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La epilepsia es el tercer trastorno neurolégico mas comun en el mundo y
afecta de manera diferencial a hombres y mujeres. Se ha demostrado que durante
el embarazo la elevacion persistente de la progesterona produce un incremento en
la frecuencia y duracion en las crisis epilépticas del tipo de las crisis de ausencia.
Recientemente, se ha mostrado en modelos animales que las hormonas
involucradas en el ciclo estral tienen componentes neuroactivos que modifican la
excitabilidad neuronal. La rata taiep cuyo nombre es el acronimo de: temblor, ataxia,
inmovilidad, epilepsia y paralisis, es un mutante de la mielina que presenta
descargas tipo espiga-onda, caracteristicas de la epilepsia generalizada del tipo de
las crisis de ausencia, que son un tipo de epilepsia no convulsiva. La rata taiep es
el tnico modelo disponible de la leucodistrofias humana denomina hipomielinizacién

con atrofia de los ganglios basales y el cerebelo (H-ABC).

El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos de la progesterona en las
crisis de ausencia en la rata taiep hembra adulta evaluando la frecuencia, la
duracion y la latencia de las crisis de ausencia en ratas de un grupo control respecto
de aquellas que recibieron progesterona administrada por via subcutanea a una

dosis de 20 mg/Kg en un volumen de aceite de oliva constante de 0.2 mL/Kg.

Nuestros resultados muestran que la progesterona tuvo efectos significativos
sobre la frecuencia y la latencia de las crisis de ausencia en el mutante de mielina
taiep en ratas hembra ovariectomizadas e histerectomizadas, pero no en las ratas

hembra que solo fueron ovariectomizadas. Esto implica que la biodisponibilidad de




la hormona es un factor relevante para valorar sus efectos sobre las crisis de
ausencia en este modelo de hipomielinizacion-desmielinizacion que es homadloga a
la leucodistrofia denominada hipomielinizacion con atrofia de los ganglios basales 'y
cerebelo (H-ABC). Esto es relevante ya que es frecuente que las alteraciones de la

mielina, ya sean congénitos o adquiridos, se asocian a crisis de tipo epiléptico.

En conclusion, nuestros resultados muestran que los efectos de la
progesterona dependen de la condicion neuroenddcrina de los sujetos y este es un
hecho que debe ser considerado cuando se exploran los efectos de los esteroides

sexuales ya sea en machos o en las hembras.




Una “crisis” es una alteracion paroxismal de la funcién neurolégica causada
por la descarga excesiva e hipersincronica de las neuronas en el cerebro
(International League Against Epilepsy (ILAE), 2017). El término “crisis epiléptica”
se usa para diferenciar una crisis causada por un evento de actividad eléctrica
anormal en el cerebro a una causada por un evento no-epiléptico, tales como las
crisis psicogenas. La epilepsia es una condicion caracterizada por crisis que son
recurrentes y no provocadas (Shorvon y cols., 2011). Una crisis provocada por un
evento reversible, por ejemplo: debido a fiebre o hipoglucemia no caen en la
definicion de epilepsia porque es una condicion secundaria resultado de un evento
en particular, no derivada de una condicién cronica (Shorvon y cols., 2011). Por
otra parte, el sindrome epiléptico se refiere a un grupo de caracteristicas clinicas
gue normalmente ocurren juntas, con tipos similares de crisis, edad de inicio,
resultados de los estudios electroencefalograficos, genética y respuesta a drogas

antiepilépticas (Shorvon y cols., 2011).

La epilepsia puede aparecer a cualquier edad, muchas personas desarrollan
la condicion en la infancia, y otros tienen su primera crisis hasta la tercera edad.
Normalmente, no existen sintomas fisicos entre cada crisis, pero el miedo de que
ocurran afecta en la vida privada y laboral de los pacientes que padecen esta

condicion incluso la vida de sus familiares (ILAE, 2017).




Los tratamientos antiepilépticos pueden ayudar a prevenir las crisis y a
mantener una buena calidad de vida. Por desgracia, debido a la diversa etiologia de
la condicion, los tratamientos no siempre son efectivos y 3 de cada 10 pacientes
bajo tratamiento continGan con crisis de manera regular. Esto hace a la epilepsia
una de las condiciones mas complicadas de tratar y para el paciente que la padece

es especialmente dificil vivir una vida social y laboral normal (ILAE, 2017).

La epilepsia es una de las condiciones neurolégicas mas comunes del
mundo, la proporcion de la poblacién general con epilepsia activa (es decir, con
ataques continuos o necesidad de tratamiento) en un momento dado se estima entre
4 y 10 personas cada 1000 (Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 2022).
Alrededor de 1% de la poblacion mundial padece de esta condicion y casi un tercio
de estos pacientes no cuentan con una terapia o tratamiento antiepiléptico eficaz

gue los ayude a prevenir las crisis (ILAE, 2017).

La mas reciente clasificacion de crisis y epilepsias fue publicada en el 2017
por la ILAE (de las siglas en inglés de International League Against Epilepsy) y es
una clasificacion en tres niveles, disefiada para ajustarse a diferentes ambientes

clinicos alrededor del mundo.




El primer punto de esta clasificacion es determinar el tipo de crisis, para este
nivel se asume que el médico ya ha hecho un diagnostico definitivo de que se trata
de una crisis epiléptica, debido a que, esta clasificacibn no es valida para

diagnosticar o diferenciar entre las crisis epilépticas, de las no epilépticas.

Las crisis se pueden clasificar en las que son de inicio local, inicio
generalizado e inicio desconocido. Las crisis focales se originan en redes
neuronales limitadas a parte de un hemisferio cerebral a diferencia de las crisis
generalizadas que comienzan en redes neuronales distribuidas bilateralmente
(Shorvon y cols. 2011). Una crisis puede comenzar focalmente y después
expandirse de manera generalizada y pueden originarse en la corteza cerebral o en
estructuras subcorticales y mediante registros electroencefalograficos (EEG)

categorizar el tipo de crisis.

Los subtipos principales de crisis generalizadas son las crisis tonico-clénicas
generalizadas (GTC), mioclénicas, aténicas y las crisis de ausencia. Las crisis
ténico-clonicas generalizadas consisten en movimientos convulsivos simétricos y
bilaterales de todos los miembros con una pérdida de la conciencia. Las crisis
mioclénicas consisten en subitos y breves movimientos que no estan asociados con
alguna perturbacion clara de la conciencia (Shorvon y cols., 2011). Estas
contracciones musculares breves e involuntarias pueden afectar uno o varios
musculos; por lo tanto, las crisis mioclénicas pueden ser generalizadas o focales.

Las crisis atonicas involucran la pérdida del tono muscular, a menudo resultando




gue el paciente deje caer la cabeza por la pérdida del tono en los musculos del

cuello (Shorvon y cols., 2011).
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Figura 1. Esquema en dénde se muestran los tipos de crisis epilépticas con base a su

expresion electroencefalogréafica de acuerdo a la ILAE (2017).

Las manifestaciones clinicas de las crisis focales dependen del area que se vea
afectada. Por ejemplo, una crisis focal que se origina en el l6bulo occipital puede
presentarse como un fendbmeno de alucinaciones visuales para el paciente; en
circunvolucion precentral, con actividad motora; y en la circunvolucién post-central

con sintomas sensoriales tales como parestesias, entumecimiento o bien hormigueo




en una o varias partes del cuerpo. Cuando se ve afectada la conciencia durante una
crisis focal, la crisis se clasifica como “discognitiva”, denominado antes como
“‘complejo parcial”. Las crisis provenientes del I6bulo temporal son con regularidad
discognitivas. Algunas crisis estan precedidas por un “aura”, la cual es una crisis
focalizada donde el paciente pierde la conciencia y describe sintomas motores,
sensoriales o autondmicos. Un aura precede a las crisis focales o generalizadas por
segundos 0 incluso minutos y son mas comunes en pacientes que presentan

epilepsia del I6bulo temporal (Shorvon y cols. 2011).

