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Resumen

Las crisis de ausencia son un tipo de epilepsia generalizada caracterizada por la
presencia de descargas espiga-onda (DEO) en el electroencefalograma y episodios
de pérdida transitoria de la consciencia. La frecuencia predominante de las DEO
oscila entre los 2.5 a 4 Hz. Se ha observado que este tipo de descargas se
encuentran presentes en la rata taiep un mutante de tubulinas.

La rata taiep presentan un sindrome motor caracterizado por temblor, ataxia,
episodios de inmovilidad, epilepsia y paralisis. Adicionalmente, son el primer modelo
animal de la leucodistrofia humana llamada hipomielinizacion con atrofia de los
ganglios basales y el cerebelo (H-ABC), debido a que presenta una mutacion
puntual en el gen de la tubulina B 4A (TUBB4A). La rata muestra hipomielinizacién
inicial con ventriculomegalia al evaluar en imagenes de resonancia magnética. Las
crisis de ausencia en la rata taiep se presentan de manera sexualmente dimorfica,
en los machos se presentan a partir de los tres meses y en las hembras hasta los
seis meses. En trabajos anteriores de este laboratorio, se ha reportado que la
orquiectomia neonatal disminuye significativamente la incidencia de las DEO,
mientras que, ocurre lo contrario cuando la orquiectomia se realiza en la edad
adulta. Por lo que se ha propuesto que la testosterona tiene un papel modulador de
las DEO.

El objetivo de este trabajo fue el de evaluar el efecto de la testosterona sobre las
crisis de ausencia de la rata taiep macho adulto y en la rata taiep hembra adulta.

Se emplearon ratas taiep macho orquiectomizadas de 6 meses de edad y ratas
hembra taiep ovariectomizadas a los 6 meses de edad, las cuales fueron
implantadas mediante cirugia estereotaxica para el registro EEG, EOG y EMG.
Posteriormente, se realizaron dos registros electroencefalograficos acoplados a un
sistema de videograbacion durante 24h a cada rata; registro control después de la
administracion s.c. de aceite de oliva 1 ml/Kg y un segundo registro tras la
administracion s.c. de 2 mg/Kg de propionato de testosterona (PT). Se evalué la
frecuencia, la duracioén y la latencia al primer evento de crisis de ausencia, asi como
el periodo intercrisis y el niumero total de crisis de ausencia en todos los registros.
Se consideré una diferencia significativa cuando la probabilidad fue de 0.05 o
menos.

Nuestros resultados muestran que la administracién de 2 mg/Kg de PT en las ratas
macho orquiectomizadas aumenté significativamente la duracion de las crisis de
ausencia hasta en un 39.4% a las 07:00 (P<0.001). Ademas, se obtuvo una
tendencia al aumento en la frecuencia de las crisis de ausencia, cuando se
administr6 el PT.

En el caso de las ratas hembra ovariectomizadas, obtuvimos un aumento
significativo de un 21.27% a las 11:00 (P<0.001) en la duracion de las crisis de
ausencia en el grupo con PT. Mientras que, en la frecuencia obtuvimos un aumento
significativo solamente a las 19:00 (P<0.05). Sin cambios en la latencia, en el
namero total de crisis y en el periodo intercrisis.
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En conclusion, la administracion de PT fue capaz de incrementar la duracion de las
crisis de ausencia en machos y en hembras taiep, ademas de aumentar los periodos
intercrisis en machos y disminuirlos en las hembras. Este trabajo muestra que la
testosterona es capaz de modular el circuito talamo-cortical y participar en el inicio
y desarrollo de las crisis de ausencia en este modelo animal.

Palabras clave: Epilepsia, Salud, GABA, Hormona, Dimorfismo.



Introduccion

La epilepsia es un trastorno cerebral caracterizado por la expresion de crisis
recurrentes no provocadas (Fisher y cols., 2014). Es una de las enfermedades
neurolégicas no transmisibles méas comunes en el mundo y la cual genera
consecuencias adversas, cognitivas, psicolégicas y sociales. Sus causas son
multiples y su fisiopatologia aun no se conoce del todo, es por ello que la
investigacion cientifica representa una de las estrategias recomendadas por la
Organizacion Mundial de la Salud para resolver el grave problema de salud publica
que representa la epilepsia (Organizacion Mundial de la Salud, 2019).

Epidemiologia y prevalencia de la epilepsia

Segun cifras de la Organizacion Mundial de la Salud se calcula que existen
alrededor de 50 millones de personas en el mundo con epilepsia, de los cuales, el
80% se encuentran en paises de ingresos bajos a medios. De hecho, cada afio se
registran aproximadamente 2.4 millones de casos nuevos, se estima que 7.6 de
cada 1,000 personas tienen epilepsia en algan momento de su vida (Organizacion
Mundial de la Salud, 2015). En México se calcula que existen alrededor de 2
millones de casos de epilepsia (Garcia-Pedroza y cols., 2010), tan sélo en la Ciudad
de México la prevalencia es de 10-20 casos por cada 1,000 habitantes (Valdés-
Galvany cols., 2019).

Es una enfermedad que afecta a gran parte de la poblacién del mundo (Acevedo y
Miranda, 2008). En su mayoria, afecta a nifios, jévenes y mayores de 60 afios, y a
hombres méas que a las mujeres (McHugh y Delanty, 2008; Kestel y cols., 2013;
OMS, 2015).

Impacto econdmico y social de la epilepsia

Tradicionalmente ha existido un problema de discriminacién y de violacion de los
derechos humanos asociados a las personas que padecen epilepsia, principalmente
por falta de medicamentos, carencia de recursos econ0micos, acceso a un servicio

médico de calidad, ademas de las ideas erréneas y falta de informacion sobre esta
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enfermedad neuroldgica, generando asi discriminacion y estigmatizacion. A pesar
de que existen gran variedad de medicamentos de bajo costo para controlar la
epilepsia, mas del 75% de las personas con epilepsia en paises de ingresos medio-
bajos no tienen acceso a un tratamiento seguro y eficaz (Organizaciéon Mundial de
la Salud, 2019). Lo que conlleva a un grave problema de discapacidad laboral,
trastornos psiquiatricos, aislamiento social y en algunos casos la muerte
(Organizacién Mundial de la Salud, 2019).

En Europa del oeste se calcula que el gasto econémico total asociado a todos los
pacientes con epilepsia es de alrededor de 20 millones de euros al afio
(Organizacién Mundial de la Salud, 2015), mientras que segun cifras del Programa
Prioritario para la Epilepsia en México el gasto econémico asociado a la epilepsia
es de $60,000.00 por paciente al afio (PPE, 2014).

Clasificacion de la epilepsia

La definicion operacional de epilepsia tiene sustrato en la definicion de crisis, esta
se define como la aparicién transitoria de signos o sintomas debido a actividad
neuronal excesiva y sincrénica en la corteza cerebral (Fisher y cols., 2017). La Liga
Internacional contra la Epilepsia (ILAE, de sus siglas en inglés), el cual es un
organismo internacional que se encarga de brindar un marco normativo para la
clasificacion de la epilepsia, ha propuesto una clasificacion en el afio 2017 basada
en las manifestaciones clinicas, en sus aspectos electroencefalograficos, en su

posible sustrato anatémico y con una base comportamental (Figura 1).



Clasificacion de los tipos de crisis epilépticas

l Inicio focal I llnicio generalizado l Inicio desconocido]
Conciencia Conciencia ( . _ \ / \
preservada || alterada Iniclo Motor:

* Ténico-clénica Motor

* Tonica * Tonico-clénica

Inicio Motor: * Clénica « Otro motor

* Automatismos * Mioclénica

* Atdnica * Miocldnica-ténica No motor

* Clonica * Mioclénica-atonica * Detencion del

« Espasmo epiléptico * Atdnica comportamiento

* Mioclénica * Espasmo epiléptico

* Tonica " \ )
Inicio no motor:

Inicio no motor: (ausencia)

+ Autondémica » Tipica

* Cognitiva + Atipica No clasificada

* Emocional *  Miocldnica [ ]

KSensorial / K Mioclonia palpebral /

Figura 1. Clasificacion extendida de los tipos de crisis epilépticas por la Liga Internacional
contra la Epilepsia 2017. Se clasifica a las crisis de acuerdo a su origen, el estado de conciencia,
y a los signos motores y no motores que se presentan. Modificado de Fisher y cols., 2017.

La clasificacién utiliza el origen de la crisis y con base en esto, se dividen en aquellas
gue son de origen focal, generalizado o de origen desconocido. Las crisis focales
se dividen a su vez en aquellas en las que existe una pérdida de la conciencia y
aguellas en las que la conciencia permanece inalterada, ademas se pueden
distinguir en aquellas que presentan signos motores y no motores. De manera
similar las crisis generalizadas se pueden clasificar en aquellas que presentan
signos motores y aquellas sin manifestacion motora. Finalmente, las crisis de origen
desconocido se pueden clasificar en aquellas que presentan signos motores y

aquellas que no tienen signos motores (Fisher y cols., 2017).



Crisis de ausencia

Las crisis de ausencia tipicas son un tipo de epilepsia generalizada, clasificada en
el grupo de las crisis no motoras, las cuales poseen como rasgo caracteristico, la
presencia de descargas corticales del tipo espiga-onda con una frecuencia de 2.5 a
4 Hz, presentes en todos los canales del electroencefalograma, asociadas con
periodos de pérdida de la conciencia, las cuales pueden ir o no acompafiadas de
signos motores como fasciculaciones, mioclonias o signos autbnomos como
sudoracién, salivacion y palpitaciones. Adicionalmente, algunos pacientes
permanecen con la mirada fija y no tienen respuesta a estimulos medio ambientales
(Posner, 2013; Fisher, Cross, D'Souza, y cols., 2017), (Figura 2).

S N NI nannms
C4-P4 e mAnan I IR R A

P4-02 e NN VWY VY WY VAV A VA

—_J300pv
1s
Figura 2. Patron caracteristico de descargas espiga-onda durante una crisis de ausencia en
el humano. Registro electroencefalogréfico de un nifio de 8 afios. Note el patrén de descarga
espiga-onda sefialado en color amarillo. Las abreviaturas Fp2=: Frontal polar 2, F4=Frontal 4, C4=
Corteza 4, P4= Parietal 4, O2= Occipital 2, Fp1= Frontal polar 1, y F3= Frontal 3, corresponden a la
colocacién de los electrodos de registro. Modificado de Panayiotopoulus, 2001.

Este tipo de crisis se presenta en mayor medida durante la infancia, la edad de inicio
de las crisis se encuentra entre los 3 y los 13 afios de edad, y se exacerban entre
los 6 y 7 afios (Posner, 2014). No obstante, las crisis de ausencia infantiles suelen
desaparecer espontaneamente en el 75% de los nifios, cuando llegan a la
adolescencia (Friedman and Sharieff, 2006; Posner, 2014; Fine y Wirrell, 2020). Por
lo que se hipotetiza que la activacion hormonal durante la adolescencia podria
producir una mejora en el curso de la enfermedad (Posner, 2014; Fine y Wirrell,
2020).

Las crisis de ausencia son de origen idiopatico, es decir no se conoce la causa
especifica de dicha patologia. A lo largo de la historia se han propuesto tres

hipotesis que tratan de explicar el origen de las oscilaciones espiga-onda
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caracteristicas de las crisis de ausencia. Penfield y Jasper en 1954 propusieron la
teoria “centroencefalica” en la cual se hipotetiza que las crisis tienen un origen
subcortical-talamico, las cuales presentaban apariencia sincronica bilateral ademas
de poseer un retraso de 1-2 segundos en la corteza cerebral (Penfield y Jasper,
1954). Unos afios mas tarde, en 1968, Gloor propuso que el origen de las descargas
espiga-onda subyace en la formacion reticular del tallo cerebral, pudiendo ser el
resultado de alguna falla en el control de la retroalimentacion negativa normal de las
vias cortico-reticulares, por lo que esta hipotesis es generalmente llamada “reticular”
(Gloor, 1968). Finalmente, Niedmeyer propuso que el foco epiléptico tiene lugar en
la corteza somatosensorial y de esta se propaga hacia otras areas corticales,
ademas del tdlamo el cual sostiene la ritmicidad de las descargas espiga-onda

(Niedermeyer, 1996: véase Figura 3).

