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1. RESUMEN

Las crisis de ausencia son un tipo de epilepsia generalizada de presentacion no
motora que se caracterizan conductualmente por la presencia de episodios de
pérdida transitoria de la conciencia, sin pérdida del tono postural. En el
electroencefalograma (EEG) se presenta un patrén de actividad eléctrica
caracteristico denominado descargas espiga-onda. En modelos animales de crisis
de ausencia las descargas espiga-onda se modifican durante el periodo del
embarazo y de la lactancia. Se ha propuesto que las hormonas propias de estos
periodos reproductivos influyen en la expresion de las crisis de ausencia.

La prolactina es una de las hormonas que presenta variaciones en su concentracion
sérica en ambos periodos reproductivos. Esta hormona actlia en multiples regiones
del sistema nervioso central, incluyendo las areas relacionadas con las crisis de
ausencia como el talamo y la corteza cerebral. En diversos modelos animales se ha
demostrado que la prolactina actiia como un factor neuroprotector ante lesiones
cerebrales y ademas es capaz de disminuir la presentacion e intensidad de ciertos
tipos de epilepsia de presentacién motora.

La rata taiep es un modelo animal de tubulinopatias que presenta una leucodistrofia
caracterizada por hipomielinizacion inicial seguida de una desmielinizacion
progresiva. Se ha mostrado que este animal exhibe una conducta similar al de las
crisis de ausencia y el patron caracteristico de descargas espiga-onda en el EEG,
siendo un modelo animal genéticamente determinado de crisis de ausencia.

El objetivo de este estudio consistié en determinar el efecto de la administracion
central de prolactina sobre las descargas espiga-onda en las ratas taiep hembras
adultas.

Se utilizaron ratas taiep hembras de 6 meses de edad a las cuales se les
implantaron 3 electrodos de tornillo de acero inoxidable y un electrodo bipolar
profundo para el registro de EEG, una canula de acero inoxidable en el ventriculo
lateral izquierdo para la administracién de prolactina, 2 electrodos de alambre de
nicromio para el electromiograma y uno mas para el electrooculograma.
Posteriormente se les realizé una ovariectomia bilateral y reemplazo hormonal con
2 nug de 17-p estradiol para mantenerlas en etapa de estro persistente.

Se realizaron 4 registros de EEG de 12 horas de duracion con 48 horas de
separacion entre estos; el primero en condiciones control y los siguientes tras
administrar prolactina de rata via i.c.v a dosis de 0.5, 1 y 2 ug, respectivamente. Se
evaluo la frecuencia de crisis de ausencia, la duracién media, la latencia para la
aparicion de la primera crisis de asencia y la duracion intercrisis en periodos de una
hora y en el tiempo total del registro. El nivel de significancia estadistica se
establecid con un valor de P <0.05.
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La administracion central de 2 ug de prolactina incremento en un 120% la frecuencia
total media de crisis de ausencia presentadas con respecto al control (P<0.01).

La duracién de las crisis de ausencia se incrementd hasta un 100% a la séptima
hora del registro tras la administracion de 0.5 ug de prolactina (<0.001). La dosis de
1 ug generd un incremento sostenido en la duracién de las crisis de ausencia desde
la segunda hasta la octava hora del registro, con un maximo de 82% a la séptima
hora (P<0.001). La dosis de 2 ug de prolactina incrementé la duracion de las crisis
de ausencia desde la segunda hasta la octava hora del registro, su incremento
méaximo, de 98%, se presentd a la octava hora (P<0.001).

Las dosis de 0.5 y 2 ug de prolactina disminuyeron significativamente la latencia a
la primera crisis de ausencia hasta a un 9% y un 16% respecto al control (P<0.05).
La administracion central de prolactina disminuyd significativamente la duracion
intercrisis total con las tres dosis probadas (P<0.001).

En conclusion, la prolactina fue capaz de incrementar la frecuencia total y la
duracién media de las crisis de ausencia, asi como disminuir la latencia a la primera
crisis de ausencia y la duracion intercrisis en ratas taiep hembras adultas. Este
trabajo muestra que la prolactina puede actuar en el circuito tAlamo-cortical e influir
en los mecanismos de iniciacion y cese de las crisis de ausencia.
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1. ABSTRACT

Absence seizures are a type of generalized non-motor epilepsy that are behaviorally
characterized by the presence of episodes of transient loss of consciousness,
without loss of the postural tone. The electroencephalogram (EEG) shows a
characteristic pattern of electrical activity with spike-wave discharges (SWD). In
animal models of absence seizures, the discharges changed during pregnancy and
lactation period. It has been suggested that sexual hormones play a main role during
these reproductive phases that are capable to impact the expression of absence
seizures.

Prolactin is one of the hormones that changes its serum concentration in both
reproductive periods. This peptide hormone acts in multiple regions in the central
nervous system, including areas related to the induction and maintenance of
absence seizures such as the thalamus and cerebral cortex. In animal models it has
been shown that prolactin acts as a neuroprotective factor against brain lesions and
it is also capable of reducing intensity and duration of certain types of motor
epilepsies.

Taiep rat is an animal model of tubulinopathies that presents a leukodystrophy
characterized by initial hypomyelination followed by progressive demyelination. In
fact, recently we are able to demonstrate uniting magnetic resonance imaging and
genetic mutation on tubulin $-4A (TUBB4A) in both humans and taiep rats, being the
later the animal model of human leukodystrophy hypomyelination with atrophy of the
basal ganglia and cerebellum (H-ABC). It has been demonstrated that taiep rats had
absence seizures.

The aim of this study was to determine the effect of central prolactin administration
on spike-wave discharges in adult female taiep rats.

6-month-old female taiep rats were implanted with three stainless-steel screw
electrodes and a deep bipolar electrode in the hippocampus for the EEG recording,
a stainless-steel cannula was implanted above the left lateral ventricle for the
administration of prolactin, we also implanted three nichrome wire electrodes for the
recording of electromyogram and electrooculogram. Subsequently, they underwent
a bilateral ovariectomy and hormone replacement with 2 pug of 17-B estradiol
benzoate to keep them in persistent estrus phase.

Four 12-hour EEG recordings were made with 48 hours interval between them. First
under control conditions and then the subsequent after the administration of prolactin
at 0.5, 1 and 2 ug doses. The frequency of absence seizures, the mean duration,
the latency for first absence seizure, and the inter-seizure duration were evaluated
in bins of one hour duration and along recording time. The level of statistical
significance was established with a value of P <0.05.
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The central administration of 2 pg of prolactin increased by 120% the total mean
frequency of SWD presented with respect to control saline administration (P <0.01).

The duration of absence seizures increased up to 100% at the seventh hour of the
recording period after administration of 0.5 pg of prolactin (P<0.001). With the 1-ug
prolactin administration the duration of the absence seizures increased since second
to eighth hour of recording period, with a maximum of 82% at the seventh hour
(P<0.001). The 2-pg dose of prolactin also increased the duration of absence
seizures from the second to the eighth hour of recording period, being its maximum
increase of 98% at the eighth hour (P<0.001).

The doses of 0.5 and 2 ug of prolactin significantly decreased the latency for first
absence seizure to 9% and to 16%, respectively (P <0.05). Central administration of
prolactin significantly decreased the total inter-seizure duration with three doses
tested (P <0.001).

In conclusion, prolactin was able to increase the total frequency and mean duration
of absence seizures, as well as decrease the latency to the first absence seizure
and the inter-seizure duration in adult female taiep rats. This work shows for the first
time that prolactin can act in the thalamic-cortical circuit that is responsible to induce
and maintain the characteristic spike-wave dischargues and influence the
mechanisms of initiation and cessation of absence seizures.
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2. INTRODUCCION
2.1 Epilepsia

La palabra epilepsia proviene del vocablo griego “epilambanein” (emilapupaveiv) que
significa ‘atacar o ‘apoderarse de’, este término hace referencia a que la
enfermedad se debia al apoderamiento del individuo por dioses, demonios o seres
magicos (Magiorkinis et al., 2010; Temkin, 1994a). Aunque también se ha propuesto
gue etimologicamente epilepsia (emiAnyia) hace referencia a que la enfermedad
‘ataca’ los sentidos o se ‘apodera’ de la mente de las personas (Temkin, 1994a).

A pesar de su origen mistico, ya para el siglo V a.C., Hipécrates de Cos, en su
tratado “La enfermedad sagrada” decretd que la epilepsia se debe a un trastorno en
el cerebro y no a cuestiones sobrenaturales (Alsina, 1970; Magiorkinis et al., 2010).
HipAcrates llamo a la epilepsia “la gran enfermedad”, término del cual se origino el
francés “grand mal” que fue universalmente utilizado hasta finales del siglo XI1X para
referirse a la epilepsia de tipo convulsiva (Haynes y Bennet, 1992; Temkin, 1994a).

Fue Claudio Galeno quién, utilizando los postulados de Hipdcrates, definio
inicialmente a la epilepsia como “un ataque de la mente y los sentidos junto con una
caida repentina, en el que algunos individuos presentan convulsiones” (Magiorkinis
et al.,, 2010). Sin embargo, no fue sino hasta 1873 que el Dr. John Hughlings
Jackson determind que la etiologia de la epilepsia corresponde a una actividad
eléctrica andmala y postulé que la epilepsia es "una condicién en la que hay una
descarga transitoria, repentina, excesiva, rapida y local de la materia gris" (Temkin,
1994b; Wolf, 2014).

La epilepsia es definida por la Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE, de sus
siglas en inglés) y por la Oficina Internacional de Epilepsia (IBE, de sus siglas en
inglés), como un trastorno cerebral caracterizado por una predisposicion persistente
a generar crisis epilépticas, y también por las consecuencias neurobioldgicas,
cognitivas, psicologicas y sociales de esta afeccion (Fisher et al., 2017, 2014, 2005).

A su vez, una crisis epiléptica se define como la alteracion funcional del sistema
nervioso central (SNC) debida a la presencia de actividad eléctrica anormal, de
presentacion paroxistica e hipersincronica en la corteza cerebral, que se asocia con
signos o sintomas neuroldgicos variables, dependiendo del tipo que se trate (Fisher
et al., 2017, 2014).

La clasificacibn mas reciente para las crisis epilépticas propuesta por la ILAE en
2017, considera una categorizacion acorde a las manifestaciones conductuales que
se presentan al comienzo de las crisis, pudiendo ser de origen focal o generalizado
o bien, de origen desconocido (Fisher et al., 2017). Para las crisis focales se
considera ademas si la conciencia se conserva o se ve alterada y si el inicio de la
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crisis tiene o no presentacion motora (Fisher et al., 2017). En lo que respecta a las
crisis de inicio generalizado estas siempre presentan una alteracion de la
conciencia, y se pueden dividir en dos tipos, las crisis motoras, que corresponderian
al término antiguo de grand mal, y las crisis no motoras o petit mal, denominadas
también como ausencias o crisis de ausencia (Fisher et al., 2017; véase Figura 1).

ORIGEN ORIGEN ORIGEN
FOCAL GENERALIZADO DESCONOCIDO

- Crchuely Motoras No Motoras Motoras
conservada alterada
- o
A TR
Origen Motor Origen No Motor ( e g \/ \ Ténico-clénicas
Tonico-clonicas Espasmos
[ \( \ Clénicas Crisis de epilépticos
Ténicas ausencia
Automatismos g e
7 Mioclénicas o
Atonia Autonémica gl Tipicas No Motoras
Mioclénico-ténico- e
Clono Detencion de clénicas Atipicas et
Espasmos comportamiento Miselbhice: Mioclénicas Detencion del
epilépticos Cognitiva aténicas Con mioclonia del comportamiento
Hipercinesia Emocional Aténicas parpado
Mioclonia Sensorial Espasmos
Tonico epilépticos

Figura 1. Clasificacién operacional de los tipos de crisis epilépticas propuesta por la ILAE en
el afio 2017. Las crisis de origen focal pueden ser clasificadas por la conservacion o la alteracién de
la conciencia y de acuerdo con su origen motor o no motor. Mientras que las crisis de origen
generalizado se clasifican por su presentacion ya sea motora 0 no motora, estas Ultimas son mejor
conocidas como crisis de ausencia. Finalmente se presenta un apartado para aquellas crisis cuyo
origen aun se desconoce y otro apartado para algun tipo de crisis que no pueda ser clasificada debido
a informacion inadecuada o imposibilidad para ubicarla en otra categoria. Modificada de Fisher et
al., 2017.

Las crisis epilépticas de origen focal son las mas comunes en la poblacién general,
representan entre 50 y 65% del total de crisis, siendo las que presentan alteracion
de la conciencia las mas frecuentes (Conde-Pérez et al., 2013; Forsgren et al., 1996;
Hauser et al., 1993; Lavados et al., 1992). Por otra parte, entre el 30 y el 45% de
las crisis epilépticas son de origen generalizado, y de estas, las crisis tonico-clénicas
representan un 50%, mientras que las crisis de ausencia representan hasta un 15%
(Conde-Pérez et al., 2013; Forsgren et al., 1996; Hauser et al., 1993).

En la poblacién pediatrica, las crisis de origen generalizado son las mas frecuentes,
con un 50 a 55% del total de crisis epilépticas (Dura-Travé y Yoldi-Petri, 2007;
Hauser, 1992). Las crisis tOnico-clonicas constituyen un 50% de estas crisis,
mientras que las crisis de ausencia son mas frecuentes en los infantes que en los
adultos y representan desde un 10 hasta un 30% de las crisis de origen generalizado
(Blanco-Hernandez et al., 2008; Dura-Travé y Yoldi-Petri, 2007; Gastaut et al., 1975;
Hauser, 1992).
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La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha informado que existen mas de 50
millones de personas en el mundo con epilepsia, y cada afio se presentan alrededor
de 5 millones de casos nuevos (OMS, 2019). En lo que respecta a México se ha
podido estimar que existen entre 1.2 y 2.4 millones de personas con epilepsia, con
una prevalencia de 1% en la poblacién general, mientras que en la poblacion infantil
se presenta en hasta 1.8% de los casos (Alonso-Vanegas y Rubio, 2013).

2.2 Crisis de Ausencia

El término crisis de ausencia se utiliza para referirse a aquellos tipos de epilepsia
de origen generalizado que se presentan sin manifestaciones motoras evidentes
(Fisher et al., 2017). Una crisis de ausencia tipica consiste en la pérdida transitoria
de la conciencia, sin pérdida del tono postural, con una recuperacién espontanea a
la normalidad posterior a la crisis (Ropper y Samuels, 2011; Segan, 2018).

La primera descripcién de esta enfermedad se le atribuye a Francgois Poupart, que
en 1705 relat6 el caso de una nifia que padecia un tipo de epilepsia caracterizada
por episodios de inmovilidad y pérdida de los sentidos, y si estos se presentaban
mientras ella mantenia una conversacion, al finalizar la crisis retomaba la
conversacion en el punto en que habia hecho la pausa, sin recordar o tener
conciencia de haber presentado este estado (Brigo et al., 2018; Temkin, 1994a).

Debido a que este tipo de epilepsia presenta un aislamiento del medio exterior, a
estos episodios se les denomind ausencias y, ademas, por su comportamiento
caracteristico sin manifestaciones motoras se les nombré también como epilepsia
mitior (epilepsia ligera) o le petit mal (el pequefio mal; Brigo et al., 2018).

El primer registro electroencefalografico de una crisis de ausencia fue realizado por
Hans Berger el 13 de noviembre de 1931, el estudio se realizé en una paciente de
18 afios de edad que presentaba de crisis de ausencia y crisis ténico-clénicas
generalizadas (Jung y Berger, 1979). Sin embargo, el registro no fue publicado sino
hasta 1938, ya que consideré inicialmente que el patron observado en el EEG podria
deberse a sefiales de ruido causadas por parpadeos y movimientos faciales (Berger,
1938).

En 1935 Gibbs, Davis y Lennox describieron por primera vez la actividad eléctrica
de una crisis de ausencia registrada en un electroencefalograma (EEG) como “una
descarga de ondas de gran amplitud, de 100 a 300 .V a una frecuencia de 3 por
segundo .../las ondas son muy lisas y de forma sinusoidal, por lo general incluyen
una punta aguda que interrumpe la onda cerca de su porcion ascendente” (Gibbs et
al., 1935; véase Figura 2).
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Figura 2. Ejemplos de los pnmeros registros electroencefalograflcos publicados, obtenidos
de dos pacientes con crisis de ausencia. Se puede observar el patrén caracteristico de este tipo
de epilepsia, caracterizado por una espiga de amplio voltaje que se continGa con una onda de larga
duracioén, el patron se repite a una frecuencia de 3 Hz. Modificada de Gibbs et al., 1935.

Por estas caracteristicas, el patron electroencefalografico se denominé descargas
espiga-onda, un requisito fundamental para el diagnéstico de las crisis de ausencia
(Segan, 2018).

2.2.1 Epidemiologia

Las crisis de ausencia son caracteristicas de la infancia, su incidencia maxima se
da de los 4 a los 8 afios de edad, con un pico maximo de aparicién a los 6 afios
(Segan, 2018). Debido a su alta incidencia, se ha reportado que estas crisis pueden
representar hasta un 30% de las crisis de origen generalizado en nifios menores de
15 afios (Gastaut et al., 1975). Su prevalencia en la poblacién general es de
alrededor de 0.1 casos por cada 1,000 personas, mientras que en la poblacion
pediatrica se estima un rango de 0.4 a 0.7 casos por cada 1000 habitantes
(Pazzaglia y Frank-Pazzaglia, 1976).

Con respecto al sexo, se ha reportado que las crisis de ausencia se presentan con
una preponderancia de 2 a 5 veces mas en nifias con respecto a los nifios,
representando un 2.5% de las crisis epilépticas en nifios, mientras que en las nifias
podrian representar hasta un 12% (Hauser et al., 1991; Matricardi et al., 2014;
Waaler et al., 2000).

2.2.2 Fisiopatologia

El mecanismo responsable de la generacion de las caracteristicas conductuales y
electroencefalograficas que presentan los pacientes con crisis de ausencia se
desconoce. Sin embargo, diversos ensayos realizados en modelos animales, asi
como en estudios de imagenologia funcional llevados a cabo en humanos han
proporcionado grandes avances (Depaulis y Charpier, 2018; Matricardi et al., 2014).
De tal forma que ahora se sabe que estas crisis se deben a una alteracion en el
patrén ritmico de las oscilaciones que ocurren entre el tAlamo y la corteza cerebral
(Depaulis y Charpier, 2018; Johns, 2014).
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= FEl circuito tAlamo-cortical

El talamo es la principal estructura neuronal que regula las conexiones entre el
sistema sensorial periférico y la corteza cerebral (Gardner y Johnson, 2013). Sus
neuronas, de naturaleza glutamatérgica excitatoria, actGan como neuronas de
relevo para todas las modalidades sensoriales, a excepcion del olfato; y proyectan
a las capas I11-1V y V-VI de las respectivas cortezas sensoriales primarias (Gardner
y Johnson, 2013; Johns, 2014). Desde la capa cortical VI surgen proyecciones de
neuronas cortico-talamicas glutamatérgicas que establecen una conexion reciproca
con las mismas neuronas talamo-corticales para modular su actividad (Destexhe y
Sejnowski, 2003).

Ambos grupos neuronales poseen conexiones ademas con el nucleo reticular del
talamo (NRT), una estructura compuesta principalmente de neuronas de naturaleza
GABAérgica, que al ser estimuladas envian sefales hacia las demés regiones
taldmicas, inhibiendo su actividad (Blumenfeld, 2005; Chang y Lowenstein, 2003;
Destexhe y Sejnowski, 2003; véase Figura 3).

Corteza cerebral
Nucleo reticular del talamo
Talamo

Aferentes sensoriales

Tipos de sinapsis

——< Excitatorias
———] Inhibitorias

Figura 3. Representacion esquematica del circuito talamo-cortical. Las neuronas talamo-
corticales (en verde) envian la informacién recibida de las fibras aferentes sensoriales (en naranja)
hacia las neuronas de la corteza cerebral (en azul), las cuales, a su vez modulan la actividad de las
neuronas del nicleo reticular del tAlamo (en rojo). Estos dos ultimos tipos neuronales a su vez envian
proyecciones hacia las neuronas talamo-corticales para modular su actividad. Elaborada a partir de
Chang y Lowenstein, 2003 & Khosravani y Zamponi, 2006.

Durante la vigilia, las neuronas talamo-corticales son moduladas principalmente por
las fibras de las aferentes sensoriales, asi como por proyecciones noradrenérgicas,
serotonérgicas y dopaminérgicas del tronco del encéfalo (Chang y Lowenstein,
2003; Gardner y Johnson, 2013). En consecuencia, estas neuronas descargan la
informacion recibida en forma de potenciales de accion de manera tonica y
desincronizada hacia la corteza cerebral, lo que genera un patron
electroencefalografico de alta frecuencia y baja amplitud, conocido como ritmo 8
(Kostopoulos, 2000; McGinty y Szymusiak, 2017; véase Figura 4-A).
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Por otra parte, al inicio del suefio, la informacion de las aferentes sensoriales y el
tronco cerebral disminuye, permitiendo que el NRT ejerza una mayor influencia en
el talamo (Kostopoulos, 2000). Las neuronas talamo-corticales son entonces
fuertemente inhibidas, deteniendo momentaneamente el paso de la informacion
sensorial desde el talamo a la corteza cerebral (Kostopoulos, 2000). No obstante,
estas células se reactivan de este estado inhibitorio y generan un modo de descarga
en rafaga de multiples potenciales de accion a una alta frecuencia (Destexhe y
Sejnowski, 2003; McCormick y Huguenard, 1992). Esta sefal despolarizante se
transmite a la corteza, donde se presenta una secuencia de ondas ritmicas de gran
amplitud en el EEG a una frecuencia de 10 a 15 Hz, son los denominados husos del
suefio, caracteristicos de la etapa Il del suefio de ondas lentas (Chang y Lowenstein,
2003; McGinty y Szymusiak, 2017; véase Figura 4-B).

A Vigila B Sueiio de ondas lentas

Electrodo superficial

Registro electroencefalografico

A

Registro intracelular

Corteza cerebral

Registro electroencefalografico o \y)

Registro intracelular

Nucleo reticular del talamo)

P Télamo\l r’
\_,_‘\_, = _/

/ Aferentes sensoriales\

Figura 4. Representacion esquematica del circuito talamo-cortical y su relacién con un patréon
electroencefalografico. A. Se puede observar que durante el periodo de vigilia las neuronas del
talamo (color verde) reciben constantes descargas provenientes de las aferentes sensoriales (color
amarillo), generando una serie de potenciales de accién en modo ténico (registro intracelular), esta
sefial es enviada a la corteza cerebral, la activacion asincrénica de diversas areas corticales genera
un registro electroencefalografico de alta frecuencia y baja amplitud denominado ritmo . B. Durante
el suefio de ondas lentas las aferencias sensoriales hacia el talamo disminuyen, mientras que las
provenientes del NRT (color rojo) se ven incrementadas induciendo un estado hiperpolarizante en
estas neuronas. Sin embargo, las neuronas se reactivan y generan multiples potenciales de accion
(registro intracelular) que son transmitidos hacia la corteza cerebral de forma coordinada, lo que lleva
ala aparicion de husos de suefio en el EEG. Las lineas punteadas representan sefiales intermitentes,
y el tono de color disminuido en el NRT y en el tAlamo representan una baja actividad. Elaborada a
partir de Chang y Lowenstein, 2003; Destexhe y Sejnowski, 2003 & McGinty y Szymusiak, 2017.