Las epilepsias fueron previamente clasificadas de acuerdo con su sitio de
inicio generalizado o relacionado a una ubicacién especifica en la corteza cerebral
0 por su etiologia, si la causa es conocida se denomina sintomatica o no conocida

a las que se les denomina idiopaticas.

Las crisis de ausencia son un tipo de epilepsia no convulsiva, caracterizada
por episodios breves y recurrentes de inconciencia a menudo acompafados por
automatismos simples o componentes clénicos, atonicos o autondmicos. Hay dos
tipos de crisis de ausencia: las tipicas y las atipicas. Las crisis de ausencia tipicas
suelen ocurrir en nifios con un desarrollo e inteligencia normales. Duran
aproximadamente 10 segundos y pueden mostrarse en el electroencefalograma por
unas descargas simétricas y regulares de tipo espiga-onda con una frecuencia

principal de 2.5 a 4 Hz, que son las sefiales patognomonicas para el diagnostico de




esta condicion. Si no se tratan, las crisis pueden tener un impacto significativo sobre
el bienestar fisico del infante, asi como su capacidad de aprender y disminuir la
calidad de vida. La mayor parte de las crisis de ausencia tipicas responden
adecuadamente al tratamiento con medicamentos anticonvulsivos tales como el
valproato de sodio, la etosuximida o lamotrigina y normalmente desaparecen

durante la adolescencia en dos tercios de los casos (ILAE, 2017).

Durante los ultimos afios, el facil acceso a un niumero de modelos animales
de crisis de ausencia generalizada y a sofisticadas técnicas electrofisioldégicas que
permiten la investigacion de las redes talamicas y corticales han ayudado a nuestro
entendimiento de la patogénesis de esta condicion. ElI mecanismo basico
subyacente aparenta involucrar un circuito talamo-cortical y la generacion de ritmos
oscilatorios anormales en esa red neuronal en particular. Los mecanismos
bioquimicos dentro del circuito talamo-cortical durante esta oscilacién neuronal
parecen vincular la inhibicibn mediada por acido gamma aminobutirico (GABA) con
la excitacion mediada por glutamato (Shorvon y cols. 2011). El mecanismo celular
basico que actla sobre esta tension entre la excitacion y la inhibicion parece
involucrar una corriente de calcio tipo T (Steriade y cols., 1993). Los circuitos locales
dentro del tdlamo tienen influencia sobre los ritmos oscilatorios de la inhibicion
mediada por receptores del tipo GABA-A. Los diferentes factores que afectan estas
redes neuronales pueden causar un ritmo neuronal oscilatorio anormal dentro del
circuito talamo-cortical, lo que produce una descarga bilateral sincronica con
morfologia espiga-onda que son caracteristicas de las crisis de ausencia (Taubgll,

1993).




Mientras la patogénesis de las crisis de ausencia ha sido dilucidada en
modelos animales con crisis de ausencia, el rol de los factores enddcrinos tales
como las hormonas esteroideas no estan completamente claro. La progesterona ha
sido considerada un antiepiléptico por mucho tiempo, sin embargo, a diferencia de
las crisis convulsivas, estos neuroesteroides agravan las condiciones epilépticas de
las crisis de ausencia debido a que actian modulando los receptores del subtipo

GABA-A (Taubgll, 1993).

Los neuroesteroides son moduladores de la neurotransmision, sobre todo la
neurotransmision mediada por el neurotransmisor GABA, el cual sirve como uno de
los principales sistemas de neurotransmision inhibitoria del sistema nervioso central.
Estos esteroides neuroactivos son capaces de modular la excitabilidad del cerebro
en las vias inhibitorias sinapticas y ténicas reguladas por los receptores GABA-A.
Los neuroesteroides tales como 3a-hidroxi-5a-pregnan-20-one (3a-5a-THP)
también denominada alopregnanolona, son sintetizados endégenamente a partir de
la progesterona, y sirve como un modulador alostérico de los receptores GABA-A

(véase Figura 2; Taubgll, 1993).
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Figura 2. Esteroidogénesis en diferentes glandulas enddcrinas. Se muestran las
principales hormonas derivadas del colesterol, sus estructuras y las enzimas involucradas en
su conversion, por ejemplo, 178 -HSD y 38 —HSD. Modificado de Dewick, P. Medicinal Natural

Products: A Biosynthetic Approach. 2da ed.; Wiley&Sons: West Sussex, England, 2001; p 244.
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La progesterona esta reconocida como un anticonvulsivo, sin embargo, su mecanismo
de accion en el sistema nervioso central sélo ha sido parcialmente estudiado. Los
receptores de progesterona provienen de una familia de factores de transcripcion
nucleares que consisten en dos isoformas: tipo A y tipo B. Estas isoformas son
abundantes en el tejido cerebral, las cuales regulan la expresion de las enzimas
sintetizadoras de neurotransmisores y sus receptores. Estos estan ampliamente
distribuidos en el cerebro (Reddy, 2013), y la progesterona circulante en sangre pasa a
través de la barrera hematoencefalica de manera relativamente ilimitada a todas las
partes del sistema nervioso (McEwen, 1972; Morrell, 1975). Ademas, el tejido neural y la
pituitaria contienen la enzima 5a reductasa, la cual es capaz de convertir la progesterona
en 3a -50-THP dentro del cerebro (Majewska, 1985). La produccion de este poderoso
neuroesteroide puede, a su vez, estar presente en muchas regiones del cerebro. Estudios
demostraro una participacion crucial de los receptores nucleares para la progesterona en
el desarrollo y la persistencia de epileptogénesis experimental. De esta manera, se ha
reportado que los ratones carentes de estas isoformas son mas resistentes a desarrollar
cuadros epilépticos hipocampales y amigdalinas respecto de los ratones silvestres

(Majewska, 1986).
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Figura 3. Metabolismo de la progesterona en el cerebro y en otros 6érganos. Se muestran
las enzimas involucradas en la reduccion de la progesterona hacia su metabolito
alopregnanolona (3a-5a-THP), asi como los farmacos utilizados para detener el metabolismo
de la hormona en diferentes etapas de su proceso de bioconversion. Modificado de Mensah-
Nyagan : “Neurosteroids: Expression of steroidogenic enzymes and regulation of steroid

biosynthesis in the central nervous system.”, 1999; p.51.

El principal efecto de la 3a -5a-THP esta relacionado con una potenciacion del efecto
GABAérgico postsinaptico. La 3a -5a-THP incrementa la corriente entrante de cloro
inducida por el GABA, ya que incrementa la union de muscimol a su receptor, estimula la
unién de benzodiacepina, y separa la union de t-butilbiciclofosfotionato (TBPS) en el
complejo del receptor GABA. Lo que produce un incremento del efecto inhibitorio de la
neurotransmision GABAérgica. Este incremento en la inhibicion GABAérgica causa

exacerbacion de las crisis de ausencia. Los efectos de 3a-5a-THP en la inhibicion
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GABAérgica fueron mostrados ampliamente por Majewska y cols., en 1986, quienes
mostraron que este metabolito incrementaba tanto la amplitud como la duracién de la
corriente de cloro inducida por el GABA (Majewska, 1986). De esta manera, se estudid
el efecto tanto de la progesterona, como de su metabolito, en la inhibicion GABAérgica

recurrente en rebanadas de hipocampo de la rata adulta.

