#%%,  BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS TECNOLOGIA
LICENCIATURA EN BIOTECNOLOGIA

PAPEL DE LAS HORMONAS ESTEROIDES
SEXUALES EN LAS CRISIS DE AUSENCIA EN
RATAS MUTANTES DE MIELINA TAIEP

TESIS PARA OBTENER EL TITULO DE:
LICENCIADA EN BIOTECNOLOGIA

PRESENTA:
ESTEFANIA GRADOS PORRO

DIRECTORA DE TESIS:
DRA. MA. DEL CARMEN CORTES SANCHEZ
CODIRECTOR DE TESIS:
DR. JOSE RAMON EGUIBAR CUENCA

n|]
Instituto de Noviembre 2019
Fisiologia



Agradecimientos

Agradezco a los proyectos del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyT)
de Ciencia Basica con numeros 24333 y 243247 a favor de Ma. del Carmen Cortés
Sanchez y José Ramoén Eguibar Cuenca, respectivamente.

Al apoyo recibido por la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla y la Subsecretaria
de Educacion Superior — Secretaria de Educacion publica para el cuerpo académico en
Neuroendocrinologia, BUAP-CA-288.

Agradezco al jurado del examen: al Sr. Vicerrector, el Dr. Ygnacio Martinez Laguna, y a
la Dra. Maria Lilia Cedillo Ramirez, por las observaciones y contribuciones realizadas a
esta tesis.

Al Dr. José Ramén Eguibar y a la Dra. Carmen Cortés, por permitirme realizar mi tesis
en el Laboratorio de Neurofisiologia de Conducta y Control Motor, por su confianza, sus
consejos y su enorme ayuda en mi formacién como investigadora.



Agradezco a mi familia Grados y mi familia Porro por su apoyo y motivacion desde el
principio. A mis padres: Héctor Hernan Grados Jiménez por su interés y apoyo, a Maria
Martha Porro Torres porque sin ella nada de esto hubiera sido posible.

A mis amigas: Dana y Marili, Mabel, Pili y Xime por sus consejos y compafiia constante.
A mis amigos: todos los de medicina, por hacerme sentir como uno de ustedes,
especialmente a Rich por su paciencia y compafiia en mis noches de registro; a los
franceses Hugues y Mathis por sacrificar tiempo de sus vacaciones en México por mi.

A todos mis comparieros de biotecnologia, especialmente a Richi, Alexis, Montse, Fabri,
Kenneth y Dany, por su amistad durante estos afios de carrera.

Gracias a todos los integrantes del Laboratorio de Neurofisiologia de Conducta y Control
Motor: a la M.C. Aracely Ugarte por su apoyo en los procesos experimentales, al M.C.
Juan Manuel Ibarra, por su paciencia, ayuda y compafia desde que llegué al laboratorio,
al M.V.Z Omar Isidro por el cuidado y mantenimiento de los animales de laboratorio. A
mis comparfieros: Adriela, Angeles Dorantes, Angeles Carrasco, Lili, Carlos, Nagib,
Alfonso, Karely, Adriana, Jesus, Salvador, Juan Carlos, y Ana, por su amistad y apoyo.



Lista de abreviaturas

AP Antero-posterior

Cx Corteza cerebral

DEO Descarga espiga-onda

DV Dorso-ventral

EEG Electroencefalograma

EMG Electromiograma

EOG Electrooculograma

GABA Acido y-aminobutirico

GABAA Receptor GABA tipo A

GABAsg Receptor GABA tipo B

GABAC Receptor GABA tipo C

GAERS Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg
Hp Hipocampo

i.p Intraperitoneal

ILAE De las siglas en inglés International League Against Epilepsy
ML Medio-lateral

Pg Progesterona

PTZ Pentilenetetrazol

s.C Subcutanea

SNP Polimorfismo de un solo nucleétido

WAG/RIj De las siglas en inglés Wistar Albino Glaxo/Rijswijk rats



1. Resumen

La epilepsia del tipo crisis de ausencia es un trastorno cerebral caracterizado por la
presencia de crisis no convulsivas en las que ocurre una pérdida de la consciencia
abrupta y repentina que se acompafia de descargas tipo espiga-onda en ambos
hemisferios cerebrales cuando se registra mediante electroencefalografia (EEG). En
México, existen alrededor de 2 millones de personas con epilepsia, de los cuales
alrededor de 63 mil corresponden al tipo de las crisis de ausencia (Posner, 2008). Un
modelo de estudio para las crisis de ausencia es el mutante de mielina taiep que proviene
de una mutacion autosOmica recesiva espontanea que se obtuvo a través de cruces
endogamicos. La presencia de las crisis de ausencia en la rata taiep es sexualmente
dimorfica, en los machos se presenta a partir de los tres meses y en las hembras hasta
los seis meses, por lo que se infiere que las hormonas sexuales son moduladoras de
esta epilepsia y afectan la susceptibilidad a presentar las crisis. Se ha reportado en ratas
macho que la testosterona puede disminuir la frecuencia de crisis de ausencia en las
primeras dos horas posteriores a su administracion. El objetivo del presente trabajo es el
de evaluar, mediante registros encefalogréaficos, el efecto que tienen los andrégenos
testiculares como moduladores en las crisis de ausencia en las ratas taiep macho; asi
como el efecto de la progesterona, la testosterona y el 173-estradiol al ser administrados

via subcutanea en dosis de 1mg/Kg.

Se emplearon ratas macho de tres meses de edad a las cuales mediante cirugia
estereotaxica se les implantaron electrodos en el hipocampo, en dos cortezas cerebrales,
en los musculos de la nuca y en la érbita ocular para registrar los movimientos oculares.
Los sujetos se dividieron en tres grupos: control sin orquiectomia, con orquiectomia
adulta y con orquiectomia neonatal y a las cuales se les administraron tres hormonas
esteroides: la progesterona, la testosterona y el 17B-estradiol. Posteriormente se
realizaron registros encefalograficos de 24h de duracion acoplados a videograbacion y
se evalud la frecuencia y la duracion de cada crisis. Se consideré una diferencia

significativa cuando la probabilidad fue de 0.05 o0 menos.



La orquiectomia en ratas macho taiep adultas aument6 de manera significativa en
frecuencia y duracion de las crisis de ausencia, mientras la orquiectomia neonatal
disminuyé significativamente estas crisis. Por otro lado, la administraciéon aguda de
progesterona y de testosterona en ratas control o con orquiectomia no tuvo ningun efecto
sobre la frecuencia, duracion o latencia de las crisis de ausencia. Sin embargo, el 17f-
estradiol disminuy6 la duracién de las crisis de ausencia significativamente en las ratas

con orquiectomia adulta.

En conclusion, la orquiectomia neonatal altera los mecanismos organizacionales del
cerebro de la rata, disminuyendo las crisis de ausencia; mientras la orquiectomia adulta
aumenta la frecuencia las crisis probablemente al impactar el circuito tAlamo-cortical que
genera y mantiene este tipo de epilepsia. En cuanto a la administracion de progesterona,
17p-estradiol y testosterona, solamente la administracion de 173-estradiol en ratas con
orquiectomia adulta disminuy6 la duracion de las crisis. Nuestros resultados muestran el
efecto dual de la orquiectomia en un modelo animal de crisis de ausencia como lo es la

rata taiep.
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1. Introduccién

1.1. Definicidn y clasificacidon de epilepsia y de las crisis.

La epilepsia es un trastorno que interfiere con la conducta, percepcién, movimiento y
consciencia, entre otras funciones cerebrales, y origina una predisposicion a sufrir crisis
epilépticas no provocadas (Fisher y cols., 2005). Las crisis epilépticas se definen como
una ocurrencia transitoria de ciertos signos o sintomas dadas por una actividad neuronal
excesiva en el cerebro. Cuando el problema es persistente recibe el nombre de epilepsia
(Bennett y Krein, 1989).

f Presentacion motora:
Automatismos
Atonia
Clono
Espasmos epilépticos
Hipercinética
Mioclono
Hipertonia
Presentacion no motora:
Auténoma
Alteracion de la conducta
Alteracion cognitiva
Alteracion del estado
emocional
Alteraciones sensoriales

Miocldnico-ténico-clénicas
Mioclénico-aténicas
Espasmos epilépticos

No motoras (ausencias):
Tipicas
Atipicas
Miocldnicas
Con parpadeo mioclono.

s N\ N\ ™
CRISIS CRISIS CRISIS DE ORIGEN
FOCALES GENERALIZADAS DESCONOCIDAS
[ rMotoras: Motoras:
Conciencia Conciencia Ténico-clénicas Tonico-clénicas
conservada alterada Clénicas Espasmos epilépticos
L Ténicas No motoras (ausencias):
Mioclénicas Conductas anormales

Sin clasificar

Crisis focales-bilaterales

Figura 1. Clasificacion de las crisis propuesta por la liga internacional contra la epilepsia
(ILAE) del 2017. Las crisis se clasifican en generalizadas, focales o de origen desconocido. Las
crisis focales se pueden clasificar de acuerdo al estado de consciencia y posteriormente se clasifican
en motoras y no motoras. Las crisis generalizadas se clasifican en crisis motoras o no motoras,
también nombradas ausencia. La clasificacion de origen desconocida se da cuando no se tiene una
evidencia suficiente para caracterizarlas en crisis focales o generalizadas. Modificado de Fisher y
cols., 2017.



En 1969, la Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE, de sus siglas en inglés

International League Against Epilepsy) publicé un esquema para la clasificacién de los

tipos de epilepsia. Desde entonces, se han desarrollado diferentes metodologias

incluyendo grabaciones electroencefalograficas para obtener una clasificacion mas

precisa de estas crisis (Figura 1; Penry, 1981).

Mas detalladamente las crisis se clasifican en:

7
A X4

Crisis focales: Antes llamadas parciales. Son crisis originadas en algin momento
dentro de redes neuronales y se limitan a un hemisferio del cerebro, dividiéndose
en: originadas en el I6bulo frontal, originadas en el I6bulo parietal, originadas en
el lobulo temporal y originadas en el lI6bulo occipital. Estas crisis pueden estar
localizadas en un punto o estar distribuidas de manera mas amplia y generalmente
se originan en estructuras subcorticales. El siguiente nivel de clasificacion de
estas crisis depende del estado de consciencia, que se define como el
conocimiento de uno mismo y del ambiente que le rodea y este a su vez, se divide
en:
o Conciencia conservada: La conciencia se mantiene intacta. El individuo
mantiene un estado de alerta.
o Conciencia alterada: El individuo pierde el estado de alerta, junto con el
pleno conocimiento de si mismo y de su entorno.
Crisis generalizadas: Se originan en algun momento dentro de redes neuronales
distribuidas bilateralmente en el cerebro. Estas se dividen en dos tipos principales:
o Motoras: Involucran aumento o disminucion de la contraccion muscular que
produce movimiento.
o No motoras: No interfieren con la contraccion muscular.
Crisis de origen desconocido: No se pueden clasificar, ya que no se posee
informacion o evidencia suficiente para clasificarlas en generalizadas o focales.
Estas pueden darse como:
o Espasmos epilépticos: Requieren de un monitoreo a través de un video

acompafnado de un electroencefalograma para poder clasificarlo.



o De comportamiento alterado: Puede representar una crisis focal con

conciencia alterada y un comportamiento anormal.
(Abou-khalil y cols., 2016; Fisher y cols., 2017).

Existe una clasificacibn mas amplia de las crisis de ausencia en donde se expanden las
categorias de “motora” y “no motora”, bajo los tres tipos principales de crisis
(generalizada, focal y de origen desconocidas), dividiéndose en tres niveles: En el primer
nivel se clasifica de acuerdo al tipo de crisis, posteriormente de acuerdo al tipo de
epilepsia, y en el tltimo nivel de acuerdo a los signos y sintomas que se presentan (Falco-
Walter, Scheffer, y Fisher, 2018).

1.2. Crisis de ausencia

Las crisis de ausencia son episodios frecuentes y cortos de inconciencia, los cuales
pueden estar acompafiados de movimientos involuntarios. Estos tipos de crisis son mas
frecuentes en nifios 0 en adolescentes, y representan el 10% de todas las epilepsias
generalizadas y un tercio de ellas tienen como factor causal el genético (Posner, 2008).
Las crisis de ausencia tienden a ser mas repentinas y presentar automatismos menos

complejos que otros tipos de crisis generalizadas (Fisher y cols., 2017).