A) ) g B)

Figura 3. Hipotesis sobre el origen de las descargas espiga-onda. A) La hipétesis
centroencefalica propone un origen subcortical-talamico de las descargas, la cual fue propuesta por
Penfield en 1958. B) La hipoétesis cortico-reticular propone un origen en las estructuras reticulares
del tallo cerebral, la cual fue propuesta por Gloor en 1969. C) La hip6tesis cortico-talamica propone
que las descargas espiga-onda poseen un origen en la corteza somatosensorial y se propagan hacia
otras areas corticales. Modificado de Blumenfeld, 2012.

Participacion de GABA en las crisis de ausencia

El 4cido gamma-aminobutirico (GABA), principalmente a travées del receptor GABAa
es el principal neurotransmisor inhibitorio del sistema nervioso central (SNC) en los
mamiferos (Purves, 2018). Es sintetizado por la enzima glutamato descarboxilasa
(GAD, de sus siglas en inglés) a partir del acido glutamico (GluA). (GABA-T; Purves,
2018; vease Figura 4). Una vez sintetizado, GABA es transportado mediante

vesiculas sinapticas transportadoras de aminoacido inhibitorio y liberado hacia las
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hendiduras sinapticas donde se puede unir a los receptores postsinapticos.
Finalmente, es degradado por la accion de la enzima glutamato transaminasa a
semialdehido succinico, ademas también puede ser recapturado para ser utilizado

por la neurona presinaptica.

Neurona pre-sinaptica
SSADH

GluA SSA
\3»\0 / GABA-T
GABA

I Transportador
%9  GABA

°® AL
Liberacion
wa e
GABA > e
W Recaptura @
Neurona post-sinaptica l ®

Sy
Receptor GABA a

Figura 4. Representacion esquematica de la sintesis, liberacién, unién del acido gamma-
aminobutirico a la neurona post-sinaptica a través del receptor GABAa y metabolismo. El
neurotransmisor GABA es sintetizado por la accion enzimatica de glutamato descarboxilasa (GAD)
sobre el acido glutamico (GIluA). Es liberado al espacio intersinaptico a través de vesiculas donde se
puede unir al receptor de la neurona postsinaptica usualmente del de tipo GABAa. El metabolismo
de GABA comienza con su recaptura por parte de la neurona presinaptica, posteriormente es
metabolizado por la enzima GABAtransaminasa (GABA-T) y convertido a succinato semialdehido
(SSAH).

La neurotransmision inhibitoria mediada por GABA es posible gracias a que los tres
receptores postsinapticos que posee:

e Receptor de GABAa: Es un receptor de tipo ionotrépico y en su estado
conformacional abierto, es permeable al i6n cloruro (CI). Estructuralmente es
un canal pentamérico formado por cinco unidades proteicas, el cual tiene
amplia distribucion en el sistema nervioso central. Cuando el neurotransmisor
GABA se une al receptor GABAa, provoca la apertura del canal, generando
la entrada del i6bn CI, produciendo una hiperpolarizacion en la neurona,
inhibiendo futuros potenciales de acciéon. La sensibilidad y la actividad del

canal, puede ser modulada por ciertos farmacos con afinidad a sus



subunidades (fenbmeno conocido como regulacion alostérica), entre los
cuales, las benzodiacepinas y la bicuculina son los mas conocidos (Bormann,
2000; Medel y cols., 2011; Purves, 2018 véase figura 5).

e Receptor de GABADb: Es un receptor de tipo metabotropico, es decir,
acoplado a una proteina Gi, asociado a canales iénicos de potasio (K*) y al
ion calcio (Ca?*). Se encuentra distribuido en todo el SNC (Bormann, 2000;
Pinard y cols., 2010; Evenseth y cols., 2020).

e Receptor de GABACc: Aligual que GABAa es un receptor de tipo ionotrépico
formado por 5 subunidades, (pero en este caso las subunidades son iguales),
y se expresa en mayor medida en la retina de los vertebrados, aunque puede
encontrarse en todo el SNC (Qian y Ripps, 2009; Berridge, 2014).

Figura 5. Estructura del receptor GABAa. Cinco subunidades pertenecientes a distintas
subfamilias se ensamblan para formar el canal heteropentamérico permeable a Cl. Dentro de las
subunidades que conforman al receptor encontramos a a1 313, y1-3, © y 8. Tomado de Purves ,2018.

El neurotransmisor GABA ha sido descrito como el principal neurotransmisor
implicado en el inicio y mantenimiento de las crisis de ausencia, principalmente
contribuyendo al decremento en la inhibicion fasica del receptor GABAa en la
corteza, lo cual contribuye al desarrollo de descargas paroxisticas de frecuencias
entre 5 a 9 Hz. en la corteza somatosensorial, excitando a las neuronas
GABAérgicas del nacleo reticular talamico (NRT), las cuales inhiben a las neuronas
talamo-corticales (Danober y cols., 1998; Crunelli y cols., 2011). La inhibicion tonica

persistente en las neuronas talamo-corticales, induce una interrupcion en las
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sinapsis sensoriales de la corteza cerebral, disminuyendo la respuesta a los
estimulos externos (Crunelli y cols., 2011). Esta doble inhibicibn mediada a través
del receptor GABAa parece ser la clave para entender la fisiopatologia de las crisis

de ausencia.

Por tanto lo tanto, la administracion de farmacos antagonistas y moduladores
alostéricos del receptor GABAa es uno de los principales blancos de los farmacos
gue poseen actividad supresora de las crisis de ausencia (Targas Yacubian y cols.,
2014: Véase tabla 1).
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Tabla 1. Principales moduladores del receptor GABAa

Ligando

Subunidades de

mayor afinidad

Efecto

Referencia

Benzodiacepinas

Testosterona

Bicuculina

Etanol

Barbituricos

3a,5-THPROG

Picrotoxina

3a,5a-THDOC

3a-

androstanediol

Alopregnenolona

adyy2

aly B2

adyy2

Y2y a

Modulacion

alostérica positiva

Modulacion

alostérica positiva
Antagonista
Agonista

Modulacion

alostérica

Modulacion

alostérica positiva
Antagonista

Modulacion

alostérica positiva

Modulacion

alostérica positiva

Modulacion

alostérica positiva

(Sigel yErnst,
2018)

(Carver yReddy,
2013)

(Defeudis, 1990)
(Olsen, 2018)

(Sigel ySteinmann,
2012)

(Kelvin, 1990)

(Ghity cols., 2021)

(Wang, 2011)

(Reddy, 2004a)

(Miziak y cols.,
2020)
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Hormonas

Las hormonas son sustancias quimicas emisoras de sefiales que se liberan en
pequefias cantidades y llevan informacién desde una célula secretora hacia a una
célula efectora, a través del torrente sanguineo, con el fin de ejercer una accion
biolégica (Hall, 2018). Algunas hormonas tienen diferentes efectos en varios tejidos
blanco, a esta caracteristica se le conoce como multiplicidad de funcién (Rhoades
y Bell, 2018). De hecho, las hormonas regulan diferentes funciones en el organismo,
como lo es el crecimiento y el desarrollo, el mantenimiento del medio externo, la
regulacion del metabolismo, la diferenciacion celular y la reproduccion (Dorantes-
Cuéllar y cols., 2012).

Las hormonas pueden clasificarse de acuerdo a su haturaleza quimica: 1) hormonas
derivadas de aminas; 2) hormonas derivadas de péptidos y 3) hormonas derivadas
del colesterol (Figura 6: Rhoades y Bell, 2018).

1. Hormonas derivadas de aminas: son derivadas de uno o dos aminoacidos
modificados. Cada una de estas hormonas es sintetizada por una secuencia
particular de enzimas localizadas en la glandula endécrina donde se
producen.

2. Hormonas derivadas de péptidos: son derivadas de péptidos y/o proteinas.

3. Hormonas derivadas del colesterol: también Illamadas hormonas
esteroideas, son moléculas liposolubles e hidrofébicas, sintetizadas a partir
de colesterol. Cuando se producen en el SNC se les conoce como

neuroesteroides.
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Figura 6. Ejemplos de diferentes estructuras quimicas de hormonas. 1) Hormona derivada de
amina. 2) Hormona derivada de polipéptidos. 3) Hormona derivada de colesterol. Modificado de
Rhoades y Bell, 2018.
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La secrecion hormonal es pulsatil, es decir no tiene lugar de forma continua ni
uniforme a lo largo de la vida del individuo. Pueden ocurrir pulsos de secrecién que

duran minutos, horas, meses e incluso afios (Jameson, 2017).

Hormonas sexuales

Las hormonas sexuales, pertenecen al grupo de las hormonas esteroideas dada su
naturaleza quimica derivada del ciclopentanoperhidrofenantreno (Jameson, 2017).
La liberacion de estas hormonas esta controlada por el eje hipotalamo-pituitario-
gonadal, ademas estan involucradas en el desarrollo y funcionamiento de los
organos sexuales masculinos y femeninos, son producidas en los ovarios, en los

testiculos y en las glandulas suprarrenales (Jameson, 2017).

La testosterona es la hormona sexual masculina, su produccién es estimulada por
la hormona luteinizante (LH, de sus siglas en inglés) que actla sobre células de
Leydig de los testiculos y su funcion principal es la virilizacién de los genitales
masculinos internos y el mantenimiento de los caracteres sexuales externos
(Jameson, 2017). La testosterona es secretada a una razon de 4 a 9 mg diarios en
hombres adultos sanos, aproximadamente el 98% de la testosterona plasmatica se
encuentra unida a proteinas, lo que facilita su transporte en el plasma (Lizcano,
2017). ElI metabolismo de la testosterona sigue dos vias, por un lado, la
aromatizacion de la testosterona por accion de la enzima aromatasa que convierte
a la testosterona en 17(-estradiol, mientras que, la reduccion de testosterona por
parte de la enzima 5a o 5B-reductasa, puede producir 5a o 5p-dihidrotestosterona,

que posteriormente se convierte en 5a-androstane-3a,17p3-diol y en 5B-androstane-
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3a,17p-diol. Finalmente, el ultimo paso es catalizado por la enzima 173-
hidroxiesteroide-deshidrogenasa y produce androsterona y etiocolanolona (Reddy,
2004; Tutka y cols., 2019; Véase Figura 7).

17B-Estradiol

Aromatasa
Testosterona
5a-reductasa 5B-reductasa
5a-dihidrotestosterona 5B-dihidrotestosterona
3a-hidroxiesteroide
deshidrogenasa
5a-androstane-3a,17f3-diol 5B-androstane-3a,17(-diol
17B-hidroxiesteroide
dehidrogenasa
Androsterona Etiocolanolona

Figura 7. Vias del metabolismo de la testosterona. La testosterona es metabolizada por dos vias.
La via de la enzima aromatasa, que produce estradiol y por la via de la 5a o 5B-reductasa que
produce androsterona y etiocolanolona. Modificado de Tutka y cols., 2019.

Una vez secretada al torrente sanguineo, la testosterona puede viajar libre o unida
a la globulina fijadora de hormonas sexuales (SHBG, de sus siglas en Inglés) hacia
varios organos diana e inclusive atravesar la barrera hematoencefalica debido a sus

propiedades quimicas lipofilicas (Durdiakova y cols., 2011; Pfaff y Joels, 2017).

La testosterona se disocia de la SHBG en el 6rgano diana y difunde por gradiente
de concentracion hacia las células, donde se une a los receptores para andrégenos,
y puede activar dos vias de sefalizacion (Norman y cols., 2004; Luetjens y
Weinbauer, 2012):

1. La via gendmica clasica (lenta): El receptor de andrégenos unido a la
testosterona provoca una cascada de sefializacidbn que induce factores
transcripcionales que regulan la expresion de genes implicados en la
proliferacion, diferenciacion, metabolismo y apoptosis de las células (Hohl,
2017). Los efectos gendmicos, pueden tardar horas o dias para producir sus

acciones (véase Figura 8; Martinez-Rojo y cols., 2021).
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2. La via no gendmica (rapida): La union de la testosterona al receptor de
androgenos forma un complejo ligando-receptor que esta vinculado por
algun mecanismo a la produccion de una respuesta biolégica rapida. Los
efectos no gendmicos, pueden tardar segundos, minutos e inclusive afios

para producir sus acciones.