Con respecto al efecto de la corriente entrante de cloro, se ha mostrado que
esta relacionado con el tiempo de apertura de estos canales, tal y como ocurre con los
barbittricos (Barker, 1989). A pesar de que éste podria ser su mecanismo mas
importante, estudios posteriores también demostraron un efecto claro sobre la frecuencia
de apertura del canal. Adicionalmente, de estos efectos GABAérgicos postsinapticos, los
cuales parecen ser los mas relevantes, existe una discusioén acerca de un posible efecto
adicional a nivel presinaptico (Barker, 1989). Esto seria un efecto parecido a la que
producen los barbitlricos en el mismo sistema, los cuales también acttan tanto en la
inhibicién postsingptica como en la presinaptica (Taubgll , 1993). En un estudio de la
transmision monosinaptica excitatoria de la médula espinal, la liberacién de transmisores
del tipo de aminoacidos excitadores, los cuales se ven reducidos en presencia de
barbittricos con una ligera disminucién en las rafagas de los potenciales de accion lo que

soporta un efecto presinaptico (Taubgll, 1993).

Adicionalmente, al efecto en las respuestas GABAérgicas, la progesterona y
sus metabolitos también actian sobre los mecanismos sinapticos excitatorios (Smith,
1989). En una serie de estudios utilizando células de Purkinje en el cerebelo de ratas, se

mostré que la progesterona y sus metabolitos reducian la capacidad de respuesta al




glutamato después de una aplicacion sistémica o tOpica de este esteroide. También,
estos metabolitos actian en el receptor N-metil D-Aspartato (NMDA), asi como en la

excitabilidad neuronal (Smith, 1989).

Es relevante que la epilepsia generalizada con las crisis de ausencia se
remonta hasta el siglo XVIII (Poupart, 1705; Tissot, 1783). Sin embargo, la historia
moderna de la electrofisiologia de las descargas de tipo espiga-onda empez6 con la
publicacion de Hans Berger (1933) de un registro EEG obtenido de un paciente durante
una crisis. A pesar de que esta muestra mostraba un ritmo de 3 Hz sin espigas y no daba
ninguna informacion acerca de la naturaleza generalizada del patron
electroencefalogréafico, el comportamiento ritmico de alto voltaje de las descargas era
evidente. Berger (1934) creia que las crisis epilépticas eran causadas por una suspension
repentina de las influencias tonico-inhibitorias ejercidas por el talamo sobre la corteza
cerebral. Su perspectiva, a pesar de no estar basada en datos o experimentos, propuso
que existia un rol de la corteza y el tdlamo en el mecanismo de la generacion de la
epilepsia generalizada. Dos afios después, Gibbs y cols., (1935) dieron por primera vez
una evidencia de las caracteristicas electroencefalograficas de las descargas de espiga-

onda asociadas con las crisis de ausencia.

Contraria a las ideas de Gibbs, los doctores Penfield y Jasper propusieron
una vista localizada introduciendo el concepto del sistema centroencefalico y de las
denominadas crisis centroencefalicas (Penfield y Jasper, 1947, 1954; Penfield, 1952). La

propuesta de Jasper para definir en ese tiempo organizacion anatomica y funcional del




sistema talamo-cortical como una unidad integradora de diversas funciones fisioldgicas

(Jasper, 1949).

En los afos 60’s del siglo XX, algunos estudios trataron de refutar la hipétesis
centroencefalica en terrenos experimentales. Marcus y Watson (1966, 1968) fueron
capaces de inducir descargas de tipo espiga-onda en el EEG aplicando bilateralmente
farmacos convulsivos en la corteza frontal de gatos y primates; esta actividad EEG fue
asociada en animales despiertos con las crisis de ausencia. Adicionalmente estos autores
descubrieron que la sincronia bilateral de las descargas espiga-onda en este modelo eran
interrumpidas por la seccion del cuerpo calloso, y que dos areas largas homadlogas, una
en cada hemisferio, podian generar descargas espiga-onda. Demostrando que el tronco
encefalico y el talamo no eran un prerrequisito necesario para la aparicion de las crisis

de ausencia (Berger, 1934).

Argumentos a favor de un origen cortical de la epilepsia generalizada primaria también
surgieron de los estudios realizados por Robert Naquet en los babuinos senegaleses
Papio papio; este primate presenta una predisposicidn epiléptica genética caracterizada
por descargas espiga-onda generalizadas en respuesta a estimulos féticos. Con ayuda
de registros EEG corticales, encontraron en estos animales que las descargas bilaterales
sincronicas de espiga-onda aparecian primero en la corteza cerebral fronto-rolandica y
después de eso se esparcen a otras estructuras corticales y subcorticales (Fischer-
Williams y cols., 1968). Adicionalmente, estudiando las respuestas corticales provocadas
por estimulacién fotonica, Menini y cols., (1970) reportaron que la corteza Rolandica en

estos primates fotosensibles era sumamente excitable. Estudios subsecuentes




demostraron que la seccion del cuerpo calloso causaba que la actividad epiléptica
perdiera sus caracteristicas sincronica y bilateral (Naquet y cols., 1972), apoyando las
pruebas de los experimentos de Marcus y Watson (1966, 1968). Por lo que en los afios
60’s del siglo pasado se acumulé evidencia experimental importante del rol de la corteza

cerebral en las descargas espiga-onda generalizadas.

Hace mas de 40 afos, Pierre Gloor (1968, 1969) propuso el término
“epilepsias corticoreticulares generalizadas” para agrupar a los pacientes que exhibian
descargas espiga-onda generalizadas en el EEG. Estas entidades clinicas incluian las
“epilepsias centroencefalicas” y las condiciones epilépticas generalizadas asociadas con
descargas espiga-onda atipicas lentas en pacientes con dafio cerebral. Gloor propuso
que “las descargas bilaterales sincrénicas paroximales de la epilepsia centroencefalica
representan una oscilacién anormal en una red neuronal corticoreticular, que puede ser
resultado de una retroalimentacion de control negativa normal, regulando la interaccion
cortical y subcortical”. Se volvid entonces imperativo la busqueda de un modelo
experimental en el cual se pudiera probar éste nuevo concepto. El modelo seleccionado
fue el gato con epilepsia generalizada inducida por penicilina (FGPE), como fue descrito
por Prince y Farrell (1969). Las descargas de espiga-onda en éste modelo tienen las
siguientes caracteristicas: (1) se presentaban después de una aplicacion intramuscular
aguda de penicilina, (2) estan asociados con una clara disminucién de la conducta
responsiva similar a las crisis de ausencia humanas y (3) cuando se registraban
cronicamente, existia una reduccion en la frecuencia de las crisis después de la
administracion de drogas efectivas en pacientes con crisis de ausencia como son el

valproato y la etosuximida (Gloor y cols., 1990; Kostopoulos, 2000). La hipotesis




corticoreticular probada en el modelo FGPE se basaba en la presuncion y la subsecuente
demostracion de que circuitos talamo-corticales similares deben operar durante los husos

de suefo y en las descargas espiga-onda en el estado de vigilia.

Los experimentos realizados en el modelo FGPE (Gloor y cols., 1990;
Kostopoulos, 2000) demostraron que: (1) la depresion transitoria funcional de la actividad
talamica causada por una microinyeccion local de K*CLORO eliminaba los husos de
suefio y las descargas espiga-onda; (2) la remocién quirdrgica de la neocorteza
interrumpia la ocurrencia de las descargas espiga-onda en el talamo; (3) la reduccion de
la excitabilidad cortical por una depresion generalizada reemplaza las descargas espiga-
onda en el cerebro del gato tanto en el tdlamo como en la neocorteza por husos; (4)
conexiones callosas e intracorticales son fundamentales para la propagacion y la
generacion de la actividad espiga-onda (Gloor y cols., 1990). Sumando a esto, cuando
las descargas de espiga-onda se desarrollaron gradualmente en husos de suefio seguido
a la aplicacion sistémica de penicilina, su frecuencia dio un salto a mas de la mitad de la
de los husos, sugiriendo que la actividad espiga-onda puede resultar de la respuesta
neocortical potenciada por impulsos talamicos con una activacion subsecuente de la
retroalimentacion intracortical inhibitoria que anulé una de cada dos ondas de huso de
suefio. De acuerdo con estos hallazgos, los registros unitarios extracelulares revelaron
que el pico del complejo espiga-onda esta asociado con un marcado incremento en la
probabilidad de disparo en el talamo y en la neocorteza, mientras que, en las ondas, la

probabilidad de disparo es virtualmente reducida a cero.