Existen muchas clasificaciones para las crisis de ausencia. Una de las mas utilizadas
para describirlas es la electroencefalografica que se basa en el registro de la actividad
eléctrica en la superficie del craneo como fue descrito por primera vez por Hans Berger
en 1933 (Penry, 1981; Avoli, 2012). Las crisis de ausencia se pueden observar en el
electroencefalograma en humanos como descargas tipo espiga-onda (DEO) con una
frecuencia 2.5 a 4 Hz en ambos hemisferios del cerebro, es decir, son bilaterales y
sincrénicas (Avoli, 2012). El inicio y término son repentinos, con un registro
electroencefalografico sin depresion de voltaje post-ictal y con una duracién mayor a un

segundo (véase Figura 2).
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Figura 2. Registro encefalografico de una descarga espiga-onda en un paciente de 10
afios. Note la forma de la descarga tipo espiga-onda generalizada en todos los canales, su
sincronizacion entre ambos hemisferios del cerebro, la duracion mayor a un segundo y una
terminacion abrupta seguida de un retorno al patron de electroencefalograma que ya se tenia
antes de la crisis. Se marca con gris la forma de espiga-onda en los diferentes canales. El margen
derecho corresponde a la derivaciéon del EEG con el sistema 10/20. Modificado de Avoli, 2012.

En México existen cerca de 2 millones de personas con epilepsia, de los cuales alrededor

de 63 mil corresponden a crisis de ausencia (Posner, 2008; Secretaria de Salud, 2016).

1.3. Fisiopatologia de las crisis de ausencia

El concepto de epilepsia y crisis de ausencia se remonta al afio 1705, cuando Poupart,
y posteriormente Tissot, describieron la enfermedad denominandola le petit mal o
“pequefio mal”, para diferenciar a este tipo de crisis del “gran mal” que corresponde a las
crisis toénico-clénicas. La historia moderna de las descargas espiga-onda comenz6 con
Hans Berger en 1933, quien logra realizar los primeros estudios electroencefalogréaficos
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en un paciente durante una crisis de ausencia. Berger creia que las crisis eran
provocadas por un retiro de las influencias inhibitorias ejercidas por el tAlamo, lo que se
convirtié en una de las principales hipétesis sobre esta patologia cerebral (Avoli, 2012).

En 1941, Jasper y Kershman analizando registros electroencefalograficos de pacientes
con crisis de ausencia propusieron que su origen se daba en estructuras subcorticales.
Esto dio paso a estudios ulteriores donde se establecieron los primeros modelos
experimentales animales estimulando a baja frecuencia los nucleos talamicos en gatos
y produciendo DEO sincrénicas y bilaterales (Meeren y cols., 2005). Sin embargo, no fue
hasta que Penfield y Jasper en 1957 observaron que la estimulacion eléctrica en la

corteza no provocaba DEO, lo que reforza la hipotesis “centroencefalica” (Meeren y cols.,
2005).

Figura 3. Tres hipoétesis sobre el origen de las crisis de ausencia. A) Hipétesis
centroencefalica. Propone un origen subcortical de las descargas en ambos hemisferios. B)
Hipotesis corticorreticular. Las DEO se originan en la sustancia reticular del tallo cerebral. C)
Hipotesis cortical focal. Propone que el origen de las descargas se da en ciertas neuronas
piramidales donde se propagan hacia otras regiones de la corteza cerebral a través de la red
talamo-cortical. Modificado de Mereen y cols., 2005.

Las investigaciones de Gibbs y Gloor, en 1953 muestran la induccion del patron espiga-
onda al administrar farmacos convulsivos en la arteria carétida, lo cual suministra el
farmaco a la corteza y da lugar a la hipétesis corticorreticular de Gloor (Figura 3; Meeren
y cols., 2005). Dejando claro que el talamo no actia como una fuente primaria para iniciar
las descargas, pero si que las neuronas del nucleo reticular talamico comandan el ritmo
de estas descargas, y que son las conexiones intracorticales y callosas fundamentales

para la propagacion y generalizacion de las DEO (Meeren y cols., 2005).
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Para elucidar el mecanismo neuronal que genera las descargas espiga-onda, Meeren y
colaboradores realizaron estudios en las ratas Wistar Albino Glaxo from Rijswijk
(WAG/RIj) con crisis de ausencia inactivando el tAlamo y la corteza, demostrando que el
talamo, y el ndcleo reticular taldmico, es necesario para que se generen las descargas,
y que es el circuito intratalamico por si solo no suficiente para generar las oscilaciones

de tipo descarga espiga-onda (Meeren y cols., 2005).

Sin embargo, estudios recientes afirman que las DEO en las ratas WAG/Rij y en las
Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg (GAERS) inician en la corteza
somatosensorial en las neuronas piramidales y que estas se propagan hacia el talamo.
Por lo que la hipotesis actual es que las DEO se generan en la corteza cerebral y se

mantienen por el tdlamo (Jarre y cols., 2017).

1.4. Hormonas

La palabra hormona proviene del griego “ormao” que significa mover (Dorantes-Cuéllar
y cols., 2016). La primera definicion de hormona fue dada por el profesor Ernes Starling
en 1905, que la definié como: “mensajeros quimicos, los cuales tienen que ser llevados
del 6érgano donde se realiza su produccion al érgano sobre el que ellos actian por medio

del torrente sanguineo” (Dorantes-Alvarez y cols., 2005).

Hoy en dia las hormonas se definen como “aquella sustancia secretada en un limitado
numero de tejidos y que es capaz de actuar como mediador quimico tejidos blanco o
diana”. Segun su clasificacion quimica las hormonas se dividen en: (1) esteroides; (2)
proteinas y péptidos; (3) derivados de aminas; (4) glucoproteinas; (5) eicosanoides; y (6)

derivados de vitaminas (véase Figura 4; Jameson y Harrison, 2013)
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Figura 4. Clasificacion y ejemplos de los diferentes tipos de hormonas. La clasificacion de
las hormonas esta dada por su composiciéon quimica, dividiéndose en seis grupos: esteroides,
proteinas y polipéptidos, aminas, glucoproteinas, eicosanoides y derivadas de vitaminas. Dentro
de las hormonas esteroides se encuentra una subdivisién en base a por el lugar donde se
secretan. Por Ultimo, las hormonas sexuales se subdividen en hormonas masculinas o

femeninas. Debajo de cada tipo de hormona se observa un ejemplo de esta division. Modificado
de Jameson y Harrison, 2013.

1.4.1. Hormonas sexuales

Los estrogenos, andrégenos y la progesterona pertenecen a la clasificacion quimica de
las hormonas esteroides. Son llamadas hormonas sexuales ya que influencian el
desarrollo de los 6rganos sexuales, se producen de manera natural en los ovarios y en
los testiculos de los vertebrados y son responsables de la ovulacion (estrégenos), del
mantenimiento del embarazo (progesterona) y de la espermatogénesis (andrégenos;

Greenspan y Gardner, 2012; Jameson y Harrison, 2013).

La liberacion de estas hormonas esta controlada por el eje hipotalamo-pituitario-gonadal.
Las principales hormonas sexuales son la testosterona, los estrégenos y la progesterona
(Pennell, 2009). Los receptores para estas hormonas pertenecen a la superfamilia de los
receptores nucleares y son encargados principalmente de regular transcripcionalmente

a ciertos genes (Ogino y cols., 2016).
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Figura 5. Efectos gendémicos (lentos) y no gendémicos (rapidos) de las hormonas
esteroides. En la via genémica, la hormona esteroide sexual se une al receptor que se encuentra
en el nacleo de la célula, esta respuesta puede aumentar o disminuir la expresién de genes. En
la via no gendmica la hormona se une al receptor que se encuentra en la membrana plasmatica
de la célula, lo que genera una respuesta rapida por medio de segundos mensajeros, ya sea a
través de la respuesta biol6gica o modulando la respuesta gendmica. cAMP= Adenosin
monofosfoto ciclico; MAPK= cinasas activadas por nitrégeno; ARNm= ARN mensajero; PKC=
Protein cinasa. Modificado de Norman, y cols., 2004.

Se sabe que estas hormonas tienen efectos tanto en la estructura como en la funcion

celular produciendo efectos gendmicos (lentos) y no gendmicos (rapidos) (véase Figura
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5; McEwen, 1991). Ademas, las hormonas esteroides sexuales son capaces de producir
diferentes efectos en el desarrollo del sistema nervioso (Melcangi y cols., 2006).

Otros de los principales efectos de las hormonas esteroides es la diferenciacion sexual
que ocurre en el cerebro y su accion estd mediada por receptores cerebrales. La
diferenciacién sexual en mamiferos se da al final del embarazo y da lugar a cambios
permanentes en diferentes estructuras y funciones cerebrales (Swaab, 2007). Las
diferencias sexuales en las estructuras cerebrales son permanentes y estan involucrados
con funciones que van mas alla de la conducta sexual, como son las funciones cognitivas
(Horn y Buterbaugh, 1986).

HO

Figura 6. Estructura de los esteroides sexuales empleados. A) Testosterona. Hormona
perteneciente al grupo de los andrégenos. B) Progesterona o pregn-4-en-3,20-diona.
Pertenece al grupo de los progestagenos. C) 17B-estradiol. Pertenece al grupo de los
estrogenos, es producida como metabolito de la testosterona por accion de la enzima aromatasa.

La relacion entre el sistema GABAérgico y las hormonas sexuales fue estudiada por
Saad en 1970, al demostrar que la ovariectomia aumentaba el contenido del acido y-
aminobutirico (GABA) en los hemisferios cerebrales (Maggi y Perez, 1984). Ademas, se
ha estudiado la habilidad de las hormonas esteroides sexuales para modular la
excitabilidad del cerebro, influyendo en su desarrollo temprano y modulando su actividad
durante toda la vida. Sus efectos pueden ser a través de receptores especificos dentro
de la célula o en los receptores que tienen ciertos neurotransmisores (McEwen, 1991).
También existe un efecto nuclear que requiere la dimerizacion y la produccion de
proteinas dependientes de la accion, por ejemplo, los estrogenos inducen la sintesis de

receptores a progesterona (Leavitt y cols., 1977). Los esteroides también ejercen efectos
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de membrana activando cascadas intracelulares que modifican a las proteincinasas
como son la A, la C o la extracelular, activando la fosforilacion y la via de las cinasas
activadas por nitrogeno (MAPK, por sus siglas en inglés Mitogen-Activated Protein
Kinases) (Watters y cols., 1997).

Colesterol
I
P450
170H- f
DHEA <= 17,20 liasa == Pregnenolona < 17,20 liasa == Pregnenolona
3B—HISD 3E+IISD EB—IHSD
4
Androsta- 176H-
Estrona € aromatasz= nediona oy 17, 20 liasa == <— 17,20liasa == PrOgeSterona
Progesterona

1
17B-HSD 17B-HSD 21- Hidroxilasa 21- Hidroxilasa

¥

Estradiol  «—aromatas—  Testosterona
|

Sa-reductasa 11B- Hidroxilasa Aldosteronasintasa + 11B-

Hidroxilasa ‘

|_

Aldosteronasintasa

Aldosteronasintasa
11B-Hidroxilasa

I
Aldosteronasintasa

Figura 7. Sintesis de las hormonas esteroides sexuales. Se marcan con gris los primeros
pasos en la esteroidogénesis llevada a cabo en células de Leydig en los testiculos, y en las
células de la teca en los ovarios. En amarillo se marcan los procesos de conversién de los
andrégenos a estrégenos por medio de la enzima aromatasa. Por Gltimo, con azul se marcan los
pasos que se llevan a cabo en otros tejidos, como son piel, préstata y epididimo. 17p3-HSD =
Enzima beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa, perteneciente al grupo de las enzimas alcohol
oxidoreductasas. 5a-reductasa= 3-oxo-5-alfa-esteroide 4-deshidrogenasa, enzima esencial en el
metabolismo de andrégenos y estrogenos. 3B-HSD=3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa,
cataliza la conversiéon oxidativa de los hidroxiesteroides. Modificado de Alexandra Rotstein, 2011

Estudios revelan que tanto los estrégenos como la progesterona pueden regular a los
receptores para el acido y-aminobutirico (GABA), principalmente para los receptores de
tipo GABAA. Indicando que estas hormonas juegan un papel importante en la transmision

GABAérgica en el sistema nervioso central (SNC; Maggi y cols., 1984).
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Por otro lado, se sabe que la organizacién sinaptica en el ndcleo ventromedial
hipotalamico varia entre machos y hembras y que los estrogenos afectan la anatomia y
la fisiologia del hipocampo en los roedores (Horn y Buterbaugh 1986). Ademas, se
sugiere que existe una interaccion importante entre las hormonas del eje hipotalamo-

pituitario-adrenal en el control de las crisis epilépticas (Horn y Buterbaugh 1986).