Este modo de disparo en rafaga se debe principalmente a que tanto las neuronas
del NRT como las tAdlamo-corticales cuentan con la presencia de canales de calcio
dependientes de voltaje tipo T (Cav3.2), los cuales poseen un umbral de activacion
bajo, por lo que ante una hiperpolarizacion se provoca su activacion, despolarizando
a la célula, y dando pie a la generacion de una meseta con multiples potenciales de
accion superpuestos, proceso conocido como "pico de umbral bajo" o "rebote post-
inhibitorio” (Destexhe y Sejnowski, 2003; Khosravani y Zamponi, 2006; Peloquin et
al., 2006).
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= Rol del circuito tdlamo-cortical en la crisis de ausencia

Se ha propuesto que las descargas espiga-onda caracteristicas de las crisis de
ausencia son debidas en gran parte a la activacion anémala del circuito talamo-
cortical (Depaulis y Charpier, 2018). En lo que respecta a la corteza cerebral,
multiples evidencias, tanto en humanos como en modelos animales, sugieren la
presencia de un foco epiléptico hiperexcitable localizado en las inmediaciones de la
corteza somatosensorial y la corteza motora primaria (Carney et al., 2010; Meeren
et al., 2002; Moeller et al., 2011).

Las neuronas corticales en los modelos de crisis de ausencia han mostrado poseer
una mayor arborizacion, lo que facilita la propagacion de la sefial aberrante
(Depaulis et al., 2016). Asi mismo, se ha reportado que presentan mutaciones en el
receptor para el acido y—aminobutirico (GABA) y a su vez, muestran una expresion
incrementada de canales de Na* voltaje-dependientes como Navl.1y Navl.6 (Klein
et al., 2004; Touret et al., 2007; Yalgin, 2012). Estas alteraciones conllevan a un
estado de hiperexcitabilidad y la capacidad de generar corrientes de despolarizacién
aberrantes que se transmiten facilmente hacia las estructuras talamicas (Depaulis y
Charpier, 2018; Touret et al., 2007).

Ademas, en el talamo se han identificado algunas anormalidades, principalmente
mutaciones en los canales Cav3.2 y en el receptor para el neurotransmisor GABA,
lo que facilita la generacién de las oscilaciones ritmicas en el NRT y la aparicion de
rebotes post-inhibitorios por las neuronas talamo-corticales (Kostopoulos, 2000;
Peloquin et al., 2006).

Por tanto, al inicio de una crisis de ausencia, el foco epiléptico genera una amplia
descarga neuronal que se disemina hacia el NRT, que a su vez hiperpolariza a una
gran cantidad de neuronas talamo-corticales y propicia un amplio rebote post-
inhibitorio y la generacion de rafagas de potenciales de accién que se transmiten de
vuelta hacia la corteza cerebral, este proceso facilita la reactivacion del foco
epiléptico y establece un circuito reverberante entre el tAlamo y la corteza cerebral
(Depaulis et al., 2016; Jarre et al., 2017; véase Figura 5).

La rafaga de potenciales de accion en las neuronas talamo-corticales se disemina
hacia la corteza cerebral generando su despolarizacion de manera sincrénica, esta
actividad eléctrica es la responsable de la espiga caracteristica registrada en el
EEG, mientras que la onda lenta siguiente es debida al estado quiescente que se
presenta en la corteza cerebral cuando se interrumpen sus aferencias sinapticas
provenientes de las neuronas talamo-corticales que se encuentran entonces
inhibidas por el NRT (Depaulis et al., 2016; Polack et al., 2007; véase Figura 5).

Debido a que durante una crisis de ausencia las neuronas talamo-corticales se
encuentran inhibidas la mayor parte del tiempo por el NRT, el relevo de la
informacion sensorial que proporcionaban estas células hacia la corteza cerebral se
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encuentra interrumpido mientras dure el episodio, esto podria explicar la
desconexion con el medio exterior 0 la ausencia que se presenta durante este tipo
de epilepsia (Johns, 2014; Khosravani y Zamponi, 2006).

Electrodo superficial

Registro electroencefalografico

W~

Corteza cerebral
Nucleo reticular talamico

Talamo

Aferentes sensoriales\
Tipos de sinapsis

——< Excitatorias

———] Inhibitorias

Figura 5. Representacién esquematica del circuito tdlamo-cortical en las crisis de ausencia.
Se puede observar la presencia de un foco ectépico localizado en la corteza cerebral (color azul rey)
gue genera la activacion constante de las neuronas del NRT (color rojo), que inhiben a las neuronas
talamo-corticales (color verde), impidiendo el paso de la informacion sensorial. En el lado derecho
se observa un registro intracelular de las neuronas del tdlamo y el patrén electroencefalogréafico
caracteristico de las crisis de ausencia a nivel cortical. Se puede notar que la despolarizacién
neuronal se corresponde con la espiga en el EEG (delimitado en color morado), mientras que el
periodo de hiperpolarizacion permite el registro de la onda lenta (delimitado en color rosa). Las lineas
punteadas representan sefiales intermitentes, y el tono morado de intensidad disminuida en el talamo
representa una baja actividad. Elaborada a partir de Chang y Lowenstein, 2003 & Depaulis et al.,
2016.

Registro intracelular

2.2.3 Hallazgos clinicos durante las crisis de ausencia

Una crisis de ausencia se caracteriza conductualmente por la pérdida subita de la
conciencia sin disminucion del tono postural; si la persona se encontraba realizando
alguna actividad esta cesa mientras dure el episodio (Ropper y Samuels, 2011).
Suele presentarse con fijacion de la mirada y manifestaciones motoras sutiles, tales
como parpadeo o movimiento ligero de los musculos de la cara o de los dedos de
las manos (Ropper y Samuels, 2011; Simon et al., 2010).

También pueden presentarse otro tipo de movimientos conocidos como
automatismos gque consisten en movimientos musculares repetitivos como lamerse
los labios, masticar u olfatear (Ropper y Samuels, 2011). Al finalizar el episodio la
persona restablece el contacto completo con el exterior sin evidencia de secuelas
postictales, adoptando su actividad previa (Kessler et al., 2017; Ropper y Samuels,
2011; Simon et al., 2010). Las crisis de ausencia se presentan repetidas veces a lo
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largo del dia, cada una con una duracion de entre 2 hasta 30 segundos (Matricardi
et al., 2014; Segan, 2018).

2.2.4 Diagnéstico

Debido a que durante una crisis de ausencia no suelen presentarse anormalidades
motoras exorbitantes, a diferencia de lo que sucede con otros tipos de crisis
epilépticas, el diagndstico suele retrasarse y no es sino hasta que se relaciona con
deficiencias en un contexto social o de desempefio escolar que se inicia el estudio
del padecimiento (Ropper y Samuels, 2011). Dado que la mayor prevalencia de esta
patologia se presenta en la etapa escolar, uno de los primeros indicios suele ser un
bajo rendimiento académico. Los estudios detallados revelan que las inatenciones
se deben a estos episodios de ausencia (Barragan-Peré, 2013; Ropper y Samuels,
2011).

Para confirmar el diagndstico de crisis de ausencia es necesaria la realizacion de
un EEG, generalmente asociado a un registro en video para establecer la relacion
entre el estado de ausencia y el patron electroencefalogréafico caracteristico (Ropper
y Samuels, 2011).

En el registro de EEG durante un episodio de crisis de ausencia predomina un
patron ictal caracterizado por los complejos espiga-onda de predominancia frontal
conformados por un disparo intenso en forma de espiga, seguido por una onda lenta
(Ropper y Samuels, 2011). Estos complejos espiga-onda se presentan con una
frecuencia de 3 Hz durante todo el episodio, al finalizar, el EEG retorna a la
normalidad sin evidencia de secuelas postictales (Barragan-Peré, 2013; Matricardi
et al., 2014, véase Figura 6).

2.2.5 Tratamiento

Los farmacos mas eficaces para el tratamiento de las crisis de ausencia son la
etosuximida, el acido valproico y la lamotrigina (Glauser et al., 2010). La etosuximida
y el acido valproico son capaces de reducir la aparicion de las crisis de ausencia en
un 53 a 58% de los pacientes tratados, mientras que la lamotrigina muestra una tasa
de éxito del 29% (Glauser et al., 2010). EI mecanismo de accién de la etosuximida
consiste en la inhibicion de los canales de Ca?* tipo T en el tdlamo, lo que impide el
rebote post-inhibitorio relacionado a este tipo de epilepsia (Porter et al., 2016;
Segan, 2018). Mientras que las acciones del &cido valproico y la lamotrigina se
relacionan con el blogueo de canales de Na* dependientes de voltaje (Porter et al.,
2016).

Por el contrario, se ha determinado que la administracion de agonistas del GABA
como la carbamazepina, que suele utilizarse en el tratamiento de otros tipos de
epilepsia, incrementa la duracion y frecuencia de estas crisis, lo que probablemente
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es debido a un incremento en la hiperpolarizacion de las neuronas tdlamo-corticales,
lo que facilita la activacién de los canales de Ca?* tipo T (Manning et al., 2003).

Crisis de ausencia-12s
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Figura 6. Electroencefalograma de una paciente con crisis de ausencia tipica. Se puede notar
un episodio de crisis de ausencia con el patrén caracteristico de descargas espiga-onda que se
presenta en casi todas las derivaciones del EEG (area delimitada por la flecha blanca) con una
duracién de 12 segundos, posterior al cual se reestablece la actividad electroencefalografica normal.
En la esquina inferior derecha se muestra la representacion esqueméatica en la conformacion de
registro 10:20 de los sitios de colocacion de los electrodos en la superficie del cuero cabelludo.
Modificada de Dura-Travé y Yoldi-Petri, 2006.
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2.3 Modelos animales de crisis de ausencia

La aparicion impredecible de las crisis de ausencia y las limitantes que presupone
la investigacion clinica en pacientes pediatricos constituyen los principales desafios
en el estudio de esta patologia, esto ha llevado al desarrollo de diversos modelos
animales de este tipo de epilepsia a lo largo de los afios (Cortez y Snead Ill, 2005).

2.3.1 Modelos de crisis de ausencia inducidos farmacolégicamente.

La necesidad inicial de un modelo animal surgié para determinar si era la corteza
cerebral o las estructuras subcorticales las responsables de la generacion de las
crisis de ausencia (Kostopoulos, 2017). Para esto, se requeria un animal de facil
acceso y que compartiera caracteristicas electroencefalograficas similares al ser
humano, los investigadores encontraron en el gato el animal idéneo para este fin
(Avoli, 2012; Kostopoulos, 2017). Sin embargo, los primeros estudios demostraron
que las crisis de ausencia podian inducirse tanto con la estimulacion eléctrica o
quimica en la corteza cerebral (Marcus y Watson, 1966), asi como de estructuras
subcorticales, en especial los nucleos del tAlamo (Jasper y Droogleever-Fortuyn,
1946; Weir, 1964).

Posteriormente, Prince y Farrel demostraron que la administracion intramuscular de
altas dosis de penicilina en gatos inducia patrones electroencefalograficos similares
al de las crisis de ausencia (Prince y Farrell, 1969). Este resultado fue de gran
utilidad ya que se podia entonces modificar la actividad de diversas estructuras y
circuitos neuronales de manera indirecta y observar si se presentaban cambios en
el EEG (Avoli, 2012). Gracias a diversos estudios en este modelo animal se
demostré que es necesaria la integridad funcional y anatémica tanto del talamo
como de la corteza cerebral para generar y mantener la ritmicidad de las descargas
espiga-onda (Avoli, 2012; Kostopoulos, 2000).

Para investigar los componentes fisiopatologicos involucrados en este tipo de
epilepsia y conocer los mecanismos de accion de diversos farmacos se utilizé un
animal de facil reproduccién y manejo en el cual las crisis de ausencia pudieran
inducirse farmacolégicamente conservando la integridad del tadlamo y la corteza
cerebral (Kostopoulos, 2017). El animal adecuado fue la rata, en la cual con la
administracion de y-hidroxi-butirato (GHB) o de pentilenetetrazol (PTZ) se produjo
la aparicién de crisis de ausencia similares a las presentadas por el ser humano
(Godschalk et al., 1976; Kostopoulos, 2017; Marescaux et al., 1984).

El GHB es el metabolito activo de la y-butirolactona, que posee actividad como un
agonista del receptor para el GABA, genera la aparicién de crisis 2 a 5 minutos
después de su administracion, las descargas tienen una frecuencia de 7 a9 Hz y
se acomparfan de una conducta de arresto motor, mioclonias faciales y espasmos
musculares en la base de las vibrisas (Kostopoulos, 2017). Al igual que en la
patologia humana, las crisis inducidas por GHB pueden ser bloqueadas si se
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administran farmacos antiepilépticos como la etosuximida, el acido valproico y la
trimetadiona (Cortez y Snead lll, 2005).

El PTZ es un antagonista para los receptores GABAa que induce descargas
corticales en la rata a los 5 minutos de su administracién a una frecuencia de 7 a 9
Hz presentando una conducta similar a la observada en el modelo de GHB (Cortez
y Snead Ill, 2005). La administracién previa de etosuximida inhibe la generacion de
descargas inducidas por la administracion previa de PTZ, actuando tanto a nivel de
las neuronas talamo-corticales como en las neuronas GABAérgicas del nucleo
reticular del tdlamo (Avoli, 2012). Existen otros modelos animales inducidos
farmacoldgicamente como son los que emplean 4,5,6,7 tetrahidroxi-isoxazol-
piridinol (THIP), un agonista GABAérgico, la picrotoxina o la bicuculina, antagonistas
del receptor GABAA, sin embargo estos no se utilizan ampliamente (Kostopoulos,
2017).

En general, estos modelos farmacologicos han permitido entender la capacidad
intrinseca del tAlamo para producir las oscilaciones de las crisis de ausencia y al
mismo tiempo observar el rol predominante del GABA en esta patologia que
determina la frecuencia que domina las oscilaciones de las crisis de ausencia (Avoli,
2012; Kostopoulos, 2017).

Ahora se cuenta ademas con dos modelos animales en los cuales pueden
estudiarse las crisis de ausencia atipicas, el modelo AY-9944 y el modelo MAM-AY
(Kostopoulos, 2017). El compuesto AY-944 [trans-1,4-bis(2-clorobenzilaminometil)-
ciclohexano-dihidrocloro] es una sustancia que inhibe la reduccion de 7-
dehidrocolesterol a colesterol y es capaz de inducir crisis de ausencia atipicas
administrandolo a la rata en los dias postnatales 2, 6, 8, 14 y 20. Estas crisis se
presentan con una frecuencia de 4 a 6 Hz y son inhibidas por la administracion
sistémica de etosuximida (Cortez et al., 2001; Kostopoulos, 2017).

Si las ratas crias son expuestas intrautero durante el dia 15 de su gestacion a MAM
(metilazoximetanolacetato, un agente antimitotico) y posteriormente se realiza el
protocolo de AY-9944 se obtiene el mismo patron de descargas; sin embargo estas
son refractarias al tratamiento con etosuximida y &cido valprdico (Kostopoulos,
2017). Ambos modelos animales muestran un inicio gradual de la crisis y presentan
movimientos voluntarios durante el episodio, su frecuencia es mas lenta que en las
crisis de ausencia tipicas y también muestran evidencia de deterioro cognitivo, por
lo que se han utilizado para investigar los mecanismos por los cuales las crisis de
ausencia atipicas confieren un resultado tan pobre al tratamiento farmacologico a
largo plazo en los nifios afectados por este trastorno (Kostopoulos, 2017).

2.3.2 Modelos de crisis de ausencia genéticamente determinados.

En la mayoria de los modelos inducidos farmacol6gicamente las descargas se
presentan Unicamente tras la aplicacion del farmaco y, en muy pocos casos, duran
unas cuantas semanas posteriores a la induccién farmacologica. Esto es
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contrastante con las crisis de ausencia en humanos, donde estas suelen
presentarse durante varios afios de manera impredecible (Depaulis y van Luijtelaar,
2005; Robinson y Gilmore, 1980). Si bien, estos modelos han contribuido
ampliamente para comprender la manera en que se generan las crisis de ausencia,
la falta de recurrencia de estas descargas no ha permitido estudiar del todo el
desarrollo de esta patologia (Depaulis y van Luijtelaar, 2005).

Desde la década de los 80’s del siglo pasado se cuenta con modelos animales
genéticamente determinados en los cuales las crisis de ausencia se presentan de
manera espontanea (Jarre et al., 2017). Sin embargo, dado que las principales
manifestaciones conductuales de este tipo de epilepsia son fijacion de la mirada e
inmovilidad del animal, la manera en que han surgido la mayoria de estos modelos
ha sido mediante la deteccién inesperada y fortuita de descargas espiga-onda en
registros electroencefalograficos realizados en estos animales debido a otras
circunstancias (Depaulis y van Luijtelaar, 2005; Jarre et al., 2017).

Cabe aclarar que la presencia de las tipicas descargas espiga-onda en el EEG no
es suficiente para establecer un animal como modelo de crisis de ausencia. Por
tanto, el Dr. Snead ha propuesto los criterios que deberia cumplir un animal para
ser considerado un modelo experimental de crisis de ausencia (Cortez y Snead,
2005):

EEG y comportamiento similar a la condicién humana.

Facil reproducibilidad y predictibilidad.

Que el evento sea cuantificable.

Respuesta farmacoldgica.

Perfil de desarrollo Unico.

Potenciacion de las crisis por agonistas directos e indirectos del GABA.
Implicacion de los mecanismos tdlamo-corticales en la generacién de las crisis.
Bloqueo de las crisis por antagonistas del receptor GABAs.

©NOOhWDNE

Dentro de los modelos genéticamente determinados se han descrito principalmente
cinco cepas de ratones que derivan de procesos endogamicos, los cuales se
caracterizan por presentar ataxia cerebelosa hacia las 2-4 semanas de edad, estos
son el raton Tottering (Fletcher et al., 1996), el ratdn Letargico (Burgess et al., 1997),
el raton Ducky (Barclay et al., 2001), el raton Stargazer (Noebels et al., 1990) y el
ratén Mocha? (Eguibar y Cortés, 2010a; Kantheti et al., 2003). Para el andlisis de
esta ataxia cerebelosa se realizaron registros de EEG en los cuales se encontro la
presencia de las descargas caracteristicas de las crisis de ausencia (Burgess y
Noebels, 1999; Noebels, 2017).

Estas cepas de ratones presentan descargas corticales con la morfologia de los
complejos espiga-onda a una frecuencia promedio de 5 a 7 Hz y responden
adecuadamente al tratamiento con farmacos antiepilépticos utilizados en las crisis
de ausencia. Se ha descrito que las crisis de ausencia en estos modelos son
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debidas a solo una mutacion genética especifica, relacionada en todos los modelos
con el canal de Ca?* tipo T (Eguibar y Cortés, 2010a; Noebels, 2017; véase Tabla
1). Las descargas espiga-onda se presentan en hasta 25 cepas endogamicas de
ratones, algunas de ellas relacionadas con ataxia, sin embargo, alun no se cuenta
con amplia informacién para considerarlos como modelos monogénicos de crisis de
ausencia (Jarre et al., 2017; Letts et al., 2014).

Tabla 1. Mutaciones presentes en los modelos monogénicos de crisis de ausencia

Mutante Cromosoma Gen Proteina del canal de Ca?* mutada

Tottering 8 Cacnala Subunidad al.
Letargico 2 Cacnb4 Subunidad p4.
Ducky 9 Cacna2d2 Subunidad a.23.
Stargazer 15 Cacng2 Subunidad y2.
Mocha? 10 AP3d Proteina adaptadora de la subunidad 5.

Elaborada a partir de los datos de Eguibar y Cortés, 2010a & Noebels, 2017.

En la rata, de manera similar han surgido principalmente tres modelos que
presentan crisis de ausencia de manera espontanea, la rata GAERS, la rata
WAGI/RIj, y la rata taiep.

a) Larata GAERS

A principios de la década de los 80’s del siglo pasado, el grupo de Marguerite
Vergnes y Christian Marescaux en Estrasburgo, Francia, estaba seleccionando un
modelo de epilepsia parcial en ratas (Marescaux et al., 1992; Vergnes et al., 1982),
sin embargo, mientras realizaban un registro electroencefalogréafico basal en ratas
Wistar observaron que mas del 30% presenté de manera espontanea descargas
espiga-onda en el EEG. Mediante un proceso de cruce endogamico entre estas
ratas se logré obtener una cepa en la cual el 100% de los animales poseian esta
caracteristica (Vergnes et al., 1982). A esta cepa se le nombro rata con epilepsia de
ausencia genética de Estrasburgo (GAERS, de las siglas en inglés Genetic Absence
Epilepsy Rat from Strasbourg), de manera anéloga, de las ratas que no presentaban
crisis de ausencia se realizd un cruce endogamico para obtener ratas sin epilepsia,
para considerarlas como un control no epiléptico (Marescaux et al., 1992).

Los complejos espiga-onda de esta rata se caracterizan por tener una frecuencia de
7 a 11 Hz, una amplitud de 300 a 1000 pV, una duracion entre 0.5 y 40 segundos y
se presentan de 40 a 60 por minuto (Depaulis et al., 2016; Vergnes et al., 1982).
Durante estos episodios las ratas permanecen conductualmente quietas, con la
mirada fija y presentan espasmos de las vibrisas o de los musculos faciales y de la
nuca, este patron electroencefalografico y conductual puede ser interrumpido
inmediatamente si se aplica algun tipo de estimulo sensitivo fuerte e inesperado
(Vergnes et al., 1982).
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Se ha descrito que las crisis de ausencia en este modelo animal comienzan a
presentarse hacia los 30 dias de edad, a una cantidad y duracion muy baja, con la
edad ambas incrementan, alcanzando su pico maximo hacia los 6 y 18 meses
respectivamente, una vez que aparecen las crisis estas continlan durante toda la
vida del animal (Depaulis y van Luijtelaar, 2005; Marescaux et al., 1992). Ademas,
las descargas presentan relacion con el ciclo circadiano y el nivel de vigilia,
presentandose su mayoria durante la fase de oscuridad y en el periodo de vigilia
quieta o de somnolencia (Depaulis y van Luijtelaar, 2005; Jarre et al., 2017).

La rata GAERS presenta un perfil farmacologico similar a los pacientes con crisis
de ausencia, ya que las crisis son inhibidas por etosuximida, trimetadiona, &cido
valproico, topiramato, pregabalina y levetiracetam, y son exacerbadas por agonistas
de GABA como PTZ, GHB, THIP y penicilina, asi como farmacos como
carbamazepina, fenitoina, gabapentina, vigabatrina y tiagabina (Depaulis y van
Luijtelaar, 2005; Marescaux et al., 1992).

Este modelo animal posee una mutacion en el gen Cacnalh que codifica para el
canal de calcio tipo T Cav3.2, lo que les confiere a las neuronas talamo-corticales
una recuperacion mas rapida de la inactivacion (Depaulis et al., 2016). Se ha
observado ademas que posee una mayor excitabilidad a nivel de la corteza
somatosensorial, con una mayor actividad glutamatérgica y una disminucion en los
niveles de GABA (Depaulis et al.,, 2016; Jarre et al., 2017). En estudios de
potenciales de campo se ha mostrado que las descargas caracteristicas se originan
en la region facial de la corteza somatosensorial y desde esta regién se diseminan
al resto de la corteza cerebral (Jarre et al., 2017).

Por dltimo, recientemente se ha planteado que la rata GAERS presenta ademas
déficits cognitivos y alteraciones de la conducta semejante a la psicosis y al
trastorno depresivo mayor, motivo por el cual ahora analizan la posible relacion
entre la epilepsia y estas patologias (Jarre et al., 2017).

b) Larata WAG/RIj

La rata WAG/RIj (del inglés Wistar Albino Glaxo strain, bred in Rijswijk, Netherlands)
es una cepa endogamica creada en 1924 a partir de la rata Wistar en los laboratorios
Glaxo en el Reino Unido y posteriormente fue llevada y reproducida en Rijswijk en
los Paises Bajos (Festing, 1979; van Luijtelaar y Coenen, 1986). Fue en 1986 que
Gilles van Luijtelaar y Anton Coenen reportaron por primera vez la presencia de
descargas espontaneas aberrantes presentes en el EEG de esta rata mientras
analizaban su patron de suefio-vigilia (van Luijtelaar y Coenen, 1986).

