BENEMERITA UNIVERSIDAD
AUTONOMA DE PUEBLA

INSTITUTO DE FISIOLOGIA Instituto de Fisiologia

BUAP

LABORATORIO DE NEUROFISIOLOGIA DE LA
CONDUCTAY CONTROL MOTOR.

Efecto de la progesterona y la alopregnanolona

en las crisis de ausencia en la rata faiep.

Tesis para obtener el grado de:

MAESTRA EN CIENCIAS FISIOLOGICAS

PRESENTA
Lic. en Biotecnologia:

Elizabeth Alexandra Rojas Sanchez.

DIRECTORES DE TESIS:
Dr. José Ramoén Eguibar Cuenca

Dra. Ma. del Carmen Cortés Sanchez
Noviembre del 2024




AGRADECIMIENTOS

La presente tesis se realizd gracias a la beca nacional de maestria otorgada
por el Consejo Nacional de Humanidades, Ciencia y Tecnologia
(CONAHCYT); CVU No. 1133116.

Agradezco a los proyectos de Ciencia Basica del Consejo Nacional de
Humanidades, Ciencias y Tecnologias (CONAHCYT) con los numeros 24333
y 243247, a favor de la Dra. Ma. del Carmen Cortés Sanchez y del Dr. José
Ramon Eguibar Cuenca, respectivamente.

El proyecto también fue parcialmente financiado por el Proyecto VIEP-BUAP

2023-2024, otorgado al Cuerpo Académico Consolidado en

Neuroendocrinologia BUAP-CA-288.
_m

Instituto de Fisioclogia
BUAP

CONAHCYT

CONSEJO NACIONAL DE HUMANIDADES
CIENCIAS Y TECNOLOGIAS




Mis directores de tesis, la Dra. Ma. del Carmen Cortés Sanchez y el Dr. José Ramén Eguibar Cuenca,
permitieron que realizara este proyecto en el Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control
Motor del Instituto de Fisiologia. Agradezco profundamente su confianza, sus ensefianzas y su
dedicaciéon a mi formacién cientifica, las cuales fueron fundamentales para alcanzar los estandares

requeridos en este proyecto.

Mis revisores de tesis, el Dr. Fabian Galindo Ramirez y la Dra. Bertha Alicia Leén Chavez, aportaron
valiosas observaciones y comentarios que contribuyeron significativamente a mejorar este trabajo de

investigacion.

La M. en C. Araceli Ugarte Rojano brind6 su apoyo incansable como asesora, con paciencia y guia en
cada paso de los procesos experimentales de este trabajo. Al M.V.Z. Angel David Silva Terrazas y al C.
José Lima Morgan, les agradezco sinceramente su compromiso con el cuidado y bienestar de los
animales, asegurando siempre el cumplimiento ético en cada etapa del estudio.

A Dios le agradezco la sabiduria necesaria para afrontar con inteligencia el camino de la maestria, la

resiliencia, la luz en mi camino y por no dejarme sola en este proceso.

Mis padres, Guillermina Sanchez y José Rojas, han sido mi mayor fuente de amor, apoyo y motivacion.
Gracias por ensefiarme el verdadero significado de la perseverancia y el esfuerzo, por brindarme la fuerza
para seguir adelante en los momentos mas dificiles, y por creer en mi incluso cuando yo misma dudaba.
Este logro es tanto suyo como mio, ya que, sin su amor incondicional, este camino no habria sido posible.
Mis hermanos, Miguel Rojas y Alejandro Rojas, han sido mis comparieros de vida, brindandome siempre
su comprension y palabras de aliento. Su presencia fue un pilar fundamental durante todo este proceso,
y su confianza en mi ha sido mi motor para no rendirme. Francisco Sanchez, con su constante orientacion
y apoyo en cada etapa profesional, estuvo siempre dispuesto a ofrecerme sus consejos, resolver mis

dudas y acompariarme durante todo el proceso.

Mi equipo de aventuras durante la maestria, Karla Vazquez, Hallel Aquino y Diego Martinez, fueron
mucho mas que amigos: mi refugio, mis complices y el hombro en el que apoyarme cuando lo necesitaba.
Agradezco las charlas interminables, las risas, el apoyo incondicional y por hacer de cada dia una
experiencia memorable. Su amistad ha sido una de las mejores partes de este recorrido, y cada logro que

celebro también es parte de ustedes. Después de todo, ¢cual sufrir?

Mis colegas y amigos, con un agradecimiento especial a Salvador Hernandez, quien ha sido un apoyo
importante en el laboratorio. Gracias por tu paciencia, tus ensefianzas y tu disposicion para ayudarme en
los momentos mas desafiantes. A Lilia Diaz, Adriana Bravo, Juan Carlos Ahumada, Adriela Fierro,
Rubén Castillo, Alejandro Luna, Elizabeth Lopez, Diana Mexicano y Laura Cruz, les agradezco de
corazon su amistad sincera y su apoyo a lo largo de este camino. Su compafiia hizo que cada paso fuera
mas llevadero, y sus palabras de animo fueron el motor que me impulsé a seguir adelante. Gracias por

estar ahi y por hacer de este viaje algo realmente especial.

Y ahora si... ;jya se vale decir “padrino”? jVamos por esos vertebrados para celebrar!



LISTA DE ABREVIATURAS.

CICUAL Comité Institucional para el cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio

CO: Bioxido de carbono

DEO Descarga espiga-onda

DHP Dihidroprogesterona

DPN Dias postnatales

EAI Epilepsia de Ausencia Infantil

EEG Electroencefalograma

E.E.M. Error Estandar de la Media

EMG Electromiograma

EOG Electrooculograma

GABA Acido gamma-aminobutirico

GABAA Receptor de GABA tipo a

GABAs Receptor de GABA tipo s

GABAc Receptor de GABA tipo ¢

GAERS Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg

GH Hormona de Crecimiento

GMPc Guanosina Monofosfato Ciclico

H-ABC Hipomielinizacién con Atrofia de los Ganglios Basales
y Cerebelo

ILAE International League Against Epilepsy

IRM Imagen por Resonancia Magnética

MBP Proteina basica de la Mielina



MOBP

MOR
mPRs
NRT
NO
P4
PLP
PR
SNC
RE

WAG/Rij

Proteina de la Oligodendrocitoglia Asociada a la
Mielina

Movimiento Ocular Rapido

Receptores de membrana de progesterona
Nucleo Reticular del Talamo

Oxido Nitrico

Progesterona

Proteina proteolipidica

Receptores nucleares de progesterona
Sistema Nervioso Central

Receptores Especificos

Wistar Albino Glaxo/Rijswijk rats



Contenido

AGRADECIMIENTOS ...ttt ettt e et e e ettt e e ettt e e e e et e e eeena e e eeeenaeeeeenaanns 2
LISTADE ABREVIATURAS. ...ttt ettt ettt ettt e e ettt e e e e et e e ettt e e eetane e eeeenaeaeees 4
TRESUMEN Lottt e e et e s et eane e e e tana e s e eenne e e e ennaeees 8
2 - ABSTRACT .ttt ettt ettt ettt e ettt e e ettt e et e et te e e te e et en e e e eana e enena e eenes 10
3.-INTRODUCCION ....cuuiieiitiinieienteitrteit sttt sttt sttt sttt sttt sa e 12
o oT1 =] oS - PP P PP PP PP 12
Yo Te [=T 0 o] (oY = - TS 13
CriSiS dE AUSENCIA. .eeuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii et e e 15
[ E]Te] oF= ) o] (o] ={ - IR PP PRPOPPPPPPPIN 17
Circuito tAlamoO-COrtiCAL. ...ceuuiiiniiiiiiiii ettt 17
El Neurotransmisor GABA: Funcién y efectos en el sistema nervioso central.................... 19
Participacion del GABA en las Crisis d€ aUSENCIA....c.ciuiiiiiiiniiiiiiieieeieeieeieeeeeeeee e eneeeanan 26
DICETor-1¢-t-J=15] o] F=F-Ero] oo F- DN PP PRI PPP PPN 28
El dimorfismo sexual de las Crisis de aUSENCIA. .....ccuvviiuniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 29
La hormona como un factor regulador en la epilepsSia....cccceevieeiiiiiiiiiiiiniiiriie e, 31
Las hormonas COmMoO NEUrOeSTErOIdES. «.u..iuuiiiniiiiiiiiiii et eanes 32
Biosintesis de Neuroesteroides en el Sistema Nervioso Central........ccceeeevuiieeniieiinieeennnees 36
e oY= (SR (=1 (o] o - T TP P PP PR PP UPPPPIN 37
[IE=IF= ] (o] o ¢=T=1 o F=1 g o] Lo] o - Hu PP PRSP PPPPPPPIN 40
EL17-B-estradioly surolen la reprodUCCION. ....c.iuiiiiiiiiiiiiiiie et eee e e e e e ee e eaeanaas 43
Modelos animales de CriSis de aUSENCIA. ....vcuuiiiniiiniiiiiiiiiiiic e 46

La rata albina denominada epilepsia de ausencia de Estrasburgo, Francia de sus siglas

ENINELES (GAERS). ouiiiiiiiiiiitiie et te ettt et e e st e eneeuseassansansansansenssnssnnsensens 46

Las ratas Wistar Albino Glaxo de Rijswijk de los paises bajos (WAG/RIj). ....cceevveuennnnnn. 47

La rata taiep; como un modelo de Crisis de auSENCia. ....cccveeeiiiiiiiiiiiiiiiiiie e, 48
A.-ANTECEDENTES ...ttt ettt ettt e e e ettt e s e e e e e ettt e s e e e e e eeeeeennnaaeeeeeas 52

Mecanismo de accion de progesterona y la alopregnanolona. ........cccceeevvevvieneeennnnnn.. 52

La tubulinopatia hipomielinizacidon con atrofia de los ganglios basales y cerebelo en la

(£ 1 6= 1 2= ][] o P 54
B.-JUSTIFICACION. ..ottt sttt sttt sttt sttt 55
B.-HIPOTESIS. ..ttt ettt ettt sttt sttt sttt sttt 57



T mOBIETIVOS. oot 57

ODBjJETIVO GENEIAL: c.uiuiiii ittt et et e teeeeae et sa et senstuesusassansensanssnssnssnssensenses 57
ObjJEtiVOS PartiCULAIES: v iviiiiiiiiie ettt et e e e e e ee et et et ean s e sanesnaeenaennen 57
8.-METODOS Y MATERIAL. ....cvviiuieteeteete e ete et ete et eteete et e eteeeteeteeateeaseeaseeseeseeseenne e 58
DI ET= (o =Y d o L=1 4 11 g 1=] 0 16= ] CA PP 58
INSTrUMENTAL QUITUIZICO. iiniiiiiiii ittt et et e et e et e et e et e eeaeeaneeaneesnsennsennasnnnns 59
Animales de eXPerimENTACION. ....iu ittt et et e ee e et eaesansansansenesnsannsansanns 60
(IO VT 1=Tex (o] o o - HA PP PPOPPPTPPPRPPR 61
2.-Reemplazo hormonal y obtencién de muestras de frotis vaginal. .......ccccceeeveviniennnnnnne. 63
3.-Cirugia estereotaxica para implante de electrodoS. ......cceveiiiiiiiiiiiiiicceceee e, 64
4.-HabituaCion Pre-reZiStrO. tuuui ittt ettt eteeteeee e e eae et saneeaneaansennaanns 66
5.-REGISTIO CONTIOL. uiiniiiiiiiiiiir ettt e e e et et eeaeassansansansenssnesnsennsensens 67
SR AN Ko] o] (=Y =1 g =] Yo ] lo] o - NPT PP PPN 68
) o (o= (=T =] (o] o - F RN 68
8.-Identificacion de las descargas espiga-onda. .......cieueiiieiiiiiiieiiieiiie e eee e e e eans 68
O.-RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt e e ettt e e ettt e e et eea e e e eeane e e e eenae e eeeennaeeeeennaeseenennaseenes 70

Efecto de la alopregnanolona en la frecuencia, duracién y latencia de las descargas
espiga-onda en ratas taiep hembras adultas. ....cccoeeviiiiiiii i e 70

Efecto de la progesterona en la frecuencia, duracion y latencia de las descargas espiga-

onda en ratas taiep hembras adUlTas. ....c.ciuviiiiiiiiiiir e e ee e eaean e 79
10.-DISCUSION ...ttt ettt ettt sttt ettt ettt ee 88
T1.-CONCLUSIONES ...ttt ettt e e e e e et ettt eee e e e e eeeeteaba e e eeeeeeeeessaannaseeeaeaeenes 98
T2.-PERSPECTIVAS ...ttt ettt e ettt e e e e e et ettt e e e e e e e eeeeenbaa e e e eeeeeannes 100
T3.-REFERENCIAS ...ttt e e e ettt ettt e e e e e et eettbaa e e e eeeeeatesbaaaeeeeeeeaeees 101



1.-RESUMEN

Las crisis de ausencia son un tipo de epilepsia generalizada caracterizada por
episodios transitorios de pérdida de la conciencia, acompanados de un patron de
descargas espiga-onda (DEO) en el electroencefalograma (EEG), con una
frecuencia media de 6.25 Hz, también observada en las ratas taiep. Estas ratas
presentan una leucodistrofia similar a la hipomielinizacidn con atrofia de los ganglios
basales y el cerebelo (H-ABC) de los humanos. Las descargas espiga-onda en ratas
taiep se ven influenciadas por las fluctuaciones hormonales durante el ciclo estral,
asi como en el embarazo y la lactancia, lo que sugiere un papel relevante de los

progestagenos en su expresion.

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la progesterona y su principal
metabolito, la alopregnanolona, en la modulacion de las descargas espiga-onda en
ratas taiep hembras adultas, ovariectomizadas y estrogenizadas. Se implantaron
electrodos en la corteza cerebral mediante cirugia estereotaxica, junto con
electrodos para el registro electromiografico y electrooculografico, lo cual permitio
monitorear la actividad neuronal, muscular y ocular durante las descargas espiga-
onda. Se realizaron dos sesiones de registro EEG de 12 horas cada una,
administrandose por via subcutanea 0.2 mL de aceite de oliva como control, y el
segundo registro consistid en una administracion subcutanea de progesterona a

dosis de 10 mg/Kg, 50 mg/Kg, 6 alopregnanolona a 10 mg/Kg.

Nuestros resultados muestran que la administracién de 10 mg/Kg de progesterona
disminuy® significativamente la frecuencia de las DEO en un 39.41% a las 09:00 h
(P<0.01), sugiriendo un efecto inhibidor de la progesterona a dosis bajas. Por el
contrario, la dosis de 50 mg/Kg de progesterona incrementd significativamente tanto
la frecuencia como la duracion de las DEO, con un aumento de un 42.7% en la
frecuencia a las 15:00 h (P<0.001), y de un 34.8% en duracion a las 21:00 h
(P<0.05), lo que respalda la hipotesis de un efecto proconvulsivo a dosis mas altas,
posiblemente mediado por la conversion de la progesterona a alopregnanolona y su

modulacion mediante el receptor GABAA.



La administracion de alopregnanolona (10 mg/Kg) produjo un incremento
significativo de un 74% en la duracion de las DEO a las 07:00 h (P<0.001), y un
aumento de un 75% en la frecuencia de las crisis a las 13:00 (P<0.01). Esto sugiere
que la alopregnanolona actua potenciando la inhibicion tonica a través de los
receptores GABAa extrasinapticos, lo cual facilita la sincronizacion prolongada en el

circuito talamo-cortical responsable de las DEO.

En conclusion, la investigacion confirma el efecto dual de la progesterona y de la
alopregnanolona en la modulacién de las crisis de ausencia en las ratas taiep. Estos
hallazgos destacan la importancia de los progestagenos en la regulacion de la
actividad epiléptica, y abren nuevas perspectivas para el tratamiento de la epilepsia
de ausencia, especialmente en el contexto de la epilepsia catamenial en mujeres,
considerando la modulacién del sistema GABAérgico como una estrategia

terapéutica potencial.



2.-ABSTRACT

Absence seizures are a type of generalized epilepsy characterized by transient
episodes of loss of consciousness, accompanied by a spike-and-wave discharge
(SWD) pattern in the electroencephalogram (EEG), with an average frequency of
6.25 Hz, also observed in taiep rats. These rats present a leukodystrophy similar to
hypomyelination with atrophy of the basal ganglia and cerebellum (H-ABC) in
humans. Spike-and-wave discharges in taiep rats are influenced by hormonal
fluctuations during the estrous cycle, as well as during pregnancy and lactation,

suggesting a relevant role of progestogens in their expression.

The aim of this study was to evaluate the effect of progesterone and its main
metabolite, allopregnanolone, on the modulation of spike-and-wave discharges in
adult female taiep rats, which were ovariectomized and estrogenized. Electrodes
were implanted in the cerebral cortex through stereotaxic surgery, along with
electrodes for electromyographic and electrooculographic recording, which allowed
monitoring of neural, muscular, and ocular activity during spike-and-wave
discharges. Two 12-hour EEG recording sessions were conducted, with 0.2 mL of
olive oil administered subcutaneously as a control, followed by the subcutaneous
administration of progesterone at doses of 10 mg/Kg and 50 mg/Kg, as well as

allopregnanolone at 10 mg/Kg.

Our results show that the administration of 10 mg/kg of progesterone significantly
decreased the frequency of SWD by 23.5% at 09:00 h (P<0.01), suggesting an
inhibitory effect of progesterone at low doses. In contrast, the 50 mg/Kg dose of
progesterone significantly increased both the frequency and duration of SWD, with
a 42.7% increase in frequency at 15:00 h (P<0.001), and a 34.8% increase in
duration at 21:00 h (P<0.05), supporting the hypothesis of a proconvulsant effect at
higher doses, possibly mediated by conversion to allopregnanolone and its

modulation of the GABAA receptor.

The administration of allopregnanolone (10 mg/kg) produced a significant 74%
increase in the duration of SWD at 07:00 h (P<0.001), and a 75% increase in seizure
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frequency at 13:00 h (P<0.01). This suggests that allopregnanolone acts by
enhancing tonic inhibition through extrasynaptic GABAa receptors, which facilitates

prolonged synchronization in the thalamo-cortical circuit responsible for SWD.

In conclusion, this research confirms the dual effect of progesterone and
allopregnanolone in modulating absence seizures in taiep rats. These findings
highlight the importance of progestogens in the regulation of epileptic activity and
open new perspectives for the treatment of absence epilepsy, especially in the
context of catamenial epilepsy in women, considering GABAergic modulation as a

potential therapeutic strategy.
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3.-INTRODUCCION

Epilepsia

La epilepsia, una de las patologias neurolégicas mas prevalentes, afecta a
individuos de todas las edades, etnias, estratos socioeconomicos y regiones
geograficas (Organizacion Mundial de la Salud, 2019). Este trastorno cerebral
crénico se caracteriza por una predisposicion persistente a experimentar crisis
epilépticas, las cuales representan la manifestacion transitoria de signos y/o
sintomas que resultan de una actividad neuronal anormal excesiva o sincronica en
el cerebro (Fisher et. al., 2017). Estas crisis, tienen significativas implicaciones en
los ambitos neurobioldgico, cognitivo, psicolégico y social las cuales derivan de la

recurrencia de episodios epilépticos (Fisher et. al., 2014).

La Liga Internacional contra la Epilepsia (ILAE), un organismo internacional que
establece estandares para la clasificacion de la epilepsia propuso una clasificacion
en 2017. Segun la ILAE, la epilepsia se define como la ocurrencia de dos o mas
convulsiones no provocadas que ocurran con al menos 24 horas de diferencia
(Fisher et. al., 2017).

Esta clasificacidon se fundamenta en las manifestaciones clinicas, los hallazgos
electroencefalograficos, el sustrato anatomico potencial y los aspectos
conductuales que caracterizan a las crisis (Fisher et. al., 2017). La Figura 1 muestra
la clasificacion de los diferentes tipos de crisis epilépticas propuesta por la ILAE en
2017.
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INICIO FOCAL INICIO GENERALIZADO INICIO DESCONOCIDO
CONCIENCIA CONCIENCIA
PRESERVADA ALTERADA MOTORA MOTOR

INICIO MOTOR

Automatismo
Atoénica
Clénica

Espasmos epilépticos
Hiperquinética
Mioclénica
Toénica

Ténica-clénica
Clonica
Tonica
Mioclonica
Mioclonica-ténica-clonica
Mioclénica-atonica
Atonica
Espasmos epilépticos

Ténica-Clonica
Otro motor

NO MOTOR

Detencién del comportamiento

INICIO NO MOTOR

NO MOTORA

NO CLASIFICADA

Autonémica
Detencién del comportamiento
Cognitiva
Emocional

Ausencia
Tipica
Atipica
Mioclénica
Mioclonia palpebral

Sensorial

FOCAL A BILATERAL
TONICA-CLONICA

Figura 1. Clasificacion de los diversos tipos de crisis epilépticas por la Liga
Internacional contra la Epilepsia (ILAE), 2017. Esta clasificacion, distingue las
crisis segun su etiologia, el estado de conciencia del individuo durante el episodio,
asi como los signos motores y no motores que acompafan al evento epiléptico
(Modificado de Fisher et. al., 2017).