La progesterona, el estradiol y la testosterona ejercen efectos opuestos en los modelos
genéticos de crisis de ausencia y en los modelos inducidos mediante farmacos (van
Luijtelaar y cols., 2014). Por lo tanto, el efecto que tienen estas hormonas depende de la
edad, el género, el modelo y las dosis utilizadas en el estudio. Por lo que, en la literatura

es contradictorio cual es el rol de estas hormonas sobre las crisis epilépticas.

La mayoria de los estudios de crisis de ausencia en animales no muestran diferencias
entre sexos, principalmente debido a que la mayoria de las investigaciones se enfocan
a estas diferencias (van Luijtelaar y cols., 2001). De hecho, muchos investigadores se
centran en el estudio en un solo género para el estudio de crisis de ausencia (van
Luijtelaary cols., 2014). Una tendencia que se da en casi todos los estudios conductuales
fisiologicos y farmacoldgicos incluso en ensayos clinicos (Cortés y Fierro, 2018). Este
sesgo ha llevado a la inclusiébn de mujeres en ensayos clinicos mediante la ley de los
Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos de Norteamérica (NIH) titulada “Las
mujeres y las minorias como sujetos en la investigacion clinica”, la cual se consolido en
el aflo 2000 (Cortés y Fierro, 2018). Después de constatar que la diferente respuesta
dependiente del sexo puede observarse en la prevalencia, el diagndstico, la severidad y
el resultado del estado de la enfermedad o del tratamiento de las personas (Liu y Dipietro
Mager, 2016).

1.4.1.1. Rol de la Progesterona

La progesterona es la principal hormona femenina encargada del sostenimiento del

embarazo. Juega un papel importante en el desarrollo y diferenciacién del Gtero y de las
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glandulas mamarias. Sus efectos son mediados principalmente a través de receptores
nucleares. Esta hormona es secretada en pequefias cantidades durante toda la vida de
la mujer. Se absorbe de manera rapida y tiene una vida media de 5 minutos (Jameson y
cols., 2010; King y Brucker, 2011).

En estudios con humanos, utilizando una dosis de 50 mg de progesterona al dia por via
intramuscular, se observé un aumento en las crisis de ausencia (Grinewald y cols.,
1992), también se ha demostrado que al administrar dosis agudas de estrégenos
aumentaba la actividad epiléptica mediada por pentilenetetrazol en el
electroencefalograma (Buterbaugh, 1989).

Existen resultados que indican que las concentraciones endogenas de progesterona
tienen una fuerte influencia en el niumero de DEO (Van Luijtelaar y cols., 2001), ya que
la progesterona tiene efectos inhibitorios en la excitabilidad neuronal y por lo tanto, en
las crisis epilépticas (Herzog y Fowler, 2005). De hecho, la progesterona y sus
metabolitos tales como pregnenolona y pregnanediol activan al receptor GABAA,,
incrementando el tiempo que permanece abierto el canal de ClI" y aumentando la

inhibicion (McEwen y cols., 1987).

En ratas WAG/RIij hembra, cuando se administra la progesterona o al evaluar las DEO a
traves del ciclo estral, se ha observado un aumento de las crisis de ausencia cuando los
niveles de progesterona son mayores a los basales (van Luijtelaar y cols., 2001, 2014).
Asi como un incremento en la frecuencia y duracion de las crisis de ausencia posterior a
la ovariectomia, la cual reduce los niveles de progesterona y estradiol (Yildiz y cols.,
2011).

Los estudios de van Luijtelaar y sus colaboradores, en los cuales administraron 20 mg/Kg
de progesterona de forma aguda, observan un aumento de las crisis de ausencia durante
la primera hora después de la inyeccion y una disminucion en las horas subsiguientes.
Estos autores lo atribuyeron a la progesterona o su metabolito, alopregnanolona, el cual
es un modulador positivo de la subunidad & del receptor extrasinaptico del receptor
GABAA (Van Luijtelaar y cols., 2001).
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1.4.1.2. Rol de la testosterona

La testosterona es el principal andrégeno producido por los testiculos de los machos.
Mas de 95% de la testosterona es secretada a través de las células Leydig en los
testiculos y su liberacién esta controlada por el eje hipotalamo—nhipofisis-células de
Leydig (Greenspan y Gardner, 2012).

Comunmente se piensa que la testosterona es la hormona “masculina”, ya que es la
principal hormona producida por los testiculos, sin embargo, la testosterona también es
esencial en las hembras ya que es el precursor de estradiol a través de su
biotransformacion por la enzima aromatasa. La testosterona en hembras es sintetizada
en las células tecales del ovario y convertidas a estradiol en las células de la granulosa
en el foliculo primario, de ahi el estradiol es secretado al torrente sanguineo hacia los

tejidos diana (véase Figura 7; Scharfman y MacLusky, 2006).

Existe evidencia clinica que sugiere que las hormonas sexuales masculinas,
principalmente la testosterona, afectan la ocurrencia de DEO en hombres (Reddy, 2004).
La incidencia de epilepsia en hombres es aproximadamente 15% mayor y muchos de los
hombres que presentan esta enfermedad muestran una deficiencia de testosterona
(Macphee y cols., 1988; Reddy, 2004). Sin embargo, en modelos animales en los que se
utilizan diferentes tipos de epilepsia o0 de inductores de la epilepsia, esto varia

considerablemente (Herzog y Fowler, 2005).

En cuanto a los efectos de la testosterona en las crisis inducidas mediante farmacos, se
ha demostrado que la testosterona en una dosis de 2mg/Kg reduce significativamente el
numero de crisis inducidas por pentilenetetrazol (PTZ) en machos, pero no se obtuvo el
mismo efecto en las hembras (Schwartz-Giblin y cols., 1989). Por otro lado, se ha
observado que la testosterona tiene un doble dependiendo de la dosis y administracion
de la hormona. Estudios demuestran que en la primera hora después de la
administraciéon de testosterona las DEO disminuyen, pero aumentan en las siguientes
dos horas (van Luijtelaar, Onat, y cols., 2014). Esto se debe ya que al variar las

concentraciones de esteroides neuroactivos en el suero, se ve afectada la excitacion
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neuronal y por ende la ocurrencia de las crisis epilépticas (Herzog y Fowler, 2005).
Concluyendo que la testosterona como tal tiene un efecto anticrisis, pero su metabolito
activo, posiblemente el androstanediol, tiene un efecto pro-crisis al ser un fuerte

modulador del receptor GABAA (van Luijtelaar y cols., 2014).

Adicionalmente, en estudios a largo plazo, se ha demostrado en los modelos animales
de machos castrados, aumenta la incidencia de las DEO, sugiriendo que la testosterona
tiene un efecto protector contra las crisis de ausencia (van Luijtelaar y cols., 1996).

1.4.1.3. Rol del 17B-Estradiol

Los estrogenos son hormonas sintetizadas a partir de andrégenos por medio de la
enzima aromatasa (Figura 7; Simpson y cols., 2001). Son esenciales para el
funcionamiento del cerebro, principalmente durante el periodo de la diferenciacion
sexual, ya que producen efectos bioldgicos importantes en el SNC (McEwen y Alves,
1999). La accion de los estrogenos estd mediada por la activacion de los receptores
directos (ER) intracelulares con accion gendmica o por medio de la activacion de
mecanismos independientes de los receptores membranales. Los receptores para los
estrégenos se encuentran en todo el cerebro y se expresan tanto en neuronas como en
la glia (VeliSkova, 2007).

La posible relacion entre los estrégenos y la excitabilidad neuronal fue descrita hace mas
de 150 afios por Locock (Veliskova, 2006). A partir de entonces, se han descrito las
variaciones en las crisis epilépticas en mujeres durante su ciclo menstrual, asi como un
ciclo alterado y ademas un aumento en la frecuencia de los desérdenes menstruales en

mujeres que presentan esta enfermedad (VeliSkova, 2006).

Diferentes estudios en animales muestran que el 17B-estradiol tiene efectos cruciales
para el crecimiento y diferenciacién de los axones y las dendritas, asi como para la
sinaptogénesis durante la maduracion del cerebro (Toran-Allerand, 2004). Una

disrupcion en la sinaptogénesis puede llevar a cambios en la excitabilidad neuronal. Lo
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gue a su vez, puede contribuir a la generacion de las crisis de ausencia (Swann, Al-Noori,
Jiang y Lee, 2000).

En experimentos con ratas hembra, en un modelo de epilepsia inducida por medio de
descargas eléctricas en el cerebro, se ha reportado que la administracion aguda de 173-
estradiol puede aumentar el nimero de las crisis tdnico-clonicas (VeliSskova, 2007).
Contrario a estos resultados, observaron un aumento de las crisis cuando los niveles de

17B-estradiol, durante la fase del proestro, eran altos (Veliskova, 2007).

Los efectos opuestos de los estrogenos en los estudios de crisis tipicas y atipicas
dependen de la duracion del tratamiento, las dosis de estrogenos, el estatus hormonal y
el tipo de modelo utilizado (Herzog y cols.,1986). Ademas de que son pocos los estudios
en que se ha probado esta hormona en los modelos genéticos de crisis de ausencia (van

Luijtelaar y cols., 2014).

1.4.1.4. Diferenciacion sexual

La diferenciacion sexual del cerebro produce cambios permanentes en las estructuras y
funciones del cerebro. En un principio, los efectos organizacionales de la diferenciacion
sexual desarrollan los érganos sexuales masculinos o femeninos, y posteriormente se
lleva a cabo la diferenciacién del cerebro, lo cual incluye cambios permanentes, los
cuales se refieren a los efectos en el desarrollo, tal como la secrecion de hormonas
esteroides sexuales que masculinizan y defeminizan los circuitos cerebrales y que
desarrollan las conductas copulatorias en la etapa adulta (Numan, 2015; Swaab, 2007).
Mientras que los efectos activadores de los esteroides hacen referencia a la accion que
tienen sobre circuitos neuronales ya desarrollados afectando sus funciones (Numan,
2015).

Existen dos sistemas primordiales con respecto al desarrollo del tracto interno
reproductivo: el sistema de Miuller o paramesonéfrico (hembra) y el sistema de Wolff o
mesonéfrico (macho). El sistema de Miller se desarrolla en ausencia de testosterona, es

decir, la feminizacion del cerebro es independiente de la secrecidon hormonal. Mientras
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la masculinizacion, o el desarrollo del sistema de Wolff, es un proceso que si requiere la
secrecion hormonal de los érganos sexuales masculinos en periodos perinatales (Nugent
y cols. 2015; Numan, 2015). El control hormonal da paso a dos patrones morfol6gicos
del cerebro. Sin embargo, los segundos mensajeros, neuroesteroides vy
neurotransmisores también juegan un papel importante en el desarrollo y en las

diferencias conductuales entre los sexos (Segovia y cols., 1999).

Sistema de Muller Sistema de Wolff
i i id Hormona
Sin estimulacion Bl — . ... +«——— Testosterona
hormonal " inhibidora
Mulleriana
Utero Conducto deferente
Trompas de Falopio Vesiculas seminales

Figura 8. Desarrollo del tracto reproductivo en mamiferos. La secrecion de testosterona a
través de los testiculos estimula el desarrollo del conducto deferente y la vesicula seminal, lo que
a su vez estimula el desarrollo de los genitales exteriores (pene y escroto). La secrecién de la
hormona inhibidora Miulleriana por los testiculos, inhibe el desarrollo del sistema de Miller.
Modificado de Numan, 2015.

Las secreciones de los testiculos durante la primera semana postnatal masculinizan o
defeminizan el cerebro mientras que las secreciones de los ovarios durante la tercera
semana postnatal feminizan por completo el cerebro (véase Figura 8). Una vez que las
gOnadas se desarrollan, el desarrollo de los tractos reproductivos esta determinado por

el ambiente hormonal (Numan, 2015).