Este animal presenta descargas de dos tipos, las primeras se corresponden con los
caracteristicos complejos espiga-onda con una amplitud de 100 a 450 pV, una
frecuencia de 7.5 a 9.5 Hz y una duracion de 1 a 30 segundos, presentandose en
promedio 18 descargas por hora (van Luijtelaar y Coenen, 1986). El segundo tipo
de descargas corresponde a complejos con espigas de polaridad inversa, ondas en
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una posicién opuesta y una menor amplitud de 80 a 215 uV y con frecuencias de
7.6 hasta 8.3 Hz, (van Luijtelaar y Coenen, 1986). Durante el primer tipo de
descargas la rata permanece inmovil, llegando a presentar espasmos de las vibrisas
y los parpados y aceleracion de la respiracion, solo estas descargas se consideran
parte de las crisis de ausencia (Coenen y van Luijtelaar, 2003; van Luijtelaar y
Coenen, 1986).

En este modelo animal las crisis inician hacia los 75 a 140 dias de edad, la cantidad
y duracién aumenta con el tiempo alcanzando su pico maximo hacia los 6 meses,
sin aparentes diferencias entre hembras y machos (Coenen y van Luijtelaar, 1987;
Russo et al., 2016). La mayoria de estas descargas se presentan durante el suefio
de ondas lentas y la vigilia quieta, con un maximo de presentacion durante la fase
de oscuridad (van Luijtelaar y Coenen, 1988, 1986).

Este modelo animal responde de manera adecuada a los farmacos antiausencias
incluyendo etosuximida, trimetadiona y acido valproico, pero presenta exacerbacion
de las crisis epilépticas por farmacos anticonvulsivos como carbamazepina,
difenilhidantoina, tiagabina y vigabatrina (Coenen y van Luijtelaar, 2003; Depaulis y
van Luijtelaar, 2005). Se ha observado ademas que diversos neurotransmisores
pueden participar en la patogenia de estas crisis, ya que los agonistas para el
glutamato, el GABA y los antagonistas para la dopamina y la noradrenalina
incrementan el niamero de descargas, mientras que los antagonistas para el
glutamato y el GABA y los agonistas de dopamina presentan el efecto opuesto
(Coenen y van Luijtelaar, 2003).

Los avances mas recientes muestran que la rata WAG/RIj presenta un foco
epiléptico en las capas V y VI de la regién perioral en la corteza somatosensorial
primaria (Coenen y van Luijtelaar, 2003; Russo et al., 2016). De hecho, se ha
descrito que la hiperexcitabilidad de esta region se debe tanto a una disminucién en
la transmision GABAérgica como un incremento en la transmision glutamatérgica y
una sobreexpresion de canales de Na* como Nav1.1y Nav1.6 (Russo et al., 2016).

Este modelo animal presenta comorbilidades como la depresién crénica de bajo
grado o distimia, lo que ha permitido estudiar la posible relacién entre este trastorno
y las crisis de ausencia (Russo et al., 2016; van Luijtelaar y Coenen, 2009).

c) Laratataiep

Durante la década de los afios 80’s del siglo pasado el Dr. Bjérn Holmgren y sus
colaboradores obtuvieron mediante cruces endogamicos una cepa con una alta
frecuencia de bostezo a partir de la rata Sprague-Dawley (SD) en el Laboratorio de
Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor del Instituto de Fisiologia de la
Benemeérita Universidad Autonoma de Puebla, en Puebla, México. Algunas de estas
ratas presentaron de manera espontanea un temblor fino de la cola y de la region
proximal de las patas traseras. Los sujetos fueron reproducidos endogamicamente
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para fijar esta caracteristica, obteniéndose un mutante de mielina con
caracteristicas excepcionales (Holmgren et al., 1989).

Debido a las caracteristicas presentadas, esta sublinea de la rata SD se nombro
taiep, que es el acronimo de los signos motores que presenta: temblor, ataxia,
inmovilidad, epilepsia y paralisis (Holmgren et al., 1989).

La rata taiep se caracteriza por un sindrome neuroldgico de aparicién secuencial: a
los 30 dias de vida se presenta un temblor intencional en la cola y las extremidades
posteriores; a partir de los 120 dias de vida se presenta ataxia; a continuacion se
presentan episodios de inmovilidad, que se caracterizan por la pérdida subita de la
conciencia y de los reflejos de soporte postural (Cortés et al., 2005; Holmgren et al.,
1989). A partir de los 6 meses de vida el animal presenta una susceptibilidad a la
aparicién de crisis epilépticas inducidas por un estimulo auditivo intenso y finalmente
se presenta una paralisis progresiva de las extremidades posteriores del animal
después del afio de edad (Foote y Blakemore, 2005; Holmgren et al., 1989).

Para determinar un patron de actividad cerebral se realizaron registros de EEG
donde se mostré una serie de rafagas de ondas sincronicas de 6-7 Hz con una
amplitud de 200 a 1,000 pV (Cortés et al., 2005; Eguibar y Cortés, 2010b). El Dr.
Eguibar y la Dra. Cortés en 2010 describieron que este patrén de ondas sincrénicas
se trataba de las tipicas descargas espiga-onda presentes en las crisis de ausencia
en seres humanos y en otros modelos animales de esta patologia (Eguibar y Cortés,
2010b; véase Figura 7).

Estas descargas se presentan con una frecuencia de 5 a 8 Hz, una duracién media
de 5.7 segundos y con un promedio de 68 crisis por hora (Eguibar y Cortés, 2010b).
En el registro electroencefalogréfico estas descargas se presentan de manera
subita y una vez finalizadas el EEG regresa a su estado basal (Eguibar y Cortés,
2010Db). Las crisis de ausencia se presentan de manera inicial hacia los 3 meses de
edad en machos, mientras que en las hembras comienzan hasta los 6 meses,
alcanzando su pico maximo a los 9 meses (Cortés et al. 2021, manuscrito en
preparacion). La mayoria de estas descargas se presentan durante la fase de
oscuridad, en vigilia quieta y se encuentran presentes durante el resto de la vida del
animal (Eguibar y Cortés, 2010Db).

En cuanto a la conducta animal, es caracteristico que durante una crisis de
ausencia, la rata manifiesta una detencion subita de sus movimientos, presentando
mirada fija, similar a la breve pérdida de la conciencia que se presenta en las crisis
de ausencia, una vez terminadas las descargas el animal vuelve a desplegar la
conducta previa a la crisis (Eguibar y Cortés, 2010b; Cortés, et al., 2021, manuscrito
en preparacion).
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Figura 7. Comparacion morfolégica de las descargas espiga-onda en humanos, la rata
GAERS, la rata WAG/RIj y la rata taiep. A. Se muestra un registro electroencefalografico de un
humano durante una crisis de ausencia de aproximadamente tres segundos de duracion y una
version amplificada con las lineas punteadas. B. Se muestra un registro de electrocorticograma de
una rata GAERS durante una crisis de ausencia y una amplificacién de una seccion de un segundo.
C. Se puede notar un registro de EEG en una rata WAG/RIj con la presencia de descargas espiga-
onda, amplificadas en la parte inferior. D. Un registro electroencefalografico de una rata taiep durante
una crisis de ausencia, que se amplificé en la parte inferior para observar la morfologia similar con
respecto al humano y los demas modelos animales. Modificada de D’Amore et al., 2014 & Depaulis
y Charpier, 2018.

La rata taiep presenta una respuesta farmacoldgica similar a los humanos con crisis
de ausencia, siendo la etosuximida el farmaco mas eficaz para reducir la frecuencia
y duracion de las descargas (Callejas, 2009), asi como la administracién de acido
valproico y lamotrigina disminuyen también significativamente las crisis de ausencia
(Corona, 2012, Cortés et al., 2021, manuscrito en preparacion).

Se ha observado ademas que la administracion sistémica de un agonista del
receptor GABAa, el gaboxadol, incrementa la duracion y la frecuencia de estas
descargas; y por el contrario la administracion sistémica de bicuculina, un
antagonista del receptor GABAa, reduce significativamente la cantidad de
descargas epilépticas presentadas (Ibarra, 2018).
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2.3.3 Influencia hormonal en las crisis de ausencia

A diferencia de los humanos, donde la mayoria crisis de ausencia suelen
presentarse principalmente en la infancia y remiten antes de la pubertad, en la
mayoria de los modelos animales genéticos las crisis de ausencia persisten a lo
largo de su vida (Jarre et al., 2017).

Esto ha permitido estudiar el desarrollo de esta patologia en diversas etapas del
desarrollo o condiciones funcionales como son, la diferenciacion sexual, la madurez,
el ciclo estral o periodos hormonales especificos como el embarazo y la lactancia
en las hembras (Russo et al., 2016; Tolmacheva et al., 2004).

En la diferenciacion sexual se ha mostrado en los modelos de AY-9944 y en el de
bicuculina, que las hembras muestran una mayor sensibilidad a la aparicidon de crisis
de ausencia, y estas presentan una duracion y frecuencia mayor en comparacion
con los machos (Matéjovska et al., 1998; Persad et al., 2002). En sentido opuesto,
los machos de las cepas endogamicas Fischer 344 y Noruegas Marron (Brown
Norway) son los que presentan una mayor frecuencia y duracién de las descargas
espiga-onda (Jando” et al., 1995). De manera similar, las ratas taiep machos de 3
meses presentan una mayor cantidad de crisis de ausencia con respecto a las
hembras de la misma edad (Cortés et al., 2021, manuscrito en preparacion).

En relacion a este dimorfismo sexual, la testosterona ha mostrado tener un efecto
dual, ya que si se realiza orquiectomia en la etapa neonatal las crisis de ausencia
disminuyen considerablemente en la vida adulta, mientras que si este procedimiento
se realiza en la etapa adulta las crisis se incrementan de manera significativa
(Cortés et al., 2021, sometido a consideracion editorial; van Luijtelaar et al., 1996).
A su vez, con la administracion sistémica de testosterona la cantidad de crisis
disminuye durante la primera hora, sin embargo estas incrementan en las siguientes
2 horas (Van Luijtelaar et al., 2009).

Por otra parte, la evidencia actual indica que el 17- estradiol, el principal estrégeno
circulante, no modifica la presentacion de las crisis de ausencia, al menos en lo que
respecta a las hembras WAG/RIj (Van Luijtelaar et al., 2009; van Luijtelaar et al.,
2001). Sin embargo, un hallazgo reciente en las ratas taiep indica que esta hormona
puede reducir la duracién de las descargas espiga-onda en los machos durante las
primeras horas tras su administracion, presentando un efecto contrario a las 12
horas (Grados, 2019).

La progesterona ha mostrado tener un mayor efecto en este tipo de epilepsia ya que
es capaz de incrementar la frecuencia y duracion de las crisis de ausencia tipicas,
asi como las crisis atipicas tanto en hembras como en machos (Persad et al., 2004;
van Luijtelaar et al., 2003, 2001). Este efecto parece deberse a uno de sus
metabolitos llamado alopregnanolona (3a,5a-tetrahidroprogesterona), un
neuroesteroide con accion agonista para el receptor GABAa, dado que si esta
sustancia se administra directamente tanto local como de manera sistémica, se
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obtienen efectos similares que al administrar la hormona directamente
(Budziszewska et al., 1999; Van Luijtelaar et al., 2009).

También se ha demostrado que la progesterona influye en la presentacion de las
crisis de ausencia durante el ciclo estral, ya que su pico maximo de secrecion, en
las primeras horas de la noche del proestro, se relaciona con la mayor cantidad de
crisis que presentan las ratas en este periodo (Persad et al., 2004; van Luijtelaar et
al., 2001; vease Figura 8). Si bien, durante este ciclo existe una variacion
considerable en los niveles plasmaticos de otras hormonas, ninguna de estas se ha
podido correlacionar con las variaciones ciclicas que presentan las crisis de
ausencia en estos modelos animales (Persad et al., 2004; van Luijtelaar et al., 2014,
2001, véase Figura 8).
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Figura 8. Variacién en el numero de crisis de ausencia durante un ciclo estral. Se puede
observar que el niumero de crisis de ausencia presenta variaciones en su frecuencia con el ciclo
circadiano. Sin embargo, la mayor influencia se presenta con el ciclo estral, donde estas crisis
incrementan de manera considerable durante la etapa de proestro. Como se observa en la grafica
inferior, en esta misma etapa se presenta el pico maximo de secrecién de progesterona,
correlacionandose con la cantidad méaxima de crisis de ausencia; los picos maximos de secrecioén de
estradiol y prolactina no se asocian a cambios significativos en la cantidad de crisis. Elaborada a
partir de Butcher et al., 1974; Pawluski et al., 2009 & van Luijtelaar et al., 2001.

Debido a la informacién de estos modelos animales, ahora se conoce el
comportamiento de las crisis de ausencia durante periodos reproductivos como el
embarazo y la lactancia. Estudios llevados a cabo en la rata WAG/RIij han mostrado
gque el numero de crisis que presentan las hembras prefiadas disminuye
considerablemente durante las primeras 2 semanas de embarazo (Tolmacheva et
al., 2004). Sin embargo, durante la tercera y ultima semana del embarazo estas
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crisis se incrementan significativamente con un comportamiento de apariencia
exponencial (Kovacs et al., 2017; Tolmacheva et al., 2004; véase Figura 9).

De hecho, posterior al parto las crisis disminuyen de manera considerable
nuevamente, alcanzando los valores preparto hacia la segunda semana de
puerperio (Kovacs et al., 2017). A la fecha no se ha establecido una relacion directa
entre estos cambios y las variaciones plasméticas de estradiol o progesterona, sin
embargo, otras hormonas que también muestran variaciones durante estos
periodos, como la oxitocina o la prolactina podrian ser responsables de algunas de
estas modificaciones en las crisis de ausencia (Kovacs et al., 2017; véase Figura
9).
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Figura 9. Variacion en la cantidad de crisis de ausencia durante el embarazo y la lactancia en
la rata. Se puede observar que durante las primeros 15 dias de embarazo la cantidad de crisis
disminuye considerablemente, sin embargo hacia el final del embarazo las crisis incrementan su
frecuencia, alcanzando un maximo en el dia 21. En relacién a los niveles plasméticos de diversas
hormonas, la progesterona y el estradiol no se relacionan con el comportamiento de las crisis. Sin
embargo, la prolactina y la oxitocina presentan picos de secrecidn hacia el dia 21. Elaborada a partir
de Butcher et al., 1972; Pawluski et al., 2009 & Tolmacheva et al., 2004.
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2.4 Prolactina

La prolactina (PRL) es una hormona producida por la adenohipdfisis, de las 6
hormonas provenientes de esta glandula, esta fue la primera en ser identificada y
purificada (Horseman y Gregerson, 2016). En 1928, Stricker y Grueter investigaban
las propiedades gonadotrépicas de la adenohipdfisis mediante la inyeccion de
extractos de esta glandula en conejas seudoprefiadas, pero reportaron ademas que
los animales maduraron sus glandulas mamarias hasta la produccién y secrecion
de leche (Meites, 1988; Stricker y Grueter, 1928).

Este hallazgo particular fue replicado y confirmado en otras especies animales como
son la rata, la cabra, el cobayo e incluso en palomas, donde el extracto de
adenohipofisis permitia la produccion de leche de buche (Meites, 1988; Riddle et
al., 1933). Precisamente de la hipdfisis de este ultimo animal se logré aislar y
purificar en 1933 una proteina con la misma capacidad para promover la lactancia,
motivo por el cual se le dio el nombre de prolactina (Riddle et al., 1933).
Posteriormente se logré aislar esta misma hormona en diversos roedores y
primates, pero no fue hasta 1971 que se logré aislar la prolactina humana (PRLh)
mediante radioinmunoensayos de extractos de glandulas pituitarias humanas
(Lewis et al., 1971).

Actualmente se sabe que la PRL se encuentra presente en una gran diversidad de
animales incluyendo peces, anfibios, reptiles y mamiferos (Brooks, 2012; Freeman
et al., 2000). Ademas de la produccién de leche, esta hormona posee efectos en el
desarrollo y crecimiento del organismo, la reproduccion, la osmorregulacion,
diversas funciones metabdlicas y también en la conducta, actuando practicamente
en la totalidad del organismo, motivo por el que se propuso en cierto momento
renombrar a esta hormona como “omnipotina” o “versatilina” (Freeman et al., 2000).

2.4.1 Estructura

La prolactina es una hormona peptidica conformada por una cadena simple de 199
aminoacidos en humanos y 197 en ratas y ratones, posee tres enlaces disulfuro
entre sus residuos de cisteina en las posiciones Cis4-Cisll, Cis58-Cisl74, y
Cis191-Cis199; y tiene un peso molecular de 23kDa (Barman et al., 2013; Freeman
et al., 2000; véase Figura 10-A). El gen que codifica para su produccion se
encuentra localizado en el cromosoma 6 para los humanos y en el cromosoma 17
en ratas (Marano y Ben-Jonathan, 2014).

El modelo propuesto actual sugiere que la estructura tridimensional adoptada por la
PRL contiene 4 a-hélices dispuestas de manera antiparalela (Freeman et al., 2000;
véase Figura 10-B).
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Figura 10. Estructura de la prolactina humana. A. Estructura en cadena con su extremo amino-
terminal (N) y su extremo carboxi-terminal (C), se muestra con lineas la presencia de sus enlaces
disulfuro. B. Estructura tridimensional conformada por 4 o-hélices unidas por asas interhélice.
Modificada de Gregerson, 2006 & Horseman y Gregerson, 2016.

La estructura de la PRL puede presentar modificaciones postransduccionales,
afectando su estabilidad, vida media, su unién al receptor y su actividad bioldgica
(Ben-Jonathan et al., 2008). Al unirse a la inmunoglobulina IgG forma un complejo
denominado macroprolactina, con un peso molecular de 150 a 170 kDa y una vida
media mas larga, aunque posee una minima actividad biolégica, su alto peso
molecular la mantiene en el espacio intravascular (Fahie-Wilson et al., 2005). Asi
mismo, la glicosilacion de PRL da lugar a una molécula de 25 kDa que posee una
baja afinidad a su receptor y debido a la dificultad para escindir su vida media puede
ser dos veces mayor (Ben-Jonathan et al., 2008; Fahie-Wilson et al., 2005).

En 1980 se dieron a conocer también diversas formas escindidas de PRL que
poseen un peso molecular de 14 a 17 kDa a las que se les dio el nombre de
vasoinhibinas, debido a que se ha demostrado que poseen actividad
antiangiogénica en diversos tejidos del organismo (Clapp et al., 2006; Mittra, 1980).

2.4.2 Sintesis y regulacién de su secrecion

El principal sitio de produccién de la PRL corresponde a las células lactotropas de
la adenohipdfisis, las que representan del 10 al 50% del total de células secretoras
en dicha glandula, dependiendo del sexo y la especie animal (Barman et al., 2013;
Freeman et al.,, 2000). Se localizan principalmente en la porcién lateroventral y
adyacente al I6bulo intermedio de la hipéfisis (Barman et al., 2013; Freeman et al.,
2000; véase Figura 11). Estas células poseen actividad eléctrica espontanea que
genera fluctuaciones en el potencial de membrana en reposo, lo que permite la
entrada de Ca?* extracelular (Lingle et al., 1986), facilitando la fusiéon de las
vesiculas con la membrana celular y la secrecion continua de PRL mediante
exocitosis (Grattan y Tissier, 2015; Gregerson, 2006).

Se han reportado en el organismo multiples sitios capaces de producir PRL,
responsables de hasta un 20% de la hormona circulante activa (Bole-Feysot et al.,
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1998). Dentro de estos se incluyen las células epiteliales de la glandula mamaria, la
placenta, la decidua y el miometrio uterino (Grattan y Tissier, 2015; Marano y Ben-
Jonathan, 2014). En el SNC se ha reportado presencia de PRL en regiones como
el hipotalamo, la amigdala, el talamo, la corteza cerebral, el hipocampo, el cerebelo
y el tallo cerebral (Cabrera-Reyes et al., 2017). También se ha detectado la
presencia de PRL en sitios diversos como los foliculos pilosos, queratinocitos, tejido
adiposo visceral, coclea, asi como algunas lineas celulares de linfocitos (Frantz,
1978; Freeman et al., 2000; Marano y Ben-Jonathan, 2014).

El hipotalamo ejerce principalmente un efecto inhibitorio en la secrecién de esta
hormona mediante la accién de la dopamina, una catecolamina que es secretada
por las neuronas de la region tuberoinfundibular, las neuronas tuberohipofisiales y
las neuronas del nacleo periventricular y es transportada hacia la adenohipéfisis a
través del sistema portal hipotdlamo-hipofisiario 0 mediante venas portales
conectoras cortas (Grattan y Tissier, 2015; véase Figura 11).
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Figura 11. Control hipotalamico de la secrecién de la prolactina por la adenohipéfisis. Se
puede notar que las neuronas de la regién tuberoinfundibular liberan dopamina cerca de la eminencia
media y llega a las células lactétropas por medio del sistema porta hipotalamo-hipofisiario, mientras
que las neuronas del nucleo paraventricular la liberan en la hipéfisis posterior y llega a la hipofisis
anterior a través de venas portales conectoras cortas. Modificada de Melmed y Jameson, 2018.

Existen ademéas multiples sustancias y estimulos que pueden favorecer o inhibir la
secrecion de PRL. Dentro de los factores promotores se encuentran: la hormona
liberadora de tirotropina, la grelina, el péptido intestinal vasoactivo, la angiotensina
I, el estradiol, los opioides enddgenos, la serotonina, la vasopresina, la sustancia
P, la oxitocina, el neuropéptido Y, y la calcitonina, asi como también se favorece su
produccion por el estimulo de succion del pezon, el llanto de las crias y el estrés
fisico (Grattan y Tissier, 2015). Por el contrario, los factores inhibitorios incluyen:
noradrenalina, GABA, histamina, somatostatina, orexina A, oxido nitrico, asi como
el olor de las feromonas masculinas (Freeman et al., 2000; Grattan y Tissier, 2015).
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2.4.3 Transporte en sangre y variaciones en su concentracion

La PRL circula en sangre principalmente unida a proteinas, tanto en seres humanos
(Kline y Clevenger, 2001), como en ratas (Cohen et al., 1993), posee una vida media
de 25 a 50 minutos y es depurada principalmente por el higado y el riidn (Gardner
y Shoback, 2012). En seres humanos, tanto en hombres como mujeres, la
concentracion plasmatica basal normal esta por debajo de 15 a 20 ng/mL, mientras
que las ratas presentan un dimorfismo sexual en su concentracién (Gardner y
Shoback, 2012; Grattan y Le Tissier, 2015).

La PRL en las ratas macho no suele presentar valores mas alla de los 10 ng/mL, sin
embargo, en las ratas hembra su valor varia ampliamente con el ciclo estral,
comportandose de manera similar a los machos durante las etapas de metaestro y
diestro, mientras que al final de la etapa de proestro y de estro alcanza picos de
secrecion que pueden llegar a los 200-300 ng/mL (Butcher et al., 1974; Grattan y Le
Tissier, 2015; Taya e Igarashi, 1973; véase Figura 12).
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Figura 12. Patron de secrecién de prolactina en ratas hembra durante el ciclo estral. Se puede
notar que la prolactina mantiene una concentracion plasmatica constante en metaestro, diestro y la
primera fase del proestro. Sin embargo, se presenta un pico maximo de secrecion al final de la etapa
de proestro y posteriormente se mantiene una ligera meseta también durante la etapa de estro.
Elaborada a partir de Butcher et al., 1974 & Taya e lgarashi, 1973.