Adicionalmente, los registros intracelulares de las neuronas corticales
demostraron que las descargas espiga-onda en el modelo FGPE fueron reflejadas por
despolarizaciones, descargas de potencial de accion con las espigas que son mediadas
por el ion cloro (Fisher y Prince, 1977; Giaretta y cols., 1987). En resumen, estos
hallazgos experimentales indicaron que la integridad funcional y anatomica del talamo y
la corteza cerebral es requerida para la ocurrencia de las descargas espiga-onda y aun
mas especifico, que la actividad que las redes talamicas representa un mecanismo “sine
qua non” para la ritmogénesis de las descargas de espiga-onda, mientras que la
hiperexcitabilidad cortical es un prerrequisito para que se generen las descargas espiga-

onda.

Durante los afios 90’s del siglo pasado, hubo un enorme interés en la
comunidad cientifica de la epilepsia cuando fueron descubiertos modelos genéticos
animales de crisis de ausencia. En particular existen dos modelos en la rata albina
Noruega (Rattus norvegicus) de laboratorio los cuales han sido utilizados para
comprender la fisiopatologia de las crisis de ausencia: la rata con crisis de ausencia
genética de Estrasburgo, Francia (GAERS por sus siglas en inglés; Vergnes y cols.,
1982); y la rata Wistar Albino Glaxo/Rijswijk de los Paises Bajos (WAG/RIj de sus siglas
en inglés; van Luijtelaar y Coenen, 1986). Ambos grupos de rata presentan descargas de
espiga-onda generalizadas con perfiles farmacolégicos que responden a etosuximida
asemejando a las crisis de ausencia en humanos. Los primeros trabajos realizados en
estos modelos confirmaron muchos de los datos obtenidos en los gatos administrados
con penicilina en la corteza cerebral, incluyendo la presencia de actividad ritmica en las

regiones conectadas sinapticamente con el tAlamo y la neocorteza durante las descargas




espiga-onda. Estos estudios demuestran también que los ganglios basales pueden

modular las descargas espiga-onda en ambos modelos (van Luijtelaar, 1986).

El descubrimiento de que son las neuronas taldmicas con canales de calcio tipo T de la
corteza hacia el tdlamo las que causan rafagas de potenciales de accion una vez que la
célula talamica se hiperpolariza; mostr6 que los circuitos talamo-cortico-talamicos
estaban organizados de tal manera que las neuronas que tienen acido gama-
aminobutirico (GABA) eran excitadas por estimulos provenientes de la corteza y células
talamo-corticales de relevo. Como resultado, las células talamo-corticales de relevo
generan potenciales postsinapticos hiperpolarizantes inhibitorios (PPHI) mediados por
receptores GABA A- y GABA B- que inactivan la corriente de calcio tipo T, de este modo
produciendo descargas de potencial de accion una vez que la membrana llega a niveles
menos polarizados. Estas descargas de potencial de accidn estimulan a las neuronas en
la corteza cerebral y el nacleo reticular comenzando otro ciclo de oscilacion, lo que
produce una actividad ritmica oscilatoria similar a la presentada durante husos de suefio
gue caracterizan al suefio de ondas lentas (Steriade y cols., 1993). Por lo tanto, el nucleo
reticular talamico esta dotado de mecanismos que proveen a la ritmogénesis particular
de los husos de suefio y, quizas, de las descargas espiga-onda de las crisis de ausencia;

este aspecto fue estudiado a detalle por Avanzini y cols., (1993) en las ratas GAERS.

Estudios publicados en los afios 90s del siglo pasado han demostrado que una funcién
talamica alterada esta presente en los modelos genéticos de crisis de ausencia. Debido
a esto, la corriente potenciada de calcio tipo T fue identificada en las neuronas reticulares

aisladas obtenidas de ratas adultas GAERS (Tsakiridou y cols., 1995). Ademas, la




microinyeccion de antagonistas para los receptores GABAB en el nucleo reticular
talamico de relevo eliming las descargas espiga-onda, probablemente removiendo el
impulso hiperpolarizante dado por el componente lento medido por receptores de GABAB
de los potenciales postsinapticos hiperpolarizantes que son requeridos para inactivar a la

corriente de calcio tipo T (Tsakiridou y cols., 1995).

La importancia del talamo en la generacion de las crisis de ausencia fue
reforzada por el descubrimiento realizado en el laboratorio de David Prince que los
farmacos antiausencia tales como la etosuximida, reducian las corrientes de calcio tipo T
en las células talamicas de relevo y cambian el patron de descarga de las neuronas
GABAérgicas del nacleo reticular del talamo (Coulter y cols., 1989, 1990). Unos afios
después Leresche y cols., (1998) confirmd que la etosuximida reducia las descargas en

células talamo-corticales de relevo mientras incrementaba su disparo ténico.

Mientras dilucidaba el rol prominente del tAlamo en la fisiopatologia de las
crisis de ausencia, los estudios de Mircea Steriade y sus colaboradores (Timofeev y
Steriade, 2004) se enfocaron hacia la corteza cerebral, empleando un modelo animal que
asemeja el patron EEG visto en pacientes con el sindrome de Lennox-Gastaut. Estos
experimentos mostraron que las descargas de tipo espiga-onda corticales con una
frecuencia 3Hz en neuronas de ndcleo reticular del tdlamo producian disparos de
potenciales de accion que seguia cada espiga cortical y, a su vez, causaba potenciales
postsinapticos hiperpolarizantes en las células talamicas de relevo (Steriade y Contreras,
1995). Estudios posteriores en gatos tratados con bicuculina confirmaron que las crisis

electrograficamente similares a las crisis de ausencia reflejaban un fenébmeno cortical que




no estaba influenciado por el talamo, ya que su remocion no lo afectaba (Timofeev y
Steriade, 2004). Por lo tanto, se propuso que en este modelo animal de sindrome de
Lennox-Gastaut, en la corteza cerebral representa el sustrato minimo para la generacion
de las crisis epilépticas. Estos experimentos también mostraron que la mayoria de las
células de relevo talamo-corticales generaron una constante hiperpolarizacion, asi como
potenciales postsinapticos hiperpolarizantes fasicos durante la crisis. Registros
intracelulares obtenidos de células talamo-corticales en las ratas GAERS mostraron
patrones similares durante las descargas espiga-onda, asi como una hiperpolarizacion
tonica a lo largo de la secuencia espiga-onda, acompafando con potenciales

postsinapticos hiperpolarizantes ritmicos (Pinault y cols., 1998).

En conclusién, la epilepsia de tipo crisis de ausencia es de caracter generalizado y
se caracteriza por descargas de tipo espiga-onda en la corteza cerebral y se debe a
cambios en el circuito tAlamo-cortical mediada por corrientes de calcio tipo T. A la fecha
solo se tienen dos modelos disponibles que son las ratas GAERS y las WAG/RIj. Sin
embargo, en humanos el espectro de los pacientes afectados por esta condicion es mas
diverso, por lo que se requieren de modelos adicionales que puedan abarcar el amplio

espectro de esta patologia en humanos.




En 1989 Holmgren et al, en el Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y
Control Motor del Instituto de Fisiologia de la Benemérita Universidad Autbnoma de
Puebla describieron una rata mutante de mielina a la que se le denomino “taiep” el cual
es el acronimo de los signos motores que la caracterizan temblor (primer mes), ataxia (3-
4 meses), inmovilidad (6 a 9 meses), epilepsia de tipo audiogénica (2 a 10 meses) y
pardlisis de los miembros posteriores (12 meses en adelante; Cortés y Eguibar, 2005).
La rata taiep muestra una hipomielinizacion inicial seguida de una desmielinizacion
progresiva del sistema nervioso central (Lunn y cols., 1997). El caracter se hereda de
manera autosémica recesiva (Holmgren y cols., 1989). Este modelo presenta descargas
espiga-onda con frecuencia mas alta mientras se encuentra despierta e incrementan con
la administracion sistémica de pentilenetetrazol y disminuyen con la administracion de
etosuximida (Cajellas, 2002). Por lo que se ha propuesto como un modelo de rata con
crisis de ausencia asociada a un proceso de desmielinizacion del sistema nervioso

central.