Las hormonas masculinas perinatales previenen la muerte celular de las neuronas en el
nacleo del area predptica medial (Numan, 2015). Estas proyectan al nucleo ventromedial
del hipotalamo, el cual media el reflejo de lordosis en la hembra, constituido

principalmente por neuronas GABAérgicas (Numan, 2015).
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Los principales nacleos cerebrales que presentan un dimorfismo sexual son: el bulbo
olfatorio accesorio, el nicleo medial y posteromedial de la amigdala medial, el nacleo del
lecho de la estria terminal y varios nucleos hipotalamicos (Segovia y cols., 1999).

Efectos organizacionales Efectos activacionales

Secrecion de

hormonas
esteroidespor | ___ _ _ _ _ _ _ _ _ ______________ J 1
las génadas Q
Desarrollo
} } } cerebral ﬁ/ }
Concepcion DG DAR Nacimiento Pubertad
| J1
Prenatal
Posnatal

Figura 9. Representacion de las secreciones de esteroides de las gonadas en machos
(linea azul) y hembras (linea punteada naranja) durante su vida. Para la hembra, la ausencia
de hormonas sexuales masculinas en las etapas prenatales resulta en el desarrollo del aparato
reproductor femenino y en la feminizacién del cerebro; la secrecién hormonal de esteroides de
los ovarios comienza hasta la pubertad en forma de ciclos (en la grafica se muestran como picos).
Para los machos, los testiculos secretan hormonas durante el desarrollo prenatal y en los
primeros dias del periodo posnatal, y sus efectos promueven el desarrollo del aparato reproductor
masculino, asi como la masculinizacion y defeminizacion de los circuitos cerebrales. DG =
desarrollo gonadal; DAR= desarrollo del aparato reproductor. Modificado de Numan, 2015.

Los cambios permanentes que se llevan a cabo en los periodos perinatales y posnatales
en estructuras y funciones cerebrales, pueden dar lugar a las diferencias en cuanto al
numero y la susceptibilidad a las crisis, tanto en humanos como en los modelos animales
(Horn y Buterbaugh, 1986b).

La mayoria de las investigaciones en torno a la diferenciacion sexual se centran en

estudiar el comportamiento variando la concentracién de las hormonas en diferentes
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etapas del desarrollo. Sin embargo, no se han estudiado los efectos organizacionales del

cerebro en la incidencia de las crisis de ausencia a la fecha.

1.5. El Sistema GABAérgico

El 4cido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio del SNC en
mamiferos. Es un aminodacido que se sintetiza a partir del &cido glutdmico por medio de
la enzima glutamato descarboxilasa (Cooper y cols., 2003). EI GABA causa una
hiperpolarizacion en las neuronas y es metabolizado en el sitio intracelular o en las

neuronas postsinapticas (Cooper y cols., 2003).

Los receptores para el GABA en especies vertebradas se encuentran principalmente en
las membranas de las células nerviosas. Sin embargo, sus receptores no se encuentran
Unicamente en neuronas, sino que también tiene receptores en astrocitos como
reguladores de los canales de cloro, e inclusive fuera del SNC (Cooper y cols., 2003).

Los receptores pueden ser de tres tipos:

e GABAAa: Es un receptor ionotropico ligado a un canal de cloro que atraviesa la
membrana celular formado por dos subunidades o, dos B, y una 8. También tiene
sitios de union para benzodiazepinas, barbituricos y esteroides (véase Figura 10)
(Bormann, 2000).

e GABAG&: Es un receptor metabotropico acoplado a una proteina G encargada de
mediar las respuestas de inhibicion de una manera mas lenta y prologada que las
GABA. y GABAc (Bormann, 2000; Martin-lI6pez y Francisco, 2009).

e GABACc: Es un receptor ionotrépico ligado a un canal de cloro. Compuesto de cinco

subunidades p (Bormann, 2000).
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Figura 10. Interacciones entre los receptores de GABA. y la progesterona. Se cree que los
metabolitos de la progesterona pueden tener un papel mas importante en la activacion del
receptor de GABA,, aumentando el eflujo de cloro y despolarizando la membrana. Modificado de
Rotstein, 2011.

Existe una gran variedad de farmacos antiepilépticos que actian a través del receptor
GABA,, incrementando su accion inhibitoria en las neuronas (Eguibar y Cortés, 2010b).
En modelos animales de crisis de ausencia se ha observado una disminucion de las
descargas espiga-onda al inyectar el antagonista de GABABg, como el 2-hidroxisaclofen,
y suprimir los potenciales postsinapticos inhibitorios sobre las neuronas tdlamo-corticales

(Marescaux y Vergnes, 1995; Vergnes y cols., 1982).

Se ha demostrado que las hormonas esteroides son capaces de modificar la expresion
de la subunidad del receptor de GABAA, la cual modula el desarrollo de las DEO (van
Luijtelaar y cols., 2014). A pesar de que la mayoria de los esteroides ejercen su actividad
bioldgica por medio de efectos gendmicos directos, existe evidencia de que sus acciones

van mas alla de ser reguladores transcripcionales, por ejemplo: las interacciones que
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promueven la actividad de receptor producen efectos sedantes-hipnéticos mediada por
el receptor GABAa en el animal (Greenspan, 2012).

El receptor de GABAa juega un papel crucial en la generacion de crisis de ausencia. Por
lo tanto, los cambios fisiolégicos o de expresion dependientes del sexo en estos
receptores contribuyen a una mayor o menor incidencia de las DEO en modelos de crisis
de ausencia (van Luijtelaar y cols., 2014). Aquellos esteroides o antiepilépticos que
actiian como moduladores positivos 0 agonistas del receptor de GABAa aumentan la
frecuencia y duracion de las crisis de ausencia en los modelos animales como las ratas
WAG/RIj y las GAERS, es decir, la activacion general del sistema GABAérgico conlleva
a un aumento en las crisis de ausencia tanto en humanos como ratas (Tolmacheva y van
Luijtelaar, 2007).

1.6. Modelos animales de crisis de ausencia

Existen dos tipos modelos animales para el estudio de las crisis de ausencia: los
inducidos por medio de un farmaco y los genéticos. Entre los modelos farmacolégicos se
encuentran los inducidos mediante la administracion de sistémica de AY-9944 (1,4-bis[2-
clorobenzilaminometil]-ciclohexano diclorohidrato), un inhibidor de la sintesis de
colesterol; la administracion sistémica pentilenetetrazol, un antagonista no competitivo
de los receptores GABAa; 0 por la administracion del gaboxadol, un agonista de los
receptores GABAa (Eguibar y Cortés, 2010a; Ibarra-Hernandez, 2018).

Existen diferentes tipos de crisis de ausencia, pero los mas dificiles de controlar son
aquellos de origen genético, por lo que estos modelos animales representan una
oportunidad para investigar los mecanismos fisiopatoldgicos y epileptogénicos para

mejorar los tratamientos actuales.

Los modelos animales mas utilizados para el estudio de las crisis de ausencia son los
roedores (Eguibar y Cortés, 2010). La incidencia de crisis de ausencia dependiente del
sexo varia entre cada modelo. A continuacién, se muestra una tabla con el fenotipo

dependiente del sexo entre los modelos de roedores mas utilizados:
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Tabla 1. Diferencias fenotipicas dependientes del sexo en ratas y ratones con crisis de

ausencia

Especie

Rata

Rata

Rata

Raton

Raton

Modelo animal
Noruega café

(Brown Norway)

Long-Evans
tratadas con

AY9944

Wistar tratadas

con bicuculina

Delecion
heterocigdtica de

Gabrb3

Delecion
heterocigdtica de

Gabral

Fenotipo dependiente del sexo
Los machos tienen una mayor prevalencia, con
DEO mas frecuentes, con mayor duracién y de
mayor intensidad
Las crisis de ausencia atipicas tienen mayor
duracidon en las hembras que en los machos; la
diferencia entre ambos sexos se da después de
la pubertad
Las DEO con frecuencia de 5-6 Hz se presentan
en el 70% de los machos y en el 100% de las
hembras, con y sin ovariectomia. Las hembras
presentan una menor latencia para presentar
las descargas.
Los machos presentan un incremento en las
DEO espontaneas, asi como un deterioro en la

memoria en comparacién con las hembras

Las hembras presentan una pérdida de pesoy
masa corporal junto con un incremento en las

DEO en comparacion con los machos.

Referencia
(Jando” y cols.,

1995)

(Cortez, Cunnane,
y Snead, 2002;
Persad, Cortez, y
Snead, 2002)
(Matejovska,
Veliskova, y

Velisek, 1998)

(Liljelund,
Handforth,
Homanics, y Olsen,
2005)

(Arain, Boyd, y
Gallagher, 2012)

Note los dimorfismos sexuales entre diferentes modelos animales. DEO=Descarga espiga-onda.
AY-9944=1 4-bis[2-clorobenzilaminometil]-ciclohexano diclorohidrato, Gabrb3=Gen que codifica
para la subunidad beta-3 del receptor GABAa. Gabral=Gen que codifica para la subunidad alfa-
1 del receptor GABAA Modificado de van Luijtelaar, Gilles; Yilmaz Onat, Filiz; Gallagher 2014.

En cuanto a los modelos genéticos de crisis de ausencia se encuentran aquellos que

presentan mutaciones en un solo gen, como son: el raton letargico, el raton Stargazer, el

ratobn Tottering, el ratdbn Leaner, el ratbn Mocha y el raton Ducky (Eguibar y Cortés,

2010a). Ademas, existen modelos genéticos de roedores que poseen mutaciones

poligénicas como: la rata GAERS (de sus siglas en inglés “Genetic Absence Epilepsy

Rats from Strasbourg), la rata WAG/Rij (de sus siglas en inglés Wistar Albino
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Glaxo/Rijswijk Rat) y la rata taiep, del acrénimo de temblor, ataxia, inmovilidad, epilepsia
y paralisis (Eguibar y Cortés, 2010b; Holmgren, y cols., 1989).

1.6.1. La rata Genetic Absence Epilepsy from Strasbourg (GAERS)

Este modelo de crisis de ausencia surgié de manera espontanea a partir de ratas de la
cepa Wistar adultas en el grupo de investigacion de Vergnes y colaboradores en 1982
mientras estudiaban modelos farmacolégicos de epilepsia. Ellos observaron que
aproximadamente un 30% de las ratas adultas presentaban DEO (Malafosse, 1994). La
caracterizacion de las crisis de ausencia en las ratas GAERS se hizo a través de
electroencefalografia, obteniendo en el analisis el patron caracteristico de las crisis de
ausencia, esto es: el patron espiga-onda bilateral y sincronico con una frecuencia de 7 a
8 Hz, acompariada de una interrupcion del comportamiento (Marescaux y cols., 1992).
La cepa fue nombrada Ratas Genéticamente Propensas a Crisis de Ausencia de
Estrasburgo o Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg (GAERS) por sus siglas
en inglés y hoy en dia se utiliza como modelo animal para el estudio de las crisis de

ausencia geneética.

Py ki b
J 200 pV

1s
Figura 11. Registro encefalografico bipolar de la rata GAERS en la corteza durante una
crisis de ausencia. Se observa el patrén espiga-onda. Se resalta con gris la crisis de ausencia
caracterizada por la forma espiga-onda. Modificado de Kovacs y cols., 2014.

Existen diferencias sexo-dependientes del modelo animal utilizado. La rata GAERS
presenta un dimorfismo sexual ya que los machos comienzan sus crisis con una menor
duracion. Sin embargo, esta diferencia disminuye conforme el animal crece. En realidad,

se han realizado pocos estudios para confirmar este dimorfismo sexual y no existen
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estudios en los que evalten la variacion de DEO a través del ciclo estral de este tipo de
ratas (Figura 12; van Luijtelaar, Onat, y cols., 2014).
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Figura 12. Promedio de duracién y numero de DEO en ratas GAERS machos y hembras
cada 20 minutos durante 3 horas. A) Duracion de las descargas. Se observa que los machos
comienzan con DEO de mayor duracion, pero conforme avanza el registro esta diferencia se
atenla. B) Numero de las DEO. Estas no variaron de forma significativa con el tiempo. Note que
no hay diferencia entre los sexos en duracién ni en nimero de crisis. Modificado de van Luijtelaar,
Onat, y cols., 2014.
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1.6.2. Las ratas Wistar Albino Glaxo de Rijswijk (WAG/RIij)

La rata WAG/RIj surgié en los Paises Bajos, en la ciudad de Rijwijk por el instituto
REPGO. Estas ratas se han reproducido por mas de 100 generaciones, haciendo que
sean homocigéticas  (Festing, 1979). Sus manifestaciones clinicas vy
electroencefalograficas se asemejan fuertemente a los de otros modelos de crisis de
ausencia, por lo que es ampliamente utilizada como un modelo genético (Coenen y Van
Luijtelaar, 1987).