La secrecion de PRL es episddica, conservando una secrecién basal durante la
vigilia, mientras que durante el suefio se presenta un incremento progresivo en su
secrecion, alcanzando un pico maximo en las 2 ultimas horas del suefio (Gardnery
Shoback, 2012). En humanos, los picos de secrecidén ocurren en las ultimas horas
de la noche, mientras que en la rata suceden en la etapa final de la tarde (Bertani
et al., 2010; Gardner y Shoback, 2012; Sassin et al., 1972; véase Figura 13).

Durante el embarazo y la lactancia se presenta un incremento muy marcado en la
concentracion plasmatica de esta hormona, alcanzando valores de hasta 300 a 400
ng/mL en mujeres en el ultimo trimestre del embarazo y al momento del parto,
disminuyendo gradualmente durante el puerperio, aunque durante los periodos de
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lactancia se alcanzan picos que van de los 100 a 200 ng/mL (Battin et al., 1985;
Sadovsky et al., 1977; véase Figura 14-A).

En las ratas, la PRL presenta picos de secrecion nocturnos de 250 a 300 ng/mL
durante los primeros 10 dias de su prefiez, sin embargo, durante el resto del
embarazo su concentracién disminuye hasta ser casi imperceptible, elevandose
nuevamente en el momento del parto, alcanzando picos de hasta 400 ng/mL en el
momento de amamantamiento de las crias (Amenomori et al., 1970; Butcher et al.,
1972; véase Figura 14-B).
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Figura 13. Secreciéon de prolactina en un periodo de 24 horas. A. Se muestra la concentracion

plasmatica de prolactina en humanos en un periodo de 24 horas. La mayor concentracién se
presenta en la fase de oscuridad con 2 picos notorios a las 4 y 7 horas. B. Se muestra la
concentracién plasmética de prolactina en ratas macho. La mayor secrecion se presenta durante la
fase de luz, con un pico a las 18 horas. Panel A elaborado a partir de Sassin et al., 1972. Panel B
elaborado a partir de Bertani et al., 2010
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Figura 14. Patr6n de secrecién de prolactina en el periodo de embarazo y de lactancia. A. En
mujeres la prolactina incrementa su concentracién plasmatica durante el embarazo, alcanzando un
valor maximo en el momento del parto, disminuyendo progresivamente hasta alcanzar sus valores
basales, se observan 4 picos secretorios en el puerperio correspondientes a los periodos de lactancia
(lineas punteadas). B. En ratas prefiadas se presentan elevaciones marcadas en la concentraciéon
de prolactina durante los primeros 10 dias de embarazo, posteriormente disminuye su concentracion
en el resto del embarazo y se eleva nuevamente durante la lactancia. Se muestran también 4 picos
de secrecién que corresponden a la concentracion alcanzada en el amamantamiento de las crias
(lineas punteadas). Panel A elaborada a partir de Battin et al., 1985 & Sadovsky et al., 1977. Panel
B elaborada a partir de Amenomori et al., 1970 & Butcher et al., 1972.
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2.4.4 Receptor y sefializacion intracelular

El receptor para la PRL (PRL-R) es una proteina transmembranal que pertenece a
la clase | de la superfamilia de receptores de citocinas, por su homologia estructural
se han descrito tres formas principales, la forma larga (PRL-RI) y la forma intermedia
(PRL-Ri) que son las que median las funciones de la PRL, y la forma corta (PRL-
Rc) que actia como un receptor inhibidor de la misma hormona (Ignacak et al.,
2012). La activacion de la isoforma corta suprime los efectos de la activaciéon de la
isoforma larga e intermedia, ademas, al unirse con las otras isoformas forma
heterodimeros no funcionales (Ignacak et al., 2012).

El receptor de PRL esta conformado por tres dominios, uno de unién a ligando
extracelular, uno transmembranal y uno citoplasmatico para la transduccion de
sefal. El dominio intracelular presenta dos regiones asociadas con la tirosina cinasa
Janus 2 (Jak2) que posee la capacidad de fosforilar una gran cantidad de proteinas,
modificando su funcién (Freeman et al., 2000; Ignacak et al., 2012).

Para ejercer sus efectos la PRL requiere de la dimerizacion de su receptor, una vez
gue se une, se genera una sefial que es enviada al dominio interno generando un
cambio conformacional (Freeman et al., 2000). Esto permite a la cinasa Jak2
activarse mediante un proceso de transfosforilacion, y fosforilar los residuos de
tirosina del receptor, lo que facilita la union de un tipo especial de proteinas
transductoras de sefal y activadoras de transcripcion (STAT, de sus siglas en
inglés: Signal Transducer and Activator of Transcription), principalmente las
isoformas STAT5ay STAT5b (Grattan y Tissier, 2015).

Las proteinas STAT son fosforiladas por la Jak2, lo que las separa del receptor y
les permite formar un dimero que se transloca al nucleo celular en donde activa un
promotor de genes conocido como secuencia activada por interferén-y (GAS, de sus
siglas en inglés) que regula la expresion de diversos genes para la sintesis de
proteinas que variardn dependiendo del tejido blanco (Grattan y Tissier, 2015;
Ignacak et al., 2012; véase Figura 15).

La PRL es capaz de activar otras vias de sefializacion incluyendo la cascada de la
protein-cinasa activada por mitdogenos (MAPK, de sus siglas en inglés) y la
fosfatidilinositol-3-cinasa (PI3K) con efectos a nivel membranal, intracelular e
intranuclear (Freeman et al., 2000; Grattan y Tissier, 2015; véase Figura 15).

Este receptor se expresa en la glandula mamaria, tanto en el epitelio como en el
estroma mamario, aunque también se ha demostrado la presencia del PRL-R en
diversos tejidos entre los cuales se incluye ovario, corazén, pulmén, higado,
pancreas, riidn, muasculo esquelético, glandulas suprarrenales, testiculos, préstata,
piel, y diversas estructuras del SNC (Frantz, 1978; Freeman et al., 2000).
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Figura 15. Vias de transduccién de sefiales que median la accién de la prolactina (PRL) al
unirse a su receptor (PRL-R) en diferentes tejidos. Del lado izquierdo se puede observar la via
clasica donde la cinasa Janus 2 (Jak2), fosforila a las proteinas transductoras de sefial y activadoras
de transcripcién (STAT) que forman un dimero que se trasloca al nlcleo y activa al promotor de
genes GAS (secuencia activada por interferén-y,). En el centro se ilustra la cascada de sefializacion
de la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI13K); del lado derecho se observa la cascada de sefializacion de
las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK). Todas las vias culminan con la transcripcion
génica para sintesis de nuevas proteinas. IRS: secuencia del sustrato receptor de insulina, Akt:
proteina cinasa B, SHC: proteinas transductoras de sefial, Grb2: receptor del factor de crecimiento
2, SOS: factores de intercambio de nucleétidos, RAS: proteina asociada a sarcoma de rata, Raf:
quinasa de fibrosarcoma acelerado rapidamente, MAPK K: quinasa de MAPK. Modificada de Grattan
y Tissier, 2015.

2.4.5 Funciones

La PRL es la hormona hipofisiaria con la mayor cantidad de funciones descritas,
para la década de los 70’s del siglo pasado ya se conocian mas de 85 funciones y
para finales del siglo pasado se habia determinado que esta hormona poseia mas
de 300 funciones bioldgicas independientes (Bole-Feysot et al., 1998).

Se ha demostrado que esta hormona puede actuar por la via endocrina clasica,
aunque también actla de forma autocrina y paracrina como un factor de
crecimiento, un inmunomodulador e incluso un neurotransmisor (Bole-Feysot et al.,
1998; Cabrera-Reyes et al., 2017).

Para su estudio, los efectos de la PRL a nivel sistémico pueden dividirse en cuatro
categorias especificas: regulacion hidroelectrolitica, crecimiento y metabolismo,
inmunomodulacién y reproduccion; mientras que sus efectos en el sistema nervioso
central requieren una consideracion especial.
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= Regulacién hidroelectrolitica.

La PRL tiende a generar un balance positivo en los liquidos corporales, ya que
favorece de manera inicial la absorcién de agua y electrélitos como Ca?*, Nat, K*y
CI en los enterocitos del duodeno, yeyuno e ileon asi como en la porcién inicial del
intestino grueso (Bole-Feysot et al., 1998; Mainoya et al., 1974). Ademas, en el rifidn
induce hipertrofia tanto de los tibulos como del glomérulo de la nefrona y a su vez,
estimula la actividad de la bomba Na*/ K* ATPasa, favoreciendo la reabsorcion de
Na* que conlleva a la reabsorcién de agua (Bole-Feysot et al., 1998; Richardson,
1973).

= Crecimiento y metabolismo.

Una de las acciones mas descritas de la PRL es la proliferacién celular, esta
hormona estimula el crecimiento de los melanocitos y queratinocitos en la piel, asi
como de los foliculos pilosos, donde es responsable, por ejemplo, de los cambios
estacionales en el crecimiento del pelaje en animales como ciervos y cabras
(Bernard et al., 2019; Curlewis et al., 1988). Otras lineas celulares donde la PRL
ejerce la funcion de hipertrofia e hiperplasia son los miocitos vasculares,
hepatocitos, enterocitos, células f pancreéticas, astrocitos, linfocitos y las células
del estroma mamario (Bole-Feysot et al., 1998).

Esta hormona estimula el metabolismo energético al incrementar la actividad de la
lipasa de lipoproteinas en el tejido adiposo y el higado, donde ademas favorece la
produccion y secrecion del liquido biliar (Bole-Feysot et al., 1998; Liu et al., 1992).
En lo que respecta al metabolismo de glucosa, estimula la funcién de la enzima
glucogeno fosforilasa en el hepatocito, de la enzima glucocinasa y del transportador
GLUT-2 en el tejido pancreético, favoreciendo la secrecion de insulina (Bernard et
al., 2019; Weinhaus et al., 1996). Ademas, se ha observado que participa en la
resorcion O6sea durante la lactancia para mantener las concentraciones séricas
adecuadas de Ca?* para la produccién de leche (Bernard et al., 2019).

= |nmunomodulacién.

En la inmunidad celular, se ha descrito que la PRL favorece la proliferacién de
linfocitos T y B asi como incrementa la produccion de IgG e IgM, IFN-y y la expresion
de receptores para citocinas (Freeman et al., 2000; Savino, 2016). A su vez, esta
hormona también induce la activacion de macrofagos y células NK (Natural Killer)
incrementando ademas su secreciéon del anion superoxido (O2) y del 6xido nitrico
(NO; Bole-Feysot et al., 1998). Finalmente, en los tejidos linfaticos como el timo y el
bazo, la PRL estimula su hipertrofia y su actividad inmunoestimulatoria, mientras
que en la glandula mamaria favorece ademas la secrecion de IgA por las células
plasmaticas (Savino, 2016).
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= Reproduccion.

El principal efecto de la prolactina radica en las glandulas mamarias donde ejerce
sus acciones en dos etapas distintas de la vida: la pubertad y el embarazo (Bachelot
y Binart, 2007; Bernard et al., 2019). Durante la pubertad la PRL estimula el
desarrollo de las ramas ductales y las yemas alveolares de la glandula mamaria
(Grattan y Le Tissier, 2015). Por otra parte, en la etapa de embarazo favorece la
conversion de las yemas alveolares en lobulos alveolares incrementando la
captacion de aminoéacidos y glucosa por las células del estroma mamario para la
produccion de los constituyentes de la leche (Bachelot y Binart, 2007; Molina et al.,
2013).

En el ovario la PRL favorece el desarrollo y la maduracion de los ovocitos, mientras
que una vez fecundado, promueve la implantacion del blastocisto en el utero y el
mantenimiento del cuerpo luteo durante el embarazo al estimular la produccion de
progesterona (Bole-Feysot et al., 1998; Grattan y Le Tissier, 2015).

En los machos, la PRL incrementa la produccion de andrégenos en las células de
Leydig, y la velocidad de la espermatogénesis en las células de Sertoli (Bole-Feysot
et al., 1998). En los espermatozoides reduce el periodo de capacitacion, incrementa
su metabolismo energético y estimula su motilidad en el liquido espermatico
(Fukuda et al., 1989). Asi mismo, la PRL incrementa la actividad metabdlica y la
funcionalidad de la préstata, el epididimo y las vesiculas seminales, favoreciendo la
produccion de liquido espermatico con altas concentraciones de lipidos y acido
citrico (Bole-Feysot et al., 1998; Costello y Franklin, 1994).

2.4.6 Prolactina en el sistema nervioso central.

En 1968 surgio la primera evidencia de que la PRL podria tener efectos en el SNC,
cuando Clemens y Meites demostraron que la hormona era capaz de inhibir su
propia secrecion en la hipofisis, si se administraba directamente en el hipotalamo
(Clemens y Meites, 1968). Sin embargo, para que ocurriese este mecanismo de
retroalimentacion negativa en condiciones fisioldgicas, la PRL deberia viajar por el
torrente sanguineo, atravesar la barrera hematoencefélica, alcanzar el liquido
cefalorraquideo (LCR) y entonces acceder al hipotalamo (Clemens y Sawyer, 1974).
En afos posteriores se pudo mostrar que efectivamente, esta hormona se encuentra
presente en concentraciones considerables en el LCR en diversos animales
incluyendo el ser humano, aunque la manera en que podria acceder al SNC no se
pudo dilucidar completamente (Clemens y Sawyer, 1974; Login y MacLeod, 1977).

A la fecha no se ha podido esclarecer el mecanismo preciso por el cual la PRL es
capaz de ingresar al SNC (Cabrera-Reyes et al., 2017). La principal teoria propone
gue esta hormona podria atravesar los plexos coroideos en un tipo de transporte
mediado por su propio receptor, debido a su abundante expresion en esa estructura
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vascular tanto en el ser humano como en otros mamiferos (Di Carlo et al., 1992; Lai
et al., 1992; Walsh et al., 1987). Otras teorias apuntan hacia un flujo retrogrado
desde la adenohipdfisis, la entrada a través de un receptor no identificado o su
produccion en estructuras neuronales y su circulacion a través de las venas
cerebrales (Cabrera-Reyes et al., 2017; Marano y Ben-Jonathan, 2014).

En diversos animales, especialmente roedores la PRL puede sintetizarse en otras
areas del SNC como son los nucleos supradptico, paraventricular, ventromedial y
dorsomedial del hipotalamo, el tdlamo, el hipocampo, la amigdala, el bulbo olfatorio
e incluso algunas areas de la corteza prefrontal y parietal, el cerebelo y el tallo
cerebral (Cabrera-Reyes et al., 2017; Paut-Pagano et al., 1993; véase Figura 16).
Cabe aclarar que hasta este dia solo existe un estudio que ha mostrado de manera
experimental la produccién de PRLh por células endoteliales cerebrales humanas
(Yang et al., 2013), mientras que la produccién de esta hormona en otras areas del
SNC del ser humano aun se desconoce.

El receptor para PRL se encuentra presente en el SNC tanto de seres humanos
como de otros animales, presentando su mayor expresion en las células epiteliales
de los plexos coroideos (Bakowska y Morrell, 1997; Di Carlo et al., 1992). En el ser
humano, este receptor se encuentra presente también en hipocampo, hipotalamo,
talamo, hipofisis, ndcleo caudado, globo palido, cerebelo y corteza cerebral (Di Carlo
etal., 1992; Lai et al., 1992). En roedores, diversos estudios han permitido identificar
de manera méas especifica la expresion del PRL-R en los nudcleos supradptico,
anteroventral, anterodorsal, ventromedial, arqueado y paraventricular del
hipotalamo, los nucleos anterodorsal, intermediodorsal y paraventricular del talamo,
el ndcleo medial de la amigdala, el giro dentado y las regiones CA1, CAz y CAs (del
latin cornu Ammonis) del hipocampo, el cuerpo callosoy en las capas V y VI de la
corteza cerebral (Bakowska y Morrell, 2003, 1997; véase Figura 16).

e
°® e
®
@ o 2
o9 | (AAAA O
0% e °
o 20 3° Ventriculo ® Cerebelo
o\%‘o
Talamo
a : o 4° Ventriculo A
ipotalamo
e ®e0
o®
@ Prolactina
Receptor

Figura 16. Expresion de prolactina y su receptor en el encéfalo de la rata. Se puede observar
gue la prolactina se produce en diversas areas del SNC de la rata, especialmente en hipotalamo,
mientras que su receptor también tiene una expresion diseminada, con su mayor cantidad en los
plexos coroideos del tercer ventriculo cerebral. Modificada de Cabrera-Reyes et al., 2017.
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Con el conocimiento de que la PRL se sintetiza en diversas areas del SNC y que
ademas su receptor se distribuye alrededor del encéfalo es evidente que esta
hormona es capaz de ejercer acciones a nivel central (Cabrera-Reyes et al., 2017;
Torner, 2016). Debido a su papel fundamental durante el periodo de lactancia, las
primeras funciones descritas de esta hormona han sido aquellas relacionadas con
la conducta materna y el mantenimiento de las condiciones fisiologicas adecuadas
que permitan la correcta alimentacion de las crias (Grattan, 2002; Torner y
Neumann, 2002).

Durante el embarazo y la lactancia la PRL favorece el inicio y mantenimiento de la
conducta materna al estimular el area predptica media, la principal estructura
relacionada con esta conducta (Numan, 1994; Pi y Grattan, 1999). A su vez, esta
hormona estimula los ndcleos ventromedial, supradptico y paraventricular del
hipotdlamo lo que favorece el apetito y aumenta la liberaciébn de oxitocina y
vasopresina. Estas acciones llevan a un incremento en la ingesta de alimento y
mayor reabsorcion de agua para una produccién adecuada de leche y su correcta
expulsion a través del reflejo de succion o de Ferguson (Augustine et al., 2017;
Moore y Brasel, 1984).

Ahora se sabe que las acciones de la PRL durante la lactancia pueden replicarse al
aplicar esta hormona de manera exdgena, por ejemplo, es posible inducir la
conducta materna en ratas hembras nuliparas tras la administracion central de PRL
(Bridges y Ronsheim, 1990; Grattan, 2002). Asi mismo, los resultados de la
hiperfagia y la secrecion de oxitocina y vasopresina se han reproducido al perfundir
esta hormona durante 5 a 7 dias en el LCR (Donner y Neumann, 2009; Noel y
Woodside, 1993; Sauvé y Woodside, 1996).

A partir de diversos cambios morfologicos reportados en el encéfalo de ratas
hembras prefiadas o en lactancia ahora se sabe de los multiples efectos de la PRL
a nivel central (Torner, 2016). Por ejemplo, esta hormona ha mostrado ser capaz de
incrementar los procesos de neurogénesis en la zona subventricular tanto de
hembras prefiadas, como de hembras nuliparas e incluso de machos (Shingo et al.,
2003). Este proceso se ve facilitado también en el hipocampo, donde la
administracion de PRL logra incrementar la cantidad de neuroesferas, las células
precursoras neuronales, tanto in vitro como in vivo (Torner et al., 2009; Walker et
al., 2012).

Se ha demostrado que la PRL no sélo facilita los procesos de neurogénesis, sino
gue ademas ejerce un efecto protector sobre estas células en situaciones en que el
estrés crénico pudiese generarles lesion (Torner et al., 2009). Si bien se ha descrito
gue esta accion se debe a un efecto directo sobre las células, se sabe que esta
hormona ademas disminuye la actividad del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal al
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inhibir la produccién de la hormona liberadora de corticotropina en el hipotalamo
(Gustafson et al., 2017b, 2017a).

Esta neuroproteccidén sobre las neuronas hipocampales se presenta también ante
otros mecanismos como la excitotoxicidad inducida por glutamato (Cabrera et al.,
2009; Vanoye-Carlo et al., 2008). En un modelo animal de epilepsia inducida por
acido kainico (AK), un agonista del glutamato, se ha mostrado que el tratamiento
previo con PRL disminuye la magnitud de la neurodegeneracion que esta sustancia
provoca y a su vez atenua la intensidad de las convulsiones presentadas (Morales,
2011; Tejadilla et al., 2010).

Recientemente se ha observado que la PRL actuaria también como una sustancia
de neurorescate, dado que la pérdida neuronal inducida por AK se ve atenuada
cuando la PRL se administra posterior a la lesiébn con AK (Reyes-Mendoza y
Morales, 2016).
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2.5 Participacion de la prolactina en condiciones patoldgicas

La prolactina es conocida especialmente por su funcién estimulatoria en las
glandulas mamarias, donde favorece la proliferacion y diferenciacion celular y la
sintesis de leche materna (Horseman y Gregerson, 2016). Sin embargo, la
participacion de esta hormona en diversos procesos fisiologicos a nivel periférico y
central muestran que se trata de un factor pleiotrépico necesario para el adecuado
funcionamiento de nuestro organismo (Bernard et al., 2019). Debido a este papel
fundamental de la PRL en la modulacion de multiples procesos orgénicos, el
desbalance de los mecanismos que regulan su secrecion se ha asociado con la
aparicién de ciertas condiciones mérbidas y patologicas (Chang y Copperman,
2019).

La deficiencia de PRL es una condicién patolégica rara y poco estudiada, las
principales causas de este padecimiento se asocian con la disminucion de la
secrecion de las células lactotropas en la adenohipdéfisis, ya sea por una inhibicién
directa debida al uso de farmacos agonistas de dopamina o pérdida de estas células
por eventos traumaticos, isquémicos o de origen autoinmune (Bernard et al., 2019;
véase tabla 2). Los procesos patolégicos que lesionan a la adenohipofisis suelen
generar la pérdida no selectiva de este tejido, por lo que la sintomatologia no es
especifica de una deficiencia hormonal aislada (Diri et al., 2016). En la mayoria de
los casos en que se ha detectado una concentracién sérica disminuida de esta
hormona de manera aislada la sintomatologia asociada ha sido la pérdida de la
capacidad de lactancia en el periodo postparto, asi como alteraciones en el
desarrollo de los foliculos ovaricos, sin cambios evidentes en el ciclo menstrual
(Kauppila et al., 1987; Powe et al., 2010).

La elevacion en la concentracion plasméatica de PRL, o hiperprolactinemia, se
presenta de manera fisiol6gica durante el embarazo y la lactancia, para llevar a cabo
las funciones reproductivas asociadas al embarazo, parto y puerperio, asi como
durante la lactancia (Grattan y Le Tissier, 2015; véase tabla 2). La
hiperprolactinemia puede ocurrir también como respuesta al estimulo continuo del
pezon, tras el uso de farmacos antagonistas del receptor a dopaminay en pacientes
con insuficiencia renal cronica, debido a una disminucioén en su aclaramiento (Chang
y Copperman, 2019). Diversas circunstancias patolégicas generan un incremento
en la secrecion de esta hormona, entre las cuales el prolactinoma representa mas
del 50% de los casos; otras causas incluyen la macroprolactinemia, adenomas
pituitarios no funcionales, hipotiroidismo primario, sindrome paraneoplasico,
trastornos de origen genético y la hiperprolactinemia de origen desconocido
(Bernard et al., 2019; Vilar et al., 2008).
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Tabla 2. Etiologia de la hipoprolactinemia e hiperprolactinemia

Hipoprolactinemia ‘ Hiperprolactinemia ‘
¢+ Fisioldgica

¢ Embarazo y lactancia
¢ Secundaria

¢ Farmacos agonistas de dopamina =  Estimulacion del pezon
¢ Lesién de la glandula pituitaria = Farmacos antagonistas de dopamina
= Hipofisitis = Insuficiencia renal cronica
= Adenoma hipofisiario ¢+ Patoldgica
= Sindrome de Sheehan (necrosis =  Prolactinoma
hipofisiaria isquémica) = Macroprolactinemia
¢ Deficiencia idiopatica = Adenoma hipofisiario

= Sindrome paraneoplasico
¢+ Origen genético
¢ Origen desconocido

Elaborada a partir de Bernard et al., 2019.