Al principio del nuevo milenio, dos estudios establecieron nuevamente que un incremento
en la excitabilidad neuronal puede influenciar la frecuencia y la sincronizacion de las
oscilaciones de la red neuronal talamica (Bal y cols., 2000; Blumenfeld y McCormick,
2000). En estos experimentos se aplicaron impulsos eléctricos asemejando impulsos
corticales en las fibras cortico-talamicas cada vez que las células de relevo talamicas se
activaran. Ambos grupos de investigadores encontraron que un estimulo débil cortico-

talamico bloqueaba las oscilaciones espontaneas de tipo husos de suefio, mientras que




estimulos mas intensos causaban oscilaciones mas lentas y sincronizadas que
dependian de la sefializacion mediada por el receptor GABAB. Por lo tanto, la fuerza de
los impulsos cortico-talamicos influenciaba la ritmogénesis en el tAlamo, y transformaba

un ritmo tipo huso de suefio hacia uno muy similar al de una descarga tipo espiga-onda.

Sin embargo, la evidencia mas contundente del rol que desempefian las
redes corticales provino de los experimentos en los que se aplicdé un andlisis de
asociacion no lineal a las sefiales EEG que fueron registradas a mdultiples estructuras
talamicas y corticales durante descargas espiga-onda en ratas WAG/RIij (Meeren y cols.,
2002). Este enfoque analitico reveld que existe un sitio constante de iniciacion localizado
en la region perioral de la corteza somatosensorial, mientras que las descargas espiga-
onda registradas en otros sitios de la corteza cerebral tuvieron un retraso y su latencia se
incrementaba en funcién de la distancia del electrodo colocado en la zona perioral.
Ademas, estos experimentos demostraron que los sitios corticales y talamicos
interactuaron bidireccionalmente, pero durante los primeros 500 ms de las descargas de
espiga-onda el sitio de iniciaciéon cortical constantemente se dirigia hacia el tdlamo
(Meeren y cols., 2002). Poco después, Manning y cols., (2004) tuvo resultados similares
al aplicar localmente de etosuximida en diferentes &reas -corticales motoras y
somatosensoriales en la rata GAERS. Adicionalmente, en este modelo genético de
descargas espiga-onda, el area perioral fue el area de aplicacion mas efectiva para
erradicar las crisis de ausencia. Recientemente, mediante registros intracelulares in vivo
se ha mostrado que las descargas espiga-onda en las ratas GAERS inician en la capa
5/6 neuronal de la corteza somatosensorial (Polack y cols., 2007). Por lo tanto, las crisis

de ausencia en estos dos modelos genéticos tienen un claro origen cortical.




Historicamente, una teoria focal cortical para la génesis de las crisis de ausencia en
humanos se remonta a los registros estereotaxicos realizados por Bancaud en pacientes
con epilepsia (Bancaud y cols., 1974). Estos estudios demostraron que las crisis de
ausencia asociadas con las descargas espiga-onda bilaterales sincronicas generalizadas

pueden ser provocadas por la estimulaciéon mesial frontal.

A su vez, recientemente se han realizado estudios sobre los diferentes factores que
podian inducir generacion de crisis epilépticas en animales y humanos, y uno de los
factores mas discutidos ha sido la intervencion de los factores endocrinos como
moduladores de la excitabilidad e inhibicion neuronal. Las hormonas enddcrinas son
mensajeros quimicos que son producidos por glandulas y liberadas al torrente sanguineo.
Interactuando con los 6rganos, las hormonas tienen una gran variedad de acciones y
afectan diversas funciones y procesos (Crespo, 2018). Las hormonas tienen una fuerte
influencia en la funcion encefalica desde la gestacion y pueden afectar el umbral para las
crisis epilépticas alterando la excitabilidad neuronal. El estrégeno potencia la excitabilidad
neuronal experimentalmente y la progesterona lo disminuye, mientras que la testosterona
y los corticoesteroides no tienen un efecto consistente sobre la actividad neuronal
(Herzog, 2015). Los efectos hormonales en el sistema nervioso central varian
dependiendo de la region del cerebro en donde se evalten. Los sitios con mas actividad
de hormonas esteroides incluyen el hipotdlamo y la corteza limbica, provocando un
mecanismo de modulacion conductual y de la funcién endocrina. Los patrones de crisis
epilépticas cambian segun la edad del paciente y pueden ser resultado de la accion de
las hormonas, preferentemente las sexuales. En la pubertad, las crisis de ausencia

normalmente cesan, mientras que la epilepsia mioclénica y la fotosensible se exacerban.




Otros tipos de epilepsia no responden significativamente los cambios debidos a la
reproduccion o durante la vejez que se asocian a procesos endocrinos. En algunas
mujeres las fluctuaciones de hormonas durante los ciclos menstruales parecen
incrementar la vulnerabilidad a presentar crisis epilépticas, probablemente refiriéendose a
los cambios relativos en los niveles plasmaticos de estrogeno y progesterona. De hecho,
las crisis epilépticas catameniales se asocian de manera estrecha al ciclo menstrual, lo
que da un rol central a las hormonas esteroides sexuales en los cambios de excitabilidad
neuronal y por lo tanto en la susceptibilidad a padecer crisis epilépticas. Es relevante que
en distintos tipos de epilepsia las crisis disminuyen durante el embarazo debido a que los
niveles circulantes de progesterona se incrementan. Después del parto, es frecuente que
las crisis epilépticas se incrementen. Los patrones de las crisis epilépticas pueden
cambiar para bien o para mal durante el embarazo. Esta es un area que aln necesita
mas investigacion. Un mejor entendimiento sobre el efecto enddcrino sobre las crisis

epilépticas puede llevarnos al desarrollo de terapias mas efectivas.




Justificacion

A la fecha, no hay muchos estudios que relacionen los factores endocrinos con la
fisiopatologia de la epileptogénesis de las crisis de ausencia. Este estudio ayudara a
complementar la informacién que ya se conoce sobre los efectos de la progesterona en
estas crisis con la inclusién de la rata taiep como un modelo de leucodistrofia del tipo de

las tubulinopatias.

Hipotesis

H1. La progesterona exacerbara la frecuencia y duracion de las crisis de ausencia en las

ratas taiep hembras adultas.

HO. La progesterona no exacerbara la frecuencia y duracion de las crisis de ausencia en

las ratas taiep hembras adultas

Objetivo General

Evaluar el rol que juega la progesterona sobre las crisis de ausencia en la rata taiep bajo

diferentes condiciones hormonales.
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Objetivos especificos

1.- Determinar el rol de la progesterona sobre las crisis de ausencia en ratas taiep hembra

adultas.

2.- Evaluar el efecto de la progesterona en ratas hembra adultas en diferentes

condiciones enddcrinas.

Metodologia

Animales

Se emplearon ratas taiep hembra de 9 meses de edad. Se mantuvieron en jaulas de
acrilico transparente con ciclos de luz/oscuridad de 12:12 horas, con temperatura
controlada de 22 + 2 °C, humedad relativa entre 30 y 40%, con alimento balanceado para
roedores (Purina Mills, Estados Unidos) y agua purificada (Ciel™, Coca Cola Co., México)
ad libitum. Las ratas fueron mantenidas durante 15 dias, para después realizar mediante
cirugia estereotaxica el implante para el registro EEG con electrodos de tornillo de acero
inoxidable y cinco dias de recuperacion postcirugia. Las ratas fueron habituadas a las
condiciones experimentales de registros durante tres horas, por tres dias antes de los

registros.

