actuando sobre SV2A, una proteina presinaptica.
Es utilizado en la mayoria de los tipos de convulsiones, tiene un efecto sobre la propagacion
de las convulsiones y no en el inicio de la crisis epiléptica. Induce a la inhibicion de una
actividad sincronizada excesiva entre neuronas sin afectar la excitabilidad neuronal normal.
Lo que indica la influencia relativa selectiva de LEV en la propagacion de las convulsiones.
Ademas, modula el canal de calcio presinaptico dependiente del voltaje de tipo P/Q, lo que
reduce la liberacion de glutamato en el giro dentado y suprime la actividad hipersincronica
entre neuronas en las areas CA3 del hipocampo.

f. Lacosamida (LCM)
La LCM consiste en aminoacidos disefiados como un medicamento anticonvulsivo, funciona
mediante la inactivacion lenta de canales de sodio dependientes de voltaje. La inactivacion
de los canales de sodio dependientes de voltaje son cruciales para las propiedades de
activacion y determinacion de la excitacion neuronal, incluido el umbral de los potenciales
de accion, los estallidos del potencial de accién y la retropropagacion activa de los
potenciales de accidn hacia las regiones dendriticas. Este farmaco es eficaz en pacientes con
epilepsia focal farmacorresistente. Posee potencias anticonvulsivas y antinociceptivas,

contribuye a la supresién de la actividad patoldgica, sin afectar la actividad neuronal normal.



g. Topiromato (TPM)
Los mecanismos de accion de este farmaco aun no se comprenden completamente, pero se
ha demostrado que tiene varios efectos antiepilépticos potenciales. Estos incluyen la
inhibicién de los receptores postsinapticos AMPA y kainato. Los mecanismos adicionales
incluyen el bloqueo de los canales de sodio y calcio activados por voltaje y modulaciones
positivas en los receptores GABAA. Se observd que el TPM actia tanto sobre el foco
epiléptico a través del aumento del umbral de convulsiones focales e inhibiendo la
propagacién de las convulsiones.

h. Perampanel (PER)
Es un antagonista del receptor AMPA gue inhibe la transmision excitadora suprimiendo las
corrientes excitadoras en la membrana postsinaptica. Este farmaco no disminuye la actividad
epiléptica en el foco, pero reduce la gravedad y la duracién de las convulsiones. Tiene una
influencia selectiva sobre la inhibicién de la propagacion de las convulsiones tanto cerca del
foco como en la propagacion distante.

i. Zonisamida (ZN)
Su eficacia antiepiléptica se demostrd principalmente como un agente terapéutico
coadyuvante en pacientes con convulsiones focales, bloquea los disparos repetitivos del
potencial de accidn a traves de que actla sobre los canales de sodio sensibles al voltaje y
reduce las corrientes de calcio de tipo T sensibles al voltaje. Al parecer su mecanismo de

accion es sobre la propagacion de las convulsiones mas que la iniciacion del foco convulsivo.



j. Benzodiacepinas (BZD) y fenobarbituricos (PB)
Su mecanismo de accion es mediante la modulacion de la actividad GABAérgica, afecta la
propagacion de las convulsiones. Sin embargo, debido a la posible modulacién de la actividad
GABAérgica durante la epilepsia crénica, la influencia total es complicada y en ocasiones
inesperada.

k. Cannabidiol (CBD)
La funcién antiepiléptica exacta del sistema endocannabinoide no se ha aclarado por
completo. Se cree que la administracion de CBD mejora la actividad de las interneuronas
inhibidoras en regiones criticas para la propagacion de las convulsiones, como en el giro
dentado. En ensayos clinicos se ha demostrado que aumenta el umbral de postdescarga,
reduciendo asi la amplitud, duracién y propagacion de las postdescargas en ratas con
convulsiones limbicas encendidas eléctricamente. Reduce el porcentaje de convulsiones
generalizadas graves, lo que indica su efecto negativo selectivo sobre la propagacion de la
actividad epiléptica.

Generalmente, se cree que los farmacos antiepilépticos suprimen la generacion, asi
como la propagacion de la actividad epiléptica pero esta afirmacion es relativa ya que cada
farmaco tiene procesos diferentes por los cuales suprime esta actividad de esta forma se ve
afectada su eficacia. En la tabla 4 se muestran los farmacos antes mencionados organizados

segun su eficacia (Khatep et al., 2021).



Tabla 4 Relacién de la eficacia de algunos farmacos antiepilépticos utilizados en la propagacion de la
actividad epiléptica. Modificada de Khatep et al., 2021.