El término macroprolactinemia hace referencia a la hiperprolactinemia en la que mas
del 60% de la prolactina sérica es identificada como macroprolactina, se desconoce
la causa especifica de este trastorno, se presenta con mayor frecuencia en mujeres
en edad fértil y el valor sérico promedio es mayor a 100 ng/mL (Kalsi et al., 2019).
Lo sintomas asociados a la macroprolactinemia mas frecuentes son galactorrea,
irregularidad en el ciclo menstrual, disminucion de la livido e infertilidad (Chang y
Copperman, 2019; Kalsi et al., 2019). El tratamiento con farmacos agonistas al
receptor de dopamina reduce significativamente los niveles séricos de PRL y
disminuye la severidad de la sintomatologia asociada (Kalsi et al., 2019).

La manifestacion clinica mas comun de la hiperprolactinemia es la infertilidad
secundaria a hipogonadismo hipogonadotrdpico, debido a que la PRL inhibe la
secrecion de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) a nivel hipotaldmico
(Saleem et al., 2018). Eesta inhibicion mediada por PRL es indirecta, ya que se ha
mostrado que esta hormona inhibe la actividad de las neuronas del éarea
periventricular rostral del tercer ventriculo encargadas de sintetizar kisspeptina, un
péptido recientemente descrito como el mayor estimulador conocido sobre las
neuronas secretoras de GnRH (Chang y Copperman, 2019; Grattan y Szawka,
2019). En un estudio llevado a cabo por Millar y cols. (2017) se reportd que la
infusién de kisspeptina puede restablecer la actividad del eje hipotalamo-hip&fisis-
gonadal en mujeres con infertilidad secundaria a hiperprolactinemia crénica, lo que
podria significar una alternativa terapéutica efectiva en estas pacientes.

La presencia de hiperprolactinemia como comorbilidad asociada a diversas
condiciones patoldgicas ha sido estudiada ampliamente, sin mostrar una relacion
directa entre esta condicion y el riesgo de presentar diabetes, cancer en general o
enfermedades de origen cardiovascular (Macotela et al., 2020; Soto-Pedre et al.,
2017; Therkelsen et al., 2016). De hecho, un estudio de Wang y cols. (2013) mostro
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gue los niveles séricos mas altos de PRL se asociaron a una menor prevalencia de
diabetes mellitus tipo 2 (DMT2). En concordancia, otras investigaciones han
mostrado que los pacientes con DMT2 presentan niveles plasmaticos de PRL
significativamente menores que los pacientes sin esta enfermedad (Balbach et al.,
2013; Manshaei et al., 2019). Este efecto podria deberse a que la PRL incrementa
la proliferacién de las células B pancreéticas, favorece la sintesis de insulina e
incrementa la funcion del transportador de glucosa tipo 2 en el tejido pancreatico,
favoreciendo la secrecion y sensibilidad a la insulina (Labriola et al., 2007; Weinhaus
et al., 1996).

Respecto al cancer de mama, algunos estudios han asociado la hiperprolactinemia
con un riesgo incrementado de presentar esta patologia (Bernichtein et al., 2010;
Tworoger y Hankinson, 2008), mientras que en otros, no se ha observado una
relacion directa entre hiperprolactinemiay este tipo de cancer (Dekkers et al., 2015).
La hiperprolactinemia en hombres no se asocia a un riesgo incrementado de
hiperplasia prostatica benigna (Colao et al., 2004), ni de cancer de prostata (Stattin
et al., 2001). En el adenocarcinoma pancreatico ductal, la expresion del receptor de
PRL se asocia a un incremento de fibrosis y progresion del epitelio neoplasico
(Tandon et al., 2019). Un estudio realizado en pacientes con carcinoma colorrectal
e hiperprolactinemia mostrd que los pacientes con tumores en los cuales el PRL-R
no estaba expresado presentaban un prondéstico menos favorable, con respecto a
aguellos en los que el PRL-R estaba presente (Bhatavdekar et al., 1994). Estos
estudios muestran que la hiperprolactinemia podria ser perjudicial para pacientes
con ciertos tipos de tumoraciones patologicas, mientras que, de manera opuesta, la
PRL podria asociarse a un efecto benéfico en otras variantes del cancer.

El efecto benéfico de la hiperprolactinemia se ha observado en otras patologias,
como en la enfermedad de injerto contra huésped en pacientes sometidos a
aloinjertos de células madre hematopoyéticas, ya que la elevacién sérica de PRL
se asocid a un incremento de citocinas proinflamatorias como son IFN-y y TNF-a y
a una mayor supervivencia a largo plazo (Parra et al., 2012). En un estudio
prospectivo llevado a cabo en mujeres con esclerosis multiple durante el periodo de
lactancia se mostrd que el mantener la lactancia materna durante al menos 2 meses
se relacionaba con una reduccién significativa del riesgo de recaidas de la
enfermedad (Langer-Gould et al., 2009). Se ha mostrado ademas que los pacientes
con esta enfermedad autoinmune en su variante remitente-recurrente presentan un
incremento en la concentracion sérica de PRL durante los periodos recurrentes
(Moshirzadeh et al., 2012; Turkoglu et al., 2016). La hiperprolactinemia en esta
enfermedad se presenta ademas con un incremento en la concentracion de esta
hormona en el liquido cefalorraquideo, especialmente en mujeres, lo que se ha
relacionado al prondstico mas favorable en estas pacientes (Markianos et al., 2010).

La PRL sérica se incrementa en otras enfermedades de origen neurolégico como la
enfermedad de Parkinson, la hipoxia cerebral, el traumatismo craneoencefalico, el
evento vascular cerebral (EVC), tanto del tipo isquémico como del tipo hemorragico,
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asi como en epilepsia (Chen et al., 2005; Huttner et al., 2013; Nitkowska et al., 2015;
Olivecrona et al., 2013). La significancia de la hiperprolactinemia en la historia
natural de estas enfermedades, sin embargo, no ha sido ampliamente estudiada
mas que en algunos modelos animales (Cabrera-Reyes et al., 2017). En el caso
particular del EVC, se ha reportado que la PRL actuaria sobre los astrocitos y las
células de la microglia presentes en la zona de penumbra isquémica para delimitar
el dafilo mediante la produccion de citocinas proinflamatorias y la formacion de una
cicatriz glial (DeVito et al., 1995; Mdderscheim et al., 2007).

En el &rea de estudio de la epilepsia, durante mas de cuarenta afios se ha sabido
que la PRL incrementa su concentracion sérica posterior a una crisis epiléptica
tonico-clénica generalizada y en otros tipos de epilepsia tanto de origen
generalizado como de origen focal (Chen et al., 2005; Trimble, 1978). A la fecha, la
hiperprolactinemia transitoria secundaria a una crisis epiléptica se utiliza
Gnicamente como un biomarcador para el diagnéstico diferencial entre epilepsia y
otras patologias de presentacion clinica similar que no presentan una elevacion
sustancial de esta hormona (Sueri et al., 2018; Wang et al., 2021).

En modelos animales de epilepsia se ha mostrado que la PRL es capaz de disminuir
la intensidad de las crisis epilépticas, asi como de disminuir las lesiones inducidas
por la excitotoxicidad en el hipocampo (Doretto et al., 2003; Morales et al., 2014;
Reyes-Mendoza y Morales, 2016). Por estos motivos, una hipotesis actual indica
que la liberacion de PRL durante una crisis epiléptica es un mecanismo
antiepiléptico enddégeno que contribuye al cese de la crisis y ademas delimita el
dafio inducido por esta patologia cerebral (Ortiz-Pérez et al., 2019).

La elevacién sérica de PRL que se presenta en diversas condiciones patolégicas
podria ser, en realidad, un mecanismo para proteger y mantener el bienestar en el
organismo, por lo tanto, es probable que en el futuro la hiperprolactinemia en estas
situaciones sea vista como un factor homeostatico y no como una comorbilidad
asociada que requiere tratamiento (Macotela et al., 2020).
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3. ANTECEDENTES
3.1 Larata taiep, un modelo de tubulinopatia

La rata taiep es un mutante de mielina que se obtuvo como una mutacion
espontanea en el Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor en
el Instituto de Fisiologia en 1989 (Holmgren et al., 1989). El animal presenta una
leucodistrofia caracterizada por una hipomielinizacion inicial seguida de una
desmielinizacién progresiva en el sistema nervioso central debido a la acumulacién
de microtubulos en los oligodendrocitos (Eguibar et al., 2014).

El nombre de esta rata es el acronimo de los principales signos neuroldgicos que la
caracterizan, los cuales se presentan de manera progresiva: temblor a los 30 dias,
ataxia entre los 90 y 120 dias, episodios de inmovilidad a los 150 y 180 dias,
epilepsia a los 180 a 240 dias y paralisis hacia los 12 meses de vida (Eguibar et al.,
2014; Holmgren et al., 1989).

El temblor es la manifestacion inicial, afecta principalmente la cola y la region
proximal de las extremidades posteriores, con una frecuencia inicial de 13.3 + 1.2
Hz, a medida que el animal se desarrolla, la intensidad se incrementa y disminuye
su frecuencia, alcanzando una frecuencia de 5.7 £ 0.6 Hz (Holmgren et al., 1989).

Hacia los 4 meses de vida presenta ataxia locomotora y para poder lograr una base
de sustentacion adecuada las ratas tienden a extender y separar sus extremidades
posteriores (Anch et al., 2000; Powell et al., 1999). Estudios recientes han mostrado
ademas que la velocidad de la marcha disminuye con la edad de las ratas taiep
(Eguibar et al., 2020, aceptado para su publicacion; Ahumada Juarez, 2020).

Los episodios de inmovilidad de la rata taiep inician de manera espontanea a partir
de los 5 meses de edad con una frecuencia media de 3 episodios cada 2 horas y
una duracion de 53.07 = 1.9 s (Cortés, 2012; Cortés et al., 2005). Sus
manifestaciones conductuales consisten en pérdida repentina de los reflejos
antigravitatorios, inmovilidad, bradipnea y contractura de la musculatura facial y
movimientos tipo clono de las extremidades anteriores (Cortés et al., 2005).

Inicialmente se describié que este animal presentaba susceptibilidad a presentar
crisis audiogénicas, apareciendo soélo en el 6.25% de las ratas de 3 a 6 meses y en
62.5% de aquellas con 12 a 13 meses de edad (Holmgren et al., 1989). Ademas,
como se ha descrito, la rata taiep presenta un patrén de descarga en el EEG y una
conducta que es igual a las crisis de ausencia en humanos y en otros modelos
animales (Eguibar y Cortés, 2010b).

La paralisis que presenta la rata taiep es progresiva, presentandose en algunos
animales hacia los 12 meses, afectando a las extremidades posteriores,
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presentando dificultad para desplazarse y levantarse, sin embargo, este animal
alcanza mas de los 18 meses de vida (Cortés et al., 2005; Holmgren et al., 1989).

Caracteristicas morfologicas

A nivel ultraestructural, el principal defecto se presenta en los oligodendrocitos
(Couve et al., 1997; Duncan et al., 1992). Desde el dia postnatal 1, existe una baja
cantidad de oligodendrocitos en la columna ventral de la médula espinal que
presentan acumulacion de microtubulos (MT) asociados a elementos de transicion
del reticulo endoplasmico (RE; Lunn et al., 1997). Hacia el dia postnatal 10 este
defecto se encuentra presente en otras regiones del SNC como son el tracto
corticospinal y el nervio 6ptico (Couve et al., 1997; véase Figura 17).

Figura 17. Micrografia electrénica del interior de un oligodendrocito del nervio éptico de una
rata taiep de 12 dias. Se puede observar un cimulo de microtibulos, (sefialados con flechas)
asociados a elementos de transicién entre el reticulo endoplasmico (ER) en direccion hacia la porcién
Cis del aparato de Golgi (GA), asi como también se encuentra una abundante cantidad de
microtUbulos contenidos en el citoplasma. Modificada de Couve et al., 1997.

A medida que la rata taiep continda su desarrollo, los MT siguen acumulandose y
comienzan a extenderse hacia los procesos celulares que se encuentran en
contacto con los axones neuronales, dando lugar, incluso, a la formacién de
multiples microprocesos llenos Unicamente de MT (Krsulovic et al., 1999; Song et
al., 1999; véase Figura 18).

Se ha propuesto que estos cumulos de MT compactados representan el primer
obstaculo para el trafico intracelular adecuado de proteinas componentes de la
mielina desde el soma hacia los procesos de los oligodendrocitos (Couve et al.,
1997; Song et al., 2003).

Utilizando oligodendrocitos en cultivo provenientes de la rata taiep, Song y cols.
(2003) mostraron que los granulos del ARNm que codifican para las proteinas
asociadas a la mielina al movilizarse hacia la periferia presentan una mayor
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frecuencia de pausas y de movimiento retrogrado respecto a los grupos control.
Este podria ser el segundo factor que contribuye al trafico inadecuado hacia los
procesos distales de las proteinas necesarias para la sintesis de la mielina y su
acumulacion en los procesos proximales y la regidn perinuclear de los
oligodendrocitos (Song et al., 2003; véase Figura 19).

v al
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Figura 18. Incremento en la densidad microtubular en el oligodendrocito de la rata taiep. A.
Se muestra un microtibulo de una rata taiep que presenta una gran intensidad fluorescente de
microtUbulos en la regién perinuclear y en sus procesos distales. B. Se muestra un oligodendrocito

control que presenta una menor intensidad inmunofluorescente de microtibulos. Inmunotincién con
inmunoglobulina G anti-B-tubulina. Barra de escala: 25 pm. Modificada de Song et al., 2003.

Figura 19. Trafico de ARNm de la proteina basica de mielina en un oligodendrocito en cultivo,
proveniente de la rata taiep. A. Se puede notar en un oligodendrocito de la rata taiep que los
granulos de ARNm de la proteina basica de mielina (color naranja) se acumulan en el interior del
soma y en los procesos mas proximales. B. Se observa que los granulos de ARNm de la proteina
basica de mielina se transportan de manera normal hasta los procesos mas distales del
oligodendrocito de una rata control. Se utilizé dextrano conjugado con isotiocianato de fluoresceina
(verde) como marcador de volumen citoplasmatico, barra de escala = 20 um. Modificada de Song et
al., 2003.

Los MT presentan cambios en su polaridad, ya que cerca de la mitad estan
dispuestos en contra de las manecillas del reloj (Song et al., 1999). Esta anomalia
produce el movimiento de organelos y proteinas en sentido retrogrado hacia el soma
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del oligodendrocito, siendo el tercer factor que contribuye a la acumulacion de las
proteinas de la mielina en el area perinuclear (Song et al., 2003, 1999).

Debido a esta situacion el proceso inicial de formacién de la mielina se presenta de
manera aberrante, lo que conlleva a una compactacion inadecuada de las vainas
de mielina, un colapso progresivo del collar periaxonal de la mielina y una
disminucion en la cantidad axones mielinizados desde edades tempranas (Krsulovic
et al., 1999). Por tanto, este modelo animal presenta una hipomielinizacion inicial en
el SNC (Krsulovic et al., 1999; Lunn et al., 1997).

Si bien se presenta un cumulo inicial de las proteinas de mielina en la regién
perinuclear del oligodendrocito de la rata taiep, a medida que el defecto continda
estas proteinas comienzan a disminuir en cantidad, principalmente la glicoproteina
asociada a la mielina (Mdller et al., 1997). Otras proteinas que se ven disminuidas
de manera progresiva son la proteina basica de mielina, la proteina proteolipida y
la enzima 3-fosfodiesterasa-2,3-nucleétido ciclico (Méller et al., 1997; O’Connor et
al., 2000). La explicacién de estas alteraciones se ha propuesto que es debido a
una inestabilidad proteica debido a su acumulacion y su degradaciéon proteolitica
(Moller et al., 1997; O’Connor et al., 2000).

La disminucién de las proteinas de mielina produce una desmielinizacién progresiva
a partir del tercer mes de edad (véase Figura 20), encontrando a los 12 meses de
vida una cantidad minima de axones mielinizados en el sistema nervioso central
(Duncan et al., 1992; Lunn et al., 1997; véase Figura 21).

3 Meses 6 Meses

Control

taiep == 5 &K i

Figura 20. Desmielinizacion progresiva en la rata taiep y comparacion con sus controles. Se
puede observar que a medida que la rata taiep continla su desarrollo la pérdida de mielina es cada
vez mayor, encontrando ya para los 12 meses una minima cantidad de mielina en el cerebro de la
rata, en comparacion con una rata SD en la cual la mielina permanece sin modificaciones aparentes
a lo largo de la vida. Se puede apreciar ademas un crecimiento progresivo del ventriculo lateral en
la rata taiep. Tincién con nitroazul de tetrazolio y aminobencidina. Barra de escala: 1.0 mm.
Modificado de Duncan et al., 2017 & O’Connor et al., 2000.
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Figura 21. Micrografia electrénica del tracto corticoespinal de una rata taiep de 12 meses de
edad. Se puede observar que Unicamente 2 de los axones presentan una vaina de mielina
moderadamente gruesay bien compactada (punta de flecha), mientras que otros 2 axones presentan
vainas notablemente disminuidas (flechas); el resto de los axones se muestra desmielinizado. Barra
de escala = 2um. Modificada de Duncan et al., 1992.

El proceso de desmielinizacion no es homogéneo en los tractos y nucleos del SNC
(Lunn etal., 1997; O’Connor et al., 2000). Los tractos que se ven mas afectados son
aguellos que contienen axones de diametro pequefio y son mielinizados por
oligodendrocitos tipo | y Il, mientras que los de diametro mayor, que son
mielinizados por oligodendrocitos tipo Il y IV tempranamente, presentan un menor
defecto de desmielinizacion (Lunn et al., 1997; Song et al., 2001; véase Figura 22).

Se ha propuesto que la mayor afectacién de los oligodendrocitos tipo | o Il, que
mielinizan multiples axones de diametro pequefio, es porque deben transportar las
proteinas asociadas a la mielina a largas distancias y por procesos celulares mas
estrechos en comparacién con los oligodendrocitos tipo Il y IV que mielinizan una
baja cantidad de axones de diametro grande (Butt, 2012; O’Connor et al., 2000).

Caracteristicas electrofisiologicas

Benitez y cols. (1997) mostraron por primera vez alteraciones de tipo sensorial en
la rata taiep, el estudio de la modalidad somatosensorial mediante potenciales
provocados lumboespinales, mostré un retraso en la conduccién del componente
central, sin modificaciones en el componente periférico. En la corteza visual, los
potenciales provocados mostraron una morfologia alterada de las ondas del
potencial trifasico asi como un retardo en la latencia de sus componentes centrales
(Benitez et al., 1997).

Los potenciales de accién compuestos del nervio Optico presentan una baja
amplitud, un incremento progresivo de sus latencias y una disminucién de la
velocidad de conduccién de manera progresiva (Roncagliolo et al., 2006). En la via
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auditiva, un estudio de potenciales provocados auditivos del tronco del encéfalo
mostro que las ratas taiep no presentan afectacion de la onda I, que corresponde al
sistema periférico, mientras que en las ondas Il a IV, de origen central, su latencia
se prolonga y disminuyen su amplitud de manera progresiva (Roncagliolo et al.,
2000).

Control taiep

£

17,

Figura 22. Velo medular anterior del cerebelo en ratas control y taiep alos 14 meses de edad.
Se realizé una doble tincidn con anticuerpos anti-Rip (receptor interacting protein) que indican la
presencia de mielina, en rojo y con anticuerpos anti-neurofilamento que indican axones sin mielina,
en verde. Se puede notar que la rata control muestra un patréon de mielinizacion normal, indicado por
la coloraciéon amarilla (superposicién entre rojo y verde) presente en el area rostral, medial (IVth
Nerve) y en el area caudal del velo medular anterior. En la rata taiep se presenta un déficit de mielina
en el &rea rostral y caudal, compuestas principalmente de axones de diametro pequefio, mientras
que el area medial correspondiente al IV par craneal de gran diametro, se presenta un menor déficit
de mielinizacion. Barra de escala = 500 um. Modificada de Song et al., 2001.

Al evaluar el desarrollo del reflejo monosinaptico en la médula espinal de ratas taiep
neonatales in vitro Fuenzalida y cols. (2004) mostraron que el defecto de
mielinizacion afecta también el proceso de maduracién sinaptica. En el grupo control
el reflejo monosinaptico disminuye su latencia entre el dia postnatal 4 y el 8, como
consecuencia de la maduracién sinaptica, mientras que en la rata taiep la latencia
se mantuvo constante, ademas al aplicar un segundo estimulo la respuesta fue
siempre menor (Fuenzalida et al., 2004; véase Figura 23).

Bajo estas condiciones in vitro, las motoneuronas de la region lumbar en la rata
taiep presentan un retraso en la maduracion de la primera a la segunda semana
postnatal ya que continian presentando potenciales de accion repetitivos ante un
mismo pulso de corriente, mientras que en el grupo control estos disminuyen
significativamente (Bonansco et al., 2004). Algunas de estas motoneuronas
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presentaron potenciales postsinapticos excitatorios (PPSE) asincronicos con
latencias mas amplias (Bonansco et al., 2004; véase Figura 24).

REGISTRO DE REFLEJO MONOSINAPTICO

Control P8 ’ Conztrol P8
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Figura 23. Reflejo monosinaptico en la rata taiep neonatal. Se muestra que el reflejo
monosinaptico en la regién sacra de la médula espinal presenta una disminucién en su latencia del
dia postnatal 4 (P4) al dia 8 (P8) en la rata control, mientras que en la rata taiep la latencia se
mantiene igual; asi mismo, la amplitud de la segunda respuesta a tres intervalos interpulso diferentes
(parte derecha) es menor en la rata taiep, respecto a la rata control de la misma edad. Elaborada a
partir de Fuenzalida et al., 2004.

REGISTRO IC EN MOTONEURONAS

Control taiep Control

Maduracion del potencial de accion

Figura 24. Registro intracelular de motoneuronas del asta anterior. Se muestra la respuesta
eléctrica de las motoneuronas lumbares a distintos pulsos de corriente posterior a la despolarizacion,
se obtienen potenciales de accion repetitivos en la primera semana postnatal tanto en la rata control
(P5) como en la rata taiep (P4), y estos disminuyen considerablemente en la segunda semana en la
rata control, pero no asi en la rata taiep (P10). Se muestran ademas potenciales postsinapticos
excitatorios (PPSE) sobrepuestos en una motoneurona de una rata control, y una motoneurona de
una rata taiep que presenta miltiples PPSE asincronicos después del primer PPSE. IC= Intracelular.
Elaborada a partir de Bonansco et al., 2004.

Debido a que estos PPSE pueden ser bloqueados por la aplicacion de antagonistas
para los receptores de glutamato, se llego a la conclusion de que dichos potenciales
son dependientes de la liberacion asincronica de glutamato por la neurona
presinaptica (Bonansco et al., 2007; Fuenzalida et al., 2009). Estos potenciales
asincronicos pueden explicarse también como un proceso de inmadurez sinaptica,
debido a que las neuronas hipocampales poseen una menor cantidad de
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ramificaciones dendriticas y estas poseen una menor cantidad de espinas y botones
sinapticos en comparacion con la rata SD (Silva-Gémez et al., 2018). Bonansco y
cols. (2007) mostraron que estos PPSE asincronicos también se presentan en las
neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo (véase Figura 25).