Implante de electrodos

Las ratas de nueve meses fueron anestesiadas con xilacina (5mg/Kg) y ketamina

(75mg/Kg) administradas por via intraperitoneal (i.p.). Bajo anestesia profunda, los

30



animales se montaron en un aparato estereotaxico tipo Kopf (Stoelting, Estados Unidos
de América). Se realiz6 una incision media a lo largo del craneo, se removio el periostio
con una legra y se implanto un electrodo bipolar en el area CA1 del hipocampo siguiendo
las coordenadas del atlas esterotaxico de Paxinos y Watson (1989) (antero-posterior
(AP): -4mm; medio-lateral (ML): -2.5mm; dorso-ventral (DV): -2.5. Utilizando la sutura de
Bregma como referencia anatdbmica como se aprecia en la Figura 4. Se realizaron los
trépanos dirigidos a las cortezas cerebrales frontal, parietal y occipital del lado izquierdo.
Para los registros en la corteza cerebral se implantaron tornillos de acero inoxidable
soldados a un alambre del mismo material. Adicionalmente, se colocaron dos electrodos
de gancho en los musculos de la nuca para el registro electromiografico y uno adicional
en la parte superior de la érbita del ojo izquierdo para el registro del electrooculograma,
y finalmente, un tornillo de acero inoxidable en la corteza frontal que se utilizara como
tierra. Todos los electrodos se conectaron a un casquete de conexion multiple (Plastics
One, Inc., Estados Unidos de América) con terminales hembras recubiertas de oro para
una adecuada transmision de las sefiales eléctricas, fijandose al craneo con acrilico

dental (NicTone, México).

A patrtir del quinto dia post-implante, los animales se adaptaran a las condiciones de
registro en un cuarto sono-amortiguado y en condiciones medioambientales controladas

por tres dias.




Figura 4. Diagrama del craneo de una rata donde se pueden apreciar las suturas
Bregmay Lambda. Se marcan los lugares en donde se realizaron los trépanos para el
implante de los electrodos de hipocampo en la regiéon CAl (verde), corteza parietal

(naranja), corteza occipital (amarillo) y corteza frontal (azul)

Tratamiento postcirugia

Los animales fueron colocados sobre un colchén térmico (Kaz Incorporated, Estados
Unidos de América) hasta que se recuperaron del efecto de la anestesia, luego fueron

colocados en jaulas individuales manteniéndolos en observacién periodica.

Desde el dia de la cirugia recibieron antibiotico Enroxil (32mg/Kg) y como analgésico
Napzin (2mg/Kg), ambos fueron administrados por via subcutanea (s.c.) en la region
dorsal del cuello durante cinco dias y evaluados bajo la supervision del M.V.Z. Omar

Isidro Maldonado certificado para el manejo de los animales de laboratorio.

Habituacion pre-registro
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Después del tratamiento post-cirugia, los animales fueron habituados a las
condiciones experimentales durante tres horas una vez al dia por tres dias. La
habituacion se realiz6 en un cuarto sonoamortiguado, con un ciclo controlado de luz-
oscuridad 12:12 (encendido de luces a las 0700 horas) y en cajas de acrilico transparente

(21x 24.5 x 35 cm).

Todos los procedimientos se realizaron siguiendo los codigos y leyes del séptimo
titulo de la Ley General de Salud del gobierno de México (NOM-062-Z00-1999), los
cuales corresponden a los de los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos

de Norteamérica (guia del NIH revisada en 2007).

Para realizar la ovariectomia las ratas hembra fueron anestesiadas con xilacina
(5mg/Kg) y ketamina (75mg/Kg) via intraperitoneal. Bajo anestesia profunda, se corto la
piel y los musculos abdominales de la espalda a 1 cm por debajo de las costillas y 1 cm
al lado de la columna vertebral de cada lado con unas tijeras tipo Mayo. Después,
mediante pinzas de diseccion sin dientes se identificé la almohadilla de grasa que recubre
al ovario, se localizd el ovario y se retrajo de la cavidad abdominal con las pinzas de
diseccion o unas pinzas hemostéticas. Una vez extraido el ovario, se ejecutan dos suturas
simples con hilo de seda a nivel de las trompas de Falopio, se corta con tijeras tipo Mayo
y se extrae el ovario. El Utero se regresa a la cavidad abdominal, se valora que no se

tenga sangrado y se sutura por planos: peritoneo, musculo y piel separados con catgut o




seda segun corresponda. Al final del procedimiento, se limpia el area con iodo y se le

aplica Microdacyn (Sanfer, México) por tres dias dos aspersiones por dia.

Se anestesio la rata con xilacina (5mg/Kg) via i.p. y ketamina (75mg/Kg) via i.p. Bajo
anestesia profunda, se realiz6 una incision de 3 a 4 cm en la linea media para abordar la
cavidad abdominal. Después, con las pinzas de diseccidon se identificé el Gtero y se
hicieron dos puntos separados con seda con una separacion de 0.5cm aproximadamente
por arriba del cérvix y se cortd con una tijera tipo Mayo entre los dos puntos. Por altimo,
con ayuda de dos pinzas de hemostasia, se elevo lenta pero firmemente el Utero hasta
gue se pudieron ver ambos ovarios, luego se cortaron y cauterizaron los ovarios y suturé

por planos.

Se les administro la progesterona (Sigma-Aldrich, Estados Unidos de América) a una
dosis (20 mg/Kg) disuelto en 40% de aceite de oliva (Nutrioli, México) para permitir que
la dosis de 20 mg/Kg se mantenga en una concentracion constante de 0.2mL. Previo a
esto, la hormona fue pesada en una microbalanza (Hanchen, Alemania) y se deposit6 en
un tubo ambar. Se le agregaron unas gotas de diclorometano (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos de América), y se puso sobre una plancha caliente (ANSAI, Estados Unidos de

América) y con agitacion constante se agrego el aceite de oliva. La solucion se mantuvo




el tiempo necesario hasta que el diclorometano se evapord. Todos los registros fueron
realizados entre las 08:00 y 16:00. Las ratas fueron conectadas a un amplificador
multicanal mediante un cable flexible acoplado a un sistema de contacto continuo tipo
swivel encargado de registrar el EEG y se les realizé un frotis vaginal antes de comenzar
el registro EEG. Después de un registro control de 8 horas, se realizd otro registro

postcirugia de 8 horas donde se les administré una dosis de la hormona (20 mg/Kg).

El protocolo consisti6 en dos grupos experimentales aleatorizados, cada grupo
constd de dos grupos de 5 ratas hembra taiep de 8 a 9 meses de edad a las cuales se
les realizd una cirugia estereotaxica para el implante de los electrodos para el registro
EEG. A cada rata se le realizaron dos registros con 8 horas de duracién cada uno. Un
registro control y otro registro donde se les administré una dosis de progesterona de 20

mg/Kg antes del inicio del registro a las 08:00.

Posteriormente, se realiz6 un registro EEG control de 8 horas de duracién desde
08:00 hasta 16:00 realizando un frotis vaginal previo al inicio del registro para determinar

gue las condiciones hormonales de las hembras fueran constantes.

Un dia después del registro control se les realiz6 una ovariectomia (Grupo 1) o una
histerectomia con ovariectomia (Grupo 2) y se les administré analgésico y antibiotico

durante tres dias postcirugia.




Por altimo, se realizé un registro EEG con la administracion de progesterona a una
dosis de 20mg/Kg a las 08:00. El registro EEG tuvo una duracion de 8 horas y se realiz6
un frotis vaginal para comprobar el estado hormonal de los sujetos previo al inicio del

registro.