Mejor efecto Efecto intermedio Menor efecto
Acido Valpérico  Lamotrigina Carbamazepina
Levetiracetam Topiramato Fenitoina
Perampanel Barbituricos Lacosamida
Zonisamida Benzodiazepinas

Cannabidiol

11.3 Tratamientos no farmacoldgicos

Dieta cetogénica (DC)
Dentro de los tratamientos no farmacoldgicos para controlar las crisis epilépticas se encuentra
la aplicacion de dietas tales como la dieta cetogénica (DC). Esta dieta es aplicada en pacientes
con epilepsia refractaria y sirve como coadyuvante para el tratamiento de la epilepsia.
Consiste en la seleccion de regimenes alimenticios que aporten un alto contenido en grasas,
bajo contenido en hidratos de carbono y aporte adecuado de proteinas (Caraballo & Vining,
2012), su mecanismo de accion es mediante el incremento de cuerpos cetonicos hematicos
permitiendo que el cuerpo entre en un estado de cetosis sistémica, estimulando la sintesis de
acetoacetato (AcAc), hidroxibutirato (HB) y acetona a través de la via hepatica 3-hidroxi-3-
metilglutarilCoA (Belietti et al., 2010). Se han realizado varios estudios prospectivos no
controlados que han demostrado que la DC favorece la reduccion sustancial en la frecuencia
de las crisis. Ademas, se posicion6 como una alternativa en toda epilepsia resistente siendo
de primera eleccion en condiciones especificas como la deficiencia de GLUT-1 y el déficit

de piruvato deshidrogenasa (Ding et al., 2010).



Tratamiento quirdrgico

Este procedimiento consiste en la reseccion de la zona de epileptogénesis, generalmente la
reseccion se basa en indicadores preoperatorios de patologia del hipocampo no invasivos,
maés que en los hallazgos intraoperatorios intercriticos de la electro-corticografia. Dentro de
estas cirugias se encuentra la cirugia de epilepsia temporal medial, reseccion temporal
anteromedial, lesionectomia-corticectomia y la hemisferotomia (Hemisferectomia
funcional). El tratamiento quirurgico se realiza pocas veces ya que no todos los pacientes con
epilepsia refractaria son candidatos para que se les realice este procedimiento (Aparicio et

al., 2009).

Procedimientos paliativos

Aparicio y cols. (2009) describen diferentes procedimientos paliativos para tratar la epilepsia
refractaria, dentro de los cuales se encuentra: la cirugia donde se estimula eléctricamente al
nervio vago. Consiste en la implantacién de un dispositivo conectado al nervio vago del
cuello que posteriormente envia suaves impulsos eléctricos y solo afecta a una zona del
cerebro. Es utilizada en pacientes que tienen epilepsia refractaria y que no son elegibles para
la cirugia de la epilepsia o en que la cirugia no logro reducir las frecuencias de convulsiones
(Panebianco et al., 2015). La Callosotomia es un procedimiento que se utiliza en pacientes
que sufren epilepsia secundariamente generalizada que presentan dafio cerebral difuso y una
elevada frecuencia de crisis atonicas con caidas dropattacks. Consiste en limitar la seccion
del cuerpo calloso a los dos tercios anteriores de dicha comisura mayor. No es una
intervencion curativa, pero disminuye o elimina a su totalidad los dropattacks, logrando una

mejoria significativa en el 70% de los pacientes intervenidos.



La transicion subpial multiple es un procedimiento paliativo que tiene como objetivo
la interrupcion quirurgica de las fibras horizontales intracorticales dentro de la zona
epileptogena. Consiste en practicar transacciones subpiales verticales y paralelas, separadas
5 mm entre si. También encontramos dentro de estos procedimientos, la estimulacion
cerebral profunda, es un procedimiento donde se realiza una estimulacion eléctrica de
estructuras subcorticales, como el nicleo centromediano del talamo, el ndcleo subtalamico

de Luys o el nucleo anterior del talamo, su objetivo es reducir la epileptogenicidad cerebral.



12 Discusién y conclusiones

Cada vez se han generado mas estudios que revelan el papel fundamental de KCC2 y NKCC1
en la patologia de varios sindromes de epilepsia a través de modelos genéticos en animales y
en multiples estudios de tejidos humanos (Loscher, 2011; Kahle et al., 2014; Moore et al.,
2017; Schulte et al., 2018). Estos modelos en los que se reduce o elimina la expresion de
KCC2 resultan en la disminucién de la fuerza impulsora de las corrientes inhibidoras
mediadas por GABA, lo que genera una desinhibicion significativa y una mayor
susceptibilidad a las convulsiones (Woo et al., 2002; Kahle et al., 2014; Kahle & Delpire,
2016). Ademas, también se han identificado cambios en la sobre-expresion de NKCCL1 en
varios tipos de epilepsia (Dzhala et al., 2005; Dzhala et al. 2010; Ben-Atri et al., 2007; Ben-
Arietal., 2017; Di Cristo et al., 2017). La regulacion positiva de KCC2 en células neuronales
conduce a la disminucion de la [CI]i y, en consecuencia, un aumento de la magnitud de la
respuesta inhibitoria a GABA, esta estimulacion se debe a la desfosforilacion mediada por la
via WNKs-SPAK/OSR1-CCC (Chamma et al., 2012; Kahle et al., 2014; Murillo et al.,
2020).