REGISTRO IC EN NEURONAS DE CA1

taiep
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Figura 25. Registro intracelular en neuronas de la regiéon CA1 del hipocampo. Se muestra que
la estimulacion eléctrica convencional en las neuronas de CA:1 del hipocampo produce la aparicion
de PPSE sincrénicos en el grupo control, mientras que en la rata taiep, el 47% de las neuronas del
hipocampo presentan ademas PPSE asincrénicos. IC= Intracelular. Elaborada a partir de Bonansco
et al., 2007.

Caracteristicas inmunolégicas

Asociado al proceso de desmielinizacion, la rata taiep presenta una astrocitosis
reactiva progresiva en diversas areas del SNC desde el mesencéfalo hasta el
cerebelo, el diencéfalo y la corteza cerebral (Krsulovic et al., 1999; Ledn-Chavez et
al., 2001). Ademas, los oligodendrocitos del mutante presentan una respuesta
incrementada ante estimulos proinflamatorios, como el lipopolisacarido, con
sobreproduccion de factor de necrosis tumoral o (TNF-a)) y de 6xido nitrico (NO2)
(Lebn-Chavez et al., 2003). Recientemente se ha mostrado que los mecanismos de
supresion de la inflamacién, como el factor de crecimiento transformante B1,y los
relacionados a la proliferacion celular, como la citocina CXCL1 (chemokine ligand
1), se encuentran regulados a la baja en la rata taiep (Soto-Rodriguez et al., 2015).

Estos mecanismos muestran que la rata taiep presenta un microambiente de
inflamacion crénica que podria estar involucrado en la desmielinizacion progresiva
y a su vez impedir que los procesos de remielinizacion neuronal se lleven a cabo
(Eguibar et al., 2014; Soto-Rodriguez et al., 2015).
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3.3.1 Latubulinopatia H-ABC en la rata taiep

La hipomielinizacion con atrofia de los ganglios basales y el cerebelo (H-ABC, del
inglés Hypomyelination with Atrophy of the Basal ganglia and Cerebellum), es un
sindrome neurodegenerativo que forma parte de un grupo recién descrito de
patologias conocidas como tubulinopatias (van der Knaap et al., 2002). Se debe a
una mutacion de novo en el gen TUBB4A (Simons et al., 2013), que codifica para la
B-tubulina 4A, una isoforma especifica de los oligodendrocitos en el SNC (Leandro-
Garcia et al., 2010; Terada et al., 2005).

Las manifestaciones clinicas se relacionan con las anomalias presentes; la
hipomielinizacién del tracto piramidal produce espasticidad; la atrofia de los ganglios
basales se correlaciona con movimientos extrapiramidales como distonia vy
coreoatetosis; y la atrofia cerebelar con ataxia, temblor de intencion y dismetria
(Nahhas et al., 2016; van der Knaap et al., 2002). Las manifestaciones sensoriales
han sido menos estudiadas, aunque existen reportes que indican déficits severos
en lavision y en la audicion, desde edades tempranas (Hamilton et al., 2014; Simons
et al., 2013; van der Knaap et al., 2002).

Los hallazgos caracteristicos en la imagen por resonancia magnética (IRM) son:

e Hipomielinizacién cerebral difusa, principalmente afectando el cuerpo calloso y
la capsula interna.

e Atrofia de los ganglios basales que involucran al cuerpo estriado (el putamen 'y
el nucleo caudado), mientras que el talamo y el globo palido no suelen verse
afectados.

e Hipomielinizacion con atrofia cerebelosa que afecta de manera prominente al
vermis.

El diagnéstico de esta patologia se establece con la presencia de manifestaciones
clinicas y de IRM caracteristicos (véase Figura 26-A y B) y la identificacion de una
variante patégena heterocigética de TUBB4A mediante pruebas genéticas
moleculares (Simons et al., 2013; van der Knaap et al., 2002).

Recientemente nuestro grupo de investigacion, en colaboracién con investigadores
de la Universidad de Guanajuato y del Centro de Investigacion en Optica
demostraron que la rata taiep presenta una mutacion en el gen Tubb4a, que
consiste en una mutacion puntual ‘G por A’ en el exdn 4B que implica un cambio de
una alanina por una treonina en la posicion 302 (Garduno-Robles et al., 2020). Esta
mutacion estuvo presente de igual manera en una paciente con H-ABC proveniente
del estado de Chiapas, México, siendo la primer evidencia de que la rata taiep es
un modelo animal de esta tubulinopatia (Garduno-Robles et al., 2020).
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El mutante presenta temblor fino y ataxia cerebelosa, asi como afectacion en el
componente central de las modalidades de tipo sensorial, similar a los pacientes
con H-ABC (Eguibar et al., 2014). De hecho, un estudio reciente muestra que la
funcidén auditiva es similar en ratas taiep macho adultas y una paciente con esta
enfermedad del estado de Chiapas, México (Lopez-Juarez et al., 2020). Las
respuestas auditivas del tronco cerebral en la rata taiep mostraron latencias mas
largas en las ondas Il a IV, de origen central, incluso estando ausentes en ciertos
casos, mientras que los potenciales provocados auditivos en la paciente mostraron
la presencia solo de las ondas | y Il, de origen periférico (Lopez-Juarez et al., 2020).

Mediante IRM se ha mostrado que la rata taiep presenta cambios morfolégicos
consistentes en hipomielinizacion y atrofia difusa en el cerebro y cerebelo (Garduno-
Robles et al., 2020; véase Figura 26-C y D). Las manifestaciones conductuales,
imagenologicas y electrofisiolégicas son similares a aquellas presentes en los
pacientes con H-ABC, por lo que la rata taiep se ha propuesto como el primer
modelo animal para esta tubulinopatia (Garduno-Robles et al., 2020).

Figura 26. Imagen por resonancia magnética en un paciente con H-ABC y en la rata taiep. A.
Corte mediosagital de IRM secuencia T1 del encéfalo un paciente con H-ABC en la que se observa
la atrofia del cerebelo (flechas) y del mesencéfalo (punta de flecha), con un prominente
ensanchamiento del ventriculo lateral. B. Corte axial de IRM secuencia T2 del encéfalo del mismo
paciente con H-ABC en la que se observa una sefial hiperintensa de la sustancia blanca, consistente
con hipomielinizacién, asi como crecimiento de los ventriculos laterales. C. Corte coronal de IRM
secuencia T2 del cerebro de una rata taiep de 8 meses de edad en la que se muestra un
ensanchamiento de los ventriculos laterales y una sefial hiperintensa de sus areas circundantes, los
ganglios basales son indistinguibles. D. Corte sagital de IRM secuencia T2 del encéfalo de una rata
taiep de 8 meses de edad en la que se muestra de manera amplificada el cerebelo, el cual se muestra
isointenso en su totalidad con respecto al encéfalo, consistente con hipomielinizacion. Panel Ay B
modificados de Ferreira et al., 2014. Panel C y D modificados de Garduno-Robles et al., 2020.
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4. JUSTIFICACION

Se estima que la prevalencia mundial de crisis de ausencia se encuentra en un
rango de 0.4 a 0.7 casos por cada 1,000 nifios, sin embargo, debido a la falta relativa
de sintomas, la edad de presentacion y a que las personas que padecen un episodio
no poseen conciencia de que haya sucedido, es factible que los valores reales
deban ser mayores a lo reportado (Jallon y Latour, 2005). A pesar de que las crisis
de ausencia se consideran una enfermedad que responde de manera adecuada al
tratamiento y suele remitir después de la pubertad, un porcentaje de pacientes con
este tipo de epilepsia presentan un prondstico menos favorable y pueden presentar
episodios durante toda la vida (Guilhoto, 2017). EI mejor entendimiento de los
mecanismos que originan y modulan esta patologia sera fundamental para el
desarrollo de nuevas terapias dirigidas hacia los mecanismos que generan y
sostienen este tipo de descargas.

Desde finales del siglo pasado habia surgido evidencia que llevo al establecimiento
de una relacion entre la PRL y diversas funciones en el organismo mas alla de la
produccion de leche por las glandulas mamarias (Frantz, 1978). De hecho, para
1998 ya se le adjudicaban 300 funciones bioldgicas, una cantidad mayor que lo
reportado para las otras hormonas hipofisiarias (Bole-Feysot et al.). A la fecha se
ha estudiado, ademas, su papel en la modulacion de diversas patologias que
afectan al ser humano tanto en el sistema nervioso como a nivel sistémico, dentro
de las cuales se encuentra la epilepsia, donde el rol no es del todo claro (Morales,
2011; Torner, 2016). Por tanto, es preciso analizar si esta hormona puede actuar
como una sustancia con efectos neuroprotectores ante las crisis epilépticas, en
especial las crisis de ausencia, esto permitira dilucidar el posible rol de la PRL como
una hormona pleiotropica.

Si bien, a la fecha no se conocen con exactitud los mecanismos fisiopatol6gicos que
generan las crisis de ausencia en la rata taiep, se ha descrito que hacia el afio de
edad muestran una expresion incrementada de canales de sodio en el cerebelo
(Black et al., 1999). Asi mismo, presenta descargas neuronales asincronicas tanto
en la médula espinal, como en el hipocampo debidas a una liberacién no sincrona
de glutamato (Bonansco et al.,, 2007, 2004; Fuenzalida et al., 2004). Estas
anormalidades podrian presentarse también a nivel del talamo y de la corteza
cerebral y explicar, en parte, la aparicion de las descargas espiga-onda. Si se parte
del hecho de que la PRL es capaz de modular la actividad de diversos canales
ionicos generando activacion o inactivacion de los circuitos neuronales (Brown et
al., 2012; Sirzen-Zelenskaya et al., 2011). Es factible postular que pueda influir en
la intensidad, duracién y frecuencia de las descargas espiga-onda presentadas en
nuestro modelo experimental de crisis de ausencia.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es bien sabido que las crisis de ausencia remiten hasta un 80% ante los efectos de
la etosuximida y el acido valproico (Segan, 2018), sin embargo, la gama de efectos
adversos que generan van desde ligeros sintomas gastrointestinales, aumento de
peso y cefalea hasta sedacion y cambios en la personalidad, generando, en algunos
casos, incluso un alto grado de hepatotoxicidad que puede culminar en la muerte
del paciente (Porter et al., 2016). De aqui la necesidad de la busqueda de nuevas
sustancias que puedan utilizarse para el tratamiento de las crisis de ausencia con
una mayor especificidad, lo que asegure una mayor seguridad en cuanto a su
utilizacion.

A pesar de la evidencia creciente que ha demostrado que la PRL puede actuar como
un factor neuroprotector y es capaz de disminuir la aparicién de crisis epilépticas en
diversos modelos experimentales (Cabrera-Reyes et al., 2017; Torner, 2016). A la
fecha solo existe un estudio que evalle el papel de la PRL como modulador de las
crisis de ausencia en las ratas WAG/RIij (Kovéacs et al.,, 2017), por lo que es
necesaria la realizacion de nuevos disefios experimentales para determinar si esta
hormona ejerce un efecto protector o deletéreo sobre este tipo de epilepsia, para
buscar a futuro su uso como parte de un tratamiento concomitante de esta patologia.

El presente estudio tiene como objetivo evaluar el efecto de la prolactina sobre las
crisis de ausencia en ratas taiep hembras adultas, evaluando la frecuencia,
duracion, duracion intercrisis y la latencia para la primera crisis de ausencia en
registros electroencefalograficos de 12 horas de duracion.

5.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Cual es el efecto de la prolactina en las descargas espiga-onda que tienen las
ratas taiep hembras adultas?
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6. HIPOTESIS

Ho: La administracion central de prolactina de rata disminuird la frecuencia y la
duracion de las descargas espiga-onda en ratas taiep hembras adultas.

Ha: La administracion central de prolactina de rata incrementara la frecuencia y la
duracion de las descargas espiga-onda en ratas taiep hembras adultas.

6.1 Variables de estudio

Dependiente: Complejos espiga-onda presentes en el electroencefalograma.

Independiente: Administracion central de prolactina.

7. OBJETIVOS
7.1 Objetivo general

» Determinar el efecto de la administracion central de prolactina sobre las
descargas espiga-onda en ratas taiep hembras adultas.

7.2 Objetivos particulares

» Realizar registros electroencefalograficos de 12 horas en la rata taiep hembra
adulta en condiciones control.

= Obtener registros electroencefalogréaficos de 12 horas en la rata taiep hembra
adulta, posterior a la administracion intracerebroventricular de prolactina a
diferentes dosis.

» Analizar la frecuencia y duracion de las descargas espiga-onda asi como la
latencia para la primera crisis en ratas taiep hembras adultas en condiciones
control y posterior a la administracion intracerebroventricular de prolactina a
diferentes dosis.
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8. METODOLOGIA
8.1 Animales de experimentacion

Para el proposito de este estudio, se utilizaron ratas taiep hembra de 6 meses de
edad provistas por el Bioterio de Investigacion del Laboratorio de Neurofisiologia de
la Conducta y Control Motor del Instituto de Fisiologia, de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla. El grupo experimental se dividié en dos subgrupos de analisis,
el primero donde cada rata actiia como su propio control y el subgrupo de estudio
gue se considera posterior a la administracion de prolactina.

8.2 Prolactina

Para identificar el efecto de la hormona prolactina se utilizé prolactina recombinante
de rata expresada en E. coli (SRP4689 — Sigma-Aldrich™, Estados Unidos de
Ameérica) que se encuentra en forma liofilizada con un peso molecular de 22.5kDa
y que consiste en 198 aminoacidos. El vial que contiene a la prolactina se centrifugo
antes de abrir, se reconstituyé en solucién vehiculo (NaCl 145 mM y tampon de
fosfato 0,01 M a un pH de 7.4) y se administré diluida en 2uL de solucién vehiculo.

La hormona se administro por via i.c.v. a tres dosis: 0.5, 1 y 2 ug disueltas en 2 uL
de solucién, ya que se ha demostrado previamente que en esa concentracion la
PRL es capaz de difundir extensamente por el LCR (Landas et al., 1982), y activar
diversas areas neuronales (Donner et al., 2007; Naef y Woodside, 2007; Sapsford
et al., 2012).

8.3 Descargas espiga-onda
Los criterios para identificar las descargas espiga-onda son:

a) Una serie de descargas que se presentan como una espiga ascendente que
culmina en forma de onda amplia y desciende por debajo de la linea basal.

b) La frecuencia de descargas esta en el rango de los 4 a 8Hz.

c) La duracion de las descargas debe ser mayor a 1 segundo.

d) La actividad debe presentarse en todos los canales de EEG.

e) Elinicioy el término de las descargas deben presentarse de manera abrupta.

Ademas, al observar el video acoplado al registro la rata debe mostrarse
conductualmente quieta.

8.4 Instrumentos para la investigacion

Para el registro de EEG, EOG y EMG, asi como para la administracion de prolactina
se requirié de la colocacion previa de electrodos y una canula de acero inoxidable
a la rata por medio de cirugia estereotaxica. Para el montaje del animal se utilizo un
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Instrumento estereotaxico para animales pequefios en forma de U (Modelo 900LS,
Stoelting, Estados Unidos de América). El procedimiento se realizé con instrumental
quirargico de acero inoxidable y suturas de monofilamento (Tabla 2), mientras que
los trépanos en el craneo se realizaron con un dremel de acero inoxidable acoplado
a una Herramienta Rotatoria (Modelo 8782 Santul®, Estados Unidos de América).
Se implanté un electrodo bipolar de platino trenzado recubierto de teflon, tres
electrodos de tornillo de acero inoxidable y tres electrodos de gancho de nicromio.
Ademas, se implanté una canula guia de acero inoxidable calibre 22.

A las ratas se les realiz6 una ovariectomia (OVXx) bilateral sobre una plataforma
quirdrgica para rata (Stoelting, Estados Unidos de América), el procedimiento se
realizd también con instrumental quirdrgico de acero inoxidable y suturas de
monofilamento (véase Tabla 3). También se les tomd un frotis vaginal con agua
inyectable (Pisa™, México) mediante una pipeta tipo Pasteur de 1.5 mm de diametro
acoplada a una perilla; para visualizar el frotis vaginal se utilizaron portaobjetos y un
microscopio éptico binocular (Konus®, México).

Tabla 3. Instrumental quirdargico requerido para las cirugias

Instrumento Cantidad Instrumento Cantidad

Pinzas hemostaticas 4 Tijeras de mayo 1
Legra periostotomo 1 Pinzas de diseccion 1
Mango de bisturi No. 4 1 Pinzas Adson 2
Hoja de bisturi No. 20 1 Pinzas Dumont 1
Portaagujas 1 Desarmador plano 1
Sutura de nylon 4-0 1 Sutura de &cido poliglicélico 3-0 1

Para la administracion i.c.v. se utilizé una jeringa Hamilton de 5 pL equipada con
una canula de inyeccién conectada a la canula guia para dispensar la solucion. La
velocidad de administracion fue de 1 uL/min. La canula se dejé en su lugar durante
1 minuto después de la inyeccion para evitar el reflujo de la solucién.

Para la adquisicion del EEG se utilizé una unidad de registro de EEG Grael LT
System, (Compumedics®, Reino Unido) sincronizado a una cAmara de video de alta
definicion (Sony, Japdn), para el registro de las descargas espiga-onda se obtuvo
la sefal digitalizada en el programa NetBeacon (Network Router, Reino Unido) y
para calificar los registros el programa Profusion Sleep (Compumedics®, Reino
Unido) bajo un sistema de cémputo con el sistema operativo Windows®.
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8.5 Técnicas y procedimientos
8.5.1 Condiciones ambientales

Las ratas taiep se mantuvieron en cajas colectivas de acrilico transparente de 6mm
de grosor, con medidas de 32 cm de ancho, 47 cm de largo y 20 cm de alto
permaneciendo 2 a 3 por caja con cama de viruta de madera presurizada (Aspen
beta chip, Estados Unidos de América), con un ciclo de luz-oscuridad 12:12 con
encendido de las luces a las 0700, con una temperatura controlada de 21 + 2°C y
humedad relativa de 30-45%. Se les proporciond acceso libre a alimento
balanceado (LabDiet 5008, Purina®, Estados Unidos de América) y agua purificada
(Ciel®, Coca Cola™, México).

8.5.2 Preparacion prequirargica

El dia de la cirugia se examind a cada rata para asegurar que se encontraba en
condiciones adecuadas de salud analizando su apariencia y su conducta general.
El instrumental quirdrgico se mantuvo en condiciones de asepsia y a disponibilidad
de una mesa de trabajo tipo Mayo.

Se indujo anestesia general a la rata mediante la administracion intraperitoneal
conjunta de ketamina (Anesket®, Pisa™, México) y xilacina (Procin® Cheminova™,
México) a dosis de 75 mg/Kg y 5 mg/Kg, respectivamente. Para la cirugia
estereotaxica se realizé tricotomia de la regién superior de la cabeza, mientras que
para la OVx la tricotomia se llevé a cabo en la region lumbar dorsal de la rata, ambas
mediante una rasuradora eléctrica (Osner™, Estados Unidos de América). En
ambos casos, se administro analgesia sistémica mediante la aplicacion de 2 mg/Kg
del analgésico flunixin meglumina (Napzin® Pisa™, México) por via subcutanea en
la regidn dorsal del cuello.

8.5.3 Cirugia estereotaxica

La rata se montd en el instrumento estereotéxico y se realizé antisepsia de la regién
dorsal de la cabeza con yodopovidona al 10% (Isodine®, México). Se hizo una
incisién de 5 cm en la piel sobre el craneo y se disecaron los tejidos subcutaneos
para exponer el craneo, entonces se removio el periostio con una legra. Se procedi6
a localizar bregma y lambda sobre el craneo, alineando bregma con lambda en el
eje dorsoventral (DV; véase Figura 28), las medidas de bregma en este eje y el gje
mediolateral (ML) se utilizaron como referencia de extereotaxia cero-cero.

Utilizando las coordenadas de Paxinos y Watson (2013) y la configuracion de
electrodos de Eguibar y Cortés (2010), se realizo un trépano en el hueso parietal
derecho (ML= -2.5 mm, AP= -4 mm) para la colocacion del electrodo bipolar en la
region CA1 del hipocampo (DV=-2.5 mm), y en el hueso parietal izquierdo (ML= +2
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mm, AP= -0.72 mm) para colocar la canula guia en el ventriculo lateral izquierdo
(DV= -4mm).Ademas, se realizé un trépano en el lado derecho del hueso frontal y
dos sobre el hueso parietal izquierdo para colocar los tres electrodos de tornillo en
contacto con las cortezas frontal, parietal y occipital para el registro de
electrocorticograma. Adicionalmente, se insertaron dos electrodos de alambre de
nicromio en los musculos de la nuca para el electromiograma y uno mas en la region
superior de la Orbita izquierda para el registro electrooculografico (véase Figura 29).
Se suturd la regidn de la nuca expuesta y al finalizar, todos los electrodos se fijaron
al craneo con resina acrilica (Nic Tone®).

A Bregma

Bregma Lambda
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Coronal
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SU ra £ o \ ~1/f£) Dorsoventral
agital . 3 AR g t
|
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Interaural
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Figura 27. Disposicion esquematica de las suturas craneales y ajuste del craneo con el
aparato estereotaxico en el eje dorsoventral. A. Se puede notar que el punto localizado en la
unién de la sutura coronal y la sutura sagital corresponde a Bregma (punto verde) y el punto de union
entre la sutura sagital y la sutura occipital corresponde a Lambda (asterisco). B. Se muestra una
vista lateral del craneo de una rata en la que se observa la alineacion de Bregma y Lambda en el eje

dorsoventral. Modificada de Ferry et al., 2014.
‘ I Implante de Canula I

o | Electrodo de Hipocampo I
O I Electrodos de Corteza I
o | Electrodos para EOG y EMG I

Figura 28. Representacion grafica del sitio de colocacién de los electrodos en la rata taiep
hembra adulta. Se puede notar en el area expuesta del craneo la presencia de las suturas craneales
que sirven como referencia para las coordenadas donde se han de colocar los electrodos de
hipocampo y de corteza y la canula intracerebroventricular, se muestran ademas fibras musculares
en la region de la nucay la érbita donde se colocan los electrodos para Electrooculograma (EOG) y
Electromiograma (EMG), respectivamente. Elaboracion propia.
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8.5.4 Ovariectomia

El procedimiento se realiz6 de acuerdo con la técnica previamente descrita (Idris,
2011; Stout-Steele y Bennett, 2011). La rata se colocé sobre la almohadilla térmica
en la plataforma quirtrgica, se realiz6 antisepsia de la region lumbar con
yodopovidona al 10% y se realizd una incisiéon de 1cm en la linea media justo por
debajo de la linea del dltimo cuerpo costal. Se diseco el tejido subcutaneo hacia uno
de los lados de la incision para exponer el masculo, se realizd un corte sobre este y
con las pinzas Adson se localiz6 y extrajo el ovario con su oviducto de la cavidad
peritoneal. Se coloco una pinza hemostatica en el oviducto y se realizo una ligadura
con la sutura de acido poliglicolico por debajo de la pinza. Se procedié entonces a
remover el ovario cortando por arriba de la pinza con tijeras rectas, se retiro esta 'y
se suturd el masculo con sutura de acido poliglicolico 3-0. Posteriormente se realizd
el mismo procedimiento en el otro lado de la incision para retirar el otro ovario. Una
vez finalizado el procedimiento se suturd la incision de la piel con puntos separados
con sutura de nylon 4-0.