Grupo 1:

Administracion
de Progesterona
(20mg/Kg)
Ovariectomia y 5 Andlisis
dias de Registro estadistico de los
recuperacion tratamiento de 8 datos
hrs con
videograbacion
de conducta

Implante de
Ratas taiep de 8 electrodos y 5

a 9 meses (n=5) dias de
recuperacion

Figura 5. Disefio experimental empleado en las ratas del grupo 1. Se indica la n
experimental y la edad de las ratas que se ocuparon (naranja); el primer procedimiento
quirargico y los dias de recuperacion postcirugia (gris); el primer registro EEG (amarillo); el
segundo tratamiento quirdrgico (azul); la administracion de la hormona y el segundo registro

EEG (verde); finalizando con la calificacion de los registros y el analisis estadistico de los datos.
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Administracién
de Progesterona

Implante de Histerectomia y (20mg/Ke)

Ratas taiep de 8 electrodos y 5 ovariectomia y 5 AR

Registro estadistico de los
tratamiento de 8 datos
hrs con
videograbacion
de conducta

a 9 meses (n=5) dias de dias de
recuperacion recuperacion

Figura 6. Diseilo experimental empleado en las hembras del grupo 2. Se indica
la n experimental y la edad de las ratas que se ocuparon (naranja); el primer
procedimiento quirdrgico y los dias de recuperacién postcirugia (gris); el primer
registro EEG (amarillo); el segundo tratamiento quirtrgico (azul); la administracion
de la hormona y el segundo registro EEG (verde); finalizando con la calificacion de

los registros y el analisis estadistico de los datos.

Recoleccion de datos y estadistica:

Para realizar la estadistica de los datos y las graficas con los datos obtenidos se
ocup6 el programa Sigma Plot v. 11.0 (Sigma Stat, Estados Unidos de América). Asi
como para los analisis estadisticos, se fijo el nivel de significancia en un 5% por lo que

una P< 0.05 se considerd como un efecto significativo entre los grupos de estudio.
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La administracion de la progesterona no tuvo un efecto en la frecuencia de las crisis
de ausencia en las ratas taiep ovariectomizadas (Grupo 1). (ANOVA, F=2.691, g|=3,
P=0.109; los datos son la media + E.E.M), pero incremento significativamente la duracion
media en las primeras 4 h después de la administracion hasta 5.69 + 0.26 en comparacion
con el grupo control con tan solo 4.25 + 0.36, los datos fueron evaluados mediante una

prueba de t de Student para muestras relacionadas con una *P<0.5; n=5 sujetos.

La latencia del grupo de ratas ovariectomizadas se vio aumentada de manera
significativa. La latencia de la primera crisis fue desde 608.2 + 166.53 hasta 910.20 +

246.35 con la administracion de la hormona y fue evaluado con una prueba t de Student.

En el grupo de ratas histerectomizadas (Grupo 2), la administracion aguda de
progesterona provocé un aumento significativo en la frecuencia de las crisis de ausencia
alas 14 h desde 64.80 + 19.94 hasta 99.20 + 7.59. Prueba de t de Student, t=-1.55, gl=4,
n=5. *P<0.05. Sin embargo, la hormona disminuy6 significativamente la duraciéon media
de las crisis de ausencia en las primeras 2 h después de la administracion hasta 5.43 +
0.21 en comparaciéon con el grupo control 6.38 + 0.22. Prueba de la t de Student, t=4.4,
gl=228, ***p<0.001, n=5 sujetos, también se obtuvo una disminucién significativa de la
latencia en el grupo de ratas histerectomizadas a la primera crisis siendo de 1104.75 +
195.10 y descendi6 hasta 642.75 + 52.81 segundos con la administracion de

progesterona.




Resultados del grupo 1 con ovariectomia (OVX):
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—a— O meses OVX Ctrl
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Figura 7 Frecuencias de crisis de ausencia en ratas ovariectomizadas y tratadas con
progesterona grupo 1. La hormona no tuvo un efecto en la frecuencia de las crisis de ausencia en las ratas

taiep. (ANOVA, F=2.691, gl=3, P=0.109; media + E.E.M).
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Figura 8. Duracion de las crisis de ausencia en condiciones control y después de la administracion de
progesterona. La administracién de progesterona aumenté significativamente la duracién media de las crisis
de ausencia en las primeras 4 h después de la administracion hasta 5.69 + 0.26 en comparacion con el grupo
control con tan solo 4.25 + 0.36. Prueba de la t de Student, t=4.5, gl=300, ***P<0.002, n=5. Los resultados son
la media £ error estandar Los resultados fueron evaluados mediante una prueba t de Student para muestras

relacionadas con una *P<0.5. n=5. Media * error estandar de la media.
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Figura 9. Latencia para presentar la primera crisis de ausencia en ratas ovariectomizadas y tratadas
con progesterona. La administracién de progesterona aumento significativamente la latencia de la primera
crisis desde 608.2 + 166.53 hasta 910.20 £ 246.35 con la administracion. Los datos son la media + el error

estandar de la media.
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Resultados del grupo 2 con histerectomia (HTX):
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Figura 10. Frecuencias de crisis de ausencia en ratas taiep hembra histerectomizadas en condiciones
control y tratadas con progesterona. La administracion aguda de progesterona provocd un aumento
significativo en la frecuencia de las crisis de ausencia a las 14 h desde 64.80 + 19.94 hasta 99.20 + 7.59.
Prueba de t de Student, t=-1.55, gl=4, n=5. *P<0.05. Los resultados muestran la media + el error estandar de

la media.
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Figura 11. Duracion promedio de las crisis de ausencia en el grupo 2. La hormona disminuyé
significativamente la duracion media de las crisis de ausencia en las primeras 2 h después de la administracion
hasta 5.43 = 0.21 en comparacion con el grupo control 6.38 + 0.22. Prueba de la t de Student, t=4.4, gl=228,
***P<0.001, n=5. Los resultados son la media + error estandar de la media. Los resultados fueron evaluados

mediante una prueba t de Student para muestras relacionadas con una *P<0.5. n=5. Los datos son la media +

error estandar de la media.
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La
administracién de progesterona en el grupo de histerectomia disminuy6 significativamente la latencia de la
primera crisis siendo del104.75 = 195.10 hasta 642.75 + 52.81 con la administracion ***P<0.001. Los

resultados muestran la media * el error estandar de la media.




Se sabe que los neuroesteroides aumentan la duracién y la frecuencia de
apertura del canal del receptor GABAA (Twyman y McDonald 1992). En este caso,
mas iones cloro (Cloro) migran al interior de la neurona siguiendo su gradiente de
concentracion, lo que produce una hiperpolarizacion. Asi, en presencia de
neuroesteroides, los receptores GABAA permanecen abiertos y su efecto inhibidor
de la neurotransmision GABAérgica se incrementa. Este aumento de la inhibicién
GABAérgica provoca una exacerbacién de las crisis de ausencia (Banerjee y Snead

1998).

En el presente estudio, el aumento de las convulsiones obtenido tras la
administracion sistémica de progesterona es coherente con estudios previos
realizados en las ratas WAG/RIj (Persad y cols., 2002; Tolmacheva y van Luijtelaar

2007).

La exacerbacion de las crisis de ausencia en humanos soélo fue reportada en
un estudio tras la administraciébn de progesterona (Grunewald et al. 1992). En
nuestro estudio, en las ratas taiep hembras de nueve meses de edad se aumenté
el nimero de descargas de tipo espiga-onda en el Grupo 2, al cual se le realizé una
histerectomia total para disminuir la presencia de tejidos que poseen niveles
elevados de receptores a esta hormona sensibles a la hormona e incrementar su
biodisponibilidad. Esto produce que el efecto modulador de tipo alostérico de la
alopregnanolona sobre los receptores GABAA de las neuronas talamo-corticales se

incremente.




