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1. INTRODUCCION.
1.1 Epilepsia.

La Liga Internacional Contra la Epilepsia (ILAE, de sus siglas en inglés por International
League Against Epilepsy), define a la epilepsia como la ocurrencia transitoria de sintomas o
signos causados por una actividad neuronal cerebral excesiva, sincronica, y anormal que
conlleva a padecer crisis epilépticas no provocadas (ILAE, 1997). Una crisis epiléptica es
una manifestacion clinica, ya sea de tipo motor, sensitiva, sensorial, psiquica, entre otras;
estos episodios se caracterizan por ser bruscos, breves, paroxisticos y autolimitados (Gilbert
y cols., 2010). Una convulsion en una persona no es equivalente a padecer epilepsia, ya que
hasta el 10% de la poblacion mundial es susceptible a tener una convulsién a lo largo de su
vida (Organizacion Mundial de la Salud, 2022).

1.2 Epidemiologia de la epilepsia.

La epilepsia es uno de los trastornos neurolégicos mas comunes en los humanos a nivel
mundial, de acuerdo con el analisis de la carga de epilepsia realizado por el estudio de la
carga global de enfermedades en 2019, report6 que alrededor de 45.9 millones de personas
en todo el mundo tienen epilepsia activa (Noriega y cols., 2020). Aproximadamente el 70%
de las personas con epilepsia tienen acceso y respondende manera positiva a un tratamiento
adecuado, ademas la epilepsia representa el 0.5% de la carga de morbilidad mundial (OMS,
2022). En México se estima una prevalencia de entre 10.8 a 20 casos por cada mil habitantes
(Valdésy cols., 2019).

1.3 Afectaciones sociales y econdmicas de la epilepsia.

A nivel social se ha generado un problema de discriminacion hacia las personas con algun
tipo de epilepsia, derivado del estigma social y desconocimiento que se tiene sobre dicha
enfermedad neuroldgica, el impacto que tiene la sociedad en la vida de las personas con
epilepsia puede ser mayor que la propia enfermedad (OMS, 2022).



En cuanto a lo econdmico, los costos directos que implica el tratamiento de la enfermedad y
la perdida de la productividad de la persona que la padece suponen una carga econémica
considerable para las familias. Un estudio realizado en 2006 demostré que en México los
costos anuales directos de la atencidn de la epilepsia en pacientes del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS) por persona equivalena 2,646 dolares americanos , tomando en cuenta

los pacientes que atendieron durante ese afio (Garcia-Contreras, y cols., 2006).

1.4 Clasificacion de la epilepsia.

La Liga Internacional Contra la Epilepsia es un organismo que se ha encargado de establecer
una clasificacion normativa de la epilepsia, en el afio 2017, propuso una nueva clasificacion,
en la que se divide a la epilepsia en tres niveles de acuerdo al tipo de crisis, tipo de epilepsia,
y en el dltimo nivel de acuerdo a los sindromes epilépticos (vease figura 1). Adicionalmente
se considera la etiologia para la epilepsia, pudiendo ser estructural, genética, infecciosa,
metabdlica, inmunitaria o desconocida (Hirsch y cols., 2017; Scheffer y cols., 2019).
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Figura 1. Clasificacién de la epilepsia en base a lo propuesto por la Liga Internacional contra la
Epilepsia. Se proponen tres niveles para el diagndstico de la epilepsia, por 1. Tipo de crisis; 2. Tipos de

epilepsia; 3. Sindromes epilépticos. *Indica el inicio de las crisis. (Modificado de Fishery cols., 2017).
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1.4.1 Crisis de ausencia.

Las crisis de generalizadas se caracterizan por distribuirse de manera bilateral a nivel cerebral
y se clasifican a su vez en motoras y no motoras; las primeras involucran el incremento o
disminucién del movimiento, las segundas son las de ausencia que pueden ser ausencias

tipicas, atipicas, mioclonicas o con mioclonia palpebral (Fisher y cols., 2017).