La rata WAG/RIj presenta unas DEO con una frecuencia de 8-10 Hz y comienzan a los
60-80 dias de edad (Figura 13; Coenen y Van Luijtelaar, 1987, 2003).

MW ! J‘WWWU 2004
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Figura 13. Registro encefalografico bipolar de la rata WAG/RIij durante una crisis de
ausencia. Se resalta con gris la crisis de ausencia donde se observa el patrén espiga-onda.
Modificado de Kovéacs y cols., 2014.

En la rata WAG/RIj no se ha observado diferencia en la incidencia, frecuencia o duracion
de DEO dependientes del sexo. Este andlisis se realiz6 por el grupo de Coenen y cols.
en 1987 y se estudiaron tanto ratas jovenes (75 dias) como ratas adultas (125y 175 dias)

(véase Figura 14; van Luijtelaar y cols., 2014).
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Figura 14. Numero de DEO de ratas macho y hembra WAG/RIj alos 75, 125y 175 dias de
edad. Se observa que el ligero dimorfismo sexual presente en el dia 125 disminuye con la edad.
Note que no hay diferencia entre los sexos. Modificado de van Luijtelaar y cols., 2014.

Adicionalmente, se ha estudiado la influencia de las hormonas sexuales en las crisis de
ausencia en este modelo genético, observando que las ratas hembras ovariectomizadas
presentan una mayor incidencia y una mayor duracién de las DEO (Yildiz y cols., 2011).
Por otro lado, al estudiar el efecto del ciclo estral en las crisis, se ha observado que las
DEO tienen una distribucion circadiana con una acrofase al principio del periodo de
oscuridad y que el nimero de crisis aumenta en el dia proestro (Van Luijtelaar y cols.,
2001).

1.6.3. La rata taiep

La rata taiep proviene de una mutante espontanea de caracteristica autosémica recesiva

gue se dio a partir de cruces endogamicos de la cepa Sprague-Dawley para obtener ratas
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con una alta frecuencia de bostezo en el Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta
(LNC) del Instituto de Fisiologia en la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla
(Holmgren y cols., 1989). El nombre “taiep” es un acronimo de sus principales sintomas:

temblor, ataxia, episodios de inmovilidad, epilepsia y paralisis (Holmgren y cols., 1989).

Figura 15. Microscopia electrdnica de ratas taiep de 12 meses. Se observan dos axones con
una vaina de mielina correctamente compactada de color oscuro intenso. Por otro lado, sefialado
con flechas, se observan dos axones amielinicos. También se observa que la mayoria de los
axones se encuentran desmielinizados. Barras de escala = 2.0 um. Tomado de Duncan y cols.,
1992.

El fenotipo que presenta la rata taiep se debe a una mutacion en el cromosoma 9 de la
rata, en un sitio cercano a las kinesinas y dineinas de los microtibulos. En 2017, Duncan
y colaboradores realizaron experimentos, donde por medio de técnicas moleculares
como PCR e inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP de sus siglas en inglés “Chromatin
Inmunoprecipitation”) pudieron identificar el polimorfismo de nucleétido simple (SNP por
sus siglas en inglés “Single Nucleotide Polimorfism”) responsable de la mutacion en el
gen Tubb4a en la rata taiep. (Duncany cols., 2017). Este gen se expresa principalmente

en el cerebro, sobre todo en las células oligodendrociticas y codifica para la proteina -
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tubulina, la cual dimeriza con la proteina a-tubulina. Esta mutacién se da en un
aminoacido esencial para la dimerizacion de la B-tubulina y aumenta la cantidad de los
microtibulos en el citoplasma de los oligodendrocitos (Duncan y cols., 2017). La
acumulacién de microtubulos en el citoplasma altera los mecanismos de transporte
desde el reticulo endoplasmico hacia la porcion cis del aparato de Golgi, como fue
propuesto por Coure y cols., en 1997, lo que hace que las proteinas encargadas de la
mielinizacién de los axones en el sistema nervioso central (SNC) como son: la proteina
basica de mielina (PBM), la proteina proteolipidica (PPL), la glicoproteina asociada a la
mielina (GAM) y la proteina fosfodiesterasa (CNP) tengan niveles subnormales al mes
de edad y que decrezcan con la edad hasta el afio de vida (Moller y cols., 2002; O’Connor
y cols., 2000). Esta alteracion provoca que la rata taiep presente una hipomielinizacion
inicial seguido de una desmielinizacion progresiva del SNC, ocasionando que las
interacciones glia-neurona se vean alteradas y con esto, la transmision sinaptica de
sefales eléctricas y de neurotransmisores en diferentes vias neuronales (Figura 15;

Bonasco y cols., 2008; Fuenzalida y cols., 2009).

El primer signo del sindrome motor progresivo que presenta la rata taiep es el temblor,
el cual aparece en el primer mes de vida y con el tiempo aumenta en su amplitud, pero
decrece en la frecuencia (Holmgren y cols., 1989). Posteriormente se presenta la ataxia,
gue se presenta a los cuatro meses de edad. Seguido de los episodios de inmovilidad,
los cuales inician a los seis meses, y pueden presentarse de manera espontanea o
inducida al sujetarlas de manera subita por la cola o el térax durante los episodios de
inmovilidad. El patrén encefalografico simula a lo mostrado en el suefio con movimientos

oculares rapidos (Cortés y cols., 2005).

Las ratas taiep presentan en la corteza cerebral unas descargas tipo espiga-onda con
una frecuencia de 4 a 8 Hz, similares a las que se muestran en los otros modelos
genéticos de crisis de ausencia, como son la rata GAERS y la rata WAG/RIj (Eguibar y
Cortés, 2010). Pero de manera caracteristica presenta un dimorfismo sexual ya que las
DEO se presentan desde los 3 meses en machos y hasta los 6 meses en las hembras
(Ibarra-Hernandez, 2018).
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El objetivo del presente trabajo de tesis fue el de analizar el papel que tienen las
hormonas sexuales, especificamente la progesterona, testosterona y el 17p3-estradiol al
administrarlas de forma sistémica aguda sobre las crisis de ausencia en las ratas taiep
macho adultas jévenes en animales castrados en la etapa adulta y en la etapa neonatal

a los 5 dias posteriores al nacimiento.
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2. Justificacion

Actualmente se considera a la epilepsia como uno de los trastornos neuroldégicos mas
frecuentes, afectando a millones de personas a nivel mundial (Fisher y cols., 2017). Se
calcula que en México hay dos millones de personas con epilepsia, de los cuales
alrededor de 63 mil corresponde a crisis de ausencia, ocasionando problemas no sélo
neuroldgicos, sino también psicolégicos, econémicos, de salud y sociales (Secretaria de
Salud, 2016).

Existen pocos estudios en los que se observe de manera clara la importancia que tienen
las hormonas sexuales esteroides sobre las crisis de ausencia. Especificamente en
modelos animales existen muchas variantes con respecto a los resultados (van Luijtelaar,
Onat y cols., 2014). El dimorfismo sexual que presenta la rata taiep nos brinda una
oportunidad Unica para investigar la importancia de las hormonas sexuales tanto
masculinas como femeninas en la incidencia de crisis de ausencia, dado que se ha
reportado la dependencia de las variables fisiologicas como son el ciclo estral, la

maduracion y el declive sexual.

3. Hipotesis

Hi: La diferenciacion sexual del cerebro en etapas posnatales tiene efectos sobre la
incidencia de las crisis de ausencia en la rata taiep

H>: Las hormonas esteroides sexuales modifican la frecuencia y la duracion de las
crisis de ausencia en la edad aduta

4. Objetivos

Objetivo general

e Evaluar la influencia de las hormonas esteroides sexuales sobre las crisis de

ausencia en ratas mutantes de mielina taiep macho adultas.

Objetivos especificos

e Analizar el efecto de la orquiectomia en ratas macho neonatales (etapa
activacional) y adultas (periodo organizacional) sobre las caracteristicas de las

crisis de ausencia.

36



e Determinar el efecto de la progesterona al ser administradas en dosis agudas de
1mg/Kg sobre a la duracion y frecuencia de las crisis de ausencia en ratas macho
taiep intactas y gonadectomizadas.

e Determinar el efecto de la testosterona al ser administrada en dosis agudas de
1mg/Kg sobre la duracién y frecuencia de las crisis de ausencia en ratas macho
taiep intactas y gonadectomizadas.

e Determinar el efecto de la 17B-estradiol al ser administrada en dosis agudas de
1mg/Kg sobre la duracién y frecuencia de las crisis de ausencia en ratas macho

taiep intactas y gonadectomizadas

5. Metodologia

Adultos

Figura 16. Grupos experimentales. Unicamente al grupo de machos jovenes adultos se les
administran las hormonas testosterona, progesterona y 17p-estradiol en dosis de 1mg/Kg. Las
hormonas se administran a los grupos con orquiectomia y grupos control sin cirugia simulada.

5.1. Sujetos

Se emplearon 24 ratas taiep macho adultas de tres meses en un rango de peso de 300
+ 20 gramos. Las ratas se mantienen en un ciclo de luz/oscuridad 12:12 con encendido
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de luces a las 0700, con agua purificada Ciel™(Coca Cola Co.) y alimento balanceado
para roedores (LabDiet 5008, Estados Unidos de América) ad libitum en una caja de
acrilico transparente de 40 cm de alto, 30 cm de ancho y 45 cm de largo a una
temperatura de 22°C + 2°C y una humedad relativa de entre 35-50%. Se sigue la NOM-
061-Z00-1999 de la SAGARPA y con la guia del Instituto Nacional de Salud de los
Estados Unidos de Norteamérica (NIH por sus siglas en inglés; National Research
Council Committee for the Update of the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals, 2011). El protocolo fue evaluado y aprobado por el Comité Interno para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Benemérita Universidad
Autonoma de Puebla, COSM-SAL-17-I.

A
Nacimiento 3 meses
Recuperacion _ Habituacion Recuperaclon Registro 24 Registro 17g-estradiol
(5 dias) (3 dias) (5 dias) horas con
hormona
Cirugia estereotaxica Orqmectomla
B

Nacimiento 3 meses
: Registro
Recuperacion _  Habituacién Registro 24 9 17B-estradiol
(5 dias) (3 dias) control | horas con
hormona

Cirugia estereotaxica

C
Nacimiento Dia 5 Dia 21 3 meses
| | | | Recuperacion _ Habituacion Registro
| | | | (5 dias) (3 dias)
Orquiectomia Destete Cirugia estereotéxica

Figura 17. Metodologia para el registro encefalografico de las crisis de ausencia. A)
Metodologia para el registro de adultos con orquiectomia. B) Metodologia para el registro del
grupo de adultos sin orquiectomia. C) Metodologia para el registro del grupo de neonatales con
orquiectomia. Las ratas neonatales se mantienen con la madre hasta el destete (dia posnatal
21).
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Los grupos se dividieron en: adultos con orquiectomia, adultos sin orquiectomia y
neonatales con orquiectomia. El grupo control sin orquiectomia y el grupo de adultos con
orquiectomia a su vez se dividen en grupos control y en los grupos tratados con las
hormonas, las cuales son testosterona, progesterona y 17f- estradiol en dosis de
1mg/Kg y con 4 sujetos para cada hormona. Para el grupo con orquiectomia neonatal
so6lo se obtienen registros control sin hormonas con 8 sujetos (véase Figura 17).