Testiculos

Circulacién sanguinea °

DHT
DHT

> AR, TS
AR AA DHT ~" T ) 5a- Reductasa
Traslocacion @ ) ,
‘ Receptor de andrégenos

Globulina de unién a hormona sexual
(SHBG)

Absorcién de
testosterona T Testosterona

DHT Dihidrotestosterona

-nuclear
Conversién de

testosterona . . N
A Proteina de choque térmico

y DHT  DHT \ 5 i
ARE | Respuesta andrégenica
- Transcripcion
NN AN\ NN AN /AN ¢
WAL ] ARE_|\WALANAY genética

Figura 8. Representacion esquemética de la via genémica de accion de los andrégenos. La
testosterona es secretada por los testiculos a la circulacion sanguinea, donde se une a SHBG. Una
vez en tejido diana, la testosterona se disocia de SHBG, atraviesa la membrana celular donde puede
ser metabolizada a 5a o 5B-dihidrotestosterona por la accion de las enzimas 5a o 5B-reductasas.
Posteriormente, se une al receptor de andrégenos y a las proteinas de choque térmico, facilitando
la entrada hacia a el nlcleo celular. Finalmente, el andrégeno se disocia del receptor de andrégenos
para unirse al acido desoxirribonucleico, formando complejos con coactivadores y correguladores
transcripcionales para la regulacién de la expresién del gen diana. SHBG: Globulina de unién a
hormona sexual, T: Testosterona, DHT: Dihidrotestosterona, SRD5A2: 5a-reductasa, HSP: Proteina
de choque térmico y ARE: Respuesta androgénica. Modificado de Martinez-Rojo, 2021.

La activacion de los efectos lentos o rapidos de la testosterona dependen de la
concentracion y del nimero de receptores de andrégenos expresados en los
organos diana (Bennett y cols., 2010). Se ha descrito que en el cerebro, existen
gran cantidad de receptores para los andrégenos (Sarkey y cols., 2008), expresados
diferencialmente entre machos y hembras, especialmente en el hipocampo, el

hipotalamo y en la corteza cerebral (Smith y cols., 2002).

Recientemente, se ha propuesto que la union de la testosterona a los receptores de

androgenos activa la via gendmica clasica y puede modular la excitabilidad neuronal
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a través de la regulacién génica de los cotransportadores para el cloro NKCC1 y
KCC2, que se encuentran en la sinapsis GABAérgica (Kipnis y cols., 2019; Reddy y
cols., 2021: Véase Figura 9A).

Al igual que varios neuroesteroides, se ha descrito que la testosterona y sus
metabolitos pueden funcionar como moduladores alostéricos positivos del receptor
GABAa (Olsen, 2018). Es por ello, que se ha propuesto su participacion en el inicio
y desarrollo de las crisis epilépticas, particularmente en aquellas del tipo ténico-
clonicas inducidas por farmacos (Reddy, 2013). Estudios realizados en ratas macho
orquiectomizados, demostraron que tanto la androsterona como la etiocolanolona
tienen potentes efectos anticonvulsivos (Kaminski y cols., 2005). Mientras que, 17(-
estradiol tiene un papel facilitador en el desarrollo de las crisis tdnico-clonicas
(Reddy, 2004; véase Figura 9B).
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Figura 9. Efectos de la testosterona sobre la excitabilidad neuronal. En A) La regulacion
génica a través de los receptores de andrégenos. La testosterona modula la expresion de los
cotransportadores de cloro NKCC1 y KCC2 a través de los receptores de androgenos. En B) La
modulacién alostérica por parte los receptores GABAa. La testosterona y sus metabolitos
modulan alostéricamente a los receptores de GABAa.
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Por otra parte, las hormonas sexuales también participan en la diferenciacion sexual
del cerebro, y su accidén esta mediada por receptores nucleares que regulan ciertos
genes (Barrett y cols., 2010). En algunos mamiferos la diferenciacion sexual del
cerebro ocurre al final del embarazo y primeros dias de vida post-natal, y da lugar a
cambios en estructuras y funciones cerebrales (McCarthy, 2012; Baum y cols.,
1988), por lo que resulta un excelente modelo para estudiar los cambios que
suceden en el cerebro durante este periodo de diferenciacion neuronal.
Adicionalmente, en los roedores, la testosterona es transformada a estradiol por la
enzima aromatasa dentro del cerebro, el cual es el responsable de la
masculinizaciéon y desfeminizacion del cerebro (McCarthy y cols., 2017; véase
Figura 10).

Organizacional- Activacional

Niveles de testosterona

Periodo sensitivo

Concepciér{ Nacimiento Pubertad

@ ‘e
) Ultima etapa ;
de gestacién

Figura 10. La diferenciacion sexual del cerebro durante el periodo sensitivo. En el roedor, el
periodo sensitivo comienza durante la Ultima etapa de la gestacién, con el inicio de la produccién
de testosterona testicular en los machos, y se mantiene hasta los primeros dias de vida postnatal.
Durante el periodo sensitivo, la testosterona testicular viaja por torrente sanguineo hacia el
cerebro, donde es aromatizada localmente a estradiol dentro de las neuronas. Las acciones en
conjunto del estradiol y los andrégenos producen la masculinizacién de los circuitos neuronales, a
través de sus efectos organizacionales. Posteriormente, durante la pubertad, los esteroides
gonadales actian sobre los circuitos neuronales para activar el comportamiento y la fisiologia
reproductiva tipica masculina o femenina. Las flechas negras sefialan el periodo sensible a la
masculinizacion, mientras que, la flecha roja sefiala el término del periodo sensitivo. Modificado
de McCarthy, 2012.
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El uso de la testosterona en la investigacion cientifica comenzé a tomar relevancia
a partir de su aislamiento (David y cols., 1935) debido al interés por su uso en el
tratamiento de hombres con hipogonadismo-hipogonadotropico (Nieschlag y Behre,
2012). Sin embargo, debido al hecho de que la testosterona no tiene acciones
cuando es administrada por via oral y que posee efectos secundarios graves,
comenzaron a surgir modificaciones quimicas que aumentaban sus efectos
eritropoyéticos y anabdlicos y con menos efectos secundarios a largo plazo
(Morgentaler y Traish, 2020).

La terapia de sustitucion de la testosterona mas utilizada en la investigacion
cientifica es la inyeccion intramuscular e intraperitoneal de ésteres de testosterona
(Nieschlag y cols., 2010). Adicionalmente, los ésteres de testosterona son
administrados en un vehiculo oleoso dado que generalmente es seguro, bien
tolerado y contribuye a disminuir la absorcion rapida de la testosterona (Mackey y
cols., 1995).

El propionato de testosterona es un éster de testosterona aromatizable, posee una
vida media de dos dias y es metabolizado por el higado. Gracias a sus rapidos
efectos y a su farmacocinética, es el derivado de testosterona mas recomendado
en estudios cientificos de corta duracion (Figura 11; Behre y Nieschlag, 2012).
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Figura 11. Concentracion sérica de testosterona después de la administracion de propionato
de testosterona. Concentracion sérica de testosterona después de la administracion de una sola
dosis de 50 mg de propionato de testosterona en siete pacientes con hipogonadismo (Modificado de
Nieschlag, 2012).
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Asi mismo, también se ha utilizado el propionato de testosterona como terapia de
remplazo hormonal en roedores, donde la administracion de 5 mg/Kg en ratas
macho orquiectomizadas, aumentd los niveles de testosterona sérica a niveles
supra fisiologicos, llegando por encima de los 50 nmol/L (Filova y cols., 2012; véase
Figura 12).

Por otro lado, la administracién subcutdnea de 0.2mg/350g/rata de propionato de
testosterona logré disminuir significativamente el nimero de crisis tonico-clénicas
inducidas por pentilenetetrazol (PTZ) en ratas macho orquiectomizadas (Schwartz-
Giblin y cols., 1989).

80+
—& - Propionato de testosterona

*
I -8~ |sobutirato de testosterona
()()" I—_-
/

404

204

~
~
~
;~“
L) T
24 48 72 96 168

Concentracién de testosterona (nmol/l)

[

Tiempo (h)

Figura 12. Concentracién sérica de testosterona ratas macho orquiectomizados.
Concentracion sérica de testosterona después de la administracién de una sola dosis de 5 mg/Kg
de propionato de testosterona (¢) e isobutirato de testosterona (m). El nimero de sujetos fue de 5
con cada tratamiento. Modificado de Filova, 2012.

Neuroesteroides

Se les conoce como neuroesteroides, a aquellos esteroides que pueden ser
sintetizados dentro del cerebro y que modulan la excitabilidad neuronal a nivel de
los canales idnicos, de los receptores de membrana y a partir de los cuales se
generan acciones gendmicas (Mellon y Griffin, 2002). Existe evidencia de la
presencia de enzimas implicadas en la esteroideogénesis en varias regiones del
encefalo tanto de humano como de rata (véase Figura 13). Adicionalmente, la

corteza cerebral, el bulbo olfatorio, el cerebelo y el hipotalamo, son las zonas de
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mayor actividad enzimatica esteroideogénica en los roedores (Compagnone y
Mellon, 2000).

Se pueden clasificar en tres clases: neuroesteroides sulfatados, los cuales ejercen
efectos excitatorios; y neuroesteroides pregnanos y androstanos que ejercen
efectos inhibitorios a través de la modulacion del receptor GABAa, principalmente
en aquellos que poseen la subunidad & (Lévesque y cols., 2020). La actividad
neuromoduladora del receptor de GABAa de los androstanos es rapida (minutos-
horas) debido a su naturaleza quimica (Reddy, 2003). Adicionalmente, se ha
descrito que la modulacién del receptor GABAa es dependiente de la concentracion
del neuroesteroide; a bajas concentraciones funciona como un potenciador de la
sinapsis inhibitoria, mientras que, en altas concentraciones disminuye la accion
inhibitoria del neurotransmisor GABA (Carver y Reddy, 2013). Dada la relevancia
de la neurotransmisién inhibitoria mediada por GABA en la epilepsia, los
neuroesteroides pregnanos y androstanos pueden actuar como anticonvulsivos de

amplio espectro (Reddy, 2011; Biagini y cols., 2013).

A P450scc $¥ STS
% P450c17 11B8HSD
% P450aro € 5a-reductasa

Figura 13. Representacion esquemaética de un cerebro de rata que muestra la expresién
regional de las enzimas implicadas en la neuroesteroidogénesis. Los simbolos de las diferentes
enzimas esteroidogénicas se muestran en la parte inferior de la figura. Las flechas rojas sefialan la
presencia de enzimas implicadas en la sintesis y en el metabolismo de andrégenos en diversas
regiones hipotalamicas. Modificado de Mellon, 2000.
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Finalmente, cabe destacar que, varios estudios sugieren que la sensibilidad a los
neuroesteroides puede verse modificada por el género del individuo, dado que las
concentraciones plasmaticas de las hormonas sexuales, la actividad metabdlica y
las diferencias biol6gicas en los receptores neuronales pueden modificar la
biodisponibilidad y funcionamiento de los neuroesteroides (Reddy, 2014; Tabatadze
y cols., 2015). De hecho, se han observado diferencias en la modulacion alostérica
del receptor GABAa entre ratas macho y en las ratas hembra inducida por
tetrahidrodeoxicorticosterona (THDOC), pero no con 3a,5a-tetrahidroprogesterona,

también denominada alopregnenolona (Gulinello y Smith, 2003).