La clasificacién se basa en el origen de las crisis, dividiéndolas en crisis focales,
generalizadas o de origen desconocido. Las crisis focales se subdividen segun la
presencia o ausencia de pérdida de conciencia, asi como la manifestacion de signos
motores y no motores. De manera analoga, las crisis generalizadas se categorizan
en funcién de la presencia de signos motores. Por ultimo, las crisis de origen
desconocido se diferencian entre aquellas con signos motores y las que carecen de
ellos (Fisher et. al., 2017) .

Epidemiologia.

La epilepsia, considerada una de las enfermedades neurolégicas mas prevalentes
a nivel mundial, afecta a aproximadamente 50 millones de personas de todas las
13



edades. Las personas que viven con epilepsia tienen un riesgo de muerte prematura
hasta tres veces mayor que el de la poblacién general, y su calidad de vida suele
verse comprometida debido a la estigmatizacion y discriminacidon asociadas con la
enfermedad (Organizacion Mundial de la Salud, 2019). Se estima que cerca del 80%
de los casos de epilepsia se encuentran en paises de ingresos bajos y medios,
donde el acceso a un tratamiento adecuado es limitado (Organizacion Mundial de
la Salud, 2019).

En México, se calcula que entre 349 y 680 personas por cada 100,000 habitantes
padecen epilepsia, lo que representa una importante carga econémica familiar y
social para la salud publica (Cruz-Cruz et. al.,, 2017). Aunque la epilepsia puede
presentarse a cualquier edad, su incidencia es mayor en la infancia, particularmente
en los primeros afos de vida (Dura et. al., 2007). La falta de recursos y programas
especificos en diversas regiones del pais contribuye a una brecha en el diagnéstico
y tratamiento oportuno, lo que exacerba las complicaciones asociadas con la
enfermedad (Cowan, 2002; MacAllister y Schaffer, 2007). A pesar de la existencia
de iniciativas como lo es el Programa Nacional de Atencion a la Epilepsia en México,
la cobertura sigue siendo limitada, especialmente en zonas rurales (Resendiz,
2023).

La incidencia de crisis de ausencia se observa en una proporcién que oscila entre
dos a ocho casos por cada 100,000 nifios menores de 16 anos, con una prevalencia
que varia entre un 2% a un 10% en nifios que padecen cualquier tipo de epilepsia
(Eguibar et. al., 2010a). Ademas, se ha reportado que estas crisis predominan de 2
a 5 veces mas en nifias que en nifos, representando un 2.5% de las crisis
epilépticas en nifios, mientras que en las nifias podrian llegar a constituir hasta un
12% (Banerjee et al., 2009).

La epilepsia de ausencia infantil (EAI) afecta principalmente a nifios entre los 4 y los
10 anos, con un promedio de inicio de sintomas alrededor de los seis afos. La EAI
constituye entre un 10% y entre un 17% de todos los casos de epilepsia pediatrica,
siendo mas frecuente en nifias (Santillan y Sequeria, 2023). Esta mayor incidencia

en el sexo femenino se debe a diferencias hormonales y genéticas que influyen en
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la excitabilidad neuronal durante el desarrollo, lo que requiere de un analisis mas
profundo para comprender el papel de los factores biolégicos y su interaccion con

las crisis epilépticas (Herzog, 2008).

El diagndstico de la epilepsia del tipo crisis de las ausencias puede ser complicado
debido a la naturaleza breve y sutil de estas crisis de ausencia, que suelen
confundirse con problemas de atencién o de comportamiento (Fisher et. al., 2017;
MacAllister y Schaffer, 2007). La identificacion temprana y el tratamiento oportuno
son fundamentales para mejorar el prondstico; siendo relevantes los factores de
riesgo como los antecedentes familiares de epilepsia, alteraciones en el desarrollo
prenatal y neonatal, y exposicion a infecciones o lesiones cerebrales durante la

infancia (Fisher et. al., 2017; Panayiotopoulos, 2010).

La epilepsia del tipo crisis de ausencia tiene un impacto significativo en la vida
académica y social de los nifios afectados. Las crisis frecuentes pueden interferir
con el rendimiento escolar, provocando problemas de aprendizaje y limitando la
participacion en actividades sociales (MacAllister y Schaffer, 2007). Ademas, el
estigma social y la falta de comprension de la condicién por parte de maestros y los
companeros pueden generar aislamiento y problemas emocionales, como son la
ansiedad y la depresion (Cowan, 2002). Un tratamiento adecuado, que incluya tanto
el control de las crisis como el apoyo psicosocial, es esencial para mejorar la calidad
de vida de los nifios con EAIl y sus familias (Cowan, 2002; MacAllister y Schaffer,
2007).

Crisis de ausencia.

La epilepsia de ausencia, comunmente observada en la infancia, se caracteriza por
episodios epilépticos generalizados que afectan ambos hemisferios cerebrales y
van acompanados de pérdida de la conciencia (Jafarian etf. al., 2020). Estos
episodios no se manifiestan con convulsiones y se pueden clasificar en formas
tipicas y atipicas. Las crisis de ausencia tipicas se identifican por una subita pérdida
de la conciencia y se caracterizan por patrones de ondas cerebrales sincronizadas
bilaterales, conocidas como espiga-onda, registradas en el electroencefalograma

(EEG) a una frecuencia principal de alrededor de 2.5 a 4 Hz. Usualmente, la
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duracion de estos episodios oscila entre 3 y 10 segundos. Ademas, estas crisis
pueden presentarse con movimientos involuntarios como parpadeo, sudoracion,
salivacion y palpitaciones. Los pacientes pueden quedarse con la mirada fija y no
reaccionar a lo que ocurre a su alrededor (Jafarian et. al., 2020). La Figura 2 muestra
un ejemplo de un registro EEG de una crisis de ausencia en una nifia de 8.5 afios,

en el que se observa un patrén de descarga tipo espiga-onda a 3 Hz.
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12:11:11 6A BIPOLAR LONGITUDINAL 30.0 mm/seg ‘300.0 pV/cm 0.50 Hz 30.0 Hz 50.0 Hz’

Figura 2. Registro electroencefalografico de una nina de 8.5 anos. El cual
muestra un patron de descarga tipo espiga-onda a una frecuencia de 3 Hz, lo cual
es consistente con una crisis de ausencia El registro utiliza un montaje bipolar
longitudinal, con una velocidad de 30 mm/seg (Modificado de Travé y Petri, 2006a).

Es importante mencionar que se ha reportado que las mujeres presentan sindromes
epilépticos mas complejos al igual que las crisis, como es el caso de la epilepsia
catamenial que esta relacionada de manera directa con las diferentes fases del ciclo

menstrual.

Este particular tipo de epilepsia esta relacionada con los niveles fluctuantes de

neuroesteroides, los cuales influyen directamente en la susceptibilidad y proteccién
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ante las crisis epilepticas de diferente manera tanto en mujeres como en hombres
(Eguibar et. al., 2024; Reddy, 2016).

Los anticonceptivos hormonales son utilizados por aproximadamente 100 millones
de mujeres a nivel mundial, los cuales, a pesar de ser efectivos, tienen diversos
efectos secundarios por ejemplo las exacerbaciones de las crisis epilépticas
(Eguibar et. al., 2024; Verrotti et. al., 2015).

Es por esto que tiene que ser fundamental estudiar la fisiopatologia, asi como el
tratamiento de la epilepsia en mujeres, que incluya las variaciones hormonales y el
impacto que ejercen estas sobre los tratamientos, para poder reducir el porcentaje

de riesgos que conllevan las crisis epilépticas.

Fisiopatologia

Las crisis de ausencia se originan debido a una sobreexcitacion y una sincronizacion
excesiva del sistema talamo-cortical, la cual es fundamental para la transmision de
sefales sensoriales dirigida a la corteza cerebral. ElI talamo es el principal
intermediario, donde las neuronas glutamatérgicas que son las que utilizan el
neurotransmisor glutamato, llevan la informacion a las cortezas sensoriales
primarias, excluyendo el sentido del olfato (Pimienta, 2004) . El proceso se mantiene
por la conexion bidireccional entre las neuronas talamo-corticales y las neuronas de
la capa VI de la corteza cerebral, esto da como resultado la modulacion talamo-

cortical.

Circuito talamo-cortical.

El circuito esta conformado por varios tipos de neuronas, principalmente por 2
excitadoras que son las piramidales y talamo-corticales y 2 inhibitorias, neuronas
del nucleo reticular talamico y las interneuronas corticales inhibitorias (Sherman y
Guillery, 1998). Las neuronas talamo-corticales envian dos tipos de proyecciones a

la corteza:

1.-Proyecciones que se conectan con las neuronas piramidales en la capa VI para

el procesamiento sensorial (Kostopoulos, 2000).
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2.-Proyecciones que distribuyen sefales en las capas | y VI de la corteza cerebral,
sin concentrarse en una sola capa como lo hace la proyeccion especifica
(Kostopoulos, 2000).

En la Figura 3 se muestra un esquema de los circuitos talamo-corticales-cortico-
talamicos y sus proyecciones. Las proyecciones no especificas ayudan a sincronizar
y regular la actividad de la corteza, contribuyendo a generar ritmos generales los
cuales estan directamente relacionados con los estados de alerta y patrones del

suefio (Kostopoulos, 2000).

Ambas proyecciones actuan sobre el nucleo reticular del talamo, el cual genera un

mecanismo de inhibicion que regula la excitacién (Kostopoulos, 2000).

El proceso fundamental para sincronizar ritmos en la corteza cerebral es la actividad
oscilatoria de las neuronas talamo-corticales, la cual es influenciada por la accion
del nucleo reticular del talamo (NRT), el cual esta compuesto principalmente por
neuronas GABAérgicas (Lopez et. al., 2021). Las propiedades intrinsecas de las
neuronas talamo-corticales, como por ejemplo las corrientes dependientes de calcio
tipo T, entre otras, facilitan los disparos de bajo umbral como es el caso de las
oscilaciones ritmicas. Estas propiedades electrofisiolégicas son fundamentales para
la generacion de las descargas espiga-onda (DEO), que caracterizan a las crisis de

ausencia en los humanos (Hill y Tononi, 2005; Ibarra, 2022).

El NRT es el encargado de regular las oscilaciones del circuito talamo-cortical
mediante conexiones inhibitorias, las cuales facilitan la generacion de ritmos delta y

la sincronizacion con la corteza cerebral durante el sueno (Hill y Tononi, 2005).

La estructura y sus complejas conexiones, entre el tdlamo, el NRT y la corteza
cerebral son esenciales para entender cdmo se generan, mantienen y controlan las
descargas espiga-onda, lo que muestra que la fisiopatologia que incluye al circuito
talamo-cortical es fundamental y puede ser la base para nuevas terapias especificas
(Hernandez, 2021; Ibarra, 2022) .
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sensoriales

Figura 3. Diagrama de los circuitos talamo-corticales-corticotalamicos. Las
neuronas talamo-corticales, transmiten la informacidén recibida de las fibras
aferentes sensoriales provenientes de los sistemas sensoriales periféricos hacia las
neuronas de la corteza cerebral. Estas neuronas corticales, a su vez, modulan la
actividad de las neuronas del nucleo reticular del tdlamo. Ambos tipos neuronales
envian proyecciones de regreso a las neuronas talamo-corticales para regular su
actividad (Modificado de Adibi, 2019). S1= somatosensorial primaria; STR= cuerpo
estriado; VPM= nucleo ventral postero-medial; Hip= hipocampo; NRT= nucleo
reticular del talamo.

El Neurotransmisor GABA: Funcion y efectos en el sistema nervioso
central

El acido gamma-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio en
el sistema nervioso central (SNC). Actua reduciendo la excitabilidad neuronal,
desempenando un papel esencial en la regulacion del equilibrio entre la excitacion
y la inhibicion en el cerebro y en la médula espinal. El GABA es sintetizado a partir
del glutamato en las neuronas y se almacena en vesiculas sinapticas; una vez
liberado en la sinapsis, se une a receptores especificos en las neuronas

postsinapticas para inducir sus efectos inhibitorios. Ademas, la glia participa en la
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recaptura y metabolismo del GABA, facilitando su reciclaje y contribuyendo asi al

mantenimiento de los niveles de GABA en la sinapsis (Castellano et. al., 2021).

La acciéon del GABA es crucial en procesos como el control de la ansiedad, el suefio
y la relajacion muscular. Al unirse a sus receptores especificos, el GABA facilita la
entrada de iones de cloro en las neuronas, lo que hiperpolariza la membrana celular
y disminuye la probabilidad de que la neurona genere un potencial de accién. Este
efecto inhibitorio ayuda a mantener el equilibrio en las redes neuronales y previene
una actividad excesiva que podria derivar en trastornos como la epilepsia y la
ansiedad (Olsen y Sieghart, 2008).

Clasificacion de los receptores para el GABA.

Los receptores para el GABA se dividen en tres tipos principales: GABAa, GABAs y
GABAc. Sin embargo, la nueva clasificaciéon propuesta por Richard W. Olsen y
Werner Sieghart ha profundizado principalmente en la diversidad del receptor
GABA,, identificando subtipos especificos como «x132y2, el mas comun en el
cerebro y objetivo de las benzodiacepinas; «x2B3y2, asociado con efectos
ansioliticos; y otros subtipos como x4(338, que se encuentran en areas como el
talamo y la corteza cerebelosa las cuales responden de manera selectiva a ciertos
compuestos farmacolégicos, incluyendo neuroesteroides como la alopregnanolona,
asi como anestésicos generales como el propofol y el etomidato, ademas del
alcohol. Estos subtipos desemperian roles distintos en la regulacion de la actividad
neuronal, modulando respuestas como la inhibicién sinaptica rapida y la modulacién
alostérica (Olsen y Sieghart, 2008).

1. Receptor GABAA

En la Figura 4 se ilustra la estructura heteropentamérica del receptor GABAa, un
canal idnico activado por ligando con un canal de cloro en su centro. Este receptor
pertenece a la familia de canales que se caracteriza por una estructura especifica
en forma de “lazo” de cisteina, un segmento estabilizado por un puente disulfuro
entre los dos residuos de cisteina en la proteina. Este lazo es clave para la funcion

del canal, ya que facilita su apertura o cierre en respuesta a la unién de un ligando,
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como el neurotransmisor GABA. La familia de canales con lazo de cisteina incluye
a otros canales importantes como los receptores nicotinicos para la acetilcolina y
los receptores para la glicina, todos los cuales participan en la transmision rapida

de sefiales ionicas (Castellano et. al., 2021).

La diversidad en la proteina que compone los subtipos de receptores GABAa le
confiere propiedades farmacoldgicas especificas, haciéndolos sensibles a
moduladores como son las benzodiacepinas o los neuroesteroides por ejemplo, la

alopregnanolona (Olsen Sieghart, 2008).

La criomicroscopia electrénica, ha facilitado el estudio de estos subtipos de
receptores GABAérgicos con sitios de unién adicionales en las interfaces a-y y a-f,

lo cual permite el desarrollo de farmacos mas selectivos (Castellano et. al., 2021).

Esto es particularmente util para el tratamiento de trastornos como la epilepsia y la
ansiedad, ya que se pueden disenar farmacos que actuan sobre los subtipos
especificos sin afectar otras areas del cerebro (Castellano et. al., 2021; Olsen y
Sieghart, 2008).
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Figura 4. Se muestra un esquema del receptor GABAA. Los circulos de color rosa
representan unicamente los sitios especificos donde se unen los neuro-esteroides,
ubicados en la subunidad <1 y en el interfaz 3* y . El receptor se conforma por 5
subunidades que rodean al canal de cloro: con dos subunidades x1, 232 y una y2,
esto permite que el receptor disminuya la excitabilidad neuronal cuando se activa.
El simbolo + indica como interactuan las subunidades entre ellas. Los numeros 1-6
igual que 1-3 son las posibles variantes que tienen cada tipo de subunidad en este
receptor. La subunidad « puede tener 6 variantes, mientras que B la y pueden tener
tres variantes (Ghit et. al., 2021).

Como puede verse en la Figura 5, los receptores GABAA tienen una estructura
transmembranal que permite su funcién como canal idénico activado por ligando.

Estos receptores participan en dos tipos de inhibicion:

« Inhibicion fasica: La cual responde a la liberacion del GABA de manera
rapida, reduciendo la excitabilidad neuronal de manera transitoria vy
controlando las funciones como el suefio y la ansiedad (Mohamad et. al.,
2023).

« Inhibicion ténica: Este tipo de inhibicion ocurre en sitios extrasinapticos,
donde el GABA mantiene una inhibicion sostenida que controla la
excitabilidad en estados prolongados, como en la epilepsia (Mohamad et. al.,
2023)
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Figura 5. Estructura de una subunidad de receptor tipo GABAA. Se ilustra una
subunidad individual del receptor GABAA en la membrana celular. Tomando en
cuenta que el receptor completo esta conformado por 5 subunidades, cada una tiene
cuatro dominios transmembranales (TM1-TM4), las cuales atraviesan la bicapa
lipidica para poder anclar el receptor a la membrana. El extremo amino terminal
tiene sitios de unioén para ligando como el GABA, mientras que el carboxilo terminal
se encuentra en el exterior de la célula. El lazo intracelular entre los dominios TM3
y TM4 puede llegar a ser fosforilado (representado como un circulo gris con la letra
P), el cual regula la actividad del receptor (Modificado de Ghit et. al., 2021).

2. El receptor GABAs. Tienen un mecanismo de accion metabotrépico con

inhibiciéon prolongada.

En la Figura 6 se ilustra la estructura del receptor GABAs es metabotrépico y esta
acoplado a proteinas G, lo que le permite una inhibicién prolongada que modula
tanto los canales de potasio como los de calcio. Al activarse, este receptor reduce
la excitabilidad neuronal al disminuir la liberacion de neurotransmisores excitatorios,
como es el glutamato. El receptor GABAs se encuentra tanto en el SNC, como en

el sistema nervioso periférico y es esencial en el control de los reflejos espinales y
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el tono muscular. Este tipo de receptor ha sido estudiado como un blanco
terapéutico para la espasticidad y el dolor neuropatico (Castellano et. al., 2021;
Olsen y Sieghart, 2008).
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Figura 6. Estructura del receptor tipo GABAs. Es un receptor metabotropico que
se acopla a proteinas G, en la forma heterodimérica por las subunidades en color
gris GABAB1 y color negro GABABg2. El receptor esta conformado por un dominio
extracelular Venus Flytrap (VFT), en el cual se une al GABA, y finalmente con el
séptimo dominio transmembranal (7TM), es cual es responsable de activar la
sefalizacion intracelular al acoplarse con proteinas G. Este tipo de mecanismo
permite la inhibicidon prolongada de la excitabilidad neuronal, modulando canales de
potasio y calcio, para poder reducir la liberacion de neurotransmisores excitatorios.
El bucle extracelular 2 y el conector ayudan a mantener y controlar la conformacién
activa del receptor, el cual es esencial para disminuir la actividad sinaptica, regular
la plasticidad neuronal y contribuir a funciones como la analgesia, la regulacion del
tono muscular y la reducciéon de la ansiedad en el sistema nervioso central y
periférico (Modificado de Evenseth et. al., 2020).
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3. El receptor GABAc o GABAA-,. Especializaciéon en el procesamiento visual.