La activacion de las vias WNK-SPAK/OSR1-CCC provoca la fosforilacion de los
residuos de treonina T906 y T1007, lo que resulta en una disminucién de KCC2 y la
sobreexpresion de NKCCL1 (Liu et al., 2020). Estos cotransportadores son dos miembros
importantes de la familia de CCC ya que regulan los efectos de las sefiales GABAérgicas
mediando los gradientes de [CI]i. La actividad sindptica GABAérgica donde la transicion de
GABAA, cambia de inhibidor a excitador en neuronas patégenas regresando al fenotipo de
neuronas inmaduras donde la [Cl-]i es alta y juega un papel fundamental en la epileptogénesis,

en general y especialmente en la propagacion, generalizacion y terminacion de las



convulsiones (Lee et al., 2005; Ben-Ari et al., 2012; Khateb et al., 2020; Liu et al., 2020;
Murillo et al., 2020). La funcion de KCC2 podria mejorarse mediante la inhibicion de la
cascada arriba de la via WNK-SPAK/OSR1 facilitando la extrusion de Cl-y promoviendo la
inhibicion del acido y-aminobutirico (Alessi et al., 2014; Kahle et al., 2014; Kahle & Delpire,
2016). Aungue las cascadas moleculares que conducen a CCC desequilibradas y la
posibilidad de progresion de la plasticidad del cloruro patoldgica siguen siendo en gran parte
desconocidas (Liu et al., 2020), se asocia a la desfosforilacion de KCC2 en su Ser 940 ya que
conduce a un aumento de [CI]i y una excitacion GABAérgica mas fuerte. Sin embargo, se
deben de realizar mas estudios para explorar la via WNKs-SPAK/OSR1-CCC en la sinapsis
GABAérgica durante los focos epilépticos en los modelos de epilepsia, para definir si este es

su mecanismo de accion (Figura 8).

Modelo de la Via WNK-SPAK/OSR1-CCC en la Epilepsia

. . - Estimulacion de GABA en neuronas inmaduras o desordenes
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[} A eyt

=3

Vm V—
SPAK/OSR1

Hiperpolarizacién

Figura 8 Modelo de la Via WNK-SPAK/OSR1-CCC en la epilepsia



Las respuestas despolarizantes mediadas por GABAA se han utilizado por mucho
tiempo como diana terapéutica en los FAE. Aunque en muchos pacientes con epilepsia
responden bien a este tipo de terapias convencionales, en gran medida estos farmacos resultan
ineficaces para controlar la epilepsia neonatal y refractaria (Kasahara et al., 2018; Liu et al.,
2020). Los mecanismos por los cuales suprimen la propagacion de la actividad epiléptica se
basan en la inhibicion difusa de la transmision sinaptica excitadora de diversas formas, cabe
mencionar que algunos FAE parecen tener una influencia selectiva en las regiones del cerebro
criticas tales como el hipocampo y la corteza prefrontal (Khateb et al., 2020). A pesar del
desarrollo exitoso de nuevos farmacos antiepilépticos en las ultimas décadas, la busqueda de
nuevas dianas terapéuticas con mejor eficaciay tolerabilidad para el control o eliminacion de
la actividad epiléptica sigue siendo un objetivo importante (Loscher, 2011). Actualmente se
han desarrollado moléculas pequefias inhibidoras de la via WNK-SPAK/OSRL1 ya que las
cinasas humanas juegan un papel fundamental en la sefializacion celular y constituyen una
poderosa clase de diana terapéutica (Yamada et al., 2016). Con la creciente evidencia en
estudios preclinicos donde se potencializa la activacion de KCC2 para el control de
convulsiones, probablemente se pueden generar FAE de nueva generacion donde su
mecanismo de acciéon sea mediante la modulacién farmacoldgica que comprenderia un
redstato molecular de la via WNK-SPAK/OSR1 para mejorar la extrusion de Cl- y restaurar
terapéuticamente la inhibicion de GABA (Khanna et al., 2013; Alessi et al., 2014; De los

Heros et al., 2014; Kahle & Delpire, 2016; Duy et al., 2019).



Ademas, dado que las WNK son sensores de Cl- ya que detectan cambios en la
concentracion intracelular del cloruro, la inhibicion de estas moléculas podria prevenir los
mecanismos de retroalimentacion que contrarrestarian los efectos de dirigirse a NKCC1 o
KCC2 y asi restaurar la inhibicion inotropica para enfermedades de desarrollo neuroldgico

como la epilepsia (Khanna et al., 2013; Kahle & Delpire, 2016).
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