Los modelos animales para el estudio de las crisis de ausencia

El uso de modelos animales para el estudio de las crisis de ausencia esta enfocado
en la busqueda de mejores opciones de tratamiento, de farmacos mas eficaces y
en el tratar de entender los procesos bioldgicos que desencadenan la patologia. En
la actualidad existen dos tipos de modelos de estudio en las crisis de ausencia,
aguellos en los que es necesario la administracion de farmacos o estimulacion
eléctrica para inducir las crisis de ausencia y los que expresan las crisis de ausencia
de manera espontanea debido a su origen genético (véase Tabla 2). Los modelos
de crisis de ausencia inducidos por farmacos durante mucho tiempo representaron
la mayor parte de la investigacion. Actualmente los modelos animales de crisis de
ausencia de origen genético nos ofrecen una mejor aproximaciéon a los mecanismos
de expresion y mantenimiento de las crisis de ausencia en humanos, principalmente

debido a que se presentan de manera espontanea (Lopes-Aguiar y cols., 2014).
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Tabla 2. Modelos animales de crisis de ausencia: inducidos por farmacos y/o de origen

genético
Tipo Moldelo Especie Referencia
animal
Inducido por farmacos
Administracion de AY-
9944(1,4- 13 .
bis-[2-clorobenzilaminome- Modelo .(Sm'th y
S Rata Bierkamper,
til]-ciclohexano AY-9944 1990)
dihidrocloruro)
Administracion de
(4,5,6,7-tetrahidroisoxazolo- (Vergnes
[5,4-c]piridina-3-ol) o THIP  Modelo THIP Rata cols 9198%
Genéticos
Mutacién en el gen Cacng2 Raton Raton (Letts y cols.,
Stargazer 1998)
Mutacion en el gen .
Ratén . (Fletchery cols.,
Cacnala Tottering Raton 1996)
Mutacion en el gen Cacnb4 Ratén . (Burgess y cols.,
L Raton
letargico 1997).
Mutacion poligenética (Marescaux y
GAERS Rata Vergnes, 1995)
(Wistar albina Glaxo/ (Coenen'y Van
Rijswijk) WAG/RIj Rata Luijtelaar, 2003)
Mutacién poligenética ’
Mutacion gen Tubb4a taiep Rata E:%?Slm%e;ggl
Mutacion en el gen C57BL  Ratdén Leaner Ratén (Noebels, 1984)

GAERS: Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg; taiep acrénimo de: temblor, ataxia,
inmovilidad, epilepsia y pardlisis; WAG/Rij: Wistar albina Glaxo/Rijswijk
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La rata Genetic Absence Epilepsy from Strasbourg (GAERS)

La rata GAERS fue inicialmente descrita en Estrasburgo, Francia en el afio 1982
por el grupo de la Dra. Marguerite Vergnes. Estudios electroencefalograficos
posteriores mostraron que las ratas GAERS presentan descargas espiga-onda con
un rango de frecuencia de entre 7 a 11 Hz. con una duracion media de 18-25
segundos y una frecuencia promedio de 1.5 por minuto (véase Figura 14), las cuales
presentan un inicio y final abrupto en el EEG. Conductualmente el animal
permanece inmovil y tiene pequefias contracciones faciales (Vergnes y cols., 1982;

Marescaux y Vergnes, 1995).

Se ha reportado que existe un dimorfismo sexual en la expresion de las descargas
espiga-onda en las ratas GAERS. En los machos, las descargas espiga-onda tienen
una duracion menor comparado con las que presentan las hembras (van Luijtelaar
y cols., 2014).

En cuanto a la participacion de hormonas sexuales en la expresion de las crisis de
ausencia de la rata GAERS, aun no se han realizado estudios (van Luijtelaar y cols.,
2014).

250 puv
1s

200 v

200 ms
Figura 14. Crisis de ausencia en la rata GAERS. Patrén de descarga espiga-onda caracteristico

de la rata GAERS, en la parte inferior se muestra una ampliacion del trazo, mostrandose la
morfologia espiga-onda caracteristica de este tipo de epilepsia. Modificado de Dezsi y cols, 2013.

La rata Wistar Albino Glaxo de Rijswijk (WAG/RIj)

Es un modelo de crisis de ausencia genético descrito en los Paises Bajos en la

provincia de Rijswijk por Coenen y van Luijteelar en 1996. Presenta descargas
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espiga-onda con una frecuencia de 7 a 10 Hz a lo largo del ciclo suefio-vigilia, de
manera abrupta, con una duracién de entre 5y 15 segundos (véase Figura 15). Las
descargas son bilaterales, simétricas y presentes en toda la corteza cerebral (van
Luijtelaar y Coenen, 1986; Meeren y cols., 2005).

Las ratas WAG/RIj no tienen un dimorfismo sexual en cuanto a la expresion de las
descargas espiga-onda (Coenen y Van Luijtelaar, 1987), por lo que se han realizado

pocos estudios sobre la influencia de las hormonas sexuales.

En cuanto a la participacion de algunos neuroesteoides en las crisis de ausencia de
las ratas WAG/RIj, la administracién de alopregnenolona también denominada 3a-
hidroxi-5a-pregnano-20-Uno o 3a,5a-tetrahidroprogesterona, un derivado natural de
la progesterona, disminuy6 la frecuencia y duraciéon de las crisis de ausencia
(Karabulut y cols., 2018). Esta actividad antiepiléptica se debe a la modulacién
alostérica positiva del receptor GABAa (Budziszewska y cols., 1999; Citraro y cols.,
2006; Pisu y cols., 2008). Adicionalmente, el neuroesteroide sintético ganaxolona
un homologo de vida media mayor, aumento la frecuencia y la duracion de las crisis
de ausencia dependiendo de la via de administracion y durante los primeros 30

minutos de registro electroencefalografico (Citraro y cols., 2006).

Por otra parte, la ovariectomia de ratas hembras WAG/RIj incrementé la frecuencia

y la duracion de las descargas espiga-onda (Yildiz y cols., 2011).
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Figura 15. Crisis de ausencia de una rata hembra WAG/Rij. Note el patron espiga-onda
caracteristico de las crisis de ausencia en esta rata, en la parte inferior se muestra una ampliacién
del trazo. Modificado de Kovéacs y cols, 2017.

En relacion con el ciclo estral de la rata WAG/RIij hembra, se ha demostrado que las

fluctuaciones en los niveles de progesterona durante el ciclo estral modulan la
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frecuencia de aparicion de las DEO. Durante las primeras horas de la noche del
proestro, se observa un aumento en la frecuencia de aparicion de las DEO (Van
Luijtelaar y cols., 2009; véase Figura 16A). El aumento en la frecuencia de aparicion
de las DEO concuerda con el aumento en la liberacién de progesterona durante el

proestro del ciclo estral de la rata (Miller yTakahashi, 2014; véase Figura 16).

A) B)
34 Proestro  Estro Metaestro  Diestro - \ || || || ||

LML L oo

FSH
LH

Ndmero de DEO

T, Progesterona

L D L D L D L D Metaestro Diestro Proestro  Estro

Tiempo (h)

Figura 16. Variacion en el nUmero de descargas espiga-onda en el ciclo estral de la rata
WAG/RIj. En A) Se pueden observar variaciones en el nimero de DEO a lo largo del ciclo estral de
la rata WAG/RIj. Durante la fase del proestro, se observa un aumento en las DEO. En B) se observa
el ciclo estral de la rata. Durante la fase del proestro se observa un aumento en la liberacion de la
hormona luteinizante (LH), de la hormona foliculo estimulante (FSH) y de progesterona. Modificado
de Van Luijtelaar y cols., 2009 & Miller y cols., 2014.

Para finalizar, se ha demostrado que el nimero de DEO disminuye durante las dos
primeras semanas del embarazo de las ratas WAG/RIij, pero aumentan
exponencialmente durante las tercera y Ultima semana del embarazo (Tolmacheva

y cols., 2004; Kovacs y cols., 2017).

La rata taiep

La rata taiep es una mutante de tubulina con herencia autosémica recesiva la cual
se obtuvo en el Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor del
Instituto de Fisiologia, de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, de

manera espontanea durante el proceso de cruzas endogamicas para producir una
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rata con una alta frecuencia de bostezo (Holmgren y cols., 1989). El nombre taiep
deriva del acrénimo de los principales signos neurolégicos que presenta a lo largo
de su desarrollo, temblor, ataxia, inmovilidad, epilepsia y pardlisis. La fisiopatologia
es causada por una mutacioén en el gen Tubb4a en el cromosoma 9 (Garduno-
Robles y cols., 2020), la cual produce un fenotipo de hipomielinizacion inicial
seguida de una desmielinizacion progresiva del sistema nervioso central (véase
Figura 17).

control

Figura 17. Hipomielinizacion y desmielinizacion del sistema nervioso central de la rata taiep.
Microfotografias de cortes parasagitales del cerebro de la rata taiep y ratas control de la cepa
Sprague-Dawley emparejadas por edad, se observa la mielina tefiida con tetrazolio y
diaminobencidina (coloracion obscura). Note los niveles reducidos de mielina en el SNC de la rata
taiep al primer mes de edad y la pérdida progresiva de la mielina con el transcurso del tiempo en
comparacion con la rata control. (Modificado de O’Connor y cols., 2000).

La enfermedad causa una acumulacién de microtibulos del citoplasma que afectan
al sistema de transporte del reticulo endoplasmico rugoso hacia la region Cis del
aparato de Golgi, dando como resultado una falla en el transporte de todas las
proteinas especificas de la mielina (Couve y cols., 1997) por lo que se produce una
disminucién de todas las proteinas especificas de la mielina como son la proteina
basica de la mielina (PBM), la proteina proteolipidica (PPL) y la glicoproteina
asociada la mielina (GAM) (Mdller y cols., 1997). Adicionalmente, la deficiencia de
proteinas y la acumulacion de microtubulos, provocan la organizacion anormal de
la mielina en los axones produciendo desmielinizacion progresiva (Krsulovic y cols.,
1999). Es importante mencionar que la rata taiep tiene una sobrevida de alrededor

de 24 meses, al igual que la rata Sprague-Dawley sin patologia, lo que ofrece una
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ventaja con respecto a otros animales carentes del gen de la tubulina p4A. (Cortés
y cols., 2005).

La epilepsia en la rata taiep fue inicialmente descrita como del tipo de crisis
audiogénicas, producidas por estimulos auditivos de 103 dB y con un amplio rango
de frecuencias emitidas por una chicharra que se encendia a intervalos de 30
segundos (Holmgren y cols., 1989). Estudios electroencefalograficos posteriores,
realizados en el laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control Motor,
mostraron que la epilepsia en la rata taiep es del tipo crisis de ausencia, debido a
gue se presentan descargas corticales del tipo espiga-onda (Eguibar y Cortés,
2010).

A nivel reproductivo, la fertilidad en las ratas taiep, se encuentra disminuida cuando
se compara con la de una rata Sprague-Dawley (Holmgren y cols., 1989). En las
ratas hembra se ha observado un aumento en las concentraciones de testosterona,
retraso en la apertura vaginal y reduccioén en el nimero de foliculos, ademas de
disminucién en las catecolaminas ovéaricas y un aumento en la expresién de
kisspeptina en los machos taiep, pero no en las hembras (Mufioz de la Torre y cols.,
2018, 2022).

Un modelo de la tubulinopatia H-ABC

Las tubulinopatias son un grupo recientemente descubierto de trastornos del
neurodesarrollo y neurodegenerativos (Gongalves y cols., 2018), que se
caracterizan por la mutacion en los genes que codifican para la a y B-tubulina
(Fertuzinhos y cols., 2022). Las tubulinas a y B, conforman una parte fundamental
de los microtubulos, estructuras claves en el citoesqueleto de todas las células
eucariotas y que participan en diferentes funciones, como son el desarrollo
neuronal, la division celular, la motilidad celular y el transporte axonal (Gongalves y
cols., 2018).

Las mutaciones en los genes TUBA1A, TUBB2B y TUBB3 son responsables de
alrededor del 90% de los casos asociados a malformaciones cerebrales como son

microgiria, lisencefalia y la agiria (Romaniello y cols., 2015; Gongalves y cols.,
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2018). Mientras que, mutaciones en el gen TUBB4A provocan alteraciones
cerebrales caracterizadas por hipomielinizacion y atrofia cerebelosa (Romaniello y
cols., 2018).

La hipomielinizacién con atrofia de los ganglios basales y el cerebelo (H-ABC, de
sus siglas en inglés hypomyelination with atrophy of the basal ganglia and
cerebellum), es un sindrome raro descrito por primera vez en afio 2002 por Van der
Knaap y cols., (2002) y que se caracteriza por una mutacion de novo en el gen
TUBB4A, que codifica para la B-tubulina 4A (Simons y cols., 2013). Sus
manifestaciones clinicas comienzan regularmente durante la infancia, y se
caracterizan por trastornos progresivos del movimiento, como distonia, coroatetosis
y rigidez, causados por la atrofia de los ganglios basales. Ademas de, ataxia,
tetraplejia espastica y en algunas ocasiones, epilepsia (Van der Knaap y cols., 2002;
Simons y cols., 2013; Tonduti y cols., 2016; Romaniello y cols., 2019).