La primera descripcion de las crisis de ausencia se le atribuye a Francois Poupart en 1705,
quien mostro el caso de una nifia con epilepsia que al inicio de las crisis se mantenia inmovil
sentada sin hablar, con pérdida de la conciencia y manteniendo sus ojos abiertos; posterior a
este episodio ella no recordaba haber caido en este estado incluso si estaban platicando se
interrumpia la conversacién mientras ocurria la crisis de ausencia, para posteriormente
retomar esta en el mismo punto en el que se habia detenido, sin darse cuenta del periodo de
la interrupcién (Brigo y cols., 2018). Fue hasta el afio 1931, que el Dr. Hans Berger, el
inventor del electroencefalograma, quien llevd a cabo el primer registro
electroencefalografico de una crisis de ausencia en una mujer de 18 afios de edad que

presentaba crisis tonico-clonicas y también crisis de ausencia (Brigo y cols., 2018).

Las crisis de ausencia tipicas se caracterizan por ser de inicio repentino, se produce un arresto
conductual, es decir, ocurre una interrupcion de las actividades en curso, mirada en blanco
con posible desviacion de los ojos hacia arriba y la persona no responde cuando se le habla,
esto debido a la pérdida de la conciencia, la duracion es de pocos segundos con rapida
recuperacion, pueden ademas verse acompafiadas de algunos sintomas motores como son las
mioclonias, las fasciculaciones o los signos vegetativos dependiendo si son simples o
complejas (Williams y cols., 2004). En el trazo electroencefalografico se observan de forma
generalizada descargas espiga-onda (DEQOs) con una frecuencia principal de 2.5a 4 Hz y

termino abrupto, sin un periodo postictal (véase figura 2).
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Figura 2. Registro electroencefalogréafico de un paciente de ocho afios con crisis de ausencia. Note

que entre las lineas azules los complejos espiga-onda, con inicio y término abruptos, y una duracion
aproximada de 12 segundos, caracteristica presente en el EEG de una persona con crisis de ausencia
(Modificado de Travé y Yoldi, 2004).

1.4.2 Fisiopatologia de las crisis de ausencia.

El nacleo involucrado en el inicio de las crisis de ausencia atn no esta bien definido, algunos
estudios han mostrado posibles sitios de inicio y se han propuesto distintas teorias, la primera
de ellas es la “centroencefalica” propuesta por los Doctores Penfield y Jasper, quienes en 1957
propusieron que el origen de las DEOs es subcortical, en base a que mostraron que al estimular
eléctricamente la corteza cerebral no se generaban las DEOs (Meeren y cols., 2005; véase
figura 3A). En 1968 fue propuesta la teoria “corticoreticular” por el Dr. Gloor proponiendo
que la génesis de las DEO se debe a la corteza y al tronco encefalico, y al mismo tiempo el
talamo, que es la estructura que comanda el ritmo de las DEO, sin que sea indispensable para
el inicio de las descargas pero si para su mantenimiento, (véase figura 3B; Meeren y cols.,
2005).



Recientemente y con mayor aceptacion, se ha estudiado en otro modelo genético, Genetic
Absence Epilepsy Rats form Strasbourg (GAERS) el inicio de las crisis de ausencia; por lo
cual se determin6 que laregion de barril de la corteza somatosensorial primaria, a nivel de las
capas cinco y seis en las neuronas piramidales gigantes excitatorias determinan el origen de
la actividad paroxistica (Studer y cols., 2018); y posteriormente la actividad anormal se

propaga hacia el talamo, y al circuito talamo-cortical (véase figura 3C; Jarre y cols., 2017).

S

Figura 3. Teorias propuestas para el inicio de las crisis de ausencia. A) Teoria centroencefalica
propuesta por Penfield y Jasper; B) Teoria corticorreticular de Gloor; C) Teoria cortico-focal de Meeren
en la que el foco de la crisis de ausencia es en la zona somatosensorial a nivel de la regién perioral
(Modificado de Meeren y cols., 2005).

1.5 Sistema GABAEérgico.

El 4cido gamma-amino butirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio del
sistema nervioso central (SNC) en los mamiferos (Purves, 2020). El neurotransmisor GABA
es sintetizado a través de la descarboxilacion del acido glutdmico por la enzima glutamato
descarboxilasa (GAD). Una vez sinstetizado es transportado mediante vesiculas hacia las
terminales sinapticas, donde es liberado hacia el espacio extracelular para unirse a los
receptores postsinapticos. Después de su sintesis, liberacion y union a receptores, el GABA
es recapturado a través de transportadores de GABA denominados GAT-1y GAT-3, que se
encuentran expresados en células gliales, para ser reutilizados por la neurona presinaptica. El

catabolismo del GABA, a través de la enzima GABA transaminasa, generando acido
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glutdmico que puede reingresar a la neurona presinaptica para producir mas GABA y genera
también semialdehido succinico que puede ser metabolizado y convertido a acido gamma
hidroxibutirico que se encarga de la regulacion de los receptores GABAg 0 puede ser
deshidrogenado a succinato que entrara al ciclo de Krebs (véase figura 4; Purves, 2020).