8.5.5 Cuidados posquirargicos

Al finalizar el procedimiento quirdrgico se mantuvo estrecha vigilancia de la rata para
corroborar la adecuada recuperaciéon de la anestesia, y se continué con la
administracion diaria de analgesia subcutanea, ademas se agrego antibioticoterapia
mediante una mezcla de lincomicina y espectinomicina sulfato (Five-Lincopectin®,
Fivevet™, Estados Unidos de América) por via s.c. a dosis de 16 y 32 mg/Kg
respectivamente, durante 5 dias. Las ratas fueron evaluadas diariamente y se contd
con la supervisién del M.V.Z. Omar Isidro Maldonado, y la M. en C. Araceli Ugarte
Rojano.

8.5.6 Reemplazo hormonal y toma de frotis vaginal

Posterior a la OVX, se realizé un reemplazo de estrogenos mediante una dosis diaria
de 2 ug de 17-p estradiol via subcutanea para mantenerlas en etapa de estro
persistente (Isaksson et al., 2011). Previo a cada registro de EEG se llevo a cabo
un lavado vaginal con una pipeta tipo Pasteur con 0.2 mL de agua inyectable. El
lavado vaginal se colocé en un portaobjetos donde se dejé secar y posteriormente
se tifid con hematoxilina y eosina para observar en un microscopio éptico binocular
(Konus®, México). La etapa de estro se determind con la presencia predominante
de células epiteliales queratinizadas anucleadas con una muy baja o nula cantidad
de neutrofilos (Cora et al., 2015).

8.5.7 Habituacién preregistro

Para la habituacién de la rata a las condiciones de registro electroencefalografico
se coloc6 en una caja de acrilico transparente en un cuarto sonoamortiguado en
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condiciones estandar de bioterio y se conecté mediante los electrodos a un sistema
movil giratorio tipo swivel durante 3 horas por tres dias.

8.5.8 Registro control

El registro control de EEG, EMG y EOG se llevé a cabo posterior a la administracion
i.c.v. de 2uL de agua inyectable, iniciando a las 0800, con una duracion total de 12
horas, durante el registro la rata pudo moverse libremente en la caja, alimentarse,
beber agua y dormir, incluso en posicién ovillada y fue monitorizada mediante una
camara de video acoplada al registro.

8.5.9 Registros tras la administracion de prolactina

Se realizaron tres registros experimentales de EEG, EMG y EOG para cada rata,
previa administracion de las dosis de 0.5, 1y 2 ug de PRL, respectivamente. Cada
registro se llevo a cabo con 48 horas de separacion, iniciando siempre a las 0800
h, con una duracién de 12 horas cada uno. Durante el registro la rata podia moverse
libremente en la caja y era monitorizada mediante una camara de video acoplada al
registro.

8.5.10 Evaluacion de la correcta colocaciéon de la canulai.c.v.

Se administraron 2 uL de violeta de cresilo de manera i.c.v., se dio un tiempo de
difusién del colorante de 20 minutos, posterior al cual se procedié a realizar
eutanasia de la rata mediante la administracion de pentobarbital sédico, a dosis de
70 mg/kg. Se extrajo el encéfalo y se le realiz6 un corte sagital a la altura del
implante de la canula de manera perpendicular a la direccion de esta. La correcta
posicion de la canula en el ventriculo lateral izquierdo se corroboraba si el colorante
habia difundido adecuadamente en esta cavidad.

8.6 Procesamiento de los datos

Al término de los registros se procedioé a identificar las descargas espiga-onda
presentadas en cada uno, cuantificando la frecuencia y duracién de cada una, asi
como la latencia a la aparicion de cada crisis. Con las cuantificaciones realizadas
se cred una base de datos mediante el programa SigmaPlot versién 11 (Systat
Software Inc., 2008, Estados Unidos de Ameérica), separando la informacion
correspondiente a cada grupo, considerando intervalos de 60 minutos en cada
registro.

Los datos cuantificados se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) de
medidas repetidas, posteriormente fueron analizados por una prueba post-hoc de
Dunnet para distinguir las diferencias entre el grupo control y los grupos
experimentales. El nivel de significancia estadistica se establecié con un valor de P
<0.05.
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Se realiz6 una gréfica lineal de la media + error estdndar de la frecuencia y duracién
de las crisis de ausencia, asi como de la duracion intercrisis de cada grupo. Para la
frecuencia media total, la duracion media total, la duracion intercrisis total y latencia
a la primera crisis se realiz6 una grafica de barras considerando igualmente la media
* error estandar.

Adicionalmente se utilizé el programa MatLab (The MathWorks, Inc, 2017, Estados
Unidos de América) para realizar un ajuste de la frecuencia y la duracién de las
crisis de ausencia a una onda sinusoidal durante las 12 horas de registro mediante
el analisis Cosinor. Ademas, se calcul6 la amplitud, la estimacion estadistica de la
linea del media ritmo (MESOR, de sus siglas en inglés midline estimating statistic of
rhythm) y la acrofase. Con el mismo programa se realizé un grafico de reloj y elipse.
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9. IMPLICACIONES ETICAS

La investigacion cientifica es la principal herramienta que ha permitido ampliar los
conocimientos en el area de la fisiologia, siendo necesaria, en la gran mayoria de
las veces, la utilizacion de seres vivos como modelos de experimentacion, por lo
que la realizacion de un proyecto de investigacion debe apegarse a pautas éticas 'y
morales que aseguren el trato digno para los individuos que participen en dicha
investigacion.

El cuidado y mantenimiento de las condiciones ambientales del bioterio, la seleccion
del alimento y del agua para las ratas, los cuidados durante el confinamiento y
transporte de estas, asi como los procedimientos experimentales incluyendo la
analgesia, anestesia, el procedimiento quirdrgico, la administracién de prolactina y
la eutanasia de las ratas se realiz6 en conformidad a la Norma Oficial Mexicana de
las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio (NOM-062-Z00-1999, SAGARPA, 2001) y la Guia para el cuidado y uso
de animales de laboratorio de la Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos
de Ameérica (National Academy of Sciences., 2011).

En esta misma guia la Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos de
América plantea la estrategia de las 3 Rs — Reemplazo, Refinamiento y Reduccion
— para un manejo adecuado y ético de los animales de experimentacion. La
utilizacién de la rata taiep que presenta crisis de ausencia de manera espontanea
reemplazo la utilizacion de modelos animales a los que se les pudiera inducir esta
patologia; asi mismo, una adecuada anestesia y analgesia pre y postoperatoria
permite el refinamiento del proceso para mejorar el bienestar del animal y minimizar
el dolor durante y posterior al procedimiento (Gottschalk y Smith, 2001).
Adicionalmente el utilizar un mismo animal como su propio control y los 3 grupos
experimentales redujo la cantidad de animales requeridos para la realizacion de este
proyecto, como indica el principio de las 3 R’s para el uso de animales de laboratorio.
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10. RESULTADOS

Al evaluar la frecuencia de las crisis de ausencia en intervalos de una hora, la
administracion central de prolactina no mostré diferencias significativas con
respecto al control con ninguna de las 3 dosis probadas (P>0.05; véase Figura 30).
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—&— 0.5 ug prolactina
80 - —¥— 1 ug prolactina
—&— 2 ug prolactina
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Frecuencia

20
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Figura 29. Efecto de la administracion central de prolactina sobre la frecuencia de crisis de
ausencia en la rata taiep. No se obtuvieron diferencias significativas en la frecuencia de crisis con
ninguna de las tres dosis administradas. Las barras muestran el periodo de luz (barra clara) y la
oscuridad (barra negra).

Sin embargo, al considerar la cantidad total de crisis de ausencia presentadas
durante todo el registro, la prolactina incrementé la frecuencia total media de crisis
presentadas con respecto al control (91.83 + 29.63 crisis) en un 43% para la dosis
de 0.5 ug (131.7 + 34.73 crisis), un 49% para la dosis de 1 ug (137 + 32.18 crisis) y
un 120% para la dosis de 2 pg (202.8 + 36.32 crisis). El analisis estadistico mostré
gue el incremento fue significativo para la dosis de 2 ug (ANOVA F,23=7.1, P<0.01,

seguido de la prueba de Dunnet P<0.01; véase Figura 31).
300
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Prolactina (ng)
Figura 30. Efecto de la administracién central de prolactina sobre la frecuencia total media de
crisis de ausencia en larata taiep. La dosis de 2 pg de prolactina incremento significativamente la
cantidad total media de crisis de ausencia con respecto al grupo control (desde 91.83 + 29.63 crisis

hasta 202.8 + 36.32 crisis con la dosis de 2 ng; ANOVA F23=7.1, P<0.01, seguido de la prueba de
Dunnet P<0.01; ** P<0.01).
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Frecuencia

Durante las 12 horas del registro electroencefalografico del grupo control, el analisis
estadistico de Cosinor no mostro la presencia de un ritmo con respecto a la
frecuencia de las crisis de ausencia (Cosinor F2,61y=1.42, P>0.05; véase Figura 32).
La dosis de 2 ug de prolactina duplico el valor medio estimado estadisticamente de
la frecuencia de las crisis de ausencia respecto al grupo control (Desde 14.22 hasta
28.40 crisis por hora; véase Figura 32-A). La administracion central de prolactina no
produjo una ritmicidad en la frecuencia de las crisis de ausencia durante las 12 horas
del registro, similar a lo presentado en el grupo control (Cosinor F2,61=2.59, P>0.05;
véase Figura 32-B).

Tiempo (h)

Figura 31. Frecuencia de crisis de ausencia por hora y su relacion con el valor medio y la
ritmicidad estimada mediante el analisis de Cosinor. A) Se muestra la relacién entre la frecuencia
de crisis de ausencia presentada y la estimada mediante el analisis de Cosinor. Como se puede
notar, en ninguno de los cuatro grupos experimentales se obtuvo un ajuste adecuado de la curva
sinusoidal lo que muestra ausencia de ritmo. El valor estimado de la frecuencia con la dosis de 2 ug
es el doble de la estimada para el grupo control. B) Se muestran los graficos de reloj y elipse
obtenidos con el programa MatLab para la ritmicidad de la frecuencia de las crisis de ausencia de
los cuatro grupos experimentales. El reloj representa las 12 horas del registro dividido en 4
cuadrantes de 3 horas cada uno. En el centro del grafico de reloj se muestra un vector, cuya magnitud
representa la amplitud de la onda sinusoidal y la direccién representa la hora de la acrofase. Las
lineas semielipticas roja y azul representan la elipse de ritmicidad calculada. Como se puede notar,
las lineas contactan con mas de un cuadrante, lo que implica la ausencia de ritmo en las 12 horas
de registro. Las barras muestran el periodo de luz (barra clara) y la oscuridad (barra negra).
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En la duracion media de las crisis de ausencia por hora, con la dosis de 0.5 ug de
PRL se incremento significativamente su valor a la tercera, sexta, séptima, octava,
décima y doceava hora después de la administracion (véase Figura 33 y Tabla 4).
A la séptima hora se present6 un incremento maximo en la duracion, desde 1.99 +
0.15 hasta alcanzar 4.01 + 0.26 s (ANOVA F3,271)=10.9, P<0.001, seguido de la
prueba de Dunnet P<0.001).
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Figura 32. Efecto de la administracién de 0.5 ug de prolactina en la duracién media de las
crisis de ausencia. El intervalo de tiempo comprendido desde la sexta hasta la octava hora después
de administrar PRL obtuvo un incremento significativo de la duracion media de las crisis de ausencia,
con un pico maximo a la séptima hora. A la tercera, décima y doceava hora se presentaron también
incrementos significativos respecto al grupo control (*P<0.05, **P<0.01 y ***P<0.001). Las barras
muestran el periodo de luz (barra clara) y la oscuridad (barra negra).

Tabla 4. Comparacion de la duracién de las crisis de ausencia por hora entre el grupo
control y el grupo tratado con 0.5 pug de prolactina

Duracion® INNe)Y/N Prueba de
Dunnet
Control 0-5 kg F Significancia  Significancia

1° 2.18+0.11 2.49+0.14 1.278 0.281 0.164

2° 2.22+0.18 2.69 £ 0.30 5.780 0.001 0.256

3° 2.02+0.13 3.00+0.30 4.057 0.008 0.008

4° 2.18+£0.15 2.50+0.21 2.533 0.057 0.251

5° 2.15+0.13 2.59+0.19 5.512 0.001 0.141

6° 1.93+0.13 2.66 +£0.21 5.606 0.001 0.033

7° 1.99+0.15 4.01+0.26 10.901 0.001* 0.001*

8° 2.00+£0.12 3.40+0.28 8.279 0.001* 0.001

9° 2.58 +0.41 2.32+0.31 0.561 0.643 0.852

10° 1.78 +0.19 3.18 £ 0.47 4.555 0.007 0.010

11° 2.09+£0.25 2.86 £ 0.24 2.025 0.116 0.069

12° 2.14+0.17 3.07+£0.23 3.182 0.028 0.004

+ Los datos representan la media + el E.E.M. * Valor menor a 0.001
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La administracién i.c.v. de 1 ug de prolactina incrementé significativamente la
duracion de las crisis de ausencia desde la segunda hasta la octava hora después
de su administracion, posteriormente a la onceava hora se obtuvo un incremento
significativo (véase Figura 34 y Tabla 5). El maximo incremento en la duracién se
obtuvo a la séptima hora, desde 1.99 + 0.15 hasta alcanzar 3.64 + 0.26 s (ANOVA
F@,271)=10.9, P<0.001, seguido de la prueba de Dunnet P<0.001).
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Figura 33. Efecto de la administracién de 1 ug de prolactina en la duracién media de las crisis
de ausencia. Las crisis de ausencia incrementaron significativamente su duracién media desde la
segunda hasta la octava hora del registro, presentandose un maximo incremento en la séptima hora.
Un incremento aislado se obtuvo también a la onceava hora del registro (*P<0.05, **P<0.01 y
***P<(0.001). Las barras muestran el periodo de luz (barra clara) y la oscuridad (barra negra).

Tabla 5. Comparacion de la duracion de las crisis de ausencia por hora entre el grupo
control y el grupo tratado con 1 pg de prolactina

Duraciéon* ‘

ANOVA Prueba de
Hora Dunnet
Control 1ug = Significancia  significancia

1° 2.18+0.11 2.59+0.13 1.278 0.281 0.071

2° 2.22+0.18 3.37+0.25 5.780 0.001 0.008

3° 2.02+0.13 2.82+0.20 4.057 0.008 0.029

4° 2.18+0.15 2.88+0.17 2.533 0.057 0.014

5° 2.15+0.13 2.90+0.23 5.512 0.001 0.010

6° 1.93+0.13 2.95+0.25 5.606 0.001 0.007

7° 1.99+0.15 3.64+0.26 10.901 0.001* 0.001*

8° 2.00+0.12 3.59+0.25 8.279 0.001* 0.001*

9° 258 +0.41 2.78 £0.26 0.561 0.643 0.537

10° 1.78 £ 0.19 2.60 +0.39 4.555 0.007 0.107

11° 2.09+£0.25 2.98 £+ 0.32 2.025 0.116 0.027

12° 2.14+£0.17 2.76 £ 0.34 3.182 0.028 0.131

+ Los datos representan la media + el E.E.M. * Valor menor a 0.001
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La administracién de 2 ug de prolactina incrementé significativamente la duracion
de las crisis de ausencia desde la segunda hasta la octava hora después de su
administracion, posteriormente a la décima hora se presentd un incremento
significativo (véase Figura 35 y Tabla 6). El maximo incremento en la duraciéon se
obtuvo a la octava hora del registro, desde 2.0 + 0.12 hasta alcanzar 3.97 + 0.25 s
(ANOVA F3,372)=8.27, P<0.001, seguido de la prueba de Dunnet P<0.001).
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Figura 34. Efecto de la administracién de 2 ug de prolactina en la duracién media de las crisis
de ausencia. Las crisis de ausencia incrementaron significativamente su duracién media desde la
segunda hasta la octava hora del registro, presentando un incremento maximo en la octava hora. Un
incremento significativo se obtuvo también a la décima hora del registro. (*P<0.05, *P<0.01 y
***P<(0.001). Las barras muestran el periodo de luz (barra clara) y la oscuridad (barra negra).

Tabla 6. Comparacion de la duracion de las crisis de ausencia por hora entre el grupo
control y el grupo tratado con 2 pg de prolactina

iAnt
— Duracion ‘ ANOVA T_de_ I_Dunne_:t
conteol 219 F Significancia ST
1° 2.18+0.11 2.39+0.11 1.278 0.281 0.307
2° 2.22+0.18 3.63+0.19 5.780 0.001 0.001*
3° 2.02+0.13 3.09+0.17 4.057 0.008 0.001
4° 2.18+0.15 2.74+0.14 2.533 0.057 0.034
5° 2.15+0.13 3.14+0.18 5.512 0.001 0.001*
6° 1.93+0.13 3.12+0.18 5.606 0.001 0.001*
7° 1.99+0.15 3.40+0.33 | 10.901 0.001* 0.001
8° 2.00+0.12 3.97+0.25 8.279 0.001* 0.001*
9° 2.58 + 0.41 2.87 +£0.27 0.561 0.643 0.460
10° 1.78 £ 0.19 3.14+0.31 4.555 0.007 0.002
11° 2.09 £ 0.25 2.64 +0.20 2.025 0.116 0.163
12° 214 +£0.17 2.62+0.21 3.182 0.028 0.130

+ Los datos representan la media + el E.E.M. * Valor menor a 0.001
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El andlisis de la duracién media total de las crisis de ausencia mostré un incremento
significativo con las tres dosis probadas de prolactina (ANOVA F(3,36=27.89,
P<0.001, seguido de la prueba de Dunnet P<0.001; véase Figura 36).

3.5

*kk

*kk

0
o
|
*
*
*

Duraciéon media total (seg.)
N N
(=] [3,]
| 1

-
[3,]
|

Control 0.5 1.0 2.0
Prolactina (ng)
Figura 35. Efecto de la administracion central de prolactina sobre la duracion media total de
las crisis de ausencia. La administracion central de 0.5, 1 y 2 ug de prolactina increment6
significativamente la duracion total de las crisis de ausencia (Desde 2.08 + 0.04 s hasta 2.83 £ 0.07,
2.82 £ 0.06 y 2.87 £ 0.05 s, respectivamente; ANOVA F,36=27.89, P<0.001, seguido de la prueba
de Dunnet P<0.001) *** P<0.001.

Similar a lo reportado en la frecuencia de las crisis de ausencia, en las 12 horas de
registro del grupo control, no se obtuvo la presencia de un ritmo en la duracién de
las crisis de ausencia (Cosinor F,61=0.07, P>0.05; véase Figura 37); Tampoco en
los grupos experimentales tratados con PRL se obtuvo un ritmo en la duracién de
las crisis de ausencia (Cosinor F2,61)=2.59, P>0.05; véase Figura 37-B).

La latencia a la primera crisis de ausencia se disminuyo significativamente posterior
a la administracion central de prolactina (ANOVA F323=3.45, P<0.05). Esta
disminucién fue estadisticamente significativa con la dosis de 0.5 pg, desde 617.7
+ 246.2 s hasta alcanzar 56.7 + 43.7 s (prueba post hoc de Dunnet P<0.05) y con la
dosis de 2 ug de prolactina, desde 617.7 + 246.2 s hasta alcanzar 98.5 + 36.8 s
(prueba post hoc de Dunnet P<0.05), pero no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas con la dosis de 1 ug de PRL (P>0.05, véase Figura
38).
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Figura 36. Duracion de las crisis de ausencia por horay su relacién con el valor medio y la
ritmicidad estimada mediante el andlisis de Cosinor. A) Se muestra la relacion entre la duracion
de crisis de ausencia presentada y la estimada mediante el analisis de Cosinor. En ninguno de los
cuatro grupos se presenté un ajuste adecuado con la curva sinusoidal elaborada debido a la ausencia
de ritmo. B) Se muestran los gréficos de reloj y elipse para la ritmicidad de la duracion de las crisis
de ausencia de los 4 grupos. El reloj representa las 12 horas del registro dividido en cuatro
cuadrantes de tres horas cada uno. En el centro del grafico de reloj se muestra un vector, cuya
magnitud representa la amplitud de la onda sinusoidal y la direccion representa la hora de la
acrofase. Las lineas semielipticas roja y azul representan la elipse de ritmicidad calculada. En el
caso de las dosis de 0.5y 2 ug las lineas semielipticas contactan con mas de un cuadrante, lo que
implica la ausencia de ritmo. En el caso del grupo control y la dosis de 1 ug las lineas semielipticas
rebasan los margenes exteriores del reloj, por lo que no se muestran. Las barras muestran el periodo
de luz (barra clara) y la oscuridad (barra negra).

1000
800
600

400

Latencia (seg.)

200 *

Control 0.5 1 2
Prolactina (ng)
Figura 37. Efecto de la administracion central de prolactina en la latencia para la aparicion de
la primera crisis de ausencia. Las dosis de 0.5y 2 ug disminuyeron significativamente la latencia
para la aparicion de la primera crisis de ausencia, desde 617.7 + 246.2 s hasta 56.7 + 43.7 y 98.5 +
36.8 s, respectivamente (ANOVA F@z23=3.45, P<0.05, seguido de la prueba de Dunnet P<0.05,
*P<0.05). No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas con la dosis de 1 ug de PRL.
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Duracion intercrisis (seg.)

Duracion intercrisis (seg.)

La administracion de 0.5 ug de prolactina no modificé el periodo de tiempo entre
cada crisis de ausencia (duracion intercrisis) en el andlisis realizado cada hora
(P<0.05; véase Figura 39-A). La administracion de 1 ug de prolactina disminuyé
significativamente la duracion intercrisis a la segunda, cuarta y novena hora de su
administracion (ANOVA F(3-200=3.82, P<0.05; véase Figura 39-B). La disminucion
maxima se presento a la novena hora, donde se present6 con un valor de 17% con
respecto al grupo control (ANOVA F3-83=1.92, P<0.05, seguido de la prueba de
Dunnet P<0.05). Mientras que con la dosis de 2 ug de prolactina disminuy6 la
duracion intercrisis desde la segunda hasta la cuarta hora y nuevamente a la octava
hora del registro (véase Figura 39-C). En la segunda hora se obtuvo una maxima
disminucién, de hasta un 25% respecto al grupo control (ANOVA F(3-200=3.82,
P<0.05, seguido de la prueba de Dunnet P<0.01). El andlisis de la duracion
intercrisis total mostrd una disminucion significativa para las tres dosis probadas con
respecto al grupo control (ANOVA F3-3667y=12.11, P<0.001; véase Figura 39-D).
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Figura 38. Efecto de la administracion central de prolactina en el periodo de tiempo entre cada
crisis de ausencia. A) Con la dosis de 0.5 ug de prolactina no se obtuvo un cambio significativo con
respecto al grupo control. B) La dosis de 1 ug disminuy0 la duracion intercrisis a la segunda, cuarta
y novena hora del registro, el decremento maximo se presentd a la novena hora, con una reduccion
hasta un 17% respecto al grupo control C) La dosis de 2 pg de prolactina disminuy6
significativamente la duracion intercrisis desde la segunda hasta la cuarta hora del registro y una
seguida reduccion significativa a la octava hora post-administracién de PRL. D) La duracién
intercrisis media total disminuyé significativamente en los tres grupos experimentales (*P<0.05,
**P<(0.01 y **P<0.001). Las barras muestran el periodo de luz (barra clara) y la oscuridad (barra
negra).
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11. DISCUSION

En 1972 Nicoll y Bern hicieron una recopilacion extensa de las funciones conocidas
de la prolactina hasta ese momento. Esta revisibon mostré que existian al menos
ochenta y dos funciones biolégicas de la hormona en distintos animales
vertebrados, planteando que la PRL podria tener la funcidén de regular los diversos
procesos fisiologicos importantes en la adaptacion a varios nichos ecolégicos.
Veintiséis afios después, en una revision elaborada por Bole-Feysot y cols. (1998)
las funciones bioldgicas atribuidas a la PRL eran ya mas de trescientas, incluyendo
por vez primera la regulacién que ejerce esta hormona peptidica sobre algunas
condiciones patoldgicas.