Las imagenes por resonancia magnética (MRI, de sus siglas en inglés magnetic
resonance imaging), es la principal herramienta para el diagnostico del sindrome H-
ABC (Parikh y cols., 2015) el cual es confirmado por estudios genéticos del exoma

0 secuenciacion total (Parikh y cols., 2015).

En una colaboracion entre nuestro laboratorio y un grupo de investigadores de la
Universidad de Guanajuato y del Centro de Investigacion en Optica A. C.,
describieron a la rata taiep como el unico modelo animal para el estudio de la H-
ABC, debido a que presenta una mutacion en el gen Tubb4 (Garduno-Robles y cols.,
2020)

La mutacion es el tipo puntual y presenta un cambio de ‘G por A’ en el exdn 4B que
implica un cambio de una alanina por una treonina en la posicion 302 (Garduno-
Robles y cols., 2020). Las imagenes por resonancia magnética de la rata taiep,
muestran que presenta cambios morfolégicos consistentes de hipomielinizacion y
atrofia en el cerebelo e hipodensidad en el caudado-putamen. Por tanto, las
caracteristicas radiologicas de la rata taiep, coinciden estrechamente con las de los
humanos que padecen H-ABC (Garduno-Robles y cols., 2020). En la actualidad, el

uso de nuevas técnicas de microscopia de generacion de segundo armonico (SHIM,
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de sus siglas en inglés second-harmonic imaging microscopy), ha permitido a
nuestro grupo de investigacion permitir la descripcion de los aspectos estructurales

y moleculares del H-ABC en el tejido cerebral (Alata y cols., 2022).
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Antecedentes

Las descargas espiga-onda de la rata taiep se presentan de manera espontanea,
ademas; poseen una frecuencia principal de entre 4 a 8 Hz (Eguibar y Cortés, 2010).
Adicionalmente, las crisis de ausencia en la rata taiep son de caracter sexualmente
dimorfico, ya que en los machos las crisis de ausencia se presentan a partir del
tercer mes de edad, mientras que, en las hembras se presentan a partir de los 6

meses de edad (Cortés y cols., sometido a comision editorial para ser publicado).

El dimorfismo sexual en la expresion de las crisis de ausencia de la rata taiep aun
no se ha dilucidado, es por ello por lo que, con el objetivo de caracterizar las posibles
hormonas sexuales implicadas en la generacion y mantenimiento de las crisis de

ausencia, se han estudiado los efectos de algunas hormonas esteroides sexuales.

En ratas taiep macho adultas orquietomizadas, la progesterona no mostré ningun
efecto significativo en la frecuencia y duracion de las crisis de ausencia, mientras
que la administracion de 17B- estradiol disminuy6 la duracién de las crisis de
ausencia significativamente en las ratas taiep macho adultas con orquiectomia
(Grados, 2019; Cortés y cols., 2022).

En lo que respecta a las ratas taiep hembras, la administracion sistémica
subcutanea de 20 mg/Kg de progesterona aumento la frecuencia y la latencia al
primer episodio de descarga espiga-onda en ratas taiep hembras que fueron
ovariectomizadas e histerectomizadas, pero no en aquellas que solo fueron
ovariectomizadas, demostrando que la biodisponibilidad de esta, es relevante en el

mantenimiento de las DEO en las ratas taiep hembras (Andrade, 2022).

Adicionalmente, la administracion central de 2 pg de prolactina en ratas taiep
hembras incremento la frecuencia y la duracion de las DEO, y disminuyd la latencia
al primer episodio de DEO, mostrando la capacidad de la prolactina para modular al
circuito tdlamo-cortical y con ello modificar la incidencia de las DEO (Alvarado,
2021).

En relacion a lo antes mencionado, resultados experimentales muestran que la

progesterona, particularmente mediante los derivados de 5a y 3a modulan el
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sistema GABAEérgico, a través de la via de los receptores GABAa (Kaminski y cols.,
2005). Ademas, se ha reportado un incremento anormal en la liberacién de la LH
por parte del eje hipotdlamo-pituitario-gonadal poco tiempo después de una crisis
epiléptica (Dana-Haeri y cols., 1984).

La participacion de las hormonas sexuales en las crisis de ausencia aun no es del
todo clara, debido principalmente a la poca cantidad de estudios donde se analiza
el posible rol de la diferenciacion sexual que tienen algunos modelos genéticos en
la expresion de las crisis de ausencia (van Luijtelaar y cols., 2014). Sin embargo,
las investigaciones actuales han enfatizado la participacion de las hormonas
sexuales como posibles moduladores alostéricos de la sinapsis glutamatérgicas y/o
GABAérgicas, que pueden afectar los umbrales de disparo neuronal y la aparicion
de las crisis (Pack y cols., 2011). De tal forma, que las posibles variaciones en las
hormonas esteroides circulantes o en los niveles de neuroesteroides en el cerebro
de hombres y mujeres podrian contribuir al dimorfismo sexualen el control de las

crisis de ausencia (Reddy, 2017).

El papel de la testosterona en el inicio y mantenimiento de las crisis de ausencia se
continla estudiando. Estudios realizados en ratas orquiectomizadas han
demostrado que la disminucion en la testosterona se asocia con un aumento en la
incidencia de las crisis tonico-clonicas inducidas por picrotoxina (Thomas y McLean,
1991), lo mismo sucedié en un modelo animal con epilepsia del I6bulo temporal
inducida por acido kainico (Mejias-Aponte y cols., 2002), pero aun no existen
estudios en animales orquiectomizados con crisis de ausencia. No obstante,
estudios en humanos, han mostrado una reduccion en los niveles de testosterona
sérica posterior a una crisis de ausencia (Rabie y cols., 2016). Adicionalmente, se
ha propuesto que la testosterona tiene una funcién proconvulsiva, es decir
aumentando la actividad eléctrica del cerebro. Particularmente el neuroesteroide
3a-androstanediol tiene efectos proconvulsivos al considerarse un modulador

alostérico para el receptor GABAa (Reddy y Jian, 2010).
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Finalmente, en los modelos animales genéticos de crisis de ausencia, aun no hay
estudios donde se analice la participacion de la testosterona en el inicio y

mantenimiento de las crisis de ausencia.
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Justificacion

Debido al problema en la salud publica que ocasionan las crisis de ausencia
(Organizacion Mundial de la Salud, 2019), a la gran cantidad de crisis
farmacorresistentes y sumado al hecho de que en el mundo, existen pocos estudios
en los que se analiza la relacion que existe entre la testosterona y las crisis de
ausencia en modelos animales (van Luijtelaar y cols., 2014), se requieren estudios
adicionales en distintas etapas del desarrollo, para dilucidar el rol de los esteroides

sexuales en la epilepsia.

La rata taiep es un modelo animal para el estudio de la epilepsia del tipo crisis de
ausencia que presenta un dimorfismo sexual en su expresion de crisis, por lo que
resulta ser un excelente modelo para conocer el rol en el que participa la
testosterona en las crisis de ausencia y con ello contribuir al conocimiento sobre la
fisiopatologia de este trastorno.

Hipotesis

La testosterona modifica la latencia, la frecuencia y la duracion de las crisis de
ausencia en la rata taiep macho adulto y en ratas las hembras adultas.
Objetivos

General

Evaluar el efecto de la testosterona sobre las crisis de ausencia de la rata

taiep macho adulto y en ratas hembra adultas.

Particulares

1.- Analizar el efecto de la administracién sistémica y aguda de propionato de
testosterona sobre latencia al primer evento de crisis de ausencia, la frecuenciay la

duracion de las crisis de ausencia en la hembra taiep adulta.
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2. Analizar el efecto de la administracion propionato de testosterona sobre la
latencia a la primera crisis de ausencia, asi como la frecuencia y la duracion en ratas

taiep macho adultas.

3.- Analizar el efecto de la administracion propionato de testosterona sobre el

namero total de crisis de ausencia en las ratas taiep macho y hembra.

4. Analizar el efecto de la administracion propionato de testosterona sobre el periodo

intercrisis en las ratas taiep macho y hembra.
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Material y métodos
Sujetos experimentales

Se emplearon 8 ratas taiep macho adultas de seis meses de edad y 8 ratas taiep
hembras adultas de seis meses de edad, las cuales se dividieron en 2 grupos de
acuerdo con el disefio experimental mostrado en la Figura 18, durante los
experimentos se mantuvieron en cajas individuales de acrilico transparente con una
cama de viruta de madera comprimida, con un ciclo luz-oscuridad 12:12 con
encendido de luces a las 0700, libre acceso de alimento balanceado para roedores
(LabDiet 5008, Purinae, Estados Unidos de América) y agua purificada (Ciele, Coca
Cola™, México), con temperatura controlada 22 + 2°C y humedad relativa de 30 a
45 %. Todos los procedimientos se realizaron siguiendo los cadigos y leyes de la
Norma Oficial Mexicana 062 para el cuidado y manejo de animales de laboratorio
(NOM-062-Z00-1999) y siguiendo las normas de los Institutos Nacionales de Salud
de los Estados Unidos de Norteamérica (NIH de sus siglas en inglés; National
Research Council Committee for the Update of the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, 2011). El protocolo fue sometido para su aprobacion al
CICUAL-BUAP. Ademas, los animales estuvieron bajo la vigilancia y cuidado del
M.V.Z. Omar Isidro Maldonado, y la M. en C. Araceli Ugarte Rojano.

35



Ratas taiep Ratas taiep

hembra macho
\ ] . 4 ~
- - - =
Smesesy L g ariectomia Smesesy 4 orquiectomia
15 dias 15 dias :

6 meses Cirugia
estereotaxica 6 meses Cirugia
Tl estereotéxica
6 mesesy Registro EEG
10 dias (Control) 6mesesy _| [ Registro EEG

10 dias (Control)
6 meses v Registro EEG 6 mesesy . Registro EEG
12 dias (Propionato de 12 dias (Propionatode
testosterona) testosterona)

<

Figura 18. Disefio experimental. Se emplearon ratas taiep macho de 6 meses de edad y ratas taiep
hembra de 6 meses de edad. Se formaron 2 grupos experimentales (n=8). A las ratas macho se les
realiz6 una orquiectomia y a las ratas hembra una ovariectomia, posteriormente, mediante cirugia
estereotaxica se implantaron electrodos en el hipocampo, la corteza cerebral, los misculos de la
nuca y en la érbita del ojo izquierdo. El registro control se realizé con la administracion de aceite de
oliva y el registrdé con testosterona se realiz6 dos dias después y mediante la administraciéon via
subcutdnea de propionato de testosterona a una concentracion de 2 mg/Kg.

Cirugia estereotaxica

El implante de electrodos para el registro electroencefalografico (EEG) se realizé
por medio de cirugia estereotaxica con la ayuda de un aparato estereotaxico tipo
Kopf (Modelo 900LS, Stoelting, Estados Unidos de América) en condiciones de
asepsia y antisepsia, utilizando yodopovidona al 10% (Isodinee, México) para la
limpieza de la region dorsal de la cabeza. Las ratas fueron anestesiadas
previamente mediante la administracion intraperitoneal de 75 mg/kg de ketamina
(Anesket, Pisa, México) y 5 mg/Kg de xilacina (Procine Cheminova™,
México). Se realizdé una incision media a lo largo del craneo con un bisturi del
namero 4 y una navaja del numero 20, se removio el periostio con una legra, y se
realizaron 4 trépanos en las regiones: frontal, parietal y occipital, para anclar tres
electrodos de tornillo de acero inoxidable. Adicionalmente, se coloc6 un electrodo
bipolar de profundidad, en el hipocampo derecho en la regiéon CA1, siguiendo las

coordenadas estereotaxicas del atlas de Paxinos y Watson (2007), que fueron
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anteroposterior: -4 mm, mediolateral: -2.5 mm, dorsoventral: -2.5 mm empleando la
sutura de bregma como punto de referencia estereotaxica (véase Figura 19).
Adicionalmente se colocaron dos electrodos de nicromio en los musculos de la nuca
para el registro del electromiograma y otro electrodo de nicromio implantado en la
parte posterolateral de la orbita ocular derecha para el registro de la actividad
electrooculogréfica. Todos los electrodos se unieron mediante un conector de 6

polos y se fijaron al craneo mediante acrilico dental (Nic Tonee).