5.2. Implantes estereotaxicos

Previo a la cirugia se realizaron mediante el implante de los electrodos de acero

inoxidable. Los electrodos van unidos a un conector multiple de la siguiente manera:

1. Mdsculo
2. Musculo
3. Occipital
4. Ocular

5. Parietal
6

. Frontal

Para anestesiar a los animales se empled Ketamina (75 mg/Kg) combinado con Xilacina
(5 mg/Kg) por via intraperitoneal. A lo largo del procedimiento se evalud la respiracion y
los reflejos ante estimulos aversivos en la punta de la cola para determinar un nivel
adecuado de anestesia. El sujeto se pone sobre un colchon calefactor (Kaz Inc., Estados
Unidos de América) para mantenerlo a 37°C + 1°C y se monta en el aparato estereotaxico
tipo Kopf (Stoeting Co., Estados Unidos de América), asegurando cada barra para que
el oido se encuentre en el meato auditivo externo del animal. La cabeza del animal no
se debe mover hacia los lados y se fija la maxilar superior mediante la barra para los
incisivos. Se realiza una incisién media con un escalpelo #4 y una hoja de bisturi #20 a
lo largo del craneo, se remueve el periostio con una legra y utilizando las coordenadas
del atlas de Paxinos y Watson (2007) se realizan trépanos con un taladro de mano
dirigidos a las cortezas cerebrales parietal y occipital del lado izquierdo y del lado

derecho, asi como para la region CALl del hipocampo y en la corteza frontal que se
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empleard como tierra eléctrica (véase Figura 18; Eguibar y Cortés, 2010a). Se midio la
posicion de Bregma y Lambda y se ajustan a la misma altura con referencia al plano
dorso-ventral. Para el registro de la corteza cerebral se implantan tornillos de acero
inoxidable. Para el hipocampo se implant6 un electrodo bipolar trenzado. Para el registro
electromiografico se implantaron dos electrodos en los musculos de la huca y uno en la
parte superior de la 6rbita ocular para el registro electrooculogréfico. Los electrodos se
fijan al craneo con acrilico dental. Las coordenadas que se siguieron para el implante

fueron los siguientes:

Tabla 2. Coordenadas que se siguen para colocar el electrodo de hipocampo con respecto
al punto bregma de la rata.

Ejes Bregma
Anteroposterior -4 mm

Latero-medial -2.5mm
Dorsoventral -2.5mm

Interavral Line

Figura 18. Localizacién de los electrodos en el registro. Se marca con un punto amarillo el
lugar en el cual se realiza el trépano para el electrodo frontal de referencia, con naranja para el
electrodo parietal, con verde para el electrodo occipital y con la estrella donde se coloca el
electrodo de hipocampo siguiendo las coordenadas anteriores. Mm= milimetros.

Después de la operaciéon se dejé 5 dias en recuperacion del animal y se le administro
Meglumina de Flunixin (Napzin®) 0.2mg/Kg como analgésico y Enrofloxacina (Enroxil®)

0.015mg/Kg al 5% como antibiético administrado por via subcutanea (s.c).
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5.3. Habituacion

Después de la recuperacion, los animales se habituaron conectando el implante bajo
condiciones similares a las cuales se tendran durante el registro durante tres dias
seguidos por tres horas. Se mantienen con acceso de agua y alimento ad libitum en una
caja de transparente de acrilico en condiciones controladas con un ciclo de luz-oscuridad
12:12 y una temperatura de 22°C + 2°C y una humedad relativa de entre 35-50% en un

cuarto con sonido amortiguado.

5.4, Orquiectomia

4.4.1 Adultos

Se utilizd Ketamina (75 mg/Kg) y Xilacina (5 mg/Kg) para inducir anestesia. Se
tricotomizo el area perigenital con una rasuradora eléctrica (Osner™, Estados Unidos de
América) y se coloca a la rata en una tabla quirurgica (Stoeling Co. Estados Unidos de
América). Se desinfecto el area escrotal con una torunda de algoddén empleando
yodopovidona (Isodine™). Posteriormente se hizo una incision en el saco escrotal, la
cual se encuentra entre la region inguinal y el ano, para exteriorizar el testiculo utilizando
un mango de bisturi No.4 y hoja de bisturi No.20. Una vez expuesto el testiculo se ligaron
los cordones neuro-vasculares y el conducto deferente utilizando una sutura absorbible
“000” y se cort6 el testiculo verificando que no hubiese hemorragia. Se realiz6 el mismo
procedimiento quirdrgico para el otro testiculo. Una vez que se extrajeron ambos
testiculos se realiz6 una sutura con hilo de nicromio “0000” en cada escroto y se limpio
el area con yodopovidona. Posteriormente se le administr6 Meglumina de Flunixin
(Napzin®) 0.2mg/Kg como analgésico y Enrofloxacina (Enroxil®) 0.015mg/Kg al 5%

como antibiético durante cinco dias.
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4.4.2 Neonatales

Se anestesiaron las ratas por hipotermia al hacer una inmersion en hielo frappé en un
rifidn quirdrgico de aluminio. Se realiz6 una incision en el &rea escrotal con una hoja de
bisturi No.24, se exteriorizaron los testiculos y se retiraron con ayuda de unas pinzas de
punta fina tipo mosquito. Se afrontaron los bordes del epitelio y se adhirieron con

cianoacrilato (Kola Loka ®).

5.5. Registro

Posterior a la recuperacion y habituacion se realiz6 el registro electroencefalografico,
electrooculografico y electromiografico durante 24 horas sincronizado a una
videofilmacion en un cuarto aislado con el mismo ciclo luz/oscuridad 12:12, utilizando el
programa GRAEL, la sefial fue amplificada y filtrada utilizando un filtro notch de 1.5 Hz a
30 Hz para el electroencefalograma, de 30 Hz a 99 Hz para el electromiograma y de 0.5
Hz a 4 Hz para el electrooculograma. Los registros comenzaron a las 08:00 horas. Las
descargas tipo espiga-onda se analizaron de forma manual. El registro control se realiz6
sin administracion de la hormona, y el registro con hormona se realizé después de la

administracion por via subcutanea a una concentraciéon de 1mg/Kg.

Los criterios para identificar las descargas espiga-onda fueron los siguientes:

1. La actividad debia presentarse en todos los canales electroencefalograficos.
2. La duracion de las descargas espiga-onda debia ser mayor a 1 segundo.
3. La frecuencia debia estar en el rango de entre 4 a 8 Hz.

4. Conductualmente el animal debia permanece quieto.

Una vez identificadas las descargas espiga-onda, se cuantificé:

e La frecuencia de crisis de ausencia cada dos horas.
o La duracién de las crisis de ausencia.

e La latencia de la primera crisis.
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5.6. Anadlisis estadistico

Utilizando el programa estadistico Sigma Plot (Systat Software Inc., Estados Unidos de
Ameérica) version 13.0 se grafico la media + error estandar de la media de la frecuencia
y duracion de las crisis de ausencia cada dos horas de cada grupo con los diferentes
tratamientos hormonales.

La frecuencia, la duracion y la latencia se analizaron en el programa estadistico SPSS
version 22.0 mediante una prueba t de student para muestras independientes cuando se
compararon Unicamente dos grupos o mediante la prueba de varianza de medidas
repetidas (ANOVA) seguido de la prueba de comparacion multiple Bonferroni cuando se
compararon mas de dos grupos. Se considerd6 como diferencia significativa cuando
P<0.05.
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6. Resultados

6.1. Frecuencia, duracién y latencia de las crisis de ausencia con
orquiectomia neonatal y adulta

La orquiectomia neonatal disminuyd significativamente la frecuencia de crisis de
ausencia, mientras la orquiectomia adulta las aumenté. Esta frecuencia aumenté hasta
210% a las 21:00 al comparar el grupo control con el grupo con orquiectomia adulta. En
cuanto al grupo con orquiectomia neonatal, se obtuvo una disminucion significativa de
las crisis al compararlo con el grupo con orquiectomia adulta, que fue desde 187.88 +
24.74 hasta 24.44 + 8.68 crisis, (ANOVA seguido de una prueba Bonferroni, Fi2=15.271,
P<0.001).
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Figura 19. Frecuencia y duraciéon de las crisis de ausencia en grupo control sin
orguiectomia, con orguiectomia adulta o con orquiectomia neonatal. A) Frecuencia. La
media de frecuencia de las crisis de ausencia aumenté de manera significativa en el grupo con
orquiectomia adulta en comparacion con el grupo control y con orquiectomia neonatal (ANOVA,
F1)=6.87 P<0.05 y F»=15.271 P<0.001, respectivamente). B) Duracion. La orquiectomia adulta
también aumentd la duracion de las crisis los periodos de 09:00 — 11:00, 21:00 — 23:00 y 03:00 -
5:00 en comparacion con el grupo control (ANOVA, Fp) = 28.95, P<0.001). La barra blanca
muestra la fase de luz y la barra negra la fase oscura del ritmo circadiano. *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001 entre el grupo control y el grupo con orquiectomia adulta y #P<0.05, %P<0.01,
4&&P<0.001 entre el grupo con orquiectomia adulta y con orquiectomia neonatal.
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Al comparar la media de crisis en 24 horas entre el grupo control y el grupo con
orquiectomia adulta, se obtuvo que estas fueron desde 86.14 + 30.42 crisis hasta 187.88
+ 24.74 crisis (ANOVA, F1)=6.87, P<0.05).

En cuanto a la duracién de las crisis también se obtuvo un aumento significativo en el
grupo con orquiectomia adulta con la duracion maxima de 2.317 + 0.17 segundos a las
11:00 (ANOVA F) = 8.977, P<0.001). La media de duracién para el grupo control y con
orquiectomia neonatal fue de 1.77 £ 0.03 y de 1.71 + 0.05 segundos, respectivamente.
Mientras que para el grupo con orquiectomia adulta, la duracién media aument6 hasta
2.08 = 0.03 segundos (ANOVA, F( = 28.95, P<0.001).

En términos de latencia no se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos a
pesar de que se observa una disminucion de latencia a la primera crisis el grupo con
orquiectomia adulta (ANOVA, F=1.04, P<0.4).
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Figura 20. Latencia para la primera crisis de ausencia. El grupo con mayor latencia a la
primera crisis fue el grupo control, seguido del grupo con orquiectomia neonatal. A pesar de que
en el grupo con orquiectomia adulta se observa una disminucion en la latencia a la primera crisis,
esta diferencia no fue significativa entre los grupos (ANOVA, F(»=1.04, P<0.4).
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Frecuencia

6.1.1.  Efecto de la administracidon del 17B-estradiol en las crisis de ausencia
en ratas taiep con orquiectomia

Se obtuvo un aumento en las crisis de ausencia en las ratas con orquiectomia, pero sin
administracién de 17p-estradiol a las 3:00 y a las 5:00. La administracion del 17p-
estradiol disminuyo el total de crisis de ausencia un 27% en comparacion con el grupo
sin administracion de la hormona. El grupo control mostré una media de 193.25 + 32.1
crisis de ausencia y tras la administracion del 17p-estradiol esta frecuencia disminuyé
hasta 151.0 + 21.75 crisis de ausencia, sin ser esta diferencia significativa (prueba de la
t de Student, t=1.09, P<0.5).

60 A 6 -
—&— Orquiectomia —&— Orquiectomia
50 - Orqui + 17B-estradiol 1mg/Kg 5 Orqui + 17B-estradiol 1mg/Kg
40 - D 4
L
30 S 3 * * 4 *
* * '6 m
3 o
-- S - = = = - =
20 T : 5 2 2
- a
10 <41 —.\/ 1
0 T T T T T T T T T T T T 0 T T T T T T T T T T T T
7 9 11 13 15 17 1‘9 21 23 1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 1 3 5
\ | \ |
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 21. Frecuencia, duracion y latencia en grupo con orguiectomia adulta o con
orquiectomia mas administracion de 17B-estradiol 1mg/Kg. A) Frecuencia. Se observa una
disminucién en la frecuencia de las crisis de ausencia tras la administracion de estradiol, a pesar
de que esta disminucién fue significativa Gnicamente a las 03:00 y a las 05:00. B) Duracidn. Se
observa una disminucién significativa en la duracién de las crisis en el grupo con administracion
de 17p-estradiol a las 11:00, en el periodo de 17:00 a 19:00y a las 23:00. La barra blanca muestra
la fase de luz y la barra negra la fase oscura del ritmo circadiano.
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Figura 22. Latencia a la aparicién de la primera crisis de ausencia en segundos. La
administracién de estradiol aumentd significativamente la latencia a la primera crisis desde
395.35 segundos en el grupo control hasta 2491.92 + 710.44 segundos (*P<0.05).

La duracion de las crisis de ausencia también disminuy6 de manera significativa tras la
administracion de 17p3-estradiol, obteniendo una media de 2.143 + 0.046 segundos y de
2.433 + 0.04 segundos en el grupo con estradiol y control, respectivamente (prueba de
la t de Student, t(1375=4.554, P<0.001).

En cuanto a la latencia, ésta aumentd de manera significativa desde 395.35 + 228.77
segundos en el grupo control hasta 2,491.92 + 710.44 segundos tras la administracion

del 17pB-estradiol (prueba de la t de Student, te) = -2.80, P<0.05; véase Figura 22).