Actualmente se sabe que la PRL influye en la historia natural de diversas patologias,
incluyendo enfermedades neuroldgicas, autoinmunes, metabdlicas y oncologicas
(Bernard et al., 2019; Freeman et al., 2000).

En la epilepsia, la primera relacion entre la PRL y las crisis epilépticas fue la
propuesta por Michael Trimble en 1978. Su hipétesis planteaba que durante una
crisis epiléptica la actividad eléctrica anormal en el encéfalo podria estimular al
hipotalamo y a la hipdfisis e incrementar la secrecién de esta hormona, ya que en
estudios previos se habia mostrado que la estimulacién eléctrica en el area
predptica del hipotalamo incrementaba la concentracion plasmética de PRL
(Clemens et al., 1971). Los resultados de su investigacidbn mostraron por primera
vez que esta hormona incrementa su concentracion plasmatica posterior a una crisis
epiléptica motora generalizada (Trimble, 1978). Posteriormente se mostré que el
efecto se presenta de manera constante tanto en crisis epilépticas generalizadas de
presentacion motora, como en otros tipos de crisis epilépticas incluyendo las de
origen focal, especialmente en las que la conciencia se ve alterada (Chen et al.,
2005; Dana-Haeri et al., 1983; Pritchard, 1991). Por tanto, actualmente la
hiperprolactinemia secundaria a una crisis epiléptica se utiliza como una
herramienta para el diagndstico diferencial entre estas crisis epilépticas y otros
trastornos neuroldgicos de presentacion clinica similar, que no se asocian a
incrementos séricos sustanciales de esta hormona (Sueri et al., 2018; Wang et al.,
2021).

En las crisis de ausencia, sin embargo, no se ha mostrado evidencia de que la
concentracion seérica de prolactina se modifique durante la aparicion de una crisis
de ausencia, ni que presenten elevaciones sustanciales en el periodo postictal (Bilo
et al., 1988; Bye et al., 1985; Wroe et al., 1989).

Los periodos reproductivos como son el embarazo y la lactancia proveen de una
ventana natural para el analisis de la epilepsia en condiciones de hiperprolactinemia
fisiol6gica (de Souza et al., 2008). En el embarazo, multiples estudios han mostrado
gue aproximadamente en una cuarta parte de las pacientes se presenta una
disminucién y en una cuarta parte mas se incrementa la cantidad de crisis
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epilépticas, mientras que en el resto de las mujeres bajo esta condicion fisiologica
no modifico la frecuencia con que se presentan las crisis epilépticas (Battino et al.,
2013; Schmidt et al., 1983; Shahla et al., 2018). En el periodo de lactancia, no se ha
observado un cambio significativo en la frecuencia de crisis epilépticas en la mayoria
de los estudios realizados (Bardy, 1987; Costa et al., 2005; La Neve et al., 2015;
Pennell et al., 2020).

Los estudios llevados a cabo en modelos experimentales de epilepsia muestran que
la hiperprolactinemia durante el embarazo y la lactancia se asocia a una reduccion
significativa de las crisis epilépticas (Berzaghi et al., 1987; Vanoye-Carlo et al.,
2008). En el modelo animal de epilepsia inducida por pilocarpina, las ratas prefiadas
mostraron una disminucion en la frecuencia de las crisis epilépticas durante el
periodo de embarazo y de lactancia respecto a las ratas hembra no gestantes
(Amado y Cavalheiro, 1998). En las ratas Wistar susceptibles a crisis epilépticas de
tipo audiogénico Doretto y cols (2003) identificaron una severidad menor en las
crisis epilépticas presentadas durante el periodo postparto, siendo el mayor efecto
protector durante el amamantamiento de las crias, lo que sugiere un posible rol de
la PRL. En este estudio se observd ademas un incremento significativo en la
concentracion plasméatica de PRL posterior a las crisis epilépticas audiogénicas,
similar a lo reportado en pacientes humanos con epilepsia (Chen et al., 2005;
Doretto et al., 2003).

Esto ha llevado a plantear la hipétesis de que la liberacién de PRL durante una crisis
epiléptica de presentacibn motora es un mecanismo antiepiléptico endégeno que
contribuye al cese de la crisis y a delimitar el dafio inducido por esta patologia
cerebral (Doretto et al., 2003). A favor de esta hipétesis, en el modelo animal de
epilepsia inducida por la administracion sistémica de &cido kainico, la aplicacién
previa de PRL disminuye la intensidad de las crisis epilépticas y las lesiones
inducidas por excitotoxicidad a nivel del hipocampo, especialmente en las regiones
del cuerno de Ammon CA1l, CA3 y CA4 (Morales et al., 2014; Reyes-Mendoza y
Morales, 2016; Tejadilla et al., 2010). Este efecto protector de la PRL se debe a que
esta hormona reduce significativamente la entrada de calcio mediada por glutamato
e incrementa la actividad de enzimas antioxidantes y la expresién de diversos
genes relacionados a la neuroproteccion, remodelacion y neurogénesis (Cabrera-
Reyes et al., 2019; Rivero-Segura et al., 2019, 2017).

En la rata WAG/RIj, Tolmacheva y cols. (2004) mostraron que la frecuencia de las
crisis de ausencia disminuye significativamente durante la mayor parte del
embarazo, se incrementa en el dia previo al parto y se reduce nuevamente en el
tercer dia postparto. En un estudio mas reciente en el mismo modelo animal de
crisis de ausencia se reportd que la reduccion significativa en el periodo postparto
no se presenta ya hacia la segunda semana de lactancia, sin embargo, durante el
amamantamiento de las crias la frecuencia de las crisis de ausencia se incremento
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significativamente respecto a los periodos sin la presencia de las crias. (Kovacs et
al., 2017).

En el estudio llevado a cabo en el laboratorio mostramos que la administracion de
2 ug de PRL incrementa significativamente la frecuencia total de crisis de ausencia
presentadas en la rata taiep hembra. Este resultado es similar a lo reportado en la
rata WAG/RIj durante los periodos de amamantamiento (Kovacs et al., 2017), en los
qgue la PRL alcanza la concentracion sérica mas elevada, planteando asi que esta
hormona podria favorecer la activacion de las estructuras talamo-corticales
asociadas a las crisis de ausencia. Las crisis epilépticas han sido estudiadas como
eventos de presentacion subita, impredecibles y no interrelacionados (Bancaud et
al., 1981). Sin embargo, con los métodos de andlisis y de registros
electroencefalograficos actuales, se sabe que la aparicion, el desarrollo y el cese de
una crisis epiléptica es un proceso gradual en el que participan diversas estructuras
neuronales de manera coordinada (Luttjohann y van Luijtelaar, 2015; Sunderam et
al., 2007).

Mediante registros electroencefalograficos en humanos y en registros de
potenciales de campo en modelos animales se ha logrado determinar que el inicio
de las crisis de ausencia depende de la activacion de un foco epiléptico localizado
en regiones corticales especificas (Carney et al., 2010; Meeren et al., 2002). En
pacientes humanos, estudios de magnetoelectroencefalografia han mostrado que
las crisis de ausencia podrian originarse entre la corteza prefrontal medial y la
corteza orbitofrontal (Bai et al., 2010; Miao et al., 2014; Shi et al., 2020). En la rata
WAG/RIj, Meeren y cols. (2002) localizaron el foco epiléptico en la regién perioral
de la corteza somatosensorial primaria, mientras que en la rata GAERS, las
neuronas de las capas V y VI de la misma corteza incrementan su frecuencia de
descarga previo a la generalizacion de las descargas espiga-onda (Polack et al.,
2007).

El mecanismo de iniciacién de una crisis de ausencia comienza con la activacion de
las neuronas localizadas en el foco epiléptico cortical, que han de modular la
actividad eléctrica de diversos nucleos de relevo en el tdlamo, especialmente el
nacleo talamico posterior (LUttjohann y van Luijtelaar, 2012; Sysoeva et al., 2014;
véase Figura 40). Este nucleo esta a su vez interconectado con el ndcleo reticular
del tAlamo (NRT), el nacleo ventral posteromedial y reciprocamente con la corteza
cerebral (Kostopoulos, 2001). En ratas WAG/RIj la estimulacién eléctrica del foco
epiléptico cortical favorece la aparicion de descargas espiga-onda en el
electroencefalograma (Luttjohann et al., 2011), mientras que su inactivacion tras la
aplicacion de fenitoina, un bloqueador inespecifico de los canales de Na*, o su
reseccion cortical impide la iniciacion y generalizacion de las crisis de ausencia
(Gurbanova et al., 2006; Scicchitano et al., 2015).
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Figura 39. Mecanismo de iniciacion de las crisis de ausencia. La sefial eléctrica que da inicio a
una crisis de ausencia proviene del foco epiléptico localizado en las neuronas de las capas profundas
de la corteza cerebral, esta sefial se propaga a las neuronas talamo-corticales de los ndcleos de
relevo talamico, asi como al nicleo reticular del talamo. NRT: nucleo reticular del tAlamo. Elaborada
a partir de Littjohann y van Luijtelaar, 2015 & Murata y Colonnese, 2019

Estudios in vitro han mostrado que la PRL es capaz de incrementar la actividad
eléctrica en neuronas de diversos sitios del SNC, como son las neuronas
dopaminérgicas de la regién tubero-infundibular del hipotalamo, en las que esta
hormona puede favorecer la despolarizacion membranal, y la induccién de un modo
ténico de descarga con altas frecuencias de descarga (Brown et al., 2012; Lyons et
al., 2012). Se ha descrito que la mayor expresion del receptor de PRL en la corteza
cerebral se localiza en las capas V y VI de las cortezas frontal y parietal, sitios
asociados con el foco epiléptico en los modelos animales de crisis de ausencia
(Bakowska y Morrell, 1997; Polack et al., 2007).

Se desconoce las funciones que la PRL tiene en la corteza cerebral, sin embargo,
estudios en ratas hembra han mostrado que la corteza somatosensorial se
encuentra significativamente mas activa durante el periodo de lactancia (Li et al.,
1999); mientras que en pacientes con hiperprolactinemia se ha reportado una
alteracion en los mecanismos de la inhibicién neuronal a nivel cortical (Song et al.,
2020). De esta forma, es factible proponer que el incremento en la frecuencia de
crisis de ausencia en la rata taiep, que se produce tras la administracién de PRL,
podria deberse a una mayor actividad neuronal excitatoria a nivel cortical, lo cual
facilite la iniciacion de las crisis de ausencia.

En el protocolo llevado a cabo en ratas WAG/RIj lactantes la frecuencia de crisis de
ausencia en los dias 12 y 13 del postparto en ausencia de las crias fue similar a la
obtenida en el periodo previo al apareamiento, sin embargo, al regresar las crias a
las madres la frecuencia se incrementé mas del doble su valor en los primeros
sesenta minutos, debido a que esto induce un pico de secrecion de PRL, podria
existir una asociacion entre estos eventos (Kovacs et al., 2017). El estimulo de
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succion es el principal mecanismo que induce un incremento momentaneo en la
secrecion de PRL durante la lactancia (Dobolyi et al., 2020). Esto se debe a una
disminucién significativa en la produccién de dopamina hipotalamica, el principal
factor inhibidor de la actividad de las células lactotropas, 1o que permite la liberacion
de altas cantidades de PRL (Grattan, 2015; Selmanoff y Gregerson, 1985; véase
Figura 41). El incremento en la secrecion de PRL es progresivo, alcanzando su valor
méaximo a los treinta minutos de iniciada la lactancia, y una vez terminado el
estimulo, la concentracién regresa a los niveles basales (Cservenak et al., 2013;
Dobolyi et al., 2020; véase Figura 42).
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Figura 40. Mecanismo de hiperprolactinemia mediado por el estimulo de succion. Se puede
observar que la dopamina producida por neuronas tuberohipofisiales (TH), de la region
tuberoinfundibular (TI) y del nacleo paraventricular (PV) inhibe la actividad de las células lactétropas
en la adenohipdfisis. El estimulo de succién del pezén de la glandula mamaria durante el
amamantamiento transmite una sefial inhibitoria a las neuronas dopaminérgicas del hipotalamo, lo
que disminuye la liberacion de dopamina y permite la desinhibicion de las células lactétropas de la
adenohipdfisis, incrementando la sintesis y secrecién de prolactina hacia la circulacién sanguinea.
Elaborada a partir de Grattan y Le Tissier, 2015 & Grattan, 2015.

En la rata taiep hembra, mostramos que la administracion aguda de PRL con las
dosis de 0.5 y 2 ug disminuy0 significativamente la latencia para la aparicion de la
primera crisis de ausencia, y se acorto significativamente el periodo de tiempo entre
las crisis de ausencia. Cabe la pena destacar que no se modificé la frecuencia de
crisis de ausencia respecto al grupo control en la primer hora del registro. En la rata
WAG/RIj, el incremento significativo de la frecuencia de crisis de ausencia asociado
al amamantamiento de las crias se interrumpio al retirar nuevamente a las crias, lo
gue muestra que es el estimulo de succion que libera PRL, el responsable de este
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efecto (Kovacs et al., 2017). Estos resultados en conjunto muestran que el
incremento en la concentracion de PRL podria favorecer el mecanismo de inicio de
las crisis de ausencia, no obstante, se requiere de una elevacién progresiva y
durante un periodo de tiempo prolongado para mantener este efecto, ya que al
disminuir la concentracion el efecto cesa. Estudios llevados a cabo en un modelo
de hiperprolactinemia cronica, inducido mediante la administracion de farmacos
antagonistas dopaminérgicos, podrian contribuir a dilucidar el efecto de esta
hormona sobre el proceso de inicio y mantenimiento de las crisis de ausencia.
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Figura 41. Hiperprolactinemia fisiol6gica durante el periodo de amamantamiento. A. Se
muestra la concentracién sérica de prolactina en ratas Wistar hembra lactantes a las que se les
retiraron las crias durante un periodo de 240 minutos y posteriormente se le regresaron. Se puede
observar que, al retirarle las crias la prolactina disminuye su concentracidn hasta ser casi
imperceptible, mientras que en el momento del amamantamiento (a partir del tiempo 0) se produce
un pico de secrecion que alcanza la mayor concentracion a los 30 minutos de iniciar el estimulo. B.
Se muestra la concentracién sérica de prolactina en una paciente en el periodo postparto antes,
durante y después del amamantamiento; se puede observar que el amamantamiento induce un
incremento sustancial en la concentracién de prolactina, con el mayor valor a los 30 minutos de
iniciada la lactancia, a partir de que esta cesa, la concentracion sérica de prolactina disminuye hasta
los valores previos al amamantamiento. Panel A elaborado a partir de Cservenak et al., 2013. Panel
B elaborado a partir de Noel et al., 1974.

Durante las crisis de ausencia se presenta un acoplamiento de gran amplitud entre
las capas profundas de la corteza cerebral y los nucleos del talamo, asi como una
interconexién continua entre los propios ndcleos talamicos para asegurar el
mantenimiento del circuito reverberante que caracteriza a las crisis de ausencia
(Luttjohann y van Luijtelaar, 2012; véase Figura 43). La frecuencia de descarga
neuronal en el circuito talamo-cortical es controlada tanto por la corteza
somatosensorial, como por un conjunto de neuronas de naturaleza GABAérgica
localizadas en la porcion rostral del NRT (Ldttjohann y van Luijtelaar, 2015; van
Luijtelaar et al., 2011).

La porcion rostral del NRT ha sido recientemente propuesta como una estructura
con funciones de resonancia de la actividad neuronal proveniente del foco epiléptico
cortical (Lattjohann y van Luijtelaar, 2015). Esta region seria la encargada de
coordinar el ritmo de descarga neuronal del resto de los nucleos del talamo
involucrados en las crisis de ausencia y de esta manera controlar la duracién del
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evento epiléptico (LUttjohann y van Luijtelaar, 2015). Mediante estudios
farmacoldgicos realizados en las ratas GAERS se ha mostrado que la inhibicién de
la porcion rostral del NRT disminuye significativamente la duraciéon de las crisis de
ausencia, por lo que este nucleo podria estar involucrado directamente en el
mantenimiento de las crisis de ausencia (Aker et al., 2006).
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Figura 42. Mecanismo de mantenimiento de las crisis de ausencia. Durante el desarrollo de una
crisis de ausencia la sefial generada por el foco epiléptico cortical comanda la frecuencia de descarga
del ndcleo reticular del tdlamo, el cual, a su vez, modula la actividad de las neuronas talamo-
corticales en los nucleos de relevo del talamo, asi como de la misma corteza cerebral. Esta actividad
coordinada permite el acople continuo entre las tres estructuras. NRT: nucleo reticular del tdlamo.
Elaborada a partir de Littjohann y van Luijtelaar, 2015 & Murata y Colonnese, 2019

Los farmacos que actian sobre el sistema GABAérgico simulan la actividad del NRT
en el circuito talamo-cortical e incrementan la duracion de las crisis de ausencia
(Manning et al., 2003). En la rata WAG/RIj y en la rata GAERS la administracion de
vigabatrina, un inhibidor de la enzima GABA transaminasa (GABA-T), responsable
de la degradacion del GABA, incrementa significativamente la duracion de las crisis
de ausencia (Bouwman et al., 2007b, 2007a; Perescis et al., 2020). Este efecto se
debe a que el farmaco incrementa la concentracién del GABA en los nucleos de
relevo talamicos, asi como en el NRT (Liu et al., 1991). Debido a que la vigabatrina
aumenta la concentracion intracelular del GABA, el incremento de la duracion de las
crisis de ausencia se mantuvo durante las primeras seis horas del registro (Perescis
et al., 2020).

Los resultados de nuestro grupo de trabajo mostraron que la PRL incrementa la
duracion de las crisis de ausencia en las ratas taiep hembras, en forma dosis-
dependiente (Véase Figuras 32-34). Paralas dosis de 1y 2 ug, el efecto se mantuvo
desde la segunda hasta la octava hora tras su administracion, similar a los efectos
obtenidos con el uso de vigabatrina (Bouwman et al., 2007b). Investigaciones
llevadas a cabo en modelos animales de hiperprolactinemia, tanto fisiolégica como
inducida han mostrado que esta hormona puede modular la actividad del sistema
GABAérgico (Duvilanski et al., 2003; Racagni et al., 1984). En ratas Fisher
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portadoras de un injerto hipofisiario secretor de prolactina, Felman y Tappaz (1989)
reportaron que la PRL es capaz de disminuir la actividad de la enzima GABA-T en
la adenohipdfisis, lo cual se asocié a un incremento en la concentracion del
neurotransmisor inhibitorio GABA. En ratas Sprague-Dawley lactantes se ha
mostrado que el incremento en la concentracion de GABA mediado por PRL es
debido a una mayor actividad de la enzima glutamato descarboxilasa (GAD), la cual
es la limitante en la biosintesis de GABA a partir del aminoacido glutamato (Racagni
et al., 1984).

Locatelli y cols. (1985) administraron PRL via i.c.v. a la dosis de 2 ug a ratas
Sprague-Dawley machos y cuantificaron la actividad de la enzima GAD, asi como
la concentracion plasmatica y tisular de GABA posterior a su administracion. La PRL
incrementd significativamente la actividad de esta enzima a nivel hipotaldmico y
genero una elevacion sustancial en la concentracion de GABA en la adenohipéfisis
y en el plasma del sistema portal hipofisiario (Locatelli et al., 1985). Este estudio
muestra que esta hormona puede ejercer también un efecto directo sobre el sistema
GABAérgico de forma aguda, por tanto, el incremento en la duracién de las crisis de
ausencia obtenido tras la aplicacion de PRL con 2 ug en ratas taiep podria deberse
a una mayor actividad de este sistema en el tdlamo, asemejando la actividad
resonadora del NRT sobre el circuito talamo-cortical que mantiene a las crisis de
ausencia.

En el diencéfalo la mayor expresion del receptor de PRL se localiza en las neuronas
dopaminérgicas y GABAérgicas del hipotdlamo, asi como en los nlcleos de relevo
del talamo (Bakowska y Morrell, 2003, 1997). La mayor expresion de este receptor
en el tAlamo se presenta en los nucleos anterior, intermediodorsal y paraventricular,
sin embargo, se desconoce la funcidén que la PRL podria ejercer en esta estructura
diencefalica (Cabrera-Reyes et al., 2017; Roky et al., 1996). Un estudio reciente
muestra que los pacientes con hiperprolactinemia presentan una conectividad
funcional incrementada desde el talamo hacia la corteza cerebral y el cerebelo (Yao
et al., 2020). La realizacion de nuevos estudios es necesaria para determinar el
efecto que la PRL ejerce a nivel del tAlamo y poder determinar si este efecto puede
asociarse a la fisiopatologia de las crisis de ausencia.

El incremento en la duracién de las crisis de ausencia en la rata taiep tras la
administracion de PRL presentd su maximo valor durante la séptima y octava hora
posterior a su administracion central. Las diversas vias de sefializacion intracelular
activadas por la union de esta hormona a su receptor culminan con la transcripcion
génicay la sintesis de proteinas de novo (Brooks, 2012; Grattan y Le Tissier, 2015).
En las neuronas dopaminérgicas del hipotalamo, por ejemplo, la PRL induce la
sintesis de la enzima tirosina hidroxilasa, responsable de la produccion de dopamina
(Grattan, 2015; Ma et al., 2005).
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Duvilanski y cols. (1987) mostraron en neuronas hipotalamicas cultivadas in vitro
gue la administracion de PRL al medio de cultivo incremento tanto la secrecion de
GABA, asi como la actividad de la enzima GAD. En este estudio, el maximo
incremento en la actividad de la enzima GAD se presentd seis horas después de
haberse aplicado la PRL, este maximo incremento se debié a una mayor sintesis de
esta enzima, ya que la administracion conjunta de cicloheximida, un inhibidor de
sintesis de proteinas, impide que se presente dicho efecto (Duvilanski et al., 1987).
Es factible proponer que el mayor efecto de la PRL en la duracion de las crisis de
ausencia en horas posteriores a su administracion podria deberse a la sintesis de
nuevas proteinas en neuronas del circuito talamo-cortical.

Las crisis de ausencia se caracterizan por la presencia de descargas espiga-onda
en el electroencefalograma y dependen de una serie de eventos coordinados para
ser manifestadas clinicamente. Ahora se sabe que es la activacion anémala de un
foco cortical hiperexcitable lo que comande el ritmo de descargas neuronales en el
talamo, y el mantenimiento en el tiempo de este circuito neuronal a través de la
actividad en el nucleo reticular del tdlamo. La prolactina, es una hormona
pleiotrépica con multiples funciones a nivel periférico y central, tanto en condiciones
fisioldgicas, como patolégicas. Es capaz de actuar tanto en el mecanismo de
iniciacion, como en el de mantenimiento de las crisis de ausencia, como hemos
mostrado por primera vez en este trabajo de tesis en la rata taiep, el Unico modelo
animal de tubulinopatias con crisis de ausencia.
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12. CONCLUSIONES

La prolactina incrementa la frecuencia de crisis de ausencia en la rata taiep
hembra adulta.

El mayor efecto presentado de la prolactina es el incremento de la duracion
de las crisis de ausencia en la rata taiep hembra adulta.

La administracion central de prolactina disminuye la latencia para la primera
crisis de ausencia y el periodo intercrisis de ausencia en la rata taiep hembra
adulta.

El circuito talamo-cortical, sitio responsable de la iniciacion y el

mantenimiento de las descargas espiga-onda caracteristicas de las crisis de
ausencia, puede ser modulado por la hormona prolactina.
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