Después de la cirugia, los animales se mantuvieron en recuperacion durante cinco
dias con condiciones de antibioticoterapia mediante la administracion s.c. de 16
mg/Kg de clorhidrato de lincomicina y 32 mg/Kg de espectinomicina sulfato (Five-
Lincopectine, Fivevet~, Estados Unidos de América), y analgesia con la

administracion s.c. de 2 mg/Kg de flunixin meglumina (Napzin®, Pisa, México).

Lamda

Figura 19. Localizacion de los electrodos de registro. Se esquematiza la posicién espacial de
los electrodos implantados mediante cirugia estereotaxica. En color azul marino, rojo y amarillo
electrodos de corteza, en verde el electrodo de hipocampo, en azul cielo electrodo para el registro
del electrooculograma (EOG) y finalmente los electrodos en los musculos de la nuca para el
electromiograma (EMG) en color naranja.

Orquiectomia

A las ratas taiep macho de 165 dias de desarrollo postnatal se les realiz6 una
orquiectomia, para ello se utilizé ketamina (75 mg/Kg) y xilacina (5 mg/Kg) para
inducir anestesia. Se rasuré el area perigenital y se colocé a la rata en una tabla
quirdrgica. Se desinfectdo el area escrotal empleando yodopovidona al 10%
(Isodine®, México). Posteriormente se realiz0 una incision en el saco escrotal, la

cual se encuentra entre la region inguinal y el ano, para exteriorizar el testiculo. Una
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vez expuesto este se ligaron los cordones neuro-vasculares y el conducto deferente
utilizando una sutura absorbible “000”, para extraer el testiculo. Se realiz6 el mismo
procedimiento quirdrgico para el otro testiculo. Una vez que se extrajeron ambos
testiculos se suturd con hilo de seda “0000” en cada escroto y se limpi6 el &rea con
una torunda con Isodine. Posteriormente se les administr6 meglumina de flunixin
(Napzin®) 0.2mg/Kg como analgésico y enrofloxacina (Enroxil®) 0.015 mg/Kg al 5%

como antibiotico durante cinco dias, por via s.c.

Ovariectomia

A ratas taiep hembra de 165 dias de desarrollo postnatal se les realizé una
ovariectomia, para ello se utilizé ketamina (75mg/Kg) y xilacina (5 mg/Kg) para
inducir anestesia. Se rasuroé el area media dorsal entre la ultima costilla paracentral
y la pelvis. Se realizd6 antisepsia de Ila region lumbar con
yodopovidona al 10%. En posiciéon decubito ventral se realiz6 un abordaje unilateral
empleando tijeras Mayo rectas para cortar por planos el tejido celular subcutaneo y
el musculo. Se localizaron los ovarios debajo de la incision del musculo, embebidos
en una masa de tejido adiposo, se retird el tejido adiposo de la cavidad y se ligaron
con seda “000” a la altura del oviducto, se cortaron y se extrajeron los ovarios y la
porcion distal de los oviductos. Posteriormente, a las ratas se le administré
meglumina de flunixin (Napzin®) 0.2mg/Kg como analgésico y enrofloxacina
(Enroxil®) 0.015mg/Kg al 5% como antibiético durante cinco dias por via

subcutanea (s.c.)
Habituacion pre-registro

Las ratas se habituaron por tres horas durante tres dias en condiciones de registro
electroencefalografico conectadas a un sistema rotatorio tipo “swivel” lo que permite
el libore movimiento de la rata. Las ratas se mantuvieron con acceso de agua y
alimento ad libitum en una caja de acrilico transparente en un cuarto
sonoamortiguado y aislado eléctricamente en una jaula tipo Faraday, con un ciclo
de luz-oscuridad 12:12.
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Registro electroencefalografico

Los registros electroencefalogréficos se realizaron con el fin de analizar las
descargas espiga-onda y tuvieron una duracién de 24 horas comenzando a las
08:00. Se coloco a la rata en condiciones de registro media hora antes del
experimento. El registro control se realiz6 con la administracion de aceite de oliva
extra virgen (Carbonelli, México) y el registro con testosterona se realiz6 dos dias
después y mediante la via de administracion subcutanea de propionato de
testosterona (MilliporeSigma, Estados Unidos de América), a una concentracion de
2 mg/Kg. Se grabd la actividad conductual de cada rata mediante una camara de
video-filmacion (Sony, Japdn) en sincronia con el programa de registro del EEG. Se
utilizé el programa de cémputo GRAEL LT System, (Compumedics®, Reino Unido)
para el registro de EEG y el ulterior analisis de las descargas espiga-onda
empleando el software Profusion Sleep (Compumedics®, Reino Unido) bajo un

sistema operativo Windows® (véase Figura 20).

Cx parietal \S,V |
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Figura 20. Registro electroencefalogréafico en una rata taiep macho adulta. El registro se realizé
en A) una jaula con un sistema movil colocada en un cuarto sonoamortiguado y en condiciones
controladas. Note la flecha roja sefialando los electrodos. En B) Se muestra una descarga espiga-
onda (sombreada en color amarillo). Cx: corteza, Hp: Hipocampo, CA1l, EMG: electromiograma y
EOG: electrooculograma.
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Criterios de identificacion de las descargas espiga-onda

Los criterios de identificacion de las crisis de ausencia fueron los siguientes:
Las descargas espiga-onda deben aparecer en todos los canales corticales.
2. Las descargas espiga-onda presenta una fase de ascenso de la amplitud de
la sefial seguida de una de descenso hasta restaurarse la actividad cortical
previa.
La duracién de las descargas espiga-onda debe ser mayor a 1 segundo.
La frecuencia debe estar en el rango entre 4 a 8 Hz.

El inicio y término de las descargas espiga-onda debe ser abrupta.

o 0 bk~ w

Las ratas deben permanecer quietas durante el periodo de la descarga

espiga-onda.

Una vez identificadas las crisis de ausencia se analizg; la frecuencia de las
descargas: el nimero de descargas espiga-onda cada dos horas, la duracion de las
descargas: tiempo que dura cada descarga espiga-onda y la latencia a la primera
descarga espiga-onda: el tiempo desde que inicia el registro 08:00 h hasta la
aparicion de la primera crisis de ausencia (Figura 21). Asi como el nimero total de

crisis durante las 24h del registro y el periodo intercrisis.

3.-
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Figura 21. Esquematizacion de las variables. 1.- Inicio de los registros electroencefalograficos a
las 08:00 h, 2.- Latencia al primer evento de descarga espiga-onda, 3.- Frecuencia de las descargas
espiga-onda, 4.-Durancién de cada descarga espiga-onda y 5.- Periodo intercris. Las descargas
espiga onda se muestran sombreadas en color amarillo.
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Analisis estadistico

Se empled el programa Sigma Plot version 13.0 (Systat Software Inc., Estados
Unidos de América) para graficar la media + error estandar de la frecuencia y la
duracion cada dos horas, asi como, la latencia al primer evento de descarga espiga-

onda, el periodo intercrisis y el total de las descargas espiga-onda.

La frecuencia, la duracion, la latencia, el periodo intercrisis y el total de las
descargas espiga-onda, se analizaron mediante el programa estadistico SPSS
version 22.0 (IBM, Estados Unidos de América) mediante la prueba t de Student
para muestras independientes cuando se compararon dos grupos. Se consideré

como diferencia significativa cuando la probabilidad fue P<0.05.

41



Resultados

Efecto del propionato de testosterona en la frecuencia, duracion y

latencia de las descargas espiga-onda en machos orquiectomizados.

La administracion de 2 mg/Kg de propionato de testosterona en ratas taiep macho
adultos y orquiectomizados (n=8), no provoco cambios en la frecuencia de las DEO
durante las primeras doce horas del registro electroencefalografico (véase Figura
22).
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Figura 22. Efecto de la administracién de propionato de testosterona sobre la frecuencia de
las descargas espiga-onda. La administracion de 2 mg/Kg de propionato de testosterona, no
modificé la frecuencia de las DEO. La barra blanca muestra la fase de luz y la barra negra la fase
oscura del ritmo circadiano. Los resultados son la media + EEM de 8 ratas por grupo. PT: Propionato
de testosterona

En cuanto a la duracion de las crisis de ausencia, esta aumento significativamente
en los periodos de 07:00, 17:00, 01:00, 03:00 y 05:00 cuando se administraron 2
mg/Kg de propionato de testosterona en ratas taiep macho orquiectomizados.

Siendo las 07:00, donde se obtuvo un aumento de hasta el 39.4% (7.1 £0.4s; prueba

42



de la t de Student, t 4.04)= 472, P<0.01) con respecto al grupo control (5.1 + 31 s).
(véase Figura 23).
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Figura 23. Efecto de la administracién de propionato de testosterona sobre la duracion de
las descargas espiga-onda. La administracion de 2 mg/Kg de propionato de testosterona, aumento
significativamente la duracion de las DEO de ratas taiep macho orquiectomizadas, aumentando con
un maximo del 39.4% a las 07:00 (7.2 + 0.4s; prueba de la t de Student, t 4.04)= 472, P<0.01) con
respecto al grupo donde se administré vehiculo (5.1 + 31 s). La barra blanca muestra la fase de luz
y la barra negra, la fase oscura del ritmo circadiano, *P<0.05 y ¢ P<0.001. Los resultados son la
media + EEM de 8 ratas por grupo. PT: Propionato de testosterona

No se obtuvieron diferencias significativas en la latencia al primer evento de DEO
entre los grupos en donde se administraron 2mg/Kg de propionato de testosterona
y el grupo control (véase Figura 24).
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Figura 24. Efecto de la administracion de propionato de testosterona sobre la latencia al primer
episodio de descargas espiga-onda. La administracion de 2 mg/Kg de propionato de testosterona
en ratas taiep machos orquiectomizados no promueve cambios en la latencia al primer episodio de
DEO. Los resultados son la media + EEM de 8 ratas por grupo. OX: Orquiectomia, PT: Propionato de
testosterona

Efecto del propionato de testosterona en el numero total de crisis de

ausencia en machos orquiectomizados.

El numero total de DEO durante las 24h de duracion del registro
electroencefalografico, no se modific6 cuando se administraron 2mg/Kg de

propionato de testosterona en comparacion con el grupo control (véase Figura 25).
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Figura 25. Efecto de la administracion de propionato de testosterona el nimero total de
descargas espiga-onda. La administracién de 2 mg/Kg de propionato de testosterona en ratas taiep
machos orquiectomizados no mostré un cambio en el nimero total de DEO durante las 24h de
duracion del registro electroencefalografico. Los resultados son la media + EEM de 8 ratas por grupo.
OX=0rquiectomia. PT: Propionato de testosterona

Efecto del propionato de testosterona en el periodo intercrisis de

machos orquiectomizados.

La administracion de propionato de testosterona en machos orquiectomizados
aument6 de manera significativa el periodo intercrisis en los periodos 09:00, 11:00,
19:00, 23:00 y 03:00. Siendo las 23:00 el periodo de aumento maximo, de hasta el
605% (669 + 130.5 s; prueba de la t de Student, t (-1.03) = 616, P<0.05) con respecto

al grupo control (95 £ 78 s; véase Figura 26).
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Figura 26. Efecto de la administracién de propionato de testosterona el periodo intercrisis de
ratas taiep macho orquiectomizadas. La administracion de 2 mg/Kg de propionato de
testosterona, aumento significativamente el periodo intercrisis de ratas macho orquiectomizadas en
los periodos de 09:00, 11:00, 19:00, 23:00 y 03:00. Aumentando un maximo del 605% a las 23:00
(669 + 130.5 s; Prueba de la t de student, t (1.03) = 616, P<0.05) con respecto al grupo donde se
administré vehiculo (95 = 78 s). La barra blanca muestra la fase de luz y la barra negra, la fase
oscura del ritmo circadiano, *P<0.05 y & P<0.001. Los resultados son la media + EEM de 8 ratas por

grupo. PT: Propionato de testosterona

Efecto del propionato de testosterona en la frecuencia, duracion y
latencia de las descargas espiga-onda en hembras ovariectomizadas.