Glutamina

U

Glutaminasa — 7 W/ Astroglia

¥

Glutamato Glutamato
descarboxilasa ———> |

(GAD) GABA

Transporte / Glutamina
Vesicularde ———> W \
GABA \ T

(VGAT) T\
Vesicula Glutamato

GaBa.- aolo / GaBA

Transportador
de GABA

Receptor w

GABA

(GAT)

Figura 4. Mecanismo de sintesis, liberacidn y recaptura del neurotransmisor inhibitorio GABA. Note
que la sintesis de GABA a partir de su precursor el glutamato a través de la glutamato descarboxilasa, es
transportado mediante vesiculas que ayudan a su liberacion hacia el espacio sinaptico, interactuando con sus
receptores, una vez que cumple su funcion es recapturado para su reutilizacién o su degradado. (Tomado de
Purves, 2020).

La accion inhibitoria de GABA en el sistema nervioso central es modulada a través de su
union a sus receptores, puede activar tres tipos de receptores denominados GABAa, GABAs
y GABACc, independientemente del tipo de receptor modulan un influjo de aniones cloro

(CI) y consecuentemente la hiperpolarizacion de la célula (Valverde, 2021).

El receptor GABAA, es el que se encuentra de forma mas abundante en el SNC, su estructura
es pentamérica, formado por cinco subunidades distintas que se denominan a, 8, v, d 0 p, €S
un receptor de tipo ionotrépico; en su estado conformacional abierto es permeable al cloro,
permitiendo el influjo de estos iones al interior de la membrana lo que conlleva a la

hiperpolarizacion de la célula, produciendo la actividad inhibitoria del sistema. La
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sensibilidad y actividad ya sea de activacion o blogueo de este receptor es mediada por
farmacos con diferente afinidad a sus subunidades, como son las benzodiacepinas, los
neuroesteroides, los barbituricos y algunos tipos de anestésicos; esta modulacion es conocida

como regulacién alostérica (Guit, y cols., 2021; Cedillo y cols., 2018; vease figura 5).

‘ GABA

‘ Benzodiacepinas

1-6

13
‘ Neuroesteroides

‘ Barbituricos

1-3
ord, e 0.

Figura 5. Representacion esquematica de la estructura del receptor GABAA. Se muestra la distribucién de
las subunidades que conforman al receptor GABA 4, asi como los diferentes sitios de unién para el GABA, las

benzodiacepinas, los neuroesteroides y los barbitlricos; asi como el sitio que permite el flujo de iones CI-.

El receptor GABAR: se ha mostrado que estos receptores se encuentran en la membrana
presinaptica y postsinaptica, funcionando asi como un heterorreceptor o autorreceptor (Filip
y cols., 2008), es un receptor de tipo metabotropico, es decir, acoplado a proteina G de tipo
inhibitorio (Gi), esta asociado a canales rectificadores de potasio (K*) que es permeado al
exterior de la célula, por lo que suaccion produce unainhibicidn de tipo tonico. Este receptor
se encuentra distribuido en todo el SNC, principalmente en nucleos talamicos, nucleo

amigdalino, en cerebelo y en la corteza cerebral (Cedillo, y cols., 2018).

El receptor GABAc: Es un receptor de tipo ionotropico, al igual que el receptor GABAA su
estructura es pentamérica, la diferencia es que las subunidades de este receptor son iguales,
pueden ser unicamente p1, p2 o p3. Su distribucidon es la menos frecuente a nivel de SNC, su
expresion principal es en la retina de los vertebrados (Qian y Ripps, 2009). Contrario a los

receptores GABAA, estos no son sensibles a farmacos antiepilépticos (Kaila, y cols., 2014).
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1.5.1 Participacion del sistema GABAérgico en las crisis de ausencia.

Los receptores GABA son los més utilizados como diana para el tratamiento de desordenes
neuroldgicos tales como el insomnio, la ansiedad, la epilepsia, entre otros (Korpi y cols.,
2006; Wang y cols., 2011). EI neurotransmisor GABA ha sido propuesto como el principal
neurotransmisor implicado en el inicio y mantenimiento de las