6.1.2. Efecto de la administracidn de la progesterona en las crisis de ausencia en
ratas taiep con orquiectomia

La administracion de progesterona no modifico la duracion o frecuencia de crisis de
ausencia. La media de frecuencia en el grupo control fue de 172 + 41.40 crisis y con
administracién de progesterona fue de tan solo 154 + 32.2 crisis en un periodo de 24

horas (prueba de la t de Student, t=0.343, P<0.8).
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Frecuencia

Se obtuvo una duracion media muy similar con 1.93 + 0.03 segundos para el grupo
control y de 1.95 £ 0.03 segundos con administracion de progesterona (prueba de la t de
Student tasoz)= -0.57, P<0.6).
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Figura 23. Frecuencia, duraciéon y latencia en los grupos con orquiectomia adulta o con
orquiectomia mas administracion de progesterona 1mg/Kg. La administracion de
progesterona no tuvo efectos en la A) frecuencia de crisis de ausencia registradas cada dos
horas a lo largo del circo circadiano o en la B) duracién en segundos de las crisis de ausencia a
lo largo de 24 horas. La barra blanca muestra la fase de luz y la barra negra la fase oscura del
ritmo circadiano.

En cuanto a la latencia para la primera crisis de ausencia, tampoco se observaron
diferencias significativas con la administracion de progesterona a pesar de que aumento
desde 413.47 £ 217.41 hasta 1,284.72 + 605.62 segundos (prueba de la t de Student,
te)=-1.35; véase Figura 24).
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Figura 24. Latencia para que suceda la primera crisis de ausencia. En las ratas
orquiectomizadas y con administraciébn de progesterona se obtuvo un ligero aumento no
significativo de la latencia a la primera crisis.

6.1.3. Efecto de la administracidon de la testosterona en las crisis de ausencia en
ratas taiep con orquiectomia

La frecuencia de las crisis de ausencia en ratas con orquiectomia pero sin administracion
de testosterona y después con administracion de testosterona (1mg/Kg) no se obtuvieron
diferencias significativas, obteniendo un total de 73.25 £ 36.81 de crisis en 24 horas en
el registro control y de 70.50 * 33.81 crisis en 24 horas después de la administracion del

andrégeno (prueba de la t de Student, t()=0.055).

La duracion promedio en 24 horas del grupo con orquiectomia fue de 1.37 + 0.02
segundos, la cual aumenté hasta 1.46 + 0.02 segundos de manera significativa tras la
administracion de testosterona (prueba de la t de Student, tzs74=-2.477, P<0.05). Esta

diferencia se presenta en los intervalos de las 11:00, 23:00 y 01:00 (véase Figura 25).

Adicionalmente, la latencia aument6 de 1,703.07 + 958.38 segundos para el grupo con
orquiectomia sin administracién de hormona hasta 2,796.80 * 2,481.14 segundos para
el grupo con administraciéon de testosterona, pero este incremento no fue significativo

(prueba de la t de Student t(2.079)=-0.41; véase Figura 26
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Figura 25. Frecuencia, duracion y latencia a la primera crisis de ausencia en ratas con
orquiectomia en la edad adulta o con orquiectomia mas administracién de testosterona
1mg/Kg. La administracidn de testosterona no tuvo efectos sobre A) frecuencia de las crisis de
ausencia registradas cada dos horas a lo largo del ciclo circadiano. En cuanto a la B) duracion
media en segundos de las crisis de ausencia, se observa un aumento significativo a las 11:00,
23:00 y 01:00 (prueba de la t de Student, ts1=-3.5, teg=-2.6, tus=-2.2, P<0.05). La barra blanca
muestra la fase de luz y con la barra negra la fase oscura del ritmo circadiano (*P<0.05).
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Figura 26. Latencia a la aparicion de la primera crisis de ausencia en ratas macho
orquiectomizadas o con administracion de testosterona. No se obtuvieron diferencias
significativas en cuanto a la latencia en el grupo con orquiectomia y con orquiectomia mas
administracion de la testosterona, a pesar de que se observa un ligero aumento en el grupo con
administracion de testosterona.
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Frecuencia

6.2. Grupo sin orquiectomia

6.2.1. Efecto de la administracidon del 17B-estradiol en las crisis de ausencia en
ratas taiep sin orquiectomia

Para la frecuencia de crisis de ausencia, no se obtuvieron diferencias significativas entre
el grupo control o tras la administracion del 17p-estradiol 1mg/Kg. En la duracién media
de las crisis, a pesar de gque inicialmente se obtuvo una disminucién con la administracion
del 17B-estradiol a las 09:00 y 19:00, posteriormente el tiempo se incrementa a las 21:00,
obteniendo una media de 2.65 + 0.047 segundos para el grupo al cual se le administro
el 17pB-estradiol y de 2.38 + 0.375 segundos para el grupo control (prueba de la t de

Student para muestras independientes t(ss6)= -4.367, P<0.001; véase Figura 27).
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Figura 27. Frecuencia y duracién de las crisis de ausencia en los grupos sin orquiectomia
y sin orquiectomia mas la administracion de 17B-estradiol 1mg/Kg. A) Frecuencia. No se
obtuvieron diferencias significativas en cuanto a la frecuencia de las crisis evaluadas cada 2
horas a lo largo del ciclo circadiano. B) Duracién. La administracién de 17B-estradiol disminuyo
las crisis en la hora 9:00 y 19:00 y posteriormente aumento las crisis desde las 21:00 hasta las
5:00. La barra blanca muestra la fase de luz y la barra negra la fase oscura del ritmo circadiano.
(*P<0.05, **P<0.01, **P<0.001).
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Adicionalmente, la latencia para la aparicion de la primera crisis de ausencia tras la
administracién del 173-estradiol aument6 de manera significativa desde 117.57 + 45.03
segundos en el grupo control hasta 538.82 + 65.08 segundos tras la administracién del

17B-estradiol (prueba de la t de Student, te)=-5.322, P<0.01; véase figura 28).
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Figura 28. Latencia para la primera crisis de ausencia. Asi como en la duracion, también se
obtuvo una diferencia significativa en la latencia, con un aumento de 458% en la latencia a la
primera crisis de ausencia tras la administracion de 17 -estradiol (prueba de la t de Student, te)=-
5.322, P<0.01; **P<0.01).

6.2.2. Efecto de la administracion de la progesterona en ratas taiep sin
orquiectomia en las crisis de ausencia

La frecuencia total de las crisis de ausencia aumentd con la administracion de
progesterona desde 56.66 + 15.05 crisis hasta alcanzar 76.66 + 28.86 crisis en 24 horas.
Sin embargo, este aumento no fue significativo (prueba de la t de Student te=-0.61,

P<0.6). Esta frecuencia tampoco tuvo diferencias significativas a lo largo de las 24 horas.

En cuanto a la duracién media de las crisis de ausencia por intervalo de dos horas,
tampoco se obtuvieron cambios significativos, pero si fue significativa al comparar el
promedio de duracion de las crisis de ausencia en 24 horas, aumentando desde 1.54 +
0.04 hasta 1.72 + 0.04 segundos después de la administracién de progesterona (prueba

de la t de Student, tzeg=-2.632, P<0.05; véase Figura 29).
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Figura 29. Frecuencia y duracién de las crisis de ausencia en los grupos sin orquiectomia
adulta o sin orquiectomia mas administracién de progesterona 1mg/Kg. A) Frecuencia. No
se obtuvieron diferencias significativas en la frecuencia de crisis de ausencia cada dos horas a
lo largo del ciclo circadiano. B) Duracion. La administracion de progesterona no modificé la
duracién en segundos de las crisis de ausencia. La barra blanca muestra la fase de luz y la barra
negra la fase oscura del ritmo circadiano.

Por otro lado, se obtuvo una disminucion en la latencia desde 8,251.00 = 7,860.72
segundos a tan solo 372.66 + 182.33 segundos en el grupo sin orquiectomia y sin
orquiectomia tras administracion de la progesterona, respectivamente. Sin embargo,
esta diferencia no fue estadisticamente significativa (prueba de la t de Student t=1.00,

P<0.5, véase Figura 30).

53

50 6 -
—— Control —e— Control
—8— Control + Progesterona 1mg/Kg 5 —8&— Control + Progesterona 1mg/Kg
40
& 4
30 3
S s
20 4
5 21
(a]
10 1
0 T T 1 T T T T T 1 0 — T T T T T T T T T T T
5




18000

16000 —

14000

12000

10000

8000 -

6000

Latencia (seg.)

4000 +

2000 4

0 -
Control Control + Prog

Grupo
Figura 30. Latencia a la primera crisis de ausencia. A pesar de que se observa una
disminucion en la latencia en el grupo al que se le administré la progesterona, esta disminucion

no fue significativa (prueba de la t de Student, t=1.00, P<0.5).

6.2.3. Efecto de la administracion de la testosterona en ratas taiep sin
orquiectomia en las crisis de ausencia

La administracion de testosterona no modifico la frecuencia, duracion o latencia de las
crisis de ausencia en ratas intactas. En el grupo control se obtuvo una media de 56.0 +
21.0 crisis en 24 horas y en el grupo con administracion de testosterona fue de 55.33 +

24.60 crisis en 24 horas (prueba de la t de Student t=0.021, P<1.0).

La duracion media de las crisis en el grupo control fue de 1.62 + 0.04 segundos y con la
administracién de testosterona disminuyé a 1.57 + 0.05 segundos, sin que fuera

estadisticamente significativa (prueba de la t de Student tz32)=0.630, P<0.6, véase Figura

31).
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Figura 31. Frecuencia y duracién de las crisis de ausencia en los grupos sin orquiectomia
adulta o sin orquiectomia mas administracion de testosterona 1mg/Kg. A) Frecuencia. No
se obtuvieron diferencias significativas en la frecuencia de las crisis de ausencia cada dos horas
a lo largo del ciclo circadiano (prueba de la t de Student, t=0.021, P<0.1). B) Duracion. La
administracion de testosterona no modificé la duracion en segundos de las crisis de ausencia
(prueba de la t de Student tz32=0.63, P<0.6). La barra blanca muestra la fase de luz y la barra
negra la fase oscura del ritmo circadiano.

A pesar de que en la latencia se obtuvo un aumento tras la administracion de testosterona
gue fue desde 551.9 + 239.44 segundos hasta alcanzar 3,788.93 + 2,839.71 segundos,
esta tampoco fue estadisticamente significativa (prueba de la t de Student, t6=0.319,
P<0.1).
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Figura 32. Latencia para la primera crisis de ausencia. Se observa un aumento en la latencia
a la primera crisis de ausencia en el grupo al cual se le administro la testosterona, sin embargo,
esta diferencia no fue significativa (prueba de la t de student, t=0.31, P<0.1).
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7. Discusion de Resultados

7.1. Rol de los andrégenos gonadales. Efectos de la orquiectomia adulta y neonatal

Una gran parte de los estudios que evaltan el posible rol de las hormonas sexuales sobre
la epilepsia se relacionan con el papel de la progesterona o los estrégenos,
principalmente debido a su relacion con el ciclo estral o menstrual (Scharfman y
MacLusky, 2006). De hecho, existe un tipo de epilepsia denominada catamenial que es
aquella que se presenta solo en el periodo menstrual (Narifio y cols., 2005).

Orquiectomia
(Dia 5 posnatal)

Concentracion plasmatica de
androgenos testiculares

: i : Desarrollo cerebral :

Concepcidn DG DAR Nacimiento Pubertad

Prenatal Posnatal

Figura 33. Representacién de la concentracién plasmatica de las hormonas esteroides
sexuales en ratas macho (linea azul) tras la orquiectomia al dia 5 postnatal (linea roja
punteada). Los testiculos comienzan a secretar androgenos durante el desarrollo prenatal y
hasta los primeros dias del periodo posnatal. Al realizar la orquiectomia al dia 5 posnatal, estos
efectos organizacionales que tienen lugar los primeros dias de vida de la rata se ven modificados
y estas modificaciones alteran la frecuencia de las crisis de ausencia en las ratas taiep macho.
DG = desarrollo gonadal. DAR = desarrollo del aparato reproductor.

En este trabajo se presenta por primera vez el efecto diferencial de los andrégenos
testiculares en la frecuencia y duracién de las crisis de ausencia en un modelo animal tal
como lo es el mutante de mielina taiep. Adicionalmente, se ha reportado un dimorfismo

sexual en la frecuencia de crisis de ausencia en las ratas taiep ya que los machos
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presentan 1,032 veces mas crisis que las hembras a los tres meses, lo cual nos permitié
el analisis del rol de las hormonas esteroides sexuales en la modulacion de las crisis de

ausencia.