En la figura 7 se muestra la estructura del receptor GABAc, a veces nombrado como
GABA=a-, es un canal de cloro que se localiza principalmente en la retina, donde
regula el procesamiento visual. Aunque estructuralmente es similar al receptor
GABAA, el receptor GABAc tiene una menor sensibilidad a moduladores comunes

del GABA como son las benzodiacepinas(Mohamad et. al., 2023).
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Figura 7. Estructura del receptor GABAc o GABAA-,. Se muestra la composicion
de subunidades p 1-3., que son las variantes del receptor GABAc. La estructura
pentamérica del receptor esta representada por los cinco cilindros, cada uno
simbolizando una subunidad que forma el canal de cloro (CI"). EI| GABA se une al
receptor para activar el canal, facilitando la inhibicion sinaptica. La picrotoxina actua
como un antagonista, bloqueando el canal y afectando la entrada de iones de cloro.
Este receptor se localiza principalmente en la retina, donde participa en la regulacién
del procesamiento visual (Modificado de Popova, 2014).
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Participacion del GABA en las crisis de ausencia

La figura 8 muestra el ciclo de sintesis, liberacion y recaptacion acido vy-
aminobutirico (GABA) es el neurotransmisor inhibitorio predominante en el sistema
nervioso central y actua regulando la excitabilidad neuronal. El GABA se sintetiza a
partir del glutamato por la accién de la enzima glutamato descarboxilasa (Purves,
2001), y al unirse a sus receptores (principalmente GABAa y GABABg), induce una
hiperpolarizacion de la neurona, reduciendo su excitabilidad (Purves, 2001).
Ademas de su funcién inhibitoria directa, el GABA es importante para la modulacion
de la actividad ritmica en el circuito talamo-cortical, como ya se ha mencionado
participa en la generacion de las descargas espiga-onda. Esta regulacién se logra
a través de las neuronas GABAérgicas en el nucleo reticular talamico, que facilita
los estados de suefio de ondas lentas y las crisis de ausencia mediante una

sincronizacion en bajas frecuencias (Steriade et. al., 1993).

En vertebrados, los receptores para el GABA se localizan principalmente en las
membranas de las células nerviosas y también en los astrocitos, donde regulan los

canales de cloro, y en algunas localizaciones fuera del SNC (Purves, 2001).

La alta susceptibilidad a presentar crisis de ausencia puede ser por factores
genéticos que afectan a los receptores GABA. Genes especificos que codifiquen
estos receptores pueden llegar a modificar su expresion y funcionalidad, lo cual
altera a su vez la sensibilidad de las neuronas GABAérgicas y la eficacia de la
inhibicion neuronal en el circuito talamo-cortical y como resultado provocan
alteraciones en la frecuencia e intensidad de las descargas espiga-onda (Luttjohann
y Van Luijtelaar, 2012; Wilson et. al., 1999).

Se ha observado en modelos animales de crisis de ausencia una reduccion de las
descargas espiga-onda al administrar antagonistas para el receptor GABAa
(Eguibar et. al., 2010). Ademas, se ha demostrado que las hormonas esteroides
pueden influir en la expresiéon de las subunidades del receptor GABABg, las cuales
regulan el desarrollo de las descargas espiga-onda (Luttjohann y Van Luijtelaar,

2012). Aunque la mayoria de los esteroides ejercen sus efectos a través de acciones
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genomicas directas, hay evidencia de que sus acciones van mas alla de la
regulacion transcripcional. Por ejemplo, las interacciones que modulan la actividad
del receptor GABAA pueden tener efectos sedantes-hipnéticos en los animales, lo

cual representa un efecto a nivel de la membrana (Greenspan, 2012).
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Figura 8. La sintesis de acido gamma-aminobutirico ocurre en las terminales
presinapticas. La accion de la enzima glutamato descarboxilasa (GAD), convierte
el L-glutamato en GABA y CO2 en un solo paso enzimatico. Una vez sintetizado, el
GABA se almacena en vesiculas sinapticas y es liberado de manera dependiente
de Ca*?, tras la despolarizacion de la membrana presinaptica a través de un proceso
de exocitosis. Después de su liberacidn y accion, el GABA es eliminado del espacio
sinaptico mediante su recaptura por la neurona presinaptica y la acciéon de los
astrocitos. El catabolismo del GABA es llevado a cabo por la enzima GABA-
aminotransferasa (GABA-T), que transfiere el grupo amino del GABA, produciendo
a-cetoglutarato (x-KG) y semialdehido succinico. Este ultimo es rapidamente
oxidado a succinato por la enzima mitocondrial semialdehido-succinico
deshidrogenasa (Modificado de Salin-Pascual et. al., 2019).
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El receptor GABAA desempefa un papel crucial en la generacion de las descargas
espiga-onda, y en los cambios fisioldgicos o en su expresion sexo-dependiente que
contribuye a una mayor o menor incidencia de las DEO en modelos de crisis de
ausencia (van Luijtelaar et. al., 2014a). Se ha observado que los esteroides
sexuales y antiepilépticos que actuan como moduladores positivos o agonistas del
receptor GABAA pueden aumentar la frecuencia y la duracion de las crisis de
ausencia en modelos animales como son las ratas Wistar Albino Glaxo de Rijswijk
(WAG/RIj) y las Ratas con Epilepsia de Ausencia Genética de Estrasburgo (GAERS)
(van Luijtelaar y Bikbaev, 2007). En otras palabras, la activacion general del sistema
GABAérgico conlleva a un aumento en las crisis de ausencia tanto en humanos,
como en los modelos en ratas con patrones electroencefalograficos del tipo
descargas espiga-onda (van Luijtelaar et. al., 2014a). Investigaciones actuales
proponen la modulacion del sistema GABAérgico como un objetivo terapéutico
prometedor para nuevos tratamientos de la epilepsia de ausencia. Los cuales se
estan empezando a probar en humanos, donde algunos moduladores GABAérgicos
han presentado resultados preliminares alentadores en el control de crisis

epilépticas (Ben-Menachem et. al., 2019; Loscher et. al., 2020).

Descarga espiga-onda.

La actividad sincronica del circuito talamo-cortical se ha identificado como un
elemento central en el origen de las descargas espiga-onda que caracterizan las
crisis de ausencia. En otras investigaciones han sefalado que esta actividad
anomala puede originarse en un foco epiléptico altamente excitable ubicado en la
region somatosensorial, especialmente en el area perioral, tanto en humanos, como
en modelos experimentales (Crunelli y Leresche, 2002; Depaulis y Charpier, 2018).
En estos modelos, las neuronas corticales tienden a mostrar un aumento en las
ramificaciones dendriticas, lo cual favorece la transmision de sefales eléctricas
anomalas (Elston, 2000). Alteraciones en los receptores de acido y-aminobutirico

(GABA) y un incremento en los canales de sodio dependientes de voltaje han sido
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reportados en esta region, factores que inducen un estado de hiperexcitabilidad y
promueven la generacién de despolarizaciones aberrantes que se transmiten al
talamo (Steriade, 2003; Wilson et. al., 1999).

En el ndcleo reticular del tdlamo (NRT), se han identificado también mutaciones en
los canales Cav3.2 y en los receptores GABA, lo cual facilita oscilaciones ritmicas
anormales (Kostopoulos, 2000). Esta actividad desencadena “rebotes” post-
inhibitorios en las neuronas talamo-corticales, que, tras una hiperpolarizacién
prolongada, disparan en rafaga, proyectando estos impulsos hacia la corteza
cerebral (Hernandez, 2021; Liattjohann y Van Luijtelaar, 2012; Steriade, 2003).

Esta serie de eventos establece un circuito de reverberacion entre el talamo y la
corteza cerebral, y la actividad sincrénica resultante es la responsable de las
descargas espiga-onda observadas en el electroencefalograma (EEG) y un estado
de reposo subsiguiente, caracterizado como ondas lentas, lo cual es el reflejo de

una inhibicidn sinaptica cortical (Contreras y Steriade, 1995).

Durante una crisis de ausencia, la actividad talamo-cortical esta sujeta a una
inhibicion significativa por el NRT, lo que limita la transmision de informacién
sensorial hacia la corteza cerebral. Esto podria explicar los episodios de
desconexion y pérdida de conciencia que se experimentan en este tipo de epilepsias
(Contreras y Steriade, 1995; Crunelli y Leresche, 2002).

El dimorfismo sexual de las crisis de ausencia.

Diversas investigaciones han reportado diferencias significativas en como se
manifiestan las crisis de ausencia entre machos y hembras, tanto en humanos como
en modelos animales. En seres humanos, estas crisis tienden a ser mas frecuentes
en nifas en comparacion con los nifios (Dura Traveé y Yoldi Petri, 2006b), lo cual ha
sido documentado en estudios clinicos y epidemiolégicos. Sin embargo, los
modelos genéticos animales muestran una persistencia de estas crisis a lo largo de
toda la vida, lo cual ofrece una oportunidad invaluable para estudiar la epilepsia en

distintos contextos y fases hormonales (Jarre et. al., 2017). Estos estudios han
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permitido observar cémo factores como el ciclo estral, la madurez sexual y ciertos
estados hormonales, incluyendo el embarazo y la lactancia, pueden influir en la

expresion de la epilepsia, especialmente en las hembras (Tolmacheva et. al., 2004).

Ademas, en experimentos enfocados en la diferenciacién sexual, se ha observado
que las hembras tienen una mayor sensibilidad a las crisis de ausencia en
comparacién con los machos, lo cual se manifiesta en una mayor frecuencia y
duracién de estas crisis en modelos de epilepsia inducidos con la administracion
intraperitoneal de bicuculina (Burguera, 2010). Estos resultados sugieren que los
factores hormonales y de desarrollo podrian desempenar un papel importante en la

intensidad y susceptibilidad a estas crisis (Fuenzalida et. al., 2009).

Las hormonas sexuales también parecen ejercer efectos variados sobre las crisis
de ausencia. Por ejemplo, el 17-B estradiol no modifica la frecuencia de estas crisis
de ausencia en modelos de hembras WAG/RIj (van Luijtelaar et. al., 2014). En
cambio, nuestro equipo de investigacion, al administrar progesterona a una dosis
de 20 mg/Kg, obtuvo un incremento significativo en la frecuencia de las descargas

espiga-onda en ratas hembra (Rame, 2022).

En términos de epidemiologia, existen diferencias de género en la prevalencia de
ciertos sindromes epilépticos. Algunos trastornos ligados al cromosoma X, como el
sindrome de Aicardi y el sindrome de Rett, son mas comunes en mujeres, mientras
que los sindromes de Ohtahara y Lennox-Gastaut, asi como las crisis febriles, son
mas prevalentes en hombres (Eguibar et. al., 2024; Qureshi y Mehler, 2014). Estos
patrones sugieren que tanto factores genéticos como hormonales influyen en la
predisposicién a desarrollar ciertos tipos de epilepsia. Durante el desarrollo, los
esteroides sexuales pueden modificar los circuitos neuronales, afectando la
estructura y funcion del sistema nervioso. Esto a su vez impacta la excitabilidad
neuronal y la actividad de los receptores GABA, lo cual podria contribuir a la

susceptibilidad de las crisis epilépticas (Cossette et. al., 2002; Eguibar et. al., 2024).
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La hormona como un factor regulador en la epilepsia

La redefinicion de hormona que se establecié en el afio 1995 incluye cualquier
sustancia, independientemente de su origen o la via de transporte que, ejerce
efectos sobre otras células una vez liberada por otra célula (Clin, 2017). Con base
al Consenso de Quimica en Ginebra, las hormonas se dividen en seis grandes

grupos quimicos:

1) Aminas: Estas hormonas se derivan de los aminoacidos como, por ejemplo, la
tirosina o triptéfano. Entre una de las mas conocidas se encuentra la adrenalina o
dopamina, las cuales estan involucradas en la respuesta al estrés y la regulacion
del sistema nervioso periférico (Laurence et. al., 2023). La serotonina, involucrada
en la regulacion del estado de animo, apetito y ciclos de suefio, junto con la
melatonina, que controla el ritmo circadiano y el ciclo suefo-vigilia, también

pertenecen a este grupo.

2) Esteroides: Las hormonas esteroides se sintetizan a partir de colesterol y se
pueden agrupar en estrogenos, progestagenos, androgenos, glucocorticoides vy
mineralocorticoides. La mayoria de los esteroides desempefian funciones clave en
la regulacion reproductiva, metabdlica, del equilibrio hidro-electrolitico y en la
respuesta al estrés (Taubgll et. al., 2015). Ejemplo, de ellos son el estradiol, la

progesterona, la testosterona y el cortisol.

3) Péptidos: Estas hormonas estan compuestas por cadenas cortas de
aminoacidos. La insulina, una hormona peptidica, es crucial para la regulacion de
los niveles de glucosa en la sangre (Guyton y Hall, 2016). La hormona del

crecimiento (GH) y la oxitocina también forman parte de este grupo de hormonas.

4) Proteinas: las hormonas proteicas estan formadas por cadenas mas largas de
aminoacidos. Un ejemplo notable es la hormona tiroidea, que regula el metabolismo

general del cuerpo (Reed, 2003).

5) Hormonas derivadas de 4&cidos grasos: Estas hormonas, como las

prostaglandinas, se derivan de lipidos. Las prostaglandinas desempefan un papel
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importante en la inflamacion, la respuesta al dolor y la regulacion de la presién
arterial (Ricciotti y FitzGerald, 2011).

6) Gases: Aunque menos comunes, ciertos gases como el 6xido nitrico (ON) y el
bioxido de carbono (COz2) se consideran hormonas debido a su capacidad para
actuar como mensajeros celulares. EI ON esta implicado en la vasodilatacién y la

regulacion de la presion arterial (Clin, 2017;Moncada y Higgs, 2006).

Las hormonas como neuroesteroides.

Las hormonas esteroides, que provienen de los ovarios, testiculos o las glandulas
suprarrenales, se dividen principalmente en estrégenos, progestagenos,
androgenos y corticoesteroides (Gomez et. al, 2012). Todas comparten una
estructura basica de cuatro anillos llamada ciclo-pentanoperhidrofenantreno, que
consta de tres anillos de seis carbonos cada uno (fenantreno) y de un anillo de cinco

carbonos (ciclo-pentano); véase figura 9.

Figura 9. La estructura basica de las hormonas esteroides. Los compuestos que
se derivan del ciclo pentanoperhidrofenantreno se conocen como esteroides. Note
que los carbonos que conforman el nucleo de los esteroides deben ser homogéneos
y se numeran de manera especifica.
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Las hormonas esteroides sexuales periféricas, como el estradiol, la progesterona y
la testosterona, tienen una estrecha relacion entre si, todas derivadas del colesterol
(Taubgll et. al., 2015). El colesterol, una vez metabolizado en progesterona, puede
convertirse en androstenediona y testosterona, las cuales, a través del complejo
enzimatico denominado aromatizacion, transforman el anillo del ciclo
pentanoperhidrofenantreno, resultando en la sintesis de estradiol. Por otro lado, la
progesterona puede ser metabolizada por las enzimas 5«-reductasa y 3«-
hidroxiesteroide en alopregnanolona (5«,3x-pregnanolona), una sustancia
antiepiléptica potente (Taubgll et. al., 2015). La 5«,3x-pregnanolona actua como un
modulador positivo del receptor GABAA, aumentando la inhibicién neuronal y
reduciendo la excitabilidad del sistema nervioso. Este efecto es crucial para
disminuir la incidencia de crisis epilépticas (Reddy, 2016). Ademas, tanto los
estrégenos como los andrégenos juegan un papel importante en la regulacién de la
excitabilidad neuronal, con efectos que varian dependiendo del sexo (Taubgll et. al.,
2015). Se ha demostrado de manera consistente que las hormonas sexuales
femeninas influyen en la excitabilidad neuronal (Taubgll et. al., 2015). En general,
los estrégenos tienden a aumentar la probabilidad de convulsiones, mientras que la
progesterona y sus derivados tienden a tener un efecto contrario, reduciendo la
probabilidad de convulsiones (Taubgll et. al., 2015). Asimismo, los andrégenos,
como la testosterona, desempefan un papel importante en la actividad neuronal.
Nuestro equipo de investigacion demostré que la testosterona incrementa la
duracion de las descargas espiga-onda en las ratas taiep hembras o machos
(Castillo, 2023).

La via biosintética de los neuroesteroides ha sido estudiada extensamente en
mamiferos y otros vertebrados, destacando como estas moléculas se sintetizan y
metabolizan en el sistema nervioso central. La sintesis de neuroesteroides
comienza con el transporte de colesterol a las mitocondrias, un proceso mediado
por la proteina reguladora esteroidogénica aguda, en conjunto con la proteina
translocadora (Platt et. al., 2014). La enzima P450 de escision de cadena lateral
(P450scc) convierte el colesterol en pregnenolona en la membrana mitocondrial

interna (Tuckey y Cameron, 1993). Posteriormente, la pregnenolona se transforma
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en progesterona a través de la accion de la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-
HSD), y a partir de alli, puede ser metabolizada en alopregnanolona o pregnanolona
mediante las enzimas 5«-reductasa y 3x-HSD (Penning et. al., 2004). Otros
metabolitos, como la androstenediona y la testosterona, se generan mediante la
accion de la P450c17 y la 17B8-HSD, y estos pueden transformarse en estrona y

estradiol mediante la aromatasa (Fevold et. al., 1989; Osawa et. al., 1993).

Ademas, la hidroxiesteroide sulfotransferasa (HST), una familia de enzimas que
participa en la sulfatacion de esteroides convierte la pregnenolona y la
dehidroepiandrosterona en sus formas sulfatadas (Strott, 2002). Véase la figura 10

donde se muestra la sintesis de las hormonas.
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Biosintesis de Neuroesteroides en el Sistema Nervioso Central

La Figura 11 ilustra la biosintesis de neuroesteroides es un proceso complejo que
se lleva a cabo en diferentes tipos de células del sistema nervioso central, incluidas
las células gliales, las neuronas y la glandula pineal. Inicialmente, se considero a la
glia como el principal sitio de sintesis de neuroesteroides debido a la presencia de
la enzima P450scc, que se localiza en la sustancia blanca del cerebro (Le Goascogne
et. al., 1987). En estudios posteriores, se demostrd la existencia de enzimas como
la 3B-HSD, la 5«-reductasa y la 3x-HSD en cultivos de oligodendrocitos y astrocitos,
asi como en distintas regiones del cerebro relacionadas con la glia y los

oligodendrocitos (Akwa et. al., 1993; Melcangi et. al., 1994).

Por otro lado, la presencia de enzimas esteroidogénicas en las neuronas también
ha sido documentada. Investigaciones han confirmado la expresién de P450scc y 33-
HSD en las neuronas del hipocampo, la corteza y el cerebelo, sugiriendo que estas
células son capaces de sintetizar neuroesteroides como la pregnenolona y la
progesterona de novo (Guennoun et. al., 1995; Mariko Usui et. al., 1995) Este
proceso es particularmente relevante durante el desarrollo postnatal, donde los altos
niveles de progesterona y sus metabolitos juegan un papel en la maduracién

neuronal y la dendritogénesis (Sakamoto et. al., 2001).

La glandula pineal, un érgano endocrino situado en el techo del diencéfalo, también
contribuye a la biosintesis de neuroesteroides, especialmente en respuesta a
estimulos luminicos. Se ha observado que la pinealectomia en animales puede
resultar en la pérdida de neuronas de Purkinje durante el desarrollo (Tung et. al.,
2006). Ademas, en estudios con aves, se ha comprobado que la glandula pineal no
solo regula los ritmos circadianos a traveés de la produccion de melatonina, sino que
también interviene en la supervivencia neuronal, promoviendo la proteccion de
células cerebelosas durante el desarrollo (Haraguchi et. al., 2012; Hatori et al.,
2011).
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Figura 11. Representacion de la biosintesis de neuroesteroides en el sistema
nervioso central, destacando la participacion de astrocitos, microglia,
oligodendrocitos y neuronas. La imagen muestra como la progesterona y la
alopregnanolona son sintetizadas y actuan sobre los receptores GABAA,, los cuales
son receptores ionotropicos que median la inhibicion neuronal. También se observa
la participacién de PGMRC1 (Receptor de Membrana de Progesterona Componente
1), que es un receptor involucrado en la senalizacién de la progesterona a nivel de
membrana. La figura ilustra la relevancia de estos procesos en la modulacion
neuronal y en funciones cerebrales relacionadas con la regulacion de la excitabilidad
y la proteccién neuronal (Modificado de Yilmaz et. al., 2019).

Progesterona.

La progesterona, también conocida por su acrénimo P4, es una hormona esteroide
que juega un papel fundamental en varios procesos fisiologicos, incluido el
metabolismo éseo y la regulacién de la excitabilidad neuronal (Brinton et. al., 2008).
Esta hormona esta compuesta por 21 atomos de carbono y su sintesis se origina en

el colesterol, que, mediante varias reacciones enzimaticas en el reticulo
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endoplasmico liso, se convierte en pregnenolona y luego en progesterona. Este
proceso ocurre principalmente en el cuerpo luteo del ovario y en las glandulas
suprarrenales (Castellanos-Villegas et. al., 2023). Véase la figura 12 donde se

muestra la estructura quimica de la progesterona.