La administracién de 2 mg/Kg de propionato de testosterona en ratas taiep hembra
adultas y ovariectomizadas (n=8), provoco un aumento significativo de la frecuencia

de las DEO alas 19:00 (30.4 £ 5.3s; prueba de la t de Student, t .62) = 12, P<0.05),
con respecto al grupo control (13.29 + 3.73s). (véase Figura 27).
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Figura 27. Efecto de la administracion de propionato de testosterona sobre la frecuencia de
las descargas espiga-onda. La administracion de 2 mg/Kg de propionato de testosterona, aumenté
significativamente la frecuencia de las DEO en ratas taiep hembras ovariectomizadas a las 19:00
(30.4 + 5.3s; prueba de la t de Student, t 2.62) = 12, P<0.05), con respecto al grupo control (13.3 +
3.7s). La barra blanca muestra la fase de luz y la barra negra la fase oscura del ritmo circadiano,
*P<0.05. Los resultados son la media + EEM de 8 ratas por grupo. PT: Propionato de testosterona

La duracion, la administracion de 2 mg/Kg de propionato de testosterona produjo un
aumento significativo en la duracion de las DEO de las ratas taiep hembra
ovariectomizadas a las 11: 00, 15:00, 03:00 y a las 05:00 con un aumento maximo
del 21.27% alas 11:00 (4.39 + 0.2 s; prueba de la t de Student, t 2.58y =306, P<0.01),

en comparacién con el grupo control (3.62 + 0.20 s, véase Figura 28).

Finalmente, al evaluar la latencia al primer episodio de descarga espiga-onda, no
se mostraron resultados estadisticamente significativos, a pesar de que se observa
la tendencia a aumentar, en el grupo donde se administrd propionato de
testosterona en relacién con el grupo control (prueba de t de Student t«)=1.00,

P<0.3, véase Figura 29).
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Figura 28. Efecto de la administracién de propionato de testosterona sobre la duracién de las
descargas espiga-onda. Se observa un aumento significativo en la duracién de las DEO las 11:00,
15:00, 03:00y alas 05:00 en el grupo donde se administraron 2 mg/Kg de propionato de testosterona,
con aumento maximo a las 11:00 de hasta el 21.27% (4.4 £ 0.2 s; prueba de la t de Student, t (2.5
=306, P<0.05) en relacién con el grupo control. La barra blanca muestra la fase de luz y la barra
negra la fase oscura del ritmo circadiano, *P<0.05 y & P<0.001. Los resultados son la media + EEM
de 8 ratas por grupo. PT: Propionato de testosterona
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Figura 29. Efecto de la administracion de propionato de testosterona sobre la latencia al
primer episodio de descargas espiga-onda. La administracion de 2 mg/Kg de propionato de
testosterona en ratas taiep hembra ovariectomizadas mostr6 un aumento no estadisticamente

significativo en la latencia al primer episodio de DEO en relacién con el control. OVX=Ovariectomia.
Los resultados son la media + EEM de 8 ratas por grupo. PT: Propionato de testosterona

Efecto del propionato de testosterona en el niumero total de descargas
espiga-onda en hembras ovariectomizadas.

Al analizar el nimero total de las DEO en ratas taiep hembra ovariectomizadas,
durante las 24h de duracion del registro electroencefalografico, no se obtuvieron

diferencias significativas cuando se les administraron 2mg/Kg de propionato de

testosterona en comparacion con el grupo control (véase Figura 30).
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Figura 30. Efecto de la administracion de propionato de testosterona sobre el total de
descargas espiga-onda. La administracion de 2 mg/Kg de propionato de testosterona en ratas taiep
hembra ovariectomizadas no se obtuvieron cambios significativos sobre el total de las DEO durante
el registro electroencefalogréfico en relacion con el grupo donde se administré el vehiculo.
OVX=Ovariectomia. Los resultados son la media + EEM de 8 ratas por grupo. PT: Propionato de
testosterona

Efecto del propionato de testosterona en el periodo intercrisis en

hembras ovariectomizadas.

La administracion de 2 mg/Kg de propionato de testosterona en ratas hembra taiep
ovariectomizadas, disminuyé significativamente el intervalo intercrisis en los
periodos 15:00 y 19:00. Siendo las 19:00 el intervalo donde se alcanzé la
disminucion de hasta el 157.5% (203 + 26.8 s; prueba de la t de Student, t (3.73)
=303, P<0.01), en comparacién con el grupo control (522.2 + 100.1 s, véase Figura
31).
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Figura 31. Efecto de la administracién de propionato de testosterona el periodo intercrisis de
ratas taiep hembra ovariectomizadas. La administracion de 2 mg/Kg de propionato de
testosterona, disminuy6 significativamente el intervalo intercrisis de ratas macho orquiectomizadas
en los intervalos de 15:00 y 19:00. Aumentando hasta el 157.5% a las 23:00 (203 £ 26.88 s; prueba
de lat de Student, t(-3.73) =303, P<0.01) con respecto al grupo donde se administré vehiculo (522.22
+ 100.12 s). La barra blanca muestra la fase de luz y la barra negra, la fase oscura del ritmo
circadiano, *P<0.05 y ¢ P<0.001. Los resultados son la media + EEM de 8 ratas por grupo. PT:
Propionato de testosterona

51



Discusion

Los mecanismos fisiopatoldgicos de las crisis de ausencia en humanos no son del
todo claros. La gran mayoria de los estudios se enfocan en explicar los
neurotransmisores, canales idnicos y los receptores que participan en la etiologia
de esta enfermedad (Akyuz y cols., 2021). Sin embargo, los tratamientos actuales,

no ofrecen una remision completa de las crisis de ausencia, dado que el 30% son

farmacorresistentes (Raut y Bhatt, 2020).

Es por ello, que la determinacion de las causas fisiopatologicas de las descargas
corticales es fundamental para la generacion de nuevas opciones de tratamiento
(Christian y cols., 2020; Raut y Bhatt, 2020).

Recientemente, se ha comenzado a estudiar el posible rol de las hormonas sexuales
en la epilepsia, debido a las diferencias sexuales en el inicio, desarrollo y tratamiento
de esta patologia (van Luijtelaar y cols., 2014). No obstante, gran parte de los
trabajos donde se analiza la relaciobn hormonas-epilepsia, se concentra en explicar
las disfunciones sexuales y bajas concentraciones hormonales causadas por
algunos farmacos antiepilépticos y no en su fisiopatologia o en los efectos sobre los

circuitos neuronales gue le subyacen (Svalheim y cols., 2015a).

En el presente trabajo, mostramos por primera vez, la participaciéon de la
testosterona en el inicio y desarrollo de las descargas espiga-onda, en un modelo

de animal de experimentacion adulto.

Rol de la testosterona en las descargas espiga-onda en machos
orquiectomizados.

La mayoria de los trabajos en la literatura donde se estudia la relaciéon testosterona-
epilepsia, se enfocan en estudiar los cambios en las concentraciones plasmaticas

de las hormonas sexuales cuando se administran los farmacos antiepilépticos
(Svalheim y cols., 2015b).

De hecho, en humanos, se ha reportado un aumento en las concentraciones de

testosterona sérica libre en pacientes epilépticos que fueron tratados con acido
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valproico, en comparacién con pacientes no epilépticos, a los cuales no se les
administré ningun farmaco (Rabie y cols., 2016). Lo mismo sucede con carbazepina
un blogueador de los canales de sodio (Rattya y cols., 2001) y Levetiracetam una
benzodiacepina que reduce la liberacion de calcio interneuronal (Harden y cols.,
2010). En contraste, se ha observado una disminucion en los niveles séricos de
testosterona en pacientes con epilepsia del lo6bulo temporal y que son

farmacorresistentes (Mejias-Aponte y cols., 2002).

En modelos animales de crisis de ausencia, los datos aun no son claros, dado que
no hay ningun estudio donde se observe la participacion de la testosterona en la
epileptogénesis y mantenimiento de las DEO. Sin embargo, ha mostrado tener
efectos proconvulsivos o anticonvulsivos segun el modelo animal empleado y el tipo
de epilepsia (Frye yReed, 1998; Herzog, 2000; Reddy, 2004b).

Los niveles séricos normales de testosterona en hombres, oscila entre 15 a 30
nmol/L (Mohr y cols., 2005), mientras que, en las ratas macho adultas de la cepa
Sprague-Dawley, oscila entre los 5y los 12 nmol/L (Mock y cols., 1978). En la rata
taiep hembra adulta, los niveles séricos de testosterona oscilan entre los 2 nm/L y
los 3 nmol/L (Mufioz-de-la-Torre y cols., 2018). No obstante, en los machos taiep

aun no se cuantifican los niveles séricos de testosterona.

La frecuencia en las crisis de ausencia es comandada por neuronas GABAérgicas
de la corteza somatosensorial y de la porcion rostral del ndcleo reticular talamico
(Van Luijtelaar y cols., 2011). Las capas profundas de la corteza cerebral y el ntcleo
reticular talamico se inhiben entre si mediante neuronas del tipo GABAérgicas,
generando un acople inhibitorio reverberante, provocando asi, un rebote
postinhibitorio, lo que produce rafagas de potenciales de accién que se transmiten
de vuelta hacia la corteza cerebral dando origen a las descargas espiga-onda
(Lattjohann y Van Luijtelaar, 2015; Jarre y cols., 2017).

Asi mismo, la administracion de propionato de testosterona no modifico
significativamente la frecuencia de las DEO. Nuestros resultados contrastan con lo
reportado después con la administracion de androsterona en crisis inducidas por

descarga eléctrica (Tutka y cols., 2019), esto debido a la modulacion alostérica
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positiva, que mantiene abierto el receptor de GABAa, permitiendo la entrada de una
corriente hiperpolarizante de cloro, que disminuye las descargas epileptogénicas
(Reddy y cols., 2021). A pesar de lo anterior, la modulacion alostérica por parte de
la testosterona parece no ser suficiente para disminuir por completo la frecuencia
de las DEO, por lo que es probable que, la administracion en conjunto con algun
farmaco antiepiléptico refuerce la accion antiepiléptica de la testosterona, como se
ha reportado en otros trabajos, donde la administracién en conjunta testosterona y
farmacos antiepilépticos ha demostrado disminuir las DEO (Mréz y cols., 2009;
Tutka y cols., 2019).

En este trabajo, se realizaron orquiectomias con el fin de eliminar la liberacion
hormonal de testosterona por parte de las gbénadas, no obstante, se ha descrito en
la literatura, que la testosterona puede ser sintetizada de novo en el sistema
nervioso central (Fester y Rune, 2021), por lo que la testosterona puede interactuar
con la enzima aromatasa para ser convertida en estradiol (con actividad
proepiléptica ;Reddy, 2004), o bien, con la enzima 5a-reductasa y ser transformada
en dihidrotestosterona, y consecuentemente a androsterona con actividad
antiepiléptica (Mroz y cols., 2009; Tutka y cols., 2019; véase Figura 32). Por otro
lado, la testosterona también puede ser metabolizada a 5a -dihidrotestosterona (5a-
DHT), el cual es un andrégeno no aromatizable y que ha mostrado capacidad
antiepiléptica en un modelo animal de crisis tonico-clonicas inducidas por acido
kainico (Igbal y cols., 2018). Por lo tanto, es posible considerar que la testosterona
puede ejercer un efecto dual en el desarrollo de las DEO, dependiendo la ruta

metabdlica que siga.

De igual manera, debemos considerar que la administracion de testosterona en este
trabajo es aguda, se ha observado que, la modulacién alostérica es dependiente de
la concentracion hormonal (Reddy y Jian, 2010). En futuros trabajos, sera
importante evaluar la exposicion prolongada de testosterona por medio de

administracion crénica.
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Figura 32. Sintesis de testosterona en el cerebro y su participacion en la modulacién
alostérica de los receptores GABAa. La testosterona puede ser sintetizada en el sistema nervioso
central por la via androgénica dependiente de colesterol. Una vez sintetizada la testosterona, puede
ser transformada a estradiol a través de la enzima aromatasa o en dihidrotestosterona por la enzima
5a-reductasa y posteriormente en androsterona por la accion enzimatica de 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa. Debido su naturaleza lipidica, la androsterona puede ser liberada al espacio
intersinaptico donde ejerce sus acciones antiepilépticas a través de la modulacién de los receptores
GABAa.