Primero, se demostrd que las ratas macho son mas susceptibles que las ratas hembra a
tener presentar crisis de ausencia (Cortés y cols., manuscrito en preparacion). Ademas,
se demostro que los efectos organizacionales de la diferenciacién sexual del cerebro en
los primeros dias de vida de la rata afectan la frecuencia de las crisis de ausencia en la
etapa adulta (véase la Figura 33).

Por el contrario, los machos orquiectomizados en la edad adulta tuvieron mas crisis de
ausencia y estas son de mayor duracion, lo que sugiere que es la testosterona la que en
el cerebro adulto macho de la rata taiep tiene un efecto antiausencia durante la
diferenciacion sexual cerebral, pero que si se retiran estos andrégenos testiculares en el
dia postnatal 5 se modifica la organizacion del cerebro y disminuyen la frecuencia de las
crisis de ausencia, lo que implica un efecto dual de los andrégenos testiculares
dependiendo de la edad de los sujetos. Estos resultados infieren que estos andrégenos
testiculares son capaces de inducir efectos organizacionales y activacionales en
diferentes circuitos del cerebro relacionados con este tipo de epilepsia. Estos hallazgos
son inéditos, ya que los circuitos hormonales involucrados en la diferenciacion sexual se
relacionan con los cambios en la regulacion del eje hipotalamo-hipofisis-gonadas o en
los circuitos que controlan las conductas sexuales especificas, proceptivas y lordosis en
las hembras, y montas, intromisién y eyaculacién en los machos (Numan, 2015). De
hecho, en la literatura se ha encontrado diferencias morfologicas y electrofisiolégicas en
el nacleo ventro-medial del hipotdlamo que controlan la lordosis y donde actlan los

estrégenos y la progesterona (Swaab, 2007).

En cuanto a las hormonas esteroides sexuales, se sabe que estas pueden tener una
accion especifica sobre la neurotransmision cortico-talamica y que a su vez pueden ser
moduladoras de la actividad epiléptica en las crisis del tipo de ausencia. Asimismo, en
las crisis de ausencia existe un aumento de las subunidades a4 y & del receptor GABAa
gue a su vez aumenta la inhibiciébn en las neuronas talamicas, lo cual contribuye al

aumento de las crisis de ausencia dependiente de la edad (Pisu y cols., 2008; van
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Luijtelaar y cols., 2014), tal como lo hemos obtenido en las ratas taiep (Cortés y cols.,

manuscrito en preparacion).

Por otra parte, se han hecho estudios en ratas taiep donde se muestra que los agonistas
del receptor GABAA, como es el gaboxadol, aumentan la frecuencia y duracién de las
crisis de ausencia, mientras los antagonistas como la bicuculina o el pentilenetetrazol
(PTZ), disminuyen la duracion de las crisis (Ibarra-Hernandez, 2018). Dadas las
caracteristicas conductuales y electroencefalograficas se ha demostrado que las ratas
taiep cumplen con los criterios necesarios para ser un modelo adecuado de crisis de

ausencia (Pitkanen y cols., 2006).

Adicionalmente, sabe que en las crisis de ausencia existe una hiperactivacion del sistema
inhibitorio mediado por el receptor GABAA (Tolmacheva y van Luijtelaar, 2007). De esta
manera, las hormonas esteroides que modulan de manera positiva el receptor GABAAx,
como es el caso con los metabolitos de la progesterona y testosterona, aumentan el

numero y la duracion de las crisis de ausencia en las ratas taiep.

7.2. Administracion de progesterona

La hormona esteroidea mas utilizada para los estudios en crisis de ausencia es la
progesterona debido a su accién modulatoria sobre el receptor GABAa (Griinewald y
cols., 1992; Majewska y cols., 1986). La rata WAG/RIj es el principal modelo animal en
el que se han estudiado los efectos de la progesterona (van Luijtelaar y cols., 2014). En
ratas hembra WAG/RIj, cuando la concentracion de progesterona aumenta, como ocurre
durante el embarazo, la cantidad de crisis inducidas por medio de pentilenetetrazol se

ve disminuida (van Luijterlaar y cols., 2009).

También se ha demostrado que la progesterona y sus metabolitos, principalmente la 3a-
5a-tetrahidroprogesterona o alopregnanolona (Majewska y cols., 1986), actian como
moduladores positivos del receptor GABAA, aumentando la frecuencia de apertura de los

canales de cloro, por lo que la administracion via sistémica de altas dosis de progesterona
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aumenta la frecuencia y duracién de crisis de ausencia en estudios con diferentes

modelos animales de crisis de ausencia (Griinewald y cols., 1992 ; Reddy, 2004).

En el presente trabajo, la administracion de progesterona no tuvo ningun efecto sobre la
frecuencia, duracion o latencia de las crisis de ausencia, pero usando un esquema de
dosis agudas. En 2001, Edwads y cols., describieron este mismo efecto a dosis bajas de
progesterona en crisis inducidas por medio de pulsos eléctricos aplicados directamente
en la amigdala llamado encendimiento, el cual consiste en pulsos de poca corriente, corta
duracién y espaciados entre si, pero al repetir estos estimulos hay un aumento
progresivo en la respuesta electrografica produciendo finalmente crisis tonico-clonicas
(Racine, 1978). Esto sugiere que es necesaria una dosis mayor para inducir el efecto e
incrementar la frecuencia de las crisis. Por otra parte, estudios en el Laboratorio de
Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor demuestran que la administracion de
progesterona en una dosis de 20 mg/Kg si aumenta la frecuencia de las crisis de

ausencia en ratas hembra taiep (Ramé y cols., 2019).

7.3. Administracion del 17B-estradiol

El 17B-estradiol también tiene la capacidad de regular el sistema GABAérgico (Nakamura
y cols., 2004). Sin embargo, los efectos del estradiol se han estudiado principalmente en
modelos de epilepsia convulsiva o producida a través de farmacos no convulsivos como
es el pentilenetetrazol (Horn y Buterbaugh, 1986a; Jana Veliskova, 2007). En cuanto a
las crisis de ausencia se sabe que tiene efectos anticrisis principalmente en las crisis de
ausencia atipicas inducidas por AY-944, estas crisis tienen un inicio y término menos
abrupto y se dan principalmente en individuos con una funcién cognitiva dafiada, por lo
gue en este tipo de crisis se obtiene el efecto contrario al que se obtienen en los modelos

de crisis de ausencia tipica como es la rata WAG/RIj (van Luijtelaar y cols., 2014).

En ratas hembra, se ha propuesto que la ovariectomia aumenta la transmision
GABAérgica en el cerebro, aumentando de esta manera las crisis de ausencia, asi como
una alteracién en los niveles de expresion del receptor GABAA (Yildiz y cols., 2011). Sin

embargo, estudios del grupo de van Luijtelaar y cols., en 2011 sugieren que el 17(3-
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estradiol no tiene efecto sobre las crisis de ausencia. Por otra parte, se sabe que el 173-
estradiol induce la despolarizacion de las neuronas de la regién CA1 del hipocampo,
como parte de los efectos rapidos que tienen los estrégenos seguramente a través de

sus efectos membranales (Wong y Moss, 1991).

En este trabajo se demostré que el efecto del 17B-estradiol no es el mismo en ratas
intactas que en las ratas con orquiectomia. Los andrégenos testiculares de alguna
manera influyen en el efecto que tiene el estradiol en las crisis de ausencia, ya que a
pesar de que se observa una diminucién inicial en la duracion de las crisis, esta aumenta
hasta las 12 horas posteriores a la administracién de la hormona (véase Figura 27).
Debemos considerar a futuro administraciones crénicas como el que se logra con el
implante de tubos de silastic llenos de hormonas que producen niveles de esteroides
estables (Veliskova, 2007).

Adicionalmente, se demostré que el estradiol tiene un efecto modulador sobre las crisis
en ratas con orquiectomia ya que disminuyd su duracion, la frecuencia y aumento la
latencia a la primera crisis de ausencia. En conclusion, el 17p3-estradiol tiene un efecto
protector ante las crisis de ausencia en las ratas macho taiep orquiectomizadas, pero no
en las intactas, seguramente por interacciones en los drganos blanco de las regiones

cerebrales.

7.4. Administracion de testosterona

Estudios sobre los efectos de la testosterona en las crisis de ausencia proponen que esta
ejerce sus efectos antiepilépticos o proepilépticos a través de sus metabolitos como lo
es la 5a-dihidrotestosterona o el 3a-androstanediol, respectivamente (van Luijterlaar y
cols., 2009). Especificamente, se sabe que el metabolito de la testosterona 3a-
androstanediol tiene similitud estructural con la alopregnanolona que es un modulador
positivo del receptor GABAA, Y que esta modulacion positiva del receptor incrementa las
crisis de ausencia a través del complejo enzimatico de la aromatasa (Majewska y cols.,
1986).
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En contraste, Reddy y cols. (2004), demostraron que el 3a-androstanediol tiene efectos
antiepilépticos en un modelo de epilepsia inducido por farmacos (Reddy, 2004).
Adicionalmente, la testosterona tiene efectos proepilépticos en modelos convulsivos de
epilepsia al reducir la dosis de pentilenetetrazol necesaria para inducir las crisis
epilépticas en modelos de ratones y ratas, ademas este efecto se vio disminuido al
bloquear la conversién de la testosterona en su metabolito, el 173-estradiol (Reddy,
2004).

La testosterona es el principal andrégeno circulante en los machos. Los resultados
obtenidos después de la orquiectomia adulta indican el papel protector que tienen los
androgenos testiculares. No obstante, la administracion aguda de testosterona no tuvo
efectos significativos en las ratas taiep, tanto en el grupo sin orquiectomia, como en el
grupo con orquiectomia. Esto concuerda con estudios realizados en la rata WAG/RIj en
donde la administracion aguda de testosterona en dosis con una dosis de 10mg/Kg hasta
30 mg/Kg, dosis suprafisioldgicas, pero no tuvieron efectos antiepilépticos, sino que dos
horas después de la administracion cuando las crisis de ausencia aumentaron
seguramente debido a cambios transcripcionales por accion genomica (van Luijterlaar y
cols., 2009b).

En conclusion, las alteraciones en los niveles de testosterona pueden contribuir a un
aumento en las crisis de ausencia. Sin embargo, los mecanismos por los cuales ocurren
estos efectos no se tienen adn claros. Lo que si se sabe es que aquellos esteroides que
modulen de manera positiva el receptor GABAa, tienen efectos proepilépticos en los
modelos de crisis de ausencia lo que concuerda con las evidencias clinicas en donde se
ha mostrado que las drogas de naturaleza GABAérgica estan contraindicadas como
tratamiento para este tipo de epilepsia generalizada (Beyenburg y cols., 2004; Parker y
cols., 2008).

Los esteroides sexuales son capaces de modular la frecuencia, duracion y latencia de
las crisis de ausencia. Este efecto se observo principalmente tras la administracion de
17B-estradiol. En cuanto a la progesterona y la testosterona, son necesarias dosis mas
altas para observar su papel en la modulacion de las crisis de ausencia en ratas taiep o

bien, su administracién crénica.
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Si los andrégenos testiculares disminuyen al dia 5 posnatal se obtuvo una disminucion
en la frecuencia y latencia de las crisis de ausencia en la edad adulta. Por lo que
concluimos que existe una modificacion en la organizacion del cerebro de la rata macho
al remover los testiculos en una etapa temprana y esto es un resultado relevante ya que
se ha reportado que en mas del 90% de los casos, estas crisis de ausencia disminuyen
con la pubertad, que es cuando se activa el eje hipotdlamo-hipofisis-génada y el cual
esta asociado al incremento de los niveles de esteroides gonadales (Posner, 2008).

Nuestros resultados muestran el papel dual de los andrégenos gonadales dependientes
de la edad de los sujetos (véase Figura 19), lo que proporciona una base para un analisis
a nivel de ensambles de neuronas, de sus propiedades celulares y moleculares que sean

las responsables de los cambios en las crisis de ausencia.

8. Conclusiones

1. Los androgenos testiculares actian como moduladores antiausencia en la etapa
adulta de la rata macho taiep.

2. Si los andrégenos testiculares son eliminados en la etapa temprana de la rata
macho, la frecuencia de crisis de ausencia disminuye en la etapa adulta.

3. Las hormonas esteroides sexuales, principalmente el 17B-estradiol modulan la

frecuencia de las crisis de ausencia en la rata macho taiep.
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