O

Figura 12. Estructura quimica de la progesterona. Esta compuesta por 21
atomos de carbono organizados en un nucleo esteroidal de cuatro anillos. Su
configuracion molecular permite una interaccion especifica con los receptores en el
citoplasma de las células blanco, lo que facilita su transferencia al nucleo y
desencadena respuestas bioldgicas cruciales para la funcidn reproductiva
femenina, como la preparacién del utero para la implantacién del embrion y el
mantenimiento del embarazo.

Esta estructura le permite interactuar con diversos receptores hormonales, incluida
su conversion en metabolitos activos como la 5x3x-pregnanolona, que tiene un
efecto directo en el sistema nervioso central, modulando la actividad neuronal
(Tauball et. al., 2015).

La progesterona también desempefia un papel destacado en la epilepsia,
particularmente en la epilepsia catamenial, un tipo de epilepsia que esta influenciada

por los ciclos hormonales en las mujeres (Reddy, 2016). Se ha observado que las
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fluctuaciones de la progesterona a lo largo del ciclo menstrual pueden alterar la
susceptibilidad a las crisis epilépticas. Durante la fase lutea del ciclo menstrual,
cuando los niveles de progesterona aumentan, la frecuencia de las crisis tiende a
aumentar, debido a que los efectos inhibitorios de esta hormona sobre la
excitabilidad neuronal se ven reducidos (Herzog, 2008; Eguibar et. al., 2024;
Pennell, 2009).

La epilepsia catamenial se caracteriza por un aumento de las crisis epilépticas
durante ciertas fases del ciclo menstrual, especialmente durante la fase
premenstrual y en la ovulacién, cuando los niveles de estrégeno son altos y los de
progesterona son bajos. Los estrogenos, en contraste con la progesterona, tienen
un efecto excitatorio sobre el cerebro, lo que aumenta el riesgo de crisis epilépticas.
Este fendbmeno es particularmente evidente en modelos animales y ha sido
observado en humanos, donde la administracion de estrégenos produce un

incremento de la actividad epiléptica (Buterbaugh, 1989).

Por otro lado, la progesterona y su metabolito, la alopregnanolona, actuan como
moduladores positivos de los receptores GABAAa, potenciando la inhibiciéon neuronal
(Belelli y Lambert, 2005a). Esta accién reduce la excitabilidad del cerebro y, por lo
tanto, disminuye la probabilidad de crisis epilépticas. Sin embargo, los efectos de la
progesterona no son siempre uniformes, ya que su administracion en dosis altas ha
mostrado, en algunos casos, un aumento inicial en las crisis seguido de una

reduccion, lo que es un efecto bifasico (Herzog, 2008; van Luijtelaar et. al., 2014b).

En investigaciones con seres humanos, se ha reportado que la administracion diaria
de 50 mg de progesterona por via intramuscular conlleva a un aumento en las crisis
de ausencia (Grinewald et. al., 1992). Adicionalmente, se ha demostrado que dosis
agudas de estrégenos incrementan la actividad epiléptica mediada por
pentilenetetrazol (Buterbaugh, 1989).

En otros estudios se ha demostrado que los niveles naturales de progesterona en
el cuerpo tienen un impacto significativo en la frecuencia de las crisis epilépticas
generalizadas (Van Luijtelaar, 2009). Esto se debe a los efectos inhibidores de la

progesterona en la excitabilidad neuronal y su capacidad para modular al receptor
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GABAA, prolongando la apertura del canal de CI- e incrementando la magnitud de la

inhibicion neuronal (van Luijtelaar et. al., 2014a).

En ratas hembra WAG/RIj, se ha observado un aumento en las crisis de ausencia
cuando los niveles de progesterona superan los niveles basales, durante el ciclo
estral como posterior a la ovariectomia, la cual reduce los niveles de progesterona
y estradiol (van Luijtelaar et. al., 2014a). En un estudio donde administraron 20
mg/Kg de progesterona agudamente reportaron un aumento inicial en las crisis de
ausencia, seguido de una disminucion, lo que fue atribuido a la accién de la
progesterona o su metabolito, la 5«,3x-pregnanolona, como un modulador positivo

del receptor extrasinaptico GABAa (Van Luijtelaar, 2009).

La alopregnanolona.

La alopregnanolona es un neuroesteroide natural derivado de la progesterona, que
actua como un potente modulador alostérico positivo de los receptores para el acido
gamma-aminobutirico tipo A (GABAA) en el sistema nervioso central (SNC; Brunton
et. al., 2014). Aunque inicialmente se establecio su papel en la regulacion de la
funcidén reproductiva, (Beyer et. al., 1995) demostraron que la 5x,3x-pregnanolona,
es mas potente que Pa4. Investigaciones recientes han revelado su implicacion en
una variedad de funciones neuronales, incluida su participacion en la regulacion de
la excitabilidad neuronal y la modulacién de la neurotransmision inhibitoria (Brunton
et. al., 2014). Veéase la figura 13 para una representacion de la sintesis de la

alopregnanolona a partir de la progesterona.
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Figura 13. Sintesis de alopregnanolona a partir de progesterona. Note el
proceso enzimatico clave para la biosintesis de neuroesteroides en el sistema
nervioso central, con efectos locales significativos en los circuitos moleculares
especificos.

Los receptores GABAA son cruciales en la modulacién de la actividad neuronal, ya
que, cuando se activan, permiten la entrada de iones cloruro, hiperpolarizando asi
la membrana celular y reduciendo la excitabilidad neuronal (Olsen y Sieghart, 2008).
La alopregnanolona potencia la accién del GABA al prolongar el tiempo de apertura
de los canales i6nicos de cloruro, lo que lleva a una mayor inhibicién neuronal
(Belelli y Lambert, 2005)
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La alopregnanolona no sigue la via convencional de accion de los esteroides
intracelulares, como el receptor hormonal de la progesterona (P4); sino que lo hace
a través de los receptores GABAA presentes en la membrana neuronal (Brunton et.
al., 2014; Follesa et al., 2001).

Aunque no esta completamente claro doénde se une exactamente Ia
alopregnanolona en estos receptores, se sabe que su accion es diferente de otros
compuestos como el GABA mismo o de otros neuromoduladores como son; las
benzodiacepinas, los barbituricos y la picrotoxina, como se muestra en la figura 14.
Su efectividad en la reduccion de la excitabilidad neuronal depende de la

composicion especifica de las subunidades del receptor.

GABA ‘
GABA

Benzodiacepinas

Flumazenilo

Extracelul i i
racelular Zolpidem (en subunidades 1)

Barbituricos
Intracelular

Conducto idnico

Figura 14. Sitio de uniéon de los ligandos del receptor acido gamma-
aminobutirico tipo a (GABAA). Este receptor es un canal iénico activado por
ligando, compuesto por subunidades de tipo «, B y y, que se encuentran en la
membrana neuronal. El| GABA se une a los sitios entre las subunidades « y 3, lo
que permite la entrada de iones cloruro (CI7) y genera un efecto inhibitorio en la
neurona. Las benzodiacepinas, el flumazenil y el zolpidem se unen en la interfase
de las subunidades « y y, modulando la actividad del receptor. Por otro lado, los
barbituricos actuan en un sitio distinto dentro del canal ibnico, potenciando la accién
del GABA.
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Estos receptores GABAaA median dos formas de neurotransmision inhibitoria: la
inhibicion fasica en las sinapsis y la inhibicidn ténica en los sitios extrasinapticos. La
inhibicién fasica ocurre cuando los niveles intermitentemente altos de GABA
liberados en las sinapsis causan una respuesta inhibitoria transitoria. Por otro lado,
la inhibicion tonica se produce con niveles bajos continuos de GABA "ambiente" que
actuan en receptores extrasinapticos, generando una inhibicién constante (Brunton
et. al., 2014; Follesa et. al., 2001).

La alopregnanolona tiene la capacidad de modular tanto la inhibicion fasica como la
ténica en las neuronas GABAérgicas, lo que reduce la excitabilidad neuronal. Esta
accion es clave para sus efectos terapéuticos, ya que aumenta la actividad
inhibidora en el sistema nervioso central, mitigando los sintomas de la depresién
posparto al restaurar el equilibrio entre la excitacion e inhibicion neuronal (Brunton
et. al., 2014).

La relacion entre la 5«,3c-pregnanolona y las crisis de ausencia ha sido objeto de
interés en la investigacion neurocientifica. Se ha sugerido que la disminucion de los
niveles de alopregnanolona puede estar asociada con la aparicion de crisis de
ausencia (Loscher y Rogawski, 2012). Estudios en modelos animales han
demostrado que la administraciéon de alopregnanolona puede tener efectos
anticonvulsivantes, lo que sugiere un posible papel terapéutico en el tratamiento de

las crisis de ausencia (Balan et. al., 2019).

La comprension de la funcion de la alopregnanolona en la regulacion de la
excitabilidad neuronal y su relacion con las crisis de ausencia tiene implicaciones
importantes para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para el
tratamiento de la epilepsia y de otros trastornos neuroldgicos relacionados con la

hiperexcitabilidad neuronal.

EL17-B-estradioly su rol en la reproduccién.

Los estrégenos, particularmente el17B-estradiol, (véase la figura 15 donde se

muestra su estructura quimica), son hormonas fundamentales en el cerebro,
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particularmente durante la diferenciacion sexual, y ejercen también importantes
efectos en el sistema nervioso central (SNC) al activar a sus receptores especificos.
Estas hormonas, derivadas de andrégenos por la accidon de la enzima aromatasa,
pueden influir tanto a nivel gendmico intracelular como a través de mecanismos de
receptores de membrana presentes en las neuronas y en las células gliales (Garcia-
Segura et. al., 1999). La relacion entre los estrogenos y la excitabilidad neuronal ha
sido objeto de investigacion desde hace mas de un siglo y medio (Beyer et. al.,
1995). Se han observado variaciones en las crisis epilépticas durante el ciclo
menstrual, asi como un incremento en los trastornos menstruales en mujeres con
epilepsia, lo que sugiere una posible influencia de los estrogenos en la epilepsia
(Backstrom, 1990).

En estudios realizados en animales han demostrado que el 17B-estradiol,
desempefia un papel crucial en el crecimiento y la diferenciacion de axones y
dendritas; asi como en la formacion de sinapsis durante el desarrollo cerebral
(Woolley y McEwen, 1994) participando en la sinaptogénesis, lo que puede afectar
la excitabilidad neuronal y contribuir a la generacién de crisis de ausencia (Wei et.
al., 2014).

En modelos animales de epilepsia, se ha observado que la administracion aguda de
17B3-estradiol aumenta el numero de crisis tonico-clonicas. Sin embargo, este efecto
parece ser mas pronunciado durante la fase del proestro, cuando los niveles de 17[3-

estradiol son naturalmente elevados (Wei et. al., 2014).

Los resultados de los estudios sobre los efectos de los estrogenos en las crisis
epileptiformes pueden variar dependiendo de diversos factores, como son la
duracién del tratamiento, las dosis administradas, el estado hormonal y el modelo
animal empleado. Pero son escasos los estudios que han evaluado los efectos de
los estrogenos en modelos genéticos especificos de crisis de ausencia, lo que
sugiere la necesidad de investigaciones adicionales en este campo de investigacion
(Scharfman, 2007).

En el contexto de la epilepsia catamenial, que afecta a mujeres en determinadas

fases del ciclo menstrual, los estrogenos juegan un papel importante. Se ha
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observado que el aumento en los niveles de 173-estradiol durante el ciclo menstrual
correlaciona con un aumento en la frecuencia de las crisis, mientras que la
progesterona tiene un efecto modulador y protector, reduciendo la excitabilidad
neuronal (Herzog, 2008). En estudios clinicos, la epilepsia catamenial es mas
frecuente en mujeres con niveles fluctuantes de estrégenos, este hecho resalta la

interaccion compleja entre las hormonas sexuales y la epilepsia (Herzog, 2008).

OH

b o [

HO

Figura 15. Estructura quimica del 17-B-estradiol, una hormona esteroide
esencial para la regulacién de varias funciones en el cuerpo, incluyendo la
diferenciacion sexual y la reproduccién. Esta molécula tiene un nucleo de anillos
fusionados, con grupos hidroxilo (-OH) en las posiciones C3 y C17, que son
responsables de su potente accidon como estrogeno en los tejidos objetivo, incluidos
el cerebro y el sistema reproductivo.
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Modelos animales de crisis de ausencia.

La rata albina denominada epilepsia de ausencia de Estrasburgo, Francia
de sus siglas en inglés (GAERS).

La rata GAERS (Genetic Absence Epilepsy Rat from Strasbourg Francia) es uno de
los modelos utilizados para el estudio de la epilepsia de ausencia, debido a sus

caracteristicas, que reflejan aspectos clave de esta patologia en humanos.

Las ratas GAERS presentan DEO con una frecuencia de 7 a 11 Hz, como se
muestra en la figura 16, asociadas con interrupciones del comportamiento, mirada
fija y movimientos espasmadicos de las vibrisas, finalizando abruptamente con un

EEG normal (Marescaux y Vergnes, 1995; Vergens et. al., 1984).

Este modelo ha mostrado un incremento en la inhibicibn mediada por los receptores
GABAA tonicos en las neuronas talamo-corticales del area ventrobasal del talamo,
lo que se atribuye a un aumento en la concentracion de GABA extracelular debido
a una disfuncién en su recaptura por los astrocitos (Crunelli et. al., 2015).
Adicionalmente, se ha identificado una mutacion homocigdtica recesiva en el gen
Cav3.2, que codifica para el canal de calcio tipo T, en el cromosoma 10q12, junto
con otras mutaciones poligénicas en los genes 4, 7 y 8 (Serikawa et. al., 2015;
Vergens et. al., 1984).

Desde una perspectiva farmacologica, las ratas GAERS responden a los farmacos
antiepilépticos de manera similar a los pacientes humanos (Marescaux et. al., 1992).
Medicamentos como la etosuximida, el acido valproico, el topiramato y el
levetiracetam disminuye eficazmente las crisis de ausencia, mientras que farmacos
que actuan como agonistas del receptor GABAA tienden a empeorarlas (Depaulis y
Charpier, 2018).
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Figura 16. Registro encefalografico en una rata GAERS en la corteza durante
una descarga espiga-onda. Se destaca en gris la crisis de ausencia, identificada
por el patron espiga-onda caracteristico, durante la crisis de ausencia el animal
permanecié quieto y aislado del medio ambiente.

Las ratas Wistar Albino Glaxo de Rijswijk de los paises bajos (WAG/Rij).

Se describieron dos tipos de descargas espiga-onda en estas ratas. El primer
patrén, con una frecuencia de 7.5 a 9.5 Hz (véase la figura 17) y espigas de
polaridad positiva, tiene una duracion de 3 a 4 segundos y se presenta tanto durante
el suefio como en la vigilia (Coenen y Van Luijtelaar, 2003a). Estas crisis son
similares a las crisis de ausencia tipicas en humanos, ya que se acompafian de
pérdida de conciencia y alteraciéon conductual (Coenen y Van Luijtelaar, 2003). Por
otro lado, el segundo tipo de descarga se caracteriza por una frecuencia de 8 Hz,
espigas de polaridad negativa y una duracion de un segundo, siendo
predominantemente cortical y sin cambios conductuales evidentes, lo cual es
comparable a las crisis de ausencia atipicas (Serikawa et. al., 2015; van Luijtelaar y
Coenen, 1986).

En las ratas WAG/RIj, las crisis de ausencia suelen iniciarse entre los 3 y 4 meses
de edad, sin diferencias significativas entre los sexos. Un aspecto relevante de este
modelo es la disminucidn de los receptores GABAa fasicos en la corteza somato
sensitiva, o que se asocia con una mutacion en la subunidad y2 del receptor
GABAA, similar a lo observado en leucocitos de pacientes humanos con crisis de
ausencia (Pirttimaki et. al., 2013; Wallace et. al., 2001).

Las ratas WAG/RIj, no muestran diferencias significativas entre machos y hembras

en cuanto a la frecuencia de estas descargas, lo que limita la exploracién de cémo
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las hormonas sexuales influyen en estas crisis. Sin embargo, la administracion de
alopregnanolona ha mostrado un aumento en la frecuencia y duracion de las crisis
de ausencia (Karabulut et. al.,, 2018). Por otro lado, el uso de ganaxolona, un
analogo sintético de la alopregnanolona, incrementa las crisis de ausencia, variando
su efecto segun la via de administracion. Ademas, la ovariectomia en ratas hembra
provoca un incremento en la frecuencia y duracion de estas descargas (Kovacs et.
al., 2017).

~ WL | WWMWWWW o

Figura 17 Registro encefalografico de una rata WAG/Rij durante una descarga
del tipo de ausencia. Caracteristica del patrén en las descargas espiga-onda,
identificado en la seccion sombreada en gris. Este patron presenta una frecuencia
de 7 a 10 Hz, con alternancia de espigas y ondas, lo cual es tipico de las crisis de
ausencia. Durante el evento, el animal permanecié inmovil y mostré una
desconexion temporal del entorno, lo que se correlaciona con la actividad registrada
(Modificado de Kovacs et. al., 2014).

La rata taiep; como un modelo de crisis de ausencia.

En el Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor del Instituto de
Fisiologia de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, se obtuvo una
sublinea de las ratas Sprague-Dawley denominada taiep, a partir de una mutacion
espontanea en el proceso de cruzamiento endogamico (hermanos con hermanos)
para obtener una sublinea de rata con alta frecuencia de bostezo (Urba-Holmgren
et. al., 1990). La denominacién taiep es el acronimo a las caracteristicas
neurolégicas motoras progresivas que aparecen en estas ratas: temblor, ataxia,
inmovilidades, epilepsia y paralisis del tren posterior a partir de los 12 meses de
edad (Cortés et. al., 2005; Eguibar et. al., 2010b; Holmgren et. al., 1989). Este
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modelo exhibe una hipomielinizacion inicial seguida de una desmielinizacion
progresiva en el sistema nervioso central (Lunn et. al., 1997). La Figura 18 muestra
estudios de imagenes cerebrales con resonancia magnética que confirman la
hipomielinizaciéon en el cuerpo calloso, junto con ventriculomegalia y atrofia del
cerebelo y del nucleo caudado, similar a lo observado en los pacientes humanos
con hipomielinizaciéon con atrofia de los ganglios basales y cerebelo (H-ABC)
(Garduno-Robles et al., 2020a).

La patologia que presenta la rata taiep, sigue un patrén genético autosémico
recesivo (Holmgren et. al., 1989). A nivel ultraestructural, se ha reportado una
acumulacion de microtubulos en el citoplasma y en los procesos de los
oligodendrocitos, particularmente unidos al reticulo endoplasmico rugoso, lo cual
sugiere un defecto en el transporte intracelular en estas células gliales (Couve et.
al., 1999; Song et. al., 1999). Las principales proteinas de la mielina, como la
proteina basica de mielina (MBP), la proteina proteolipidica (PLP) y la proteina
asociada a la oligodendroglia (MOBP), muestran una reduccion significativa con el

tiempo (Mdller et. al., 1997) y una disminucién progresiva de los lipidos.

Las ratas taiep presentan una progresiva desmielinizacién de los tractos nerviosos
centrales de mielinizacion como las columnas dorsales y el tracto corticoespinal
(Lunn et. al., 1997). De hecho, recientemente, el modelo ha sido propuesto como
analogo de la leucodistrofia humana llamada hipomielinizacién con atrofia de los
ganglios basales y cerebelo (H-ABC Alata et. al., 2021). Mediante el estudio de
imagenes cerebrales con resonancia magnética, se ha confirmado Ila
hipomielinizacién en el cuerpo calloso, acompafiada de ventriculomegalia y atrofia
del cerebelo y del nucleo caudado, similar a lo observado en los pacientes humanos
con H-ABC (Garduno-Robles et. al., 2020a). La mutacién especifica en la rata taiep
se encuentra en el exdn 4B del gen para la tubulina 3 4A (TUBB4A), que cambia un
aminoacido de alanina a treonina en la posicion 302 (Gardufio-Robles et. al.,
2020b).

A nivel electrofisiologico, se ha demostrado que las ratas taiep presentan descargas

espiga-onda (DEOQO) en la corteza cerebral con una frecuencia principal de 6.25 Hz,
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similar a otros modelos de epilepsia de ausencia como las ratas WAG/Rij y GAERS
(Eguibar et. al., 2010; Eguibar et. al., 2024).

Desde el primer mes de vida, las ratas taiep presentan un temblor de 14 Hz, que
disminuye con la edad. La ataxia se hace evidente a los dos meses, mientras que
los episodios de inmovilidad tienen un pico maximo entre los 8 y 9 meses de edad,

siendo mas frecuentes en machos que en hembras (Cortés et. al., 2005).

Los episodios de inmovilidad pueden ser espontaneos o inducidos al manipular a
las ratas por la cola o el torax. Estos episodios se caracterizan
electroencefalograficamente por ritmo de tipo 3, con una frecuencia promedio de 13
Hz en la corteza cerebral, y un ritmo de tipo theta en el hipocampo, asociados a
pérdida del tono muscular similar a la que se presenta en el suefio con movimientos
oculares rapidos (MOR Cortés et. al., 2005), por lo que es semejante a lo que se ha
descrito en la narcolepsia-cataplejia humana, un trastorno del suefio MOR (Cortés
et. al., 2005).

En cuanto a la epilepsia, (Holmgren et. al., 1989) un 6.25% de las ratas taiep de 2
a 6 meses de edad presentaban crisis epilépticas inducidas por sonido
(audiogénicas), pero este porcentaje aumentaba hasta un 62.5% en las ratas de 12
meses taiep macho (Holmgren et. al., 1989). Por otra parte, en estudios de nuestro
laboratorio confirmaron que la rata taiep es un modelo de crisis de ausencia,
mostrando descargas espiga-onda en la corteza cerebral con una frecuencia de
6.25 Hz, acompafiadas de pérdida de contacto con el entorno y un marcado
dimorfismo sexual, ya que los machos las presentan a los 3 meses y las hembras a

los 6 meses (Eguibar y Cortes, 2010).

Las descargas espiga-onda en ratas taiep, oscilan entre 4 y 8 Hz, se asemejan a la
de otros modelos genéticos de crisis de ausencia. Sin embargo, presentan un
marcado dimorfismo sexual, ya que la frecuencia de estas descargas y la severidad

de las mismas son mayores en machos que en hembras (Eguibar y Cortes 2010).

En estudios sobre el papel de los andrégenos en las crisis de ausencia de la rata

macho, se obtuvo que la orquiectomia neonatal en ratas tfaiep redujo
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significativamente la incidencia de DEO a lo largo del ciclo circadiano; mientras que
la orquiectomia en la edad adulta incrementé la frecuencia de estas descargas
(Cortes et. al., 2023). Adicionalmente la administracion sistémica de propionato de
testosterona en ratas taiep orquiectomizadas adultas no produjo un incremento
significativo en la frecuencia de las DEO (Castillo, 2023), por lo que se requieren
mas investigaciones para aclarar el papel de los andrégenos en la incidencia y

duracion de las crisis de ausencia (Castillo, 2023).

Las similitudes entre las ratas taiep y los pacientes humanos con H-ABC no solo
refuerzan la relevancia de este modelo en el estudio de la epilepsia del tipo crisis de
ausencias, sino que también brindan una oportunidad para explorar el impacto de
la desmielinizacion en otros trastornos neurolégicos, incluyendo la epilepsia y los

trastornos del neurodesarrollo (Eguibar et. al., 2021; Garduno-Robles et. al., 2020).

2 MESES

8 MESES

Figura 18. Resonancia magnética de una rata Sprague-Dawley y una rata taiep.
Imagenes de resonancia magnética de 7 teslas ponderadas en T2 del cerebelo en
ratas taiep y Sprague-Dawley a los 1, 2 y 8 meses de edad. Las imagenes incluyen
vistas sagitales (a-f) y coronales (g-1). Se observan diferencias en la senal de la
materia blanca (flechas), lo que indica una hipomielinizacion progresiva en las ratas
taiep en comparacion con el patrén normal. Las vistas sagitales ampliadas a los 8
meses (e, f) muestran una disminucién de la intensidad de la sefial en la rata taiep.
(Garduno-Robles et. al., 2020a).
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4.-ANTECEDENTES

Las crisis de ausencia se definen como un tipo de epilepsia generalizada idiopatica
caracterizada por episodios de pérdida de conciencia y actividad eléctrica anormal
en las neuronas, lo que puede manifestarse en cambios en la atencion y
comportamiento (Fisher et. al., 2014). Estos episodios, conocidos como descargas
espiga-onda (DEO), se presentan como breves episodios paroxisticos, subitos y
recurrentes, siendo los mas comunes en la infancia y el 66% remite en la pubertad
(MacAllister y Schaffer, 2007; Panayiotopoulos, 2010).

Durante anos, se han realizado esfuerzos importantes para tratar dicho
padecimiento. Los medicamentos como la etosuximida, el valproato de sodio y la
lamotrigina ha demostrado eficacia en el control de las DEO en la rata taiep (Eguibar
y Cortes, 2010). No obstante, a pesar de su efectividad, estos medicamentos
pueden causar efectos secundarios indeseables, lo que subraya la necesidad de
seguir investigando compuestos alternativos que puedan ofrecer un mejor control

de las crisis con un perfil de seguridad mas favorable (Eguibar et. al., 2024).

Por esta razon, la investigacion actual busca desarrollar nuevas opciones
terapéuticas con un mejor perfil de seguridad. En este contexto, los modelos
animales, como la rata taiep, se han convertido en una herramienta valiosa para
probar la eficacia de compuestos alternativos, incluyendo neuroesteroides, debido
a su potencial para regular la actividad neuronal a través de los receptores GABAa
(Eguibar et. al., 2010).

Mecanismo de accion de progesterona y la alopregnanolona.

La progesterona ejerce su accién en el cerebro a través de dos mecanismos
principales: el gendmico y el no genémico. En el mecanismo gendmico, la
progesterona se une a los receptores nucleares de progesterona (PR),
especificamente a los subtipos PR-A y PR-B, que se encuentran en el citoplasma
de las células neuronales. Estos receptores, que pertenecen a la superfamilia de

receptores de esteroides, son sintetizados en el reticulo endoplasmico rugoso vy
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permanecen inactivos hasta que la progesterona se une a ellos. La unién activa a
los receptores, provocando un cambio conformacional que permite su translocacion
al nucleo, donde se asocian a elementos de respuesta en el ADN. Esto promueve
la transcripcidn de genes especificos, como la proteina precursora de la mielina
(MBP) y otras proteinas relacionadas con la senalizacidén celular y la plasticidad
sinaptica (Falkenstein et. al., 2000; Kapur y Joshi, 2021). Por otro lado, en el
mecanismo no genomico, la progesterona y sus metabolitos, como la
alopregnanolona, interactuan con receptores de membrana de progesterona
(mPRs) y con receptores GABA tipo A en la membrana celular. Los mPRs, que
pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G, median respuestas
rapidas, modulando la senalizacion intracelular, mientras que la alopregnanolona
actua directamente sobre los receptores GABAa, incrementando la inhibicion
sinaptica y reduciendo la excitabilidad neuronal (Majewska et. al., 1986; Zhu et.al.,
2003).

En los efectos membranales, la progesterona también induce cambios en la
sefalizacion de proteinas G y regula los niveles intracelulares de monofosfato de
guanosina ciclico (GMPc de sus siglas en inglés), lo que influye en la excitabilidad
neuronal (Frye, 1995). La alopregnanolona, por su parte, es un modulador alostérico
positivo del receptor GABAa, lo que incrementa la funcién inhibitoria de estas
neuronas, particularmente en aquellas que expresan la subunidad &, predominante
en el hipocampo. Este mecanismo muestra un papel neuroprotector de la
alopregnanolona en esta region del cerebro, ya que prolonga la inhibicién neuronal

y reduce la probabilidad de disparos neuronales aberrantes (Kapur y Joshi, 2021).

Adicionalmente, la alopregnanolona es un metabolito de la progesterona con
efectos inhibitorios en la neurotransmisién GABAérgica, lo que refuerza su papel en
la modulacion de la actividad neuronal. Por otro lado, algunos metabolitos sulfatados
de la progesterona tienen efectos opuestos, ya que suprimen la neurotransmision
GABAérgica y pueden aumentar la excitabilidad del sistema nervioso (Frye, 1995;
Joshi y Kapur, 2019). La progesterona también interactia directamente con los

receptores de glutamato tipo a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionato

53



(AMPA), lo que incrementa la excitabilidad y la transmisién glutamatérgica en el
cerebro (Frye, 1995).

Durante la fase lutea del ciclo menstrual, cuando los niveles de progesterona y
alopregnanolona son mas altos, se observa una inhibicion GABAérgica maxima, lo
que potencialmente ofrece una mayor proteccion contra las crisis epilépticas. Sin
embargo, al disminuir estos niveles en el periodo perimenstrual, la excitabilidad
neuronal se incrementa, lo cual puede desencadenar un aumento en las crisis
epilépticas, un fendbmeno conocido como epilepsia catamenial (Frye, 1995; Joshi y
Kapur, 2019; Kapur y Joshi, 2021b).

La tubulinopatia hipomielinizacion con atrofia de los ganglios basales y
cerebelo en la rata taiep.

La hipomielinizacién con atrofia de los ganglios basales y el cerebelo (H-ABC) es
una leucodistrofia que forma parte de las tubulinopatias, un grupo de enfermedades
caracterizadas por mutaciones en los genes que afectan las proteinas denominadas
tubulinas que forman parte del citoesqueleto huso mitético, esenciales para la
estructura y funcion celular en el sistema nervioso (Van Der Knaap et. al., 2002). La
H-ABC se debe a una mutacion en el gen TUBB4A, que codifica para la tubulina-3-
4a, una proteina clave en los oligodendrocitos, las células encargadas de la

mielinizacion en el sistema nervioso central (Simons et. al., 2013).

Desde el punto de vista clinico, esta condicion se manifiesta con una combinacién
de sintomas como espasticidad, distonia, coreoatetosis, ataxia y temblor de
intencion, reflejando la afectacion de varias areas cerebrales (Krajka et. al., 2022).
Adicionalmente, se han documentado déficits sensoriales significativos, como
problemas visuales y auditivos, que suelen comenzar desde la infancia y progresan

con la edad de los pacientes (Ashrafi et. al., 2020).

Las imagenes por resonancia magnética (IRM) de pacientes con H-ABC muestran

signos caracteristicos, como son una hipomielinizacidén cerebral, principalmente en
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el cuerpo calloso, la capsula interna y el cerebelo. También se ha reportado atrofia
en los ganglios basales, afectando en mayor medida al putamen, mientras que el
talamo y el globo palido generalmente no presentan cambios significativos, lo cual

ayuda a diferenciar esta enfermedad de otras leucodistrofias (Simons et. al., 2013).

La rata taiep comparte caracteristicas clinicas similares a las observadas en
pacientes con H-ABC, como son: el temblor, la ataxia y los déficits sensoriales. Este
modelo ofrece una perspectiva unica para la investigacion de la fisiopatologia de las
crisis de ausencia, asi como para la evaluacién de nuevas terapias antiepilépticas,
dada la respuesta a diferentes tratamientos farmacoldgicos, lo que lo convierte en
una herramienta fundamental para comprender y abordar la epilepsia de ausencia

de manera integral (Eguibar et. al., 2024).

5.-JUSTIFICACION.

Las crisis de ausencia representan un problema importante de salud publica,
especialmente debido a su alta prevalencia en la infancia y su impacto en la calidad
de vida de los pacientes, al estar asociadas con déficit cognitivo y de aprendizaje
(Fisher et. al., 2017). A pesar de los avances en el tratamiento de la epilepsia, en
promedio, un 33% de los casos sigue siendo farmacorresistente, lo que subraya la
necesidad de explorar nuevas estrategias terapéuticas (Eguibar et. al., 2024). La
farmacorresistencia es particularmente desafiante, ya que estos pacientes tienen
una mayor predisposicidn de desarrollar otras formas de epilepsia y trastornos
neuropsiquiatricos, como depresion y ansiedad (Kwan y Brodie, 2000). Estudios
recientes, como el de Tang et. al.,, 2017, han reportado, casos de epilepsia de
ausencia farmacorresistente, hasta en un 60% de los pacientes que necesitan
multiples medicamentos antiepilépticos para intentar controlar las crisis. Sin
embargo, el uso de varios farmacos incrementa significativamente el riesgo de
efectos secundarios, afectando de forma negativa su calidad de vida (Tang et. al.,
2017).

Los esteroides sexuales, como la progesterona y su metabolito alopregnanolona, se

consideran potenciales moduladores de la epilepsia de ausencia, ya que participan
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en la regulacion de la neurotransmision GABAérgica, un componente crucial en la
generacion de las descargas espiga-onda (Majewska et. al., 1986). Estas hormonas
experimentan fluctuaciones significativas durante el ciclo menstrual, el embarazo y
la menopausia, lo cual puede influir directamente en la actividad epileptiforme en
diferentes etapas de la vida (Kennedy y Chen, 2019). Esta accién de modulacion de
la excitabilidad neuronal se vuelve especialmente relevante si se consideran las
variaciones hormonales durante estos periodos, en los cuales la progesterona y la

alopregnanolona experimentan cambios importantes en sus niveles.

Durante la fase luteinica del ciclo menstrual, por ejemplo, el aumento de
progesterona y su conversidon a alopregnanolona podrian contribuir a la
estabilizacién neuronal, mientras que, en el posparto, la rapida disminucion de estas
hormonas puede incrementar la susceptibilidad a la actividad epileptiforme.
Asimismo, la transicion menopausica, caracterizada por una disminucién progresiva
de las hormonas esteroides, podria contribuir al aumento de la frecuencia e
intensidad de las crisis en mujeres predispuestas (Kennedy y Chen, 2019). Este
aspecto resalta la importancia de comprender su papel en la fisiopatologia de las

crisis de ausencia.

La rata taiep, con su dimorfismo sexual en la manifestacion de las crisis de ausencia,
representa un modelo experimental ideal para estudiar el papel de las hormonas
sexuales en la epilepsia. En este estudio, nos enfocamos exclusivamente en
hembras adultas, ovariectomizadas y estrogenizadas, para evaluar especificamente
como la progesterona y su principal metabolito, la alopregnanolona, afectan la

frecuencia, duracién y latencia de las DEO.

Estudiar esta interaccion entre las hormonas sexuales y las crisis de ausencia
podria no solo ayudar a entender mejor la fisiopatologia de este trastorno, sino
también abrir nuevas vias para el desarrollo de terapias mas efectivas y
personalizadas, dirigidas a pacientes que experimentan cambios hormonales en

diferentes etapas de la vida.
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6.-HIPOTESIS.

HO: La administracion de alopregnanolona o progesterona disminuiran la frecuencia

y duracion de las descargas espiga-onda en ratas taiep hembras adultas.

H1: La administracion de alopregnanolona o progesterona no disminuiran la

frecuencia y duracion de las descargas espiga-onda en ratas faiep hembras adultas.

7.-OBJETIVOS.

Objetivo General:

Evaluar los efectos de la administracion sistémica de progesterona y de
alopregnanolona en la frecuencia, duracion y latencia a la primera descarga espiga-

onda en ratas taiep hembras adultas.

Objetivos Particulares:

1. Evaluar el efecto de la administracion subcutanea de 10 mg/Kg de
alopregnanolona, mediante registros electroencefalograficos de 12 horas en
condiciones control y tras en ratas faiep hembras ovariectomizadas.

2. Determinar los efectos sobre las descargas espiga-onda en registros
electroencefalograficos de 24 horas en condiciones control y tras la
administracién via subcutanea de 10 mg/Kg de progesterona en ratas taiep
hembras ovariectomizadas.

3. Obtener registros electroencefalograficos de 24 horas en condiciones control
y tras la administracion subcutanea de 50 mg/Kg de progesterona en ratas

taiep hembras ovariectomizadas.
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8.-METODOS Y MATERIAL.

Diseno experimental.

Este protocolo de investigacion fue elaborado para analizar los efectos de la
administracion de progesterona y alopregnanolona en ratas taiep hembras adultas
(véase figura 19); analizando la frecuencia, duracion y latencia a la primera
descarga espiga-onda. Para esto, las ratas se dividieron en tres grupos
experimentales: el primer grupo recibié una dosis subcutanea de 10 mg/kg de
progesterona; el segundo grupo recibié una dosis subcutanea de 50 mg/kg de
progesterona; y el tercer grupo fue tratado con una dosis subcutanea de 10 mg/kg
de alopregnanolona. Es importante sefalar que, en todos los casos, las ratas
actuaron como su propio control al realizar registros basales antes de las

administraciones hormonales.

Para lograr lo anterior, se establecieron cinco etapas, que incluyeron intervenciones
quirurgicas, habituacion al sistema de registro y registros de la actividad eléctrica
mediante EEG. Se mantuvo un estado hormonal persistente en las ratas mediante
la administracion subcutanea de 2u de17B-estradiol, para mantenerlas en estro

persistente.

1. Ovariectomia bilateral: Esta intervencion quirurgica se realiz6 a los 157 + 2
dias postnatales (DPN) para eliminar la influencia de las hormonas ovaricas

y asegurar un estado hormonal constante.

2. Cirugia estereotaxica: A los 162 £ 2 DPN se implantaron electrodos en: 2
regiones del encéfalo en la corteza cerebral y el hipocampo, para el registro

de las descargas espiga-onda.

3. Habituacién al sistema de registro: Las ratas se se colocaron en el sistema
de registro durante 3 dias consecutivos, por un periodo de 3 horas diarias, a
los 171 £ 2 DPN.

4. Registro control: Alos 178 + 2 DPN, se administraron 0.2 mL de aceite de

oliva puro extravirgen por via subcutanea para el grupo control.
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5. Registro EEG con progesterona o alopregnanolona: A los 180 + 2 DPN,
se administrd progesterona o alopregnanolona y se procedio al registro de la
actividad EEG.

La administracion de estrégenos, progesterona y alopregnanolona se hizo con las
dosis en el caso de progesterona de 10 6 50 mg/Kg, asi como para alopregnanolona
10 mg/Kg, siguiendo en todo momento la norma NOM-062-ZO0-1999 y la guia del
NIH, Estados Unidos, para el cuidado y uso ético de animales de laboratorio.

El protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL).

DISENO EXPERIMENTAL

iCada grupo consistié en 4 ratas, y cada una sirvi6 como su propio control. El primer grupo recibié alopregnanolona (10 mg/Kg s.c.). El segundo grupo
recibio progesterona (10 mg/Kg s.c.), y el tercer grupo fue tratado con progesterona (50 mg/Kg s.c.).

1.-Ovariectomia bilateral 157 +2DPN

2.-Cirugia estereotaxica

162+ 2 DPN

(Implante de electrodos)

3.-Habituacion al sistema de registro
, 171+2DPN
(3 dias por 3 horas)

RATAS TAIEP HEMBRAS

150 + 2 DPN

- - - 4.-Registro control
Estrogenizadas mediante 17p- estradiol . . . 178 +2DPN
2 g por via subcutanea. (0.2ml aceite de oliva extra virgen)

* Administracién de progesterona 10 mg/Kg via subcuténea.

. i . Y 5.-Registro EEG
« Administracion de progesterona 50 mg/Kg via subcuténea. 180+ 2 DPN
« Administracion de alopregnanolona 10 mg/Kg via subcutanea. (progesterona o alopregnanolona)

+ Unidad de EEG Grael que digitaliza las sefiales el mddulo Netbea con video acoplado al registro.
+ Se siguid la norma NOM-062-ZO0-1999 y la guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio del NIH, Estados Unidos de América.

Figura 19. Disefno experimental empleado para analizar el rol de Ila
progesteronay alopregnanolona en las descargas espiga-onda en la rata taiep
adulta. DPN= dias postnatales.

Instrumental quirdrgico.

Para llevar a cabo el registro del EEG, EOG y EMG, y la administracion de
progesterona y alopregnanolona, se utilizd instrumental quirdrgico de acero

inoxidable y suturas de monofilamento (véase Tabla 1). Los trépanos en el craneo
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se hicieron con un taladro Dremel (Modelo 8782 Santul®, estados Unidos de

América).

A las ratas se les efectu6 una ovariectomia bilateral (OVx) usando una plataforma
quirurgica para ratas (Stoelting, Estados Unidos de América), y todo el
procedimiento se realiz6 con instrumental de acero inoxidable y suturas de
monofilamento. Ademas, se tomd un frotis vaginal con solucion salina fisiolégica
(Pisa™ Meéxico) usando una pipeta tipo Pasteur de 1.5 mm de diametro y una perilla
de plastico. El frotis se tifd utilizando la técnica de hematoxilina-eosina (H&E) para
resaltar las estructuras celulares. La visualizacién del frotis se realizd6 en

portaobjetos con un microscopio optico binocular (Konus®, México).

Tabla 1: Instrumental quirurgico necesario para las cirugias empleadas.

Instrumento Cantidad Instrumento Cantidad
* Pinzas Adison. 2 + Pinzas hemostiticas. &
* Pinzas de diseccién. 1 * Legra periostotomo. 1
* Tijeras de Mayo. 1 * Mango de bisturi No. 1
4
* Pinzas Dumont. 1 * Hoja de bisturi No. 1
20.
* Desarmador plano. 1 * Porta agujas. 1
* Sutura de acido poli 1 *  Sutura de Nylon 4-O. 1
glicélico 3-0.

Animales de experimentacion.

Se utilizaron doce ratas tfaiep hembras adultas de seis meses, divididas en tres
grupos experimentales. A las cuatro ratas del primer grupo se les administrd
alopregnanolona por via subcutanea a una dosis de 10 mg/Kg; cada una de estas

ratas sirvi6 también como su propio control. EI segundo grupo recibié una
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administracion subcutanea de 10 mg/Kg de progesterona, mientras que el tercer

grupo fue tratado con una dosis subcutanea de 50 mg/Kg de progesterona.

Al recibir a los sujetos experimentales en el laboratorio, se colocaron en jaulas
colectivas de acrilico transparente de 40 cm de alto, 30 cm de ancho y 45 cm de
largo, albergando de tres a cuatro animales por jaula para su aclimatacién inicial. La
viruta de madera presurizada (Aspen chip, Nepco, Estados Unidos de América)
utilizada como sustrato en la caja de vida para asegurar condiciones de higiene
requerida. Una vez que los animales fueron sometidas a los procedimientos
quirurgicos, como la ovariectomia o la cirugia estereotaxica, cada rata fue alojada
individualmente en una jaula de acrilico transparente de 25 cm de alto, 25 cm de
ancho y 35 cm de largo, para reducir el estrés y facilitar su monitoreo, dos veces al
dia.

Los animales se mantuvieron bajo condiciones estandar de bioterio, con un ciclo
luz-oscuridad de 12:12 (luces encendidas a las 07:00), temperatura controlada de
22 + 2 °C y humedad relativa de 30-45%. Se proporcion6é acceso ad libitum a
alimento balanceado para roedores (Purina Mills 5008, Estados Unidos de América)

y agua purificada Ciel® (Coca-Cola Co., México).

Todos los procedimientos experimentales se realizaron conforme a las regulaciones
establecidas por la Norma Oficial Mexicana 062 para el cuidado y manejo de
animales de laboratorio (NOM-062-ZO0-1999), y ademas con las normativas de los
Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos de América (National Institutes
of Health, NIH; National Research Council Committee for the Update of the Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals, 2011). La supervision y el cuidado de
los animales estuvieron a cargo del Médico Veterinario Angel David Silva Terraza,
la Maestra en Ciencias Biologicas Araceli Ugarte Rojano y el Técnico Josué Lima

Morgan.

1.-Ovariectomia.

El procedimiento de ovariectomia se realizé siguiendo una técnica documentada
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para asegurar la precision y el bienestar de las ratas en el periodo postoperatorio
(Stout Steele y Bennett, 2011). Para realizar la ovariectomia, las ratas fueron
inicialmente colocadas una camara de induccion de anestesia con isoflurano
(Fluriso™, Vet One, Estados Unidos de América) con una concentracion de 5% y
oxigeno (O;) a un flujo de 0.5 L/min para inducir la anestesia. Una vez que se
alcanzé un estado de anestesia profundo y estable, se administré meloxicam a una
dosis de 1 mL/kg via subcutanea para proporcionar analgesia durante y después de
la cirugia. Cada rata fue colocada en decubito ventral sobre una almohadilla térmica,
que mantuvo una temperatura estable de 37° + 1°C durante toda la cirugia. Se
efectud una antisepsia rigurosa en la region lumbar utilizando yodopovidona al 10%

(Isodine®, México).

Con una tijera tipo Mayo recta, se realizé un abordaje unilateral, cortando por planos
la piel, el tejido celular subcutaneo y el musculo hasta alcanzar la cavidad peritoneal,
véase la figura 20. Los ovarios, ubicados por debajo del ultimo plano del musculo y
embebidos en una masa de tejido adiposo, fueron expuestos retirando
cuidadosamente el tejido adiposo para permitir una visualizacion clara. Una vez
localizados, los ovarios y la porcion distal de los oviductos fueron anudados con
seda “000” a la altura del oviducto y se realizé una ligadura firme. Tras la ligadura,
los ovarios y la porcion distal de los oviductos fueron cortados y extraidos con pinzas

quirurgicas para asegurar su completa extraccion.

Este procedimiento fue repetido en el lado opuesto para extirpar el segundo ovario.
Una vez completada la extraccidn de ambos ovarios, se procedio a suturar por
planos el musculo con sutura de acido poliglicélico “000”. Y finalmente, la incision
cutanea fue cerrada con puntos separados utilizando hilo Nylon “0000”. Posterior a
la cirugia, cada rata fue mantenida en observacién y se le administraron meloxicam
(Flaxol MX®, BioZoo, México) como analgésico a una dosis de 1 mL/kg vy
enrofloxacina (Enroxil®, 5%, 0.015 mg/kg) como antibiético, ambos por via

subcutanea en la regién dorsal del cuello, durante tres dias consecutivos.

Todo el procedimiento se realizd en condiciones estériles, y las ratas fueron

cuidadosamente monitoreadas para asegurar una recuperacion plena.
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Figura 20. Ovariectomia bilateral en ratas taiep. A las ratas taiep hembras
adultas, se les practic6 una ovariectomia (OVX) bilateral sobre una plataforma
quirurgica para ratas (Stoelting, Estados Unidos de América). Se realizé una incision
inicial en la piel a lo largo de la linea media (representada por la linea negra en la
imagen) justo por debajo de la ultima costilla. Posteriormente, se hicieron incisiones
en el musculo en las ubicaciones laterales (indicadas en rojo) para acceder a los

ovarios y proceder a su extraccion. Elaboracion propia.

2.-Reemplazo hormonaly obtencion de muestras de frotis vaginal.

Después de la ovariectomia, se administré a las ratas una terapia de reemplazo
hormonal para inducir y mantener un estado de estro persistente. La administracion
hormonal consistié en una dosis de 2 ug de 17-8 estradiol por via subcutanea cada
48 horas. Esta dosis se eligi6 en base a estudios previos que demuestran su
efectividad para mantener niveles estables de estrogeno en animales
ovariectomizados (lsaksson et. al., 2011). Para cada sesion de registro
electroencefalografico (EEG), se realizé un frotis vaginal antes del registro para
confirmar el estado de estro de las ratas. El procedimiento de frotis consistié en usar

una pipeta tipo Pasteur con 0.2 mL de solucion salina isoténica para lavar la cavidad
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vaginal. El material recolectado se extendié sobre un portaobjetos, se dejo secar y
se tind con hematoxilina-eosina para su observacion en un microscopio
estereoscopio (Konus®, México). La fase de estro se determind por la presencia
predominante de células epiteliales queratinizadas anucleadas, con escasa o nula

cantidad de leucocitos, como se muestra en la figura 21 (Cora et al., 2015).

Figura 21. Frotis vaginal de una rata taiep hembra en fase de estro. Se observa
una predominancia de células epiteliales queratinizadas anucleadas, caracteristica
de esta fase, junto con una escasa o nula presencia de leucocitos. La tincion
hematoxilina-eosina (H&E) resalta la estructura de las células queratinizadas en el
frotis. Imagenes capturadas durante el presente estudio.

Este protocolo de reemplazo hormonal se mantuvo durante todo el periodo
experimental para asegurar una regulacion estable de los niveles de estrégeno, con
lo que se anularon las variaciones hormonales que pudieran afectar los registros

electrofisiologicos.

3.-Cirugia estereotaxica para implante de electrodos.

Para la colocacion precisa de electrodos en la corteza cerebral, se realizé una
cirugia estereotaxica utilizando un aparato estereotaxico tipo Kopf (Modelo 900LS,

Stoelting, Estados Unidos de América). Las ratas fueron inicialmente colocadas en
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una camara de induccion de anestesia con isoflurano (Fluriso™, Vet One, Estados
Unidos de América) con una concentracion de 5% y oxigeno (O-) a un flujo de 0.5
L/min para inducir la anestesia. Una vez que se alcanzd un estado de anestesia
profundo y estable, se administré meloxicam a una dosis de 1 mL/kg via subcutanea

para asegurar analgesia durante el procedimiento.

Posteriormente, las ratas fueron trasladadas al aparato estereotaxico y montadas
cuidadosamente. Se ajustd entonces la concentracion de Isoflurano al 2% para el

mantenimiento de la anestesia, con un flujo de oxigeno de 0.5 L/min.

Previamente a la cirugia, se realizé una limpieza antiséptica de la region dorsal de
la cabeza con yodopovidona al 10% (Isodine®, México). Una vez fijada al aparato
estereotaxico, se llevé a cabo una incision, en la parte media del craneo, y se
disecaron cuidadosamente los tejidos subcutaneos para exponer los huesos

craneales.

Se procedio a eliminar el periostio con una legra para exponer completamente el
area quirurgica. Los puntos de referencia craneales, bregma y lambda, se
identificaron y se alinearon en el eje dorsoventral (DV) utilizando las coordenadas
de referencia para establecer el cero en los ejes mediolateral (ML) y dorsoventral
(DV), siguiendo la guia del atlas estereotaxico Paxinos y Watson, (George Paxinos
and Charles Watson, 2013) y la disposicion de electrodos propuestos por Eguibar y

Cortés (Eguibar et al., 2010b), se realizaron los siguientes pasos:

1. Colocacién de electrodos en el hipocampo: Se realizé un trépano en el
hueso parietal derecho en las coordenadas ML = -2.5 mm, AP = -4 mm, DV
= -2.5 mm, para la colocacién de un electrodo bipolar en la regién CA1 del

hipocampo.

2. Electrodos corticales: Se realizaron tres trepanos en el craneo para la
colocacion de tres electrodos de tornillo de acero inoxidable en las cortezas

frontal, parietal y occipital.

3. Electrodos para EMG y EOG: Se implantaron dos electrodos de alambre de

nicromo en los musculos de la nuca para el electromiograma (EMG) y un
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electrodo en la regidon superior de la 6rbita izquierda para el registro

electrooculografico (EOG).

Una vez colocados todos los electrodos, la region craneal fue sellada con acrilico

dental (Nic Tone®, México) para asegurar la fijacién de los electrodos, véase la

figura 22.
[ Instrumento estereotaxico tipo Kopf (Modelo 900LS, Stoelting, Estados Unidos de América) ]
& A,
L
'¢ Regién CA, del hipocampo.

Cw /
Pl !‘ J.!I ML= -2.5 mm, AP= -4 mm, DV= -2.5 mm
.

’ . Corteza cerebral.
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. Musculos y orbita izquierda.
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Figura 22. Esquema que muestra la posicion de los electrodos de registro en
una rata taiep hembra adulta. Los electrodos de la corteza estan representados
en color purpura, amarillo y azul claro, mientras que el electrodo del hipocampo esta
en color vino. El electrodo para el registro del electrooculograma (EOG) se muestra
en color gris, y los electrodos en los musculos de la nuca para el electromiograma
(EMG) se representan en color rosa pastel. Elaboracion propia.

4.-Habituacion pre-registro.

Antes de iniciar los registros electroencefalograficos (EEG), las ratas fueron
sometidas a un periodo de habituacién por tres dias consecutivos. Durante este
periodo, cada rata fue colocada en las mismas condiciones de registro que se
utilizarian en el experimento para reducir el estrés y garantizar que se habituen al
ambiente experimental. Cada sesién de habituacién tuvo una duracién de tres horas

diarias.
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Las ratas fueron alojadas en cajas de acrilico transparente individuales, ubicadas
dentro de un entorno en condiciones medio ambientales controladas, que incluia un

cuarto sonoamortiguado y eléctricamente aislado mediante una jaula Faraday.

Durante el periodo de habituacion, se proporciond acceso continuo a alimento
balanceado para roedores (Purina Mills 5008, Estados Unidos de América) y agua
purificada Ciel® (Coca-Cola™, México) ad libitum. Esta habituacién también
permiti® monitorear el estado general de las ratas y asegurar las condiciones

necesarias para los registros experimentales.

5.-Registro control.

El registro de control consisti® en un monitoreo basal de las sefales
electroencefalograficas (EEG), electromiograficas (EMG) y electrooculograficas
(EOG) de las ratas, realizado antes de la administracion de progesterona o
alopregnanolona. Para el registro de control, se administré a cada rata una inyeccion
subcutanea de 0.2 mL de aceite de oliva ultra virgen (Oro Verde®, Casa Olearia

Carapelli, Italia), comenzando el registro a las 08:00 horas.

La duracion del registro fue de 12 horas para el grupo de alopregnanolona y de 24
horas para el grupo de progesterona, permitiendo obtener una linea base precisa y
prolongada de la actividad electroencefalografica y del comportamiento de las ratas
en condiciones control. Durante el periodo de registro, cada rata permanecié en una
caja experimental transparente y se le permitié moverse libremente. Se proporciond
acceso continuo a alimento balanceado y agua, y las ratas fueron monitoreadas en
todo momento mediante una camara de video (Sony®, Japdn) integrada al sistema

de registro.

El reqgistro de las sefiales EEG, EMG y EOG fue realizado con el sistema GRAEL
LT (Compumedics®, Reino Unido) y analizado con el programa de computo
Profusion Sleep (Compumedics®, Reino Unido). Las sefiales capturadas fueron
sincronizadas con la actividad de video para correlacionar los estados conductuales

y de actividad cerebral de cada rata.
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6.-Alopregnanolona.

El registro electroencefalografico (EEG) se realizé para analizar el efecto de la
5, 3cc-pregnenolona (Sigma-Aldrich®, Estados Unidos de América, nimero de
catalogo P5052-10MG) en la frecuencia, duracion y latencia a la primera descarga
espiga-onda tras la administracién subcutanea de 10 mg/Kg en las ratas hembra
taiep ovariectomizadas y en estro persistente. Este registro tuvo una duracion de 12
horas, comenzando a las 08:00 horas, y permitié observar los efectos especificos

de la alopregnanolona sobre la actividad cerebral.

7.-Progesterona.

El registro electroencefalografico (EEG) se realiz6 para evaluar el efecto de la
progesterona en la frecuencia, duracién y latencia a la primera descarga espiga-
onda en las ratas tras la administracion subcutanea de 10 mg/Kg o 50 mg/Kg de
progesterona. Este registro tuvo una duracién de 24 horas, comenzando a las 08:00
horas, permitiendo observar tanto los efectos inmediatos como prolongados de la

progesterona sobre el electroencefalograma.

A cada rata se le administr6 una dosis experimental de progesterona (Sigma-
Aldrich®, Estados Unidos de América, nimero de catalogo P0130-100MG), via

subcutanea en la regién dorsal del cuello.

8.-Identificacién de las descargas espiga-onda.
Los criterios para la identificacion de las crisis de ausencia fueron los siguientes:

1. Presencia de descargas espiga-onda en todos los canales corticales.

2. Patrén caracterizado por un ascenso seguido de un descenso en la amplitud
de la sefal, con retorno a la actividad cortical basal.

3. Duracion de las descargas espiga-onda mayor a 1 segundo.

4. Frecuencia de las descargas espiga-onda en el rango de 4 a 8 Hz.
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5. Inicio y término abrupto de las descargas espiga-onda.
6. Observacion de inmovilidad en las ratas durante el periodo de la descarga

espiga-onda.

Posterior a la identificacion de las descargas espiga-onda (DEQO), se analizaron los

siguientes parametros (véase figura 23):

¢ Frecuencia de las DEO: tomando promedio cada dos horas a lo largo del
periodo de registro.

e Duracién total y media de las DEO: Evaluacién de la duracion de los
episodios de descarga espiga-onda tomando promedio cada dos horas.

e Latencia a la primera DEO: tiempo transcurrido desde el inicio del registro
(08:00 h) hasta la primera DEO.

e Numero total de DEO: registrado durante el periodo de 24 horas para
progesterona (10 mg/Kg 6 50 mg/Kg) y de 12 horas con alopregnanolona
(10 mg/KQ).
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Figura 23. Representacion grafica de los parametros clave de las descargas
espiga-onda (DEO) en el registro EEG. La latencia a la primera DEO (en naranja)
indica el tiempo transcurrido desde el inicio del registro EEG hasta la aparicion de
la primera crisis de ausencia. La frecuencia (en azul) se define como el numero
total de episodios de crisis de ausencia (DEO) observados durante todo el registro.
La duracion (en rojo) representa el tiempo que dura cada episodio individual de
DEO desde su inicio hasta su término. Esta imagen ilustra visualmente estos
parametros para facilitar la comprension de los patrones de las crisis de ausencia.
Elaboracion propia.
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Esta metodologia permiti6 una caracterizacion detallada de los efectos de la
progesterona y la alopregnanolona en las crisis de ausencia, proporcionando datos

sobre la modulacion de las DEO en términos de frecuencia, duracion y latencia.

9.-RESULTADOS

Efecto de la alopregnanolona en la frecuencia, duracién y latencia de
las descargas espiga-onda en ratas taiep hembras adultas.

La administracion de 10 mg/Kg de alopregnanolona en ratas taiep hembras adultas
(n=4) incremento la frecuencia de las descargas espiga-onda, en comparacion al
grupo control. Sin embargo, este cambio no fue estadisticamente significativo
(P>0.05). De las 08:00-10:00 h, la media de la frecuencia de las DEO fue de 104 +
45.56 E.E.M. en el grupo de alopregnanolona, en comparacion con 66.50 + 14.31
E.E.M. en el grupo control. Durante el intervalo de 10:00-12:00 h, la frecuencia
media en el grupo de alopregnanolona fue de 80.50 + 25.90 E.E.M., mientras que

en el grupo control fue de 47.25 + 6.87 E.E.M., (véase Figura 24).

El analisis ANOVA de medidas repetidas mostré diferencias estadisticamente
significativas en la frecuencia de las DEO entre los grupos (F 3,20 = 49.213, P <
0.001). La prueba post hoc de Dunnett reveld que el grupo de alopregnanolona no
presento diferencias significativas en comparacién con el control (q' = 3.094, P =
0.322), indicando que, aunque hubo un aumento en la frecuencia de las DEO en

ciertos intervalos, este no alcanzé significancia estadistica.

En el intervalo de 16:00-18:00 h, la frecuencia media en el grupo de
alopregnanolona fue de 82.25 + 23.91 E.E.M., y en el grupo control fue de 81.00
19.20 E.E.M., mostrando una estabilizacion de los valores y una similitud en ambos

grupos.
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Figura 24. Efecto de la administracion de alopregnanolona sobre la frecuencia
de las descargas espiga-onda en ratas taiep hembras, ovariectomizadas y
estrogenizadas. La administracion de alopregnanolona a una dosis de 10 mg/Kg
no modificé significativamente la frecuencia de las DEO, de acuerdo con el analisis
ANOVA de medidas repetidas (F@20) = 49.213, P < 0.001) y la prueba de
comparaciones multiples de Dunnett (q' = 3.094, P = 0.322). La barra blanca
representa la fase de luz y la barra negra la fase oscura. Los resultados son la media
* error estandar de la media (EEM) de 4 ratas hembra taiep por grupo.
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Tabla 2: Descargas espiga-onda en el grupo control y tras la administracion
de alopregnanolona.

Intervalo de Control Media | Control E.E.M. | Alopregnanolona | Alopreghanolona
tiempo (h) Media E.E.M.
08:00-10:00 66.50 14.31 104 45.56
10:00-12:00 47.25 6.87 80.50 25.90
12:00-14:00 50.00 11.81 71.75 27.20
14:00-16:00 54.75 13.86 74.50 20.37
16:00-18:00 81.00 19.20 82.25 23.91
18:00-20:00 68.75 18.18 71.00 11.28
E.E.M. Error estandar de la media.

Al analizar la frecuencia total media de las descargas espiga-onda (DEO), se obtuvo
un incremento significativo tras la administracion de alopregnanolona en
comparacién con el grupo control, como se puede observar en la figura 25. La
frecuencia total media de las DEO en el grupo control fue de 61.375 = 5.287
(E.E.M.), y de 80.667 + 12.312 (E.E.M.), lo que representa un aumento del 31.55%
en el grupo experimental. El andlisis de varianza (ANOVA) revel6 diferencias

significativas entre los grupos (F, 10) = 6.993, P = 0.025).

La prueba post hoc de Dunnett confirmé esta diferencia significativa entre el grupo
control y el grupo tratado con alopregnanolona (q' = 2.644, P = 0.025), evidenciando
que la administracion de alopregnanolona aumento significativamente la frecuencia

de las DEO en comparacion con el control.
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Figura 25. Efecto de la administracion de alopregnanolona en la frecuencia
total media de las descargas espiga-onda (DEO) en ratas taiep. Los valores
representan la media * error estandar de la media (E.E.M.) de 4 ratas por grupo
empleado. El asterisco indica una diferencia significativa con el grupo control (P <
0.05, ANOVA de medidas repetidas con correccion de Greenhouse-Geisser). La
prueba de Dunnett confirmoé la diferencia significativa observada entre los grupos,
con un valor de q' = 2.644 (P = 0.025).

Se analizé la duracion media de las descargas espiga-onda (DEO) durante 12 horas
en ratas taiep hembra. Los resultados muesran que tras la administracion de
alopregnanolona se produjo un incremento significativo en la duracion media de las
DEO en comparacién con el grupo control (ANOVA de medidas repetidas, F (4.52) =
7.76, P< 0.001).
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Particularmente en los intervalos de 10:00 a 12:00 h, 12:00 a 14:00 h, 14:00 a 16:00
h, 16:00 a 18:00 h y 18:00 a 20:00 h. La media de la duracion de las DEO en estos
intervalos vario entre 3.78 £ 0.14 y 3.66 = 0.11 segundos, mientras que en el grupo
control se mantuvo entre 2.69 + 0.08 y 2.83 + 0.08 segundos. La prueba post hoc
de Dunnett confirmé que estas diferencias fueron significativas (q' = 2.939, P =
0.009).

La duracion media de las DEO en el intervalo de 8:00 a 10:00 h también fue superior
en el grupo tratado con alopregnanolona (2.98 + 0.15 segundos) en comparacion
con el grupo control (2.58 + 0.07 segundos), pero esta diferencia no alcanzé

significancia estadistica (Dunnett, g'= 1.470, P = 0.093).

Fases de luz y oscuridad: Durante la fase de luz (barra blanca en la parte inferior de
la figura 26), la duracion media de las DEO en el grupo tratado alcanzé valores
alrededor de 4 segundos, mientras que en el grupo control se mantuvo entre 2.5y

2.8 segundos.
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Figura 26. Efecto de la administracion de alopregnanolona sobre la duracién
media de las descargas espiga-onda (DEO) en ratas taiep hembra. La
administracion de 10 mg/Kg de alopregnanolona aumentd significativamente la
duracion de las DEO en comparacién con el grupo control, alcanzando un maximo
de 3.78 £ 0.14 segundos entre las 10:00-12:00 horas (ANOVA de medidas repetidas,
F @52 = 7.76, P < 0.001; prueba post hoc de Dunnet, P < 0.001). Este efecto se
mantuvo significativo en los intervalos de tiempo subsiguientes, desde las 12:00
hasta las 20:00 horas (Dunnett, P < 0.001). Durante el intervalo de 08:00 a 10:00,
no se observaron diferencias significativas (Dunnett, g'=1.470, P = 0.093). La barra
blanca muestra la fase de luz y la barra oscura la fase oscura del ritmo circadiano.
Los resultados se presentan como media £ error estandar de la media (E.E.M.) de
cuatro ratas por grupo.
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En la tabla 3 se presentan las medias y el error estandar de la media para cada

intervalo de tiempo evaluado.

Tabla 3. Duracién media de las descargas espiga-onda en el grupo control y el
tratado con alopregnanolona.

Alopregnanolona | Alopregnanolona
Intervalo de tiempo | Control Media | Control E.E.M. Media E.E.M.
08:00-10:00 2.58 0.07 2.98 0.15
10:00-12:00 2.69 0.08 3.78 0.14
12:00-14:00 2.65 0.09 3.65 0.12
14:00-16:00 2.86 0.09 3.79 0.12
16:00-18:00 2.94 0.08 3.69 0.11
18:00-20:00 2.83 0.08 3.66 0.11

E.E.M. =error estandar de la media

En la figura 27 se muestra el efecto de la alopregnanolona en la duracion total media
de las descargas espiga-onda (DEO). En el grupo control, la duracién media de las
DEO fue de 2.74 segundos. Sin embargo, con la administracion de
alopregnanolona, se obtuvo un aumento significativo en la duracion de las DEO,
alcanzando un incremento de un 30.17% en comparacién con el grupo control (P <
0.001).

Ademas, se realizé6 un ANOVA de medidas repetidas para analizar el efecto de la
alopregnanolona en la duracién media de las DEO, donde la duracion media
observada en el grupo tratado fue de 3.59 segundos. Dado que la prueba de
esfericidad de Mauchly mostré una desviacién significativa de la esfericidad (W de
Mauchly = 0.786, x* (14) = 85.909, P < 0.001), se aplicé la correccion de Huynh-
Feldt (¢ = 0.921). Con esta correccion, el analisis nos indica el efecto significativo
de la alopregnanolona produjo un incremento en la duracion de las DEO, Fus) =
7.76, P <0.05.

La prueba post hoc de Dunnett revelé que la comparacion entre el grupo de
alopregnanolona y el grupo control fue significativa (q' = 2.882, P = 0.004),
confirmando el efecto de la alopregnanolona en el aumento de la duracién media de
las DEO.
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Figura 27. Efecto de la administracion de alopregnanolona sobre la duracién
total media de las descargas espiga-onda (DEO). La administracion de
alopregnanolona a una dosis de 10 mg/Kg incrementd significativamente la duracion
total media de las DEO en un 30.17% en comparacion con el grupo control (3.6
0.5 seg vs. 2.8 + 0.4 seg; ANOVA de medidas repetidas con correccién de Huynh-
Feldt, Fue) =7.76, P< 0.001).

El efecto de la alopregnanolona en la latencia al primer evento de descargas espiga-
onda (DEO), se muestra en la figura 28. Se analiz6 mediante la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk siguiendo una distribucion normal (P = 0.392). Ademas,
la prueba de Brown-Forsythe mostré que las varianzas entre los grupos se
consideraban homogéneas (P = 0.592), Sin embargo, el analisis de ANOVA no

mostro diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (F (1,6) = 0.654,
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P =0.450), indicando que la administracion de alopregnanolona no afect¢ la latencia

al primer evento de DEO en comparacién con el grupo control.
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Figura 28. Efecto de la administracion de alopregnanolona sobre la latencia al
primer episodio de descargas espiga-onda (DEO) en ratas taiep hembras. La
administracion de 10 mg/Kg de alopregnanolona no produjo cambios significativos
en la latencia al primer evento de DEO en comparacion con el grupo control
(ANOVA, F (16)= 0.654, P = 0.450). Los valores representan la media = E.E.M. de
cuatro ratas hembra por grupo.
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Efecto de la progesterona en la frecuencia, duracién y latencia de las
descargas espiga-onda en ratas taiep hembras adultas.

La frecuencia de las descargas espiga-onda en ratas tratadas con dos dosis de
progesterona de 10 mg/Kg y 50 mg/Kg, comparadas con sus respectivos controles,

a lo largo de un ciclo circadiano de 24 horas, se observan en la figura 29.

La dosis de 50 mg/Kg de progesterona indujo un aumento significativo en la
frecuencia de las DEO, alcanzando un maximo de 162.5 eventos en el intervalo de
07:00-09:00. Los resultados de la prueba de Dunnett (¢’ = 6.308, P < 0.001)
muestran diferencias estadisticamente significativas entre el control y la dosis de 50

mg/Kg.

Por su parte con la dosis de 10 mg/Kg de progesterona muestra una tendencia a
reducir la frecuencia de las DEO en comparaciéon con el control, con valores
menores a lo largo del ciclo, como en los intervalos de 07:00-09:00 donde se obtuvo
una media de 49.5 £ 16.775 E.E.M. DEO, y en el intervalo de 17:00-19:00, con una
media de 47.75 £ 12.311 E.E.M. (Dunnett q' = 2.10, P=0.06).

Tabla 4: Frecuencia de las descargas espiga-onda en ratas tratadas con

diferentes dosis de progesterona.

Los resultados son la media y * el error estandar de la media (E.E.M.) en los
diferentes intervalos. Se obtuvo un incremento significativo en la frecuencia de las
DEO en el grupo tratado con 50 mg/Kg de progesterona, durante la fase oscura de
19:00 a 07:00 h, alcanzando sus valores mas altos, asi como en el intervalo de
07:00-09:00 h con una media de 162.5 + 12.3 E.E.M. En contraste, el grupo de 10
mg/Kg de progesterona mostré una disminucion significativa en la frecuencia de las
DEO en comparacién con el control, destacandose en la fase de luz, en los
intervalos de 05:00-07:00 h con una media de 25 + 8.1 E.E.M.

La siguiente grafica proporciona una visualizacion clara de como las distintas dosis

de progesterona afectan la frecuencia de las DEO a lo largo del ciclo circadiano.
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Figura 29. Efecto de la administracion de progesterona sobre la frecuencia de
descargas espiga-onda en la rata taiep a lo largo del ciclo circadiano. La
progesterona a la dosis baja de 10 mg/Kg no produjo cambios significativos en la
frecuencia de las DEO (prueba de Dunnett, q'=2.10, P=0.6), mientras que la dosis
alta de 50 mg/Kg incrementa significativamente la frecuencia de las DEO (prueba
de Dunnett, g'=6.308, P < 0.05). El analisis global de las 24 horas mediante ANOVA
de dos vias mostr6 un efecto significativo de las dosis (F (2,22) = 94.131, P < 0.001),
seguido de la prueba de Dunnett que mostré diferencias significativas en
comparaciéon con el grupo control (P < 0.001). La barra inferior representa el ciclo
de luz (blanco) y oscuridad (negro).
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Tabla 4: Frecuencia de las descargas espiga-onda en ratas tratadas con
diferentes dosis de progesterona.

Intervalo Control Progesterona Progesterona
de tiempo (10 mg/Kg) (50 mg/Kg)
Media E.E.M. Media E.E.M Media E.E.M.

07:00-9:00 106 19.7637 49.5 16.7754 162.5 28.6079
9:00-11:00 82.25 18.4785 59 16.1451 116 6.4161
11:00-13:00 78.125 15.5373 54 17.7247 149.7 15.7394
13:00-15:00 75 17.0702 60 21.67794 108.5 11.3247
15:00-17:00 101.25 17.5669 56 15.4326 120.25 17.1239
17:00-19:00 73.625 15.3133 47.75 12.311 126 44.7642
19:00-21:00 89.75 17.7942 47.75 14.1325 128.75 28.5463
21:00-23:00 89.625 15.4872 74.25 24.2774 125.75 24.6521
23:00-01:00 89.375 18.6843 59.25 13.8285 121 25.4263
01:00-03:00 90.375 15.0664 49 8.9069 110.75 22.2537
03:00-05.00 84.5 16.9979 44.25 15.6278 87.5 13.9612
05:00-07:00 61.75 11.2959 25 6.5192 110.75 17.3847

E.E.M. = error estandar de la media.

La frecuencia de las DEO, que se muestran en la figura 30, en el grupo control fue
de 86.062 + 3.505 E.E.M., mientras que en el grupo tratado con 10 mg/Kg de
progesterona se observo una reduccion a 52.146 + 3.394 E.E.M., lo que representa
una disminucién del 39.41% en comparacion con el control (Dunnett q'=8.042, P <
0.001). Por otro lado, la administracién de 50 mg/Kg de progesterona resulté en un
aumento de la frecuencia a 122.288 + 5.606 E.E.M., lo que corresponde a un
incremento del 42.11% respecto al control (Dunnett ¢'=9.173, P < 0.001). El analisis
ANOVA mostré una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos (F (2,
33) = 66.886, P < 0.001). Los analisis post hoc con la prueba de Dunnett confirmaron
que tanto la dosis de 10 mg/Kg como la de 50 mg/Kg de progesterona presentaron

diferencias significativas en comparacion con el grupo control (P < 0.001).
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Figura 30: Efecto de la progesterona en la frecuencia media de las descargas
espiga-onda en ratas tratadas con diferentes dosis de progesterona. Se
demuestran diferencias estadisticamente significativas (P< 0.001) entre el grupo
control y cada una de las dosis de progesterona, determinadas mediante la prueba
de comparaciones multiples de Dunnett. Para la dosis de 10 mg/Kg se obtuvo
(g'=8.042, P < 0.001), mientras que para la dosis de 50 mg/Kg se obtuvo (q'=9.173,
P < 0.001). El anélisis ANOVA muestra un efecto significativo del tratamiento, con F
(2,33)= 66.886, P< 0.001.

En el grupo tratado con progesterona 50 mg/kg, la duracion de las DEO aumenta
significativamente en comparacién con el control, en las horas 15, 17, 19, 21, 23, 1
y 3 (véase figura 31). Este incremento en la duracion alcanza una media de 7.5+ 0.2
segundos al final de la fase oscura, con una diferencia de 2.5 segundos respecto al
grupo control, la prueba post-hoc de Dunnett (¢’ = 4.974, P < 0.001).

En contraste, la administracion de la dosis baja de progesterona 10 mg/kg produjo

una disminucion significativa en la duracion de las DEO en comparacion con el
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control, en las horas 13, 15, 17 y 19. La reduccién media alcanza 1.8 segundos
menos que control. Esta reduccién es significativa (Dunnett, g'=4.174 P< 0.001).

El analisis ANOVA refuerza estos resultados, mostrando un efecto significativo del
tratamiento en la duracién de las DEO (F (2, 33) = 66.886, P< 0.001). La prueba de
comparaciones multiples (Dunnett P< 0.001) confirma tanto el aumento con 50

mg/Kg como la disminucion con 10 mg/Kg.

La tabla 5 muestra la media y el error estandar de la media (E.E.M.) para cada grupo
en cada intervalo de tiempo. Se obtuvo un incremento en la duracion media de las
DEO en el grupo tratado con 50 mg/kg de progesterona, especialmente durante la
fase oscura en el intervalo de 19:00 a 07:00 h, con una media mas alta de 6.6765 +
0.1642 E.E.M. segundos en el intervalo de 07:00-09:00 h. Por el contrario, el grupo
de 10 mg/kg muestra una disminucidn en la duracion media de las DEO en
comparacion con el control, con valores como 3.7215+ 0.1324 E.E.M. segundos en
el intervalo de 21:00-23:00 h.
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Figura 31: Duracion media de las descargas espiga-onda en ratas taiep
hembras tratadas con progesterona. Los resultados representan el promedio +
error estandar de la media (E.E.M.) de cuatro ratas por grupo. Se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas en la duracion media de las DEO en
comparacion con el grupo control, determinadas mediante las pruebas de Holm-
Sidak y Dunnett (P< 0.001). El anélisis ANOVA muestra un efecto significativo del
tratamiento en la duracién de las DEO (F (2, 33) = 66.886, P < 0.001). Las barras
representan los intervalos de luz (blanco) y oscuridad (negro) durante un periodo de
24 horas.

Los niveles de significancia se indicaron con asteriscos: *P < 0.05, **P < 0.01 y ***P
< 0.001. Los asteriscos en la grafica marcan los intervalos de tiempo en los que se
observaron diferencias significativas en el grupo tratado con 50 mg/Kg de
progesterona, mientras que el simbolo & marca las diferencias significativas en el
grupo de 10 mg/Kg.
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Tabla 5. Duracién media de las descargas espiga-onda en ratas tratadas con
diferentes dosis de progesterona comparadas con el grupo control, a lo largo
de un ciclo circadiano.

Intervalo de Control Progesterona Progesterona
tiempo (10 mg/Kg) (50 mg/Kg)
Media E.E.M. Media E.EM Media E.E.M.
07:00-9:00 4.8137 0.8787 4.4 0.1881 6.6765 0.1642
9:00-11:00 4.5575 0.1163 4.2301 0.1622 6.0481 0.1843
11:00-13:00 4.7962 0.1219 4.0361 0.1654 5.5925 0.1599
13:00-15:00 4.5267 0.1237 3.7512 0.144 5.8829 0.1995
15:00-17:00 4.5587 0.1821 3.9844 0.1509 5.3056 0.1669
17:00-19:00 3.9718 0.0976 3.4785 0.1439 5.5288 0.1813
19:00-21:00 4.6316 0.1216 3.4304 0.1414 6.0656 0.2207
21:00-23:00 4.6218 0.1199 3.7215 0.1324 5.8791 0.1791
23:00-01:00 4.4676 0.1286 3.4321 0.1494 5.4211 0.2802
01:00-03:00 4.5542 0.1045 3.4577 0.1503 5.553 0.1706
03:00-05.00 4.5812 0.1065 3.4107 0.159 5.1777 0.1763
05:00-07:00 5.2988 0.1693 4.649 0.3442 6.4011 0.1822

E.E.M. = error estandar de la media.

La duracion total media de las descargas espiga-onda en ratas tratadas con
progesterona a las dosis de 10 mg/Kg y 50 mg/Kg, en comparacion con el grupo
control, se puede apreciar en la figura 32. Disminuyo significativamente la dosis de
progesterona de 10 mg/kg, con una reduccion de 0.783 segundos respecto al
control, (Dunnett q' = 4.824, P< 0.001). La media fue de 3.832segundos.

Por otro lado con a dosis de 50 mg/Kg de progesterona se obtuvo un incremento en
la duracion total de las DEO en 1.179 segundos respecto al control (Dunnett g’ =
7.265, P< 0.001). Siendo la media de 5.794 + 0.204 segundos.

El analisis ANOVA confirma la existencia de diferencias significativas entre los
grupos, con un valor de F (2, 33) = 74.066, P< 0.001. La potencia del analisis fue de
1.000, lo que indica una alta capacidad para detectar estas diferencias significativas.
Ademas, la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk (P= 0.228) y la de varianzas
iguales de Brown-Forsythe (P= 0.138).
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Figura 32. Duracién total media de las descargas espiga-onda en ratas taiep
hembras tratadas con progesterona a diferentes dosis. La progesterona a dosis
bajas reduce significativamente la duracién con 10 mg/kg (Dunett g=4.824, P<
0.001) y un incremento con 50 mg/kg (Dunnet q'=7.265, P< 0.001). El andlisis
ANOVA también revelé diferencias significativas entre los grupos (F (2, 33) = 74.066,
P< 0.001), con una alta potencia de la prueba (1.000). La barra inferior indica las
fases de luz (blanco) y oscuridad (negro) durante el ciclo de 24 horas.

La latencia media a la primera descarga espiga-onda en ratas tratadas con
diferentes dosis de progesterona (10 mg/Kg y 50 mg/Kg) en comparacion con el
grupo control (véase figura 33). A pesar de que el analisis ANOVA no muestra
diferencias significativas entre los grupos (F ¢, 13) = 1.548, P= 0.250), se obtuvieron
cambios en la latencia media. El grupo control tuvo una latencia media de 243.63 +
86.61 segundos (E.E.M.). En el grupo tratado con 10 mg/Kg de progesterona, se

produjo un incremento en la latencia, alcanzando una media de 345.50 + 112.93
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segundos (E.E.M.). Por otro lado, el grupo de 50 mg/Kg tuvo una reduccién en la
latencia, con una media de 100.88 + 130.34 segundos (E.E.M.).

Ademas, la prueba de comparaciones multiples de Dunnett indic6 que no hubo
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en comparacién con el
control (P > 0.05).
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Figura 33. Latencia media a la primera descarga espiga-onda en ratas tratadas
con progesterona a dos dosis diferentes. A pesar de las diferencias observadas
en la latencia entre los grupos, el analisis ANOVA no encontré diferencias
estadisticamente significativas (F 2,13y = 1.548, p = 0.250). Las comparaciones
multiples realizadas mediante la prueba de Dunnett tampoco mostraron diferencias
estadisticamente significativas (P > 0.05). Los valores representan la media E.E.M.
de cuatro ratas hembra por grupo.
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10.-DISCUSION

La comprensién y concientizacion sobre la epilepsia ha pasado por un largo camino,
desde las antiguas interpretaciones que la consideraban un fenédmeno divino o
posesiones demoniacas hasta los enfoques cientificos y multidisciplinarios de la
actualidad (Kaculini et. al., 2021). Este viaje historico nos permite entender como ha
evolucionado la comprension y percepcion de la epilepsia, desde los primeros
conceptos nosoldgicos hasta las clasificaciones modernas que integran criterios
electrofisiologicos y genéticos (Wolf, 2014). A pesar de los avances, aun
enfrentamos retos en el diagndstico, tratamiento y comprension completa de esta
enfermedad cerebral (Wolf, 2014).

Las hormonas esteroides y sus derivados neuroesteroides, desempefian un papel
clave en la regulacion de la excitabilidad cerebral, especialmente en las crisis de
ausencia, tanto de forma aguda como cronica (van Luijtelaar et. al., 2014a). Un
ejemplo notable de esta influencia hormonal es la epilepsia catamenial, que ilustra
como las fluctuaciones hormonales a lo largo del ciclo menstrual pueden impactar
directamente la actividad epiléptica en mujeres (Moscol, 2022). Este tipo de
epilepsia afecta a una parte considerable de las mujeres con diagndstico de
epilepsia, y se manifiesta con un incremento en la frecuencia de las crisis en ciertas
fases del ciclo menstrual, lo que muestra el papel critico de las hormonas sexuales

en la modulacion de la excitabilidad cerebral (Reddy, 2016).

Se han identificado tres tipos principales de epilepsia catamenial: la perimenstrual
(C1), la periovulatorio (C2), y la de fase lutea inadecuada (C3) (véase la figura 34).
Durante la fase perimenstrual (C1), la disminucion abrupta de la progesterona y
alopregnanolona incrementan la frecuencia de las crisis (Reddy, 2016). Este
hallazgo evidencia la necesidad de ajustar las estrategias terapéuticas para abordar
estos cambios hormonales a lo largo del ciclo menstrual es evidente, ya que las
variaciones pueden influir tanto en la severidad de las crisis como en la funcion

reproductiva de las pacientes (Reddy, 2016).
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Por otro lado, en la fase periovulatoria (C2), el aumento de los niveles de estrogeno
puede promover una mayor excitabilidad neuronal, aumentando asi el riesgo de
crisis en esta etapa. Finalmente, en la fase lutea inadecuada (C3), la insuficiente
produccion de progesterona contribuye a la inestabilidad neuronal y un mayor

numero de crisis en mujeres (Reddy, 2016).
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Figura 34. Bases neuroendocrinas de las convulsiones catameniales durante
el ciclo menstrual. El grafico superior ilustra la cronologia de las convulsiones
catameniales y muestra una correlacién significativa entre la frecuencia de las
convulsiones y los niveles de estradiol y progesterona. En el panel inferior se
presentan los tres subtipos de epilepsia catamenial: perimenstrual (C1),
periovulatorio (C2) y lutea inadecuada (C3). Las barras verticales en tonos rosados
(izquierda y derecha) indican el periodo probable para el tipo perimenstrual (C1),
mientras que la barra rosa central representa el periodo probable para el tipo
periovulatorio (C2). La barra horizontal de tono gris oscuro (abajo) indica el subtipo
lutea inadecuada (C3), caracterizado por niveles reducidos de progesterona y
alopregnanolona (AP), un neuroesteroide derivado de la progesterona (Reddy,
2016).
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La progesterona, por ejemplo, ha mostrado tener un efecto proconvulsivo en el
contexto de las crisis de ausencia, mientras que el 173-estradiol parece actuar de
manera contraria, mostrando un efecto anti-ausencia (van Luijtelaar et. al., 2014).
La testosterona, por su parte, presenta un comportamiento dual, inicialmente
disminuyendo las crisis y posteriormente favoreciendo su aparicion en horas mas
tardias. Esta dualidad en los efectos hormonales se asemeja a lo que se ha
documentado con varios farmacos GABAérgicos, donde los resultados varian

dependiendo de la dosis y del contexto hormonal (Christian et. al., 2020).

En estudios previos realizados por nuestro equipo de investigacion en el Laboratorio
de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor, la administraciéon de 2 mg de
testosterona produjo en un incremento significativo tanto en la duracién como en la
frecuencia de las descargas espiga-onda en ratas taiep hembras. Sin embargo, en
machos, la testosterona disminuyd la frecuencia de las DEO, lo que sugiere un
efecto dismoérfico en la modulacién del circuito talamo-cortical por esta hormona.
Esto refuerza la idea de que la testosterona puede ejercer un papel complejo y
diferenciado segun el sexo, influyendo de manera significativa en la dinamica de las

crisis de ausencia (Castillo, 2023).

La explicacion detras de estos efectos podria implicar tanto la conversion periférica
como la sintesis de novo de hormonas sexuales en neuroesteroides dentro del
cerebro, que posteriormente actuan directamente sobre los receptores GABAA,
particularmente aquellos que contienen la subunidad & (Lloyd-Evans y Waller-
Evans, 2020). Ademas, también influyen en la modulacién de otros tipos de
receptores GABAa, como los que contienen las subunidades y2, x4 y & (Evenseth
et. al., 2020). Estos cambios en la expresion de subunidades podrian explicar por
qué se observan efectos diferentes durante los picos de progesterona, tanto en el
ciclo ovarico como durante el embarazo, cuando se ha mostrado un aumento en la
frecuencia y duracion de las crisis de ausencia (Reddy, 2010; van Luijtelaar et. al.,
2014).

Los resultados obtenidos con progesterona a la dosis baja mostraron un claro efecto

reductor en la frecuencia y la duracion de las descargas espiga-onda (DEQO) en ratas
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taiep hembras adultas. A dosis bajas (10 mg/kg), la progesterona parece actuar
predominantemente sobre los receptores GABAa, promoviendo una mayor
inhibicion en el circuito talamo-cortical y reduciendo la frecuencia de las descargas
espiga-onda. Este efecto sugiere que la progesterona a bajas dosis puede tener un
papel anticonvulsivo en el modelo de rata taiep, probablemente mediado por su

capacidad para potenciar la inhibicion GABAérgica (van Luijtelaar et. al., 2014).

En el contexto de las crisis de ausencia en modelos animales, las ratas WAG/Rj
son utilizadas para estudiar la influencia de las hormonas sexuales en la actividad
epiléptica. Estudios previos han demostrado que el numero de descargas espiga-
onda aumentan significativamente durante la fase de proestro, mientras que
disminuye en la fase de diestro, lo que refleja codmo las fluctuaciones hormonales a
lo largo del ciclo estral modulan la actividad epiléptica en este modelo (van Luijtelaar
et. al., 2001) . Este efecto puede estar relacionado con los cambios en los niveles
de progesterona y su interaccion con los receptores GABAAa, dado que esta hormona
ha demostrado ser un modulador clave de la inhibicidn tonica en el sistema nervioso
central (Majewska, 1996).

Sin embargo, la administracion sistémica de progesterona en ratas WAG/RIj
incrementa el numero de crisis de ausencia, un hallazgo que destaca la complejidad
de su accion. Este efecto parece estar mediado por receptores de membrana celular
en lugar de receptores nucleares, ya que el bloqueador especifico RU-38486 no
logra contrarrestar el aumento en las crisis. La progesterona, a través de su
interaccion con los receptores GABAa, generalmente actua potenciando la inhibicidon
ténica en el sistema nervioso central, lo que reduciria la actividad epiléptica. Sin
embargo, en este caso, su efecto paraddjico podria estar relacionado con un
desequilibrio en el circuito talamo-cortical, donde la modulacion excesiva de la
inhibicion puede desregular la sincronizacion neuronal y facilitar la aparicion de
descargas espiga-onda (van Luijtelaar et. al., 2001). Esta dualidad resalta como la
acciéon de la progesterona depende del contexto fisiolégico y de las interacciones
especificas con sus receptores. Por ejemplo, factores como la etapa del ciclo estral,

las fluctuaciones hormonales durante el embarazo o incluso la dosis administrada
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pueden influir significativamente en su efecto sobre las crisis de ausencia, como se

muestra en la figura 35.
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Figura 35. Descargas espiga-onda a lo largo de los cuatro dias del ciclo estral
en ratas WAG/RIj. Se observa un aumento significativo de las DEO en las primeras
horas del periodo oscuro durante la fase de proestro (marcado con asteriscos). ‘L' y
‘O’ indican las fases de luz y oscuridad, respectivamente, a lo largo del ciclo de 24
horas (modificado de van Luijtelaar et. al., 2001).

Por otro lado, durante el embarazo, se ha observado una disminucién significativa
en la frecuencia y duracion de las crisis de ausencia desde el dia 3 hasta el dia 18
de gestacion, coincidiendo con los niveles maximos de progesterona en este
periodo (Tolmacheva et. al., 2004b). Esto refuerza el papel de la progesterona como
regulador critico de las descargas espiga-onda, aunque su efecto es claramente
dependiente del contexto fisiolégico y hormonal. La interaccion entre las fases del

ciclo hormonal, el embarazo y los receptores GABAaplantea una dinamica compleja
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que es crucial para comprender el comportamiento de las crisis de ausencia en

modelos animales.

La disminucién de las descargas espiga-onda con esta dosis podria explicarse por
la conversién de la progesterona en alopregnanolona, un neuroesteroide que ejerce
efectos potenciadores sobre los receptores GABAa (Reddy, 2016), lo cual disminuye
la excitabilidad del talamo y limita la sincronizacién de las neuronas talamicas, un
mecanismo crucial para la generacion de las crisis de ausencia (Belelli y Lambert,
2005). La inhibicién ténica también contribuye a estabilizar la actividad neuronal,
reduciendo la propagacion de la actividad epiléptica hacia la corteza cerebral
(Brickle y Mody, 2012).

Estudios previos en modelos de epilepsia de ausencia han demostrado que la
progesterona a dosis bajas puede reducir significativamente la frecuencia y duracién
de las crisis, actuando como un agente anticonvulsivo a través de la potenciacion
de la neurotransmision GABAérgica (Reddy, 2016; van Luijtelaar et. al., 2014a).
Este efecto anticonvulsivo esta mediado, en parte, por la modulacion de los
receptores GABAa y la disminucion de la excitacion neuronal en el circuito talamo-
cortical, lo cual refuerza la hipotesis de que la progesterona a dosis especificas
podria tener aplicaciones terapéuticas en el manejo de la epilepsia del tipo crisis
ausencia (Reddy, 2016).

La alopregnanolona es un metabolito neuroactivo de la progesterona, en este
estudié demostroé que tiene un efecto en incrementar tanto de la frecuencia como
de la duracion de las descargas espiga-onda en ratas faiep hembras adultas. Este
hallazgo sugiere que la alopregnanolona, actuando principalmente en el talamo,
podria desempenar un papel clave en la facilitacién de la actividad epiléptica en la
rata faiep. Este metabolito de la progesterona puede actuar sobre los receptores
GABAA en el talamo, alterando la inhibiciéon ténica de manera que favorece la
aparicion de descargas espiga-onda (Reddy, 2016; Belelli y Lambert, 2005). Este
mecanismo podria explicar los efectos proconvulsivos observados en las ratas
tratadas con alopregnanolona, particularmente en etapas como la fase lutea y el

embarazo, cuando los niveles de esta hormona son elevados (Herzog, 2008).
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La administracion de 50 mg/Kg de progesterona mostré un incremento significativo
tanto en la frecuencia como en la duracion de las DEO en ratas taiep. Este resultado
demuestra el efecto dual de la progesterona, donde dosis mas altas pueden tener
un efecto proconvulsivo, probablemente mediado por la conversion de la
progesterona en su metabolito alopregnanolona (Reddy, 2010; van Luijtelaar et. al.,
2014). La conversion a alopregnanolona a dosis elevadas podria estar superando
la capacidad de los receptores GABAAa para generar una inhibicion efectiva, lo que
resulta en una mayor sincronizacion neuronal y en un aumento de la actividad

epiléptica.

En estudios realizados en modelos de epilepsia de ausencia, se ha comprobado
que la finasterida, un inhibidor de la 5«-reductasa, bloquea la conversién de
progesterona a alopregnanolona, reduciendo asi el numero de descargas espiga-
onda inducidas por la progesterona en ratas WAG/RIj (van Luijtelaar et. al., 2003).
Este hallazgo sugiere que el aumento en la actividad epiléptica inducida por la
progesterona podria estar mediado principalmente por la alopregnanolona. La
combinacion de finasterida con progesterona disminuy6 las DEO a niveles cercanos
a los del grupo control, lo que indica que intervenciones dirigidas a bloquear la
sintesis de alopregnanolona podrian ser una estrategia prometedora en el

tratamiento de la epilepsia de ausencia.

La alopregnanolona, a concentraciones elevadas, podria desempefiar un papel
clave en la exacerbacion de las crisis de ausencia. Esto es particularmente relevante
durante la fase lutea del ciclo estral y el embarazo, donde los niveles de
progesterona son altos, lo cual podria contribuir a un aumento en la frecuencia de
las crisis en mujeres con epilepsia catamenial durante estas fases del ciclo hormonal
(Herzog, 2008; Eguibar et. al., 2024).
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Figura 35: Efectos neuroprotectores de la alopregnanolona. El tratamiento con
este neuroesteroide muestra: (A) beneficios en el tratamiento de lesiones de la
médula espinal, (B) prevencidon de la muerte de neuronas, (C) reduccion en la
acumulacion de colesterol y prevencion de accidentes cerebrovasculares, (D)
disminucién de los episodios epilépticos, (E) efectos positivos en el dafio nervioso
causado por la diabetes mellitus, (F) proteccion contra enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer, el Parkinson y la esclerosis lateral
amiotrdfica, (G) acciones ansioliticas y antiestrés, (H) efectos protectores contra la
neurotoxicidad inducida por el VIH, (1) proteccion en modelos experimentales de la
enfermedad de Niemann-Pick tipo C y (J) condiciones neuroinflamatorias como la
esclerosis multiple y la encefalomielitis autoinmune experimental, y (K) efectos
analgésicos contra el dolor neuropatico (Modificado de Hou et. al., 2023).

En nuestro estudio, tras la administracion de alopregnanolona a una dosis de 10
mg/Kg en ratas faiep hembras adultas se obtuvo un incremento tanto en la
frecuencia como en la duracion de las descargas espiga-onda. Este resultado
respalda la hipotesis de que la alopregnanolona, como metabolito neuroactivo de la
progesterona, desempefia un papel crucial en la modulacién de la actividad
epiléptica en el circuito talamo-cortical, actuando sobre los receptores GABAa en el
talamo y alterando la inhibicion tonica de una manera que facilita la aparicion de las

descargas espiga-onda
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Ademas, nuestros resultados sugieren que la alopregnanolona, como metabolito
neuroactivo de la progesterona, podria estar modulando la actividad epiléptica a
través de su accidn sobre los receptores GABAa (véase figura 36). La
alopregnanolona ejerce sus efectos al unirse a sitios alostéricos en las interfaces
entre las subunidades « y 3 del receptor, lo que potencia la accion del GABA, el
principal neurotransmisor inhibitorio del sistema nervioso central (Belelli y Lambert,
2005a). Esta interaccion aumenta la conductancia del cloro, estabilizando la
membrana neuronal y reduciendo la excitabilidad en condiciones fisioldgicas

normales.

En el contexto de las crisis de ausencia, la inhibicién tonica promovida por los
receptores GABAAa puede desempenfar un papel dual. A concentraciones moderadas
de alopregnanolona, esta interaccion puede reducir la excitabilidad del circuito
talamo-cortical, disminuyendo la frecuencia de las crisis. Sin embargo, a
concentraciones elevadas, como las observadas con dosis de 10 mg/kg en nuestro
estudio, esta accién puede alterar el equilibrio entre inhibicion y excitacion de
manera que facilita la sincronizacion neuronal, un mecanismo clave en la
generacion de las descargas espiga-onda (Brickley y Mody, 2012; Reddy, 2016).
Esto podria explicar el aumento en la frecuencia y duracién de las crisis tras la

administracion de esta dosis en las ratas taiep hembras adultas.
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Figura 36: La alopregnanolona se une a sitios especificos de neuroesteroides
en las subunidades « y B, modulando la conductancia de cloro y afectando la
excitabilidad neuronal.

Estos resultados resaltan la complejidad del papel de la progesterona y sus
metabolitos en la epilepsia de ausencia, mostrando como el contexto de dosis y el
metabolismo pueden influir en la modulacién de la actividad epiléptica. La
comprension de este efecto dosis-dependiente es crucial para el desarrollo de
estrategias terapéuticas mas eficaces en el manejo de la epilepsia, especialmente
en mujeres que experimentan fluctuaciones hormonales significativas a lo largo de

su ciclo reproductivo.

En conjunto, los hallazgos de este estudio destacan la importancia de considerar el
contexto hormonal y los efectos dosis-dependientes de la progesterona y sus
metabolitos, como la alopregnanolona, en la modulacién de las crisis de ausencia.
Esto no solo amplia nuestra comprension de los mecanismos neuroquimicos
involucrados, sino que también plantea nuevas perspectivas para el desarrollo de

tratamientos mas especificos y efectivos.
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Estos resultados subrayan la necesidad de adoptar un enfoque individualizado en

el manejo de la epilepsia de ausencia, particularmente en mujeres, teniendo en

cuenta las fluctuaciones hormonales asociadas al ciclo menstrual, el embarazo y la

menopausia. Al avanzar en esta direccidn, sera posible disenar estrategias

terapéuticas que no solo sean mas efectivas, sino también mas seguras para las

pacientes.

11.-CONCLUSIONES

1.

Este estudio demuestra, por primera vez, el impacto de la alopregnanolona y
diferentes dosis de progesterona en la rata taiep, proporcionando nuevas
perspectivas sobre el papel de estas hormonas en la modulacion de las
descargas espiga-onda y la epilepsia.

Los resultados indican que la progesterona a una dosis de 10 mg/Kg tiene un
efecto anticonvulsivo, al disminuir significativamente la frecuencia de las
DEO en ratas taiep hembras ovariectomizadas en estro persistente. Este
hallazgo sugiere que las dosis bajas de progesterona pueden actuar
favoreciendo la inhibicién neuronal a través de los receptores GABAAa.

Por el contrario, la administracién de 50 mg/Kg de progesterona incrementa
tanto la frecuencia como la duracion de las DEO, mostrando un efecto
proconvulsivo dosis-dependiente, probablemente mediado por la conversion
de la progesterona en alopregnanolona, lo que resalta la dualidad de sus
efectos.

La alopregnanolona a una dosis de 10 mg/Kg aumenta significativamente la
frecuencia y duracion de las DEO, sugiriendo que su accién sobre los
receptores GABAAa en el talamo puede desregular la inhibicion neuronal y
facilitar la sincronizacién talamico-cortical, un mecanismo clave en la

generacion de las crisis de ausencia.
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5. La modulacion del receptor GABAapor la alopregnanolona y la progesterona
en dosis bajas emerge como un factor crucial en la regulacion de la actividad
epiléptica en este modelo de rata taiep, destacando la importancia del
balance entre inhibicion y excitacion en el circuito talamo-cortical.

6. En conjunto, los hallazgos de este trabajo proporcionan evidencia soélida de
que las descargas espiga-onda en los procesos de epilepsia en las ratas
taiep estan influenciadas por la acciéon de la progesterona y sus metabolitos.
Estos resultados abren nuevas posibilidades para explorar terapias
hormonales personalizadas en condiciones epilépticas, considerando el

contexto dosis-dependiente y las particularidades del modelo rata taiep.
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12.-PERSPECTIVAS

1.

Dosis Intermedia de P4

Probar el efecto de una dosis intermedia de 25 mg/kg de P4 para determinar

si existe un balance entre los efectos proconvulsivos y anticonvulsivos.
Uso de Inhibidores en los Experimentos

Implementar inhibidores de la 5-alfa-reductasa, como el finasteride, para
estudiar su impacto en la conversion de la progesterona a metabolitos como

la alopregnanolona.

Utilizar letrozol, un inhibidor de la aromatasa, para investigar la modulacién

del equilibrio hormonal y su efecto en la actividad epiléptica.
Estudio de la No Estrogenizacion en Hembras

Evaluar los efectos de la no estrogenizacién en hembras para observar si
aparecen nuevos receptores de progesterona y su impacto en la actividad

neuronal.

. Combinacién de Tratamientos

Probar combinaciones de progesterona con finasteride o con Mifepristona

(RU-486) para evaluar el impacto en la modulacién de las crisis epilépticas.
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