En los humanos, la duracién en las crisis de ausencia esta relacionada con las vias
neuronales, la gravedad, el manejo clinico y el tipo de epilepsia (Schroeder y cols.,
2020, 2022). En general, las crisis focales tienen una duracion menor que las crisis
generalizadas del tipo ténico-clénico (Burns y cols., 2014), sin embargo también se
ha descrito que la duracién de las crisis de ausencia puede variar incluso en el
mismo individuo (Schroeder y cols., 2022). En lo que respecta a las crisis de
ausencia y en los modelos animales, no es claro aun que mecanismos estan
involucrados en la duracion de las crisis, pero se sabe que el circuito tAlamo-cortical

es la pieza clave. Por tanto, la modulacion alostérica de la testosterona en el circuito

55



talamo-cortical podria explicar los cambios en la duracion de DEO observados en

nuestros resultados.

En estudios de tipo farmacoldgico en la rata GAERS y WAG/RIj, se ha demostrado
que, la administracion de farmacos que actian sobre el sistema GABAérgico y
modulan la actividad del nucleo reticular talamico, aumentan la duracion de las crisis
de ausencia, a través del aumento en las concentraciones extracelulares de GABA
(Bouwman y cols., 2007; Russo y cols., 2011). Mientras que, en la rata taiep la
administracion sistémica de gaboxadol un agonista del receptor GABAa, incrementa
la duracién y la frecuencia de las DEO, en cambio la administracion de bicuculina
un potente agonista del mismo receptor reduce la duracion y frecuencia de las DEO
(Ibarra-Hernandez, 2018).

En el presente trabajo, la frecuencia de las DEO no disminuy0 y la duracion aumento
significativamente, lo que nos lleva a pensar que las vias de inicio y mantenimiento
de las crisis de ausencia en la rata taiep, se modulan de manera diferente y
responden de manera diferencial a la testosterona. Por lo que es posible que en el
inicio de las crisis de ausencia la testosterona module alostéricamente al receptor
GABAa, activando la via no gendémica de los andrégenos, mientras que, para el
mantenimiento de las crisis, sea por los cambios en la activacion de la via clasica y

consecuentemente los cambios en el potencial de membrana.

En nuestros resultados, también observamos que, el aumento en la duracion de las
descargas espiga-onda, tenia lugar principalmente en las horas de transicién de la
fase luz hacia la fase de oscuridad, siendo las 07:00, el punto acmé de la duracion

de las DEO, en el grupo que recibi6 el propionato de testosterona.

Por un lado, es claro que existe una estrecha relacién entre las descargas espiga-
onda y el suefio (Kellaway, 2014). En humanos, las crisis de ausencia suelen
aparecer durante las transiciones de la vigilia hacia el suefo, y particularmente
durante las primeras fases del suefio de ondas lentas, mostrando un incremento
maximo en las primeras horas de la mafana (Kostopoulos, 2000; Kellaway, 2014),
de manera similar a lo que observamos en este trabajo. En lo que concierne a la

rata taiep, se ha descrito que sus patrones suefio-vigilia se encuentran alterados a
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lo largo de 24 horas, mostrando un tiempo de suefio con movimientos oculares
rapidos (MOR) reducido y fragmentado con mayor proporcion en la fase de
oscuridad con respecto a la fase de luz (Cortés, 2012). Asi mismo, se ha descrito
que, tanto en humanos como en ratas, la liberacién de la testosterona sérica
gonadal depende directamente del periodo de oscuridad, con un nivel minimo
durante la dltima hora de la tarde y niveles maximos durante las primeras horas de
la mafana (Mock y cols., 1978; Morgan yTsai, 2015). En concordancia, en
experimentos con fragmentacion del suefio, se ha mostrado un aumento nocturno
en los niveles de testosterona sérica cuando no se alcanza el sueifio MOR
(Luboshitzky y cols., 1999). Adicionalmente, los receptores GABAa son un blanco
tanto para los tratamientos antiepilépticos, como para algunos trastornos del suefio
(Reddy y cols., 2018), por lo tanto, la modulacion mediada por testosterona en los
receptores GABAa pudo ejercer efectos sobre el ciclo luz-oscuridad de la rata taiep

y viceversa.

Rol de la testosterona en las descargas espiga-onda en hembras

ovariectomizadas.

En las hembras, los trabajos donde se ha analizado el papel hormonal de las DEO
son escasos, de hecho, no hay trabajos donde se explore la participacién de la

testosterona en el inicio y mantenimiento de las descargas espiga-onda.

Con nuestros resultados mostramos que, la administracion del propionato de
testosterona aumento significativamente la frecuencia de las descargas espiga-
onda a las 19:00 y manteniéndose durante las siguientes horas, en contraste con lo
que observamos en los machos, donde la administracion del propionato de

testosterona mostrd disminuir la frecuencia de las descargas espiga-onda.

En trabajos previos de nuestro laboratorio, se demostr0 que los efectos
organizacionales debidos a la testosterona, durante la diferenciacion sexual del
cerebro en los primeros dias de vida, afectan la frecuencia de las DEO en la etapa
adulta (Porro, 2019; Cortes y cols., 2022), aunado al hecho de que existe un

dimorfismo sexual en la expresion de las DEO en la rata taiep, o que nos permite
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inferir que las vias neuronales cortico-talamicas y los mecanismos fisiopatologicos
implicados en la generacion y mantenimiento de las DEO, son diferentes entre los

machos y las hembras taiep.

Los efectos organizacionales durante la diferenciacién sexual del cerebro, dan lugar
a cambios en ambos sexos, en las vias neuronales, incluyendo la accion de
neurotransmisores, sinapsis, muerte celular e incluso cambios en la morfologia de
nudcleos hipotaldmicos (McCarthy y Arnold, 2011; McCarthy, 2012; McCarthy y cols.,
2017). Por lo que no es raro que la respuesta a la exposicion de testosterona sea

diferente entre los machos y las hembras.

En otro orden de ideas, como se menciono anteriormente, una vez en el sistema
nervioso central, la testosterona puede ser transformada en estradiol por la enzima
aromatasa. Se ha demostrado que en ratas hembra ovariectomizadas, el estradiol
induce a la activacibn del gen que conduce la sintesis ribosémica del
cotransportador de cationes-cloruro NKCC1, pero no del cotransportador KCC2
(Nakamura y cols., 2005), esto es relevante debido al hecho de que el
cotransportador NKCCL1 facilita la entrada de iones cloruro (CI") en el interior de la
neurona, mientras que el cotransportador KCC2 promueve la salida de iones cloruro
(CI" ) de la neurona (Kight y McCarthy, 2014). Por tanto, un desequilibrio en la
produccion del cotransportador NKCC, permitiria la acumulacion excesiva de iones
cloruro (CI), lo que aumentaria el potencial de inversién para el ion cloruro (CI),
transformando la sinapsis inhibitoria de GABA, en una sinapsis excitatoria (Figura
33).
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Figura 33. El estradiol induce la sintesis del cotransportador NKCC1, modificando la accion
del neurotransmisor GABA en ratas ovariectomizadas. La testosterona puede ser transformada
en estradiol via la enzima aromatasa. El estradiol induce la sintesis del cotransportador NKCC1, lo
cual aumenta las concentraciones de Cl- intracelular, cambiando el potencial de membrana de la
neurona. La activacion de los receptores GABAa, produce una fuerza impulsora en la corriente de
ClI- (df CI-), despolarizando la neurona y generando una sinapsis excitatoria. Modificado de Kight y
McCarthy, 2014.

Los cambios en la transmisién de la via GABAérgica inducidos por la administracion
de propionato de testosterona en la rata taiep hembra ovariectomizadas podrian
explicar el aumento en la frecuencia de las descargas espiga onda, obtenido en el
presente trabajo de tesis.

Lo anterior mencionado concuerda con lo reportado en la literatura, que muestra
que la administracion de letrozol, un inhibidor de la enzima aromatasa en ratones,
disminuy6 las crisis ténico-clénicas en un modelo de epilepsia inducido por la
administracion sistémica de &cido kainico (Reddy, 2004b), por lo que se ha
propuesto que la accién proepiléptica de la testosterona se debe a su conversién en

estradiol (van Luijtelaar y cols., 2014).

Contrastantemente, en estudios in vitro, se ha descrito que la administracion de
estradiol en ratas macho, modificé la excitabilidad neuronal en el area CA:1 del

hipocampo; mientras que, en las hembras la excitabilidad neuronal fue modificada
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solamente después de la administracion de testosterona (Teyler y cols., 1980). Esta
evidencia sugiere que, los efectos neuromoduladores de la testosterona y el

estradiol, pueden diferir entre sexos y entre los diferentes grupos neuronales

Adicionalmente, se conoce que la expresion de aromatasa en el cerebro es diferente
entre los machos y las hembras (Blakemore y Naftolin, 2016; Spool y cols., 2022).
De hecho, los niveles de la enzima aromatasa se expresan de manera sexualmente
dimarfica en el hipotalamo, el hipocampo y en la corteza cerebral (McCarthy, 2009).
Las ratas macho de la cepa Sprague-Dawley, tienen mayor expresion de la
aromatasa en hipotalamo y la amigdala en comparacion con las hembras, ademas
la orquiectomia disminuyd los niveles de la aromatasa, pero se recuperaron poco
después de la administracion sistémica de testosterona, por lo que la sintesis de la
aromatasa depende directamente de la testosterona (Roselli y cols., 1985). En

humanos, no se han observado diferencias en la expresion de la enzima aromatasa.

En este trabajo se muestra por primera vez la participacion de la testosterona en las
DEO, en conjunto estos resultados muestran que, los mecanismos de inicio y
mantenimiento de las DEO en la rata taiep macho y en la rata taiep hembra difieren
entre si y ademas pueden ser modificados en presencia de testosterona, debido a

sus efectos activacionales en el circuito talamo-cortical.

En un futuro, serd importante medir los niveles séricos de testosterona en ratas
taiep, ademas de analizar la administracion crénica de testosterona, con el fin de
obtener nueva informacién acerca de los mecanismos fisiopatolégicos y el

dimorfismo sexual en la rata taiep.
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Conclusiones

61

La testosterona incrementa la duracion de las descargas espiga-onda en las
ratas taiep hembras o machos.

La testosterona aumenta significativamente la frecuencia de las descargas
espiga-onda en las ratas taiep hembra, mientras que, en los machos las
disminuyo.

En base a estos resultados, se propone que el circuito cortico-talamico,
probablemente es modulado por la testosterona de manera sexualmente
dimorfica.
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I c s Llevado a cabo en Tlaxcala, Tlax. del 28 septiembre al 1 de octubre 2022
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Participacion en congreso internacional

1.- Neuroscience 2022, EUA 12-16-nov online. “Role of testosterone in spike-
wake discharges seizures in taiep rats”. Castillo-Lazcano Rubén, Cortés

Sanchez Ma. Del Carmen, Trujillo Angélica, Eguibar Cuenca José R.

Neuroscience 2022
November 12-16, 2022

Please let this serve to certify that

Ruben Castillo

has attended Neuroscience 2022 anline.

The Saciety for Neuroscience (SfN) is a nonprofit membership organization of basic scientists and physicians who study the brain and
nervous system. The Society's primary goal is to promote the exchange of information among researchers. For this purpose, SfN holds
a prestigious annual meeting, attended by scientists and researchers from around the globe. It is considered the most important
annual forum for the neuroscience research community, offering attendees the oppartunity to learn about the latest advances in brain
research.

Sincerely,

o T

Kyle Hayden, CMP
Director, Meeting Programs and Attendee Services
Society for Neuroscience
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Actividades de divulgacion

1.- Puertas abiertas 2022, Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla, 3-dic. El

mundo de la epilepsia. Castillo-Lazcano Rubén, Cortés Sanchez Ma. Del Carmen,
Trujillo Angélica, Eguibar Cuenca José R.

La Benemérita Universidad Autonoma de Puebla

a través de la Coordinacion General de Atencién a los Universitarios y de la
Vicerrectoria de Investigacion y Estudios de Posgrado
otorga el presente

RECONOCIMIENTO

A Rubén Castillo Lazcano

Por su participacion entusiasta y comprometida durante el magno evento “Puertas
Abiertas BUAP 2022”, llevado a cabo el 3 de diciembre de 2022 como parte de las acciones
del Plan de Desarrollo Institucional 2021 - 2025.

“Pensar bien para vivir mejor”

H. Puebla de Z., a 3 de diciembre de 2022

VicerrgCtor de Investigacion y
Estudios de Posgrado
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