Sin embargo, a las ratas hembra del Grupo 1, a las que solo les realizé una
ovariectomia, no se obtuvo un cambio significativo en la frecuencia de las crisis y
esto podria ser explicado porque el esteroide se unid a sus receptores presentes en
ambos cuernos uterinos. Lo cual deja una poza menor de progesterona para
metabolizarse en el cerebro hacia alopregnanolona. Entonces nuestro disefio
experimental muestra claramente que la remocion del Utero es importante para
determinar con claridad el rol de la progesterona circulante sobre el cerebro en
cantidades suficientes para su metabolismo. Esto podria explicar el aumento
considerable en la frecuencia de las crisis de ausencia solo en las hembras del

grupo 2.

Esta es una primera aproximaciéon del rol de las hormonas esteroides
femeninas y su efecto sobre las crisis de ausencia en un modelo de leucodistrofia
como lo es la rata taiep (Garduno-Robles y cols., 2020; Lopez-Juarez y cols., 2020).
De hecho, en estudios de resonancia magnética en el cerebro de las ratas taiep a
distintas edades mostraron una atrofia de los ganglios basales y del cerebelo, asi
como pérdida de la mielina en el cuerpo calloso y distension de los ventriculos
cerebrales (Garduno-Robles y cols., 2020). Adicionalmente, se ha podido
determinar que las ratas taiep tienen una mutacion puntual en la tubulina g 4A
(TUBB4A). Esta mutacion de las tubulinas afecta solo a los oligodendrocitos y es la
base de los mecanismos de transporte de los ARNm y proteinas desde el nucleo
hacia los procesos en los oligodendrocitos (Couve y cols., 1997: Song y cols., 2003;
O’Connor y cols., 2000). De hecho, existe una acumulaciéon de microtubulos en el

citoplasma y sus procesos que Se propuso como un mecanismo que alteraba el




transporte en los oligodendrocitos de la rata taiep (Couve y cols., 1997: Lunny cols.,

1997).

Las alteraciones genéticas en la tubulina B4A y las imagenes de resonancia
magnética son exactamente iguales a las que se presentan en la leucodistrofia
denominada hipomielinizacién con atrofia de los ganglios basales y cerebelo (H-
ABC, de sus siglas en inglés). De manera relevante recientemente hemos reportado
gue tanto en las ratas taiep, como en un paciente que habita en Chiapas, México
afectado de H-ABC que muestran alterados los potenciales provocados auditivos
en sus componentes centrales lo que muestra que se afecta la mielina central
sustentada por oligodendrocitos (LOopez-Juarez 'y cols.,, 2020). La
inmunohistoquimica de mielina muestra claramente alteraciones de la mielina
central, pero no la periférica (Lopez-Juarez y cols., 2020), lo novedoso de los
hallazgos hizo que fuera la portada del Volumen 529, numero 4 del 5 de abril 2020,
en la prestigiosa revista Journal of Comparative Neurology (http:/DOI:

10.1002/cne.24990).

Es muy relevante que tanto el paciente con H-ABC, como las ratas taiep
presentan alteraciones de los componentes centrales de los potenciales provocados
auditivos como ya se habia reportado en ratas taiep a edades mas tempranas
(Roncagliolo y cols., 2000; Lopez-Juarez y cols., 2020). De hecho, los componentes
centrales de los potenciales provocados somatosensoriales también estan
retrasados debido a la desmielinizacién (Benitez y cols.,1997; Roncagliolo y cols.,

2000).




Estos hallazgos electrofisiologicos pueden corresponder a los cambios en la
morfologia del potencial de accién compuesto descrito en la preparacion del nervio
optico in vitro (Roncagliolo y cols., 2006). De tal forma, que por una parte los
cambios en la sincronia de los potenciales postsinapticos excitatorios registrados
en las motoneuronas de la médula espinal in vitro; asi como los potenciales
postsinapticos excitatorios en las células piramidales del cuerno de Ammon en la
preparacion de rebanadas de hipocampo in vitro muestran disincronia, lo que
contribuye a una neurotransmision alterada en el mutante de mielina taiep
(Bonansco y cols., 2004; Fuenzalida y cols., 2009; Eguibar y cols., 2014). Los
cambios en las respuestas electrofisiologicas descritas pueden ser la base de las
descargas tipo espiga-onda de las crisis de ausencia en ratas taiep macho y hembra

(Cortés y cols., sometido a consideracion editorial).

Las crisis de ausencia en las ratas taiep son sexualmente dimérficas, siendo
los machos mas susceptibles que las hembras (Cortés y cols., sometido a
consideracion editorial). Esto implica que las hembras se encuentran protegidas de
las descargas espiga-onda, particularmente en la etapa reproductiva que
fisiol6gicamente se asocia a cambios ciclicos en la secrecibn de esteroides

sexuales: estrogenos y progesterona.

Los resultados de esta tesis muestran cambios en la duracion de las crisis de
ausenciay al prolongarse su duracion se modifica el intervalo inter-crisis de las crisis
de ausencia. Es necesario realizar experimentos para determinar el rol de los

estrdgenos sobre las crisis de ausencia en las ratas taiep hembras adultas.




En las ratas WAG/RIj se ha podido mostrar, que la administracion de 17-3-
estradiol no modific la frecuencia de las crisis de ausencia (van Luijtelaar y cols.,
2009; van Luijtelaar y cols., 2001) Por otra parte, la administracion de progesterona
incremento la frecuencia y duracién de las crisis de ausencia (Persad y cols., 2004;

van Luijtelaar y cols., 2001; 2003).

De manera relevante, el metabolito 3oa-5a-pregnenolona, también
denominado alopregnenolona, produjo efectos similares a los obtenidos con la
progesterona (Budziszewska y cols., 1999; van Luijtelaar y cols.,2009). Estos
hallazgos farmacoldgicos correlacionan con las variaciones en la frecuencia de
crisis de ausencia a lo largo del ciclo estral, que han mostrado que en la noche del
proestro, cuando se produce la ovulacion y la formacion del cuerpo lateo, se
incrementan los niveles circulantes de progesterona, con lo que se aporta evidencia
adicional de que es la progesterona es un neuromodulador de la expresién de las

crisis de ausencia.

Por ultimo, el grupo de los Paises Bajos, encabezados por el Dr. Gilles van
Luijtelaar han podido mostrar que las crisis de ausencia disminuyen en la primera
mitad del embarazo y se incrementan de manera considerable en la segunda mitad,
lo que nuevamente correlaciona con los altos niveles de progesterona en el plasma
en la segunda parte del embarazo en las ratas (Pawluski y cols., 2009; Tolmacheva
y cols., 2004) El parto, el cual produce un descenso brusco de la progesterona, de
manera concomitante disminuye las crisis de ausencia (Kovacs y cols., 2017); y no

es hasta la segunda semana del puerperio que se incrementa el nimero de las crisis




de ausencia que correlaciona nuevamente con cambios en los niveles plasmaticos

de progesterona (Kovacs y cols., 2017).

En conclusidn, la progesterona es una hormona esteroide capaz de modular
las crisis de ausencia en las ratas taiep hembras, un modelo de leucodistrofia

asociado a las tubulinopatias, en particular a la enfermedad humana H-ABC.

Perspectivas

Determinar el rol de la progesterona o su metabolito la 5a,3a pregnelonona
sobre las crisis de ausencia tanto por administracion sistémica como administracién

local en el circuito tAlamo-cortical que las produce y las sustenta.

Conclusioén

La administracion de progesterona tuvo un efecto significativo sobre la
frecuencia y la latencia de las crisis de ausencia en la rata taiep ovariectomizadas

e histerectomizadas. Sin embargo, no se encontraron efectos significativos de la
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administracion de la hormona sobre la duracion de las crisis en este grupo. Esto
implica que este esteroide sexual impacta el inicio de las crisis, pero no el tiempo

gue se activa el circuito talamo-cortical que las sustenta.

A su vez, las ratas del grupo 1 que fueron sometidas a una ovariectomia
presentaron un ligero incremento en la duracion de las crisis mientras que la

frecuencia de las mismas se mantuvo constante durante todo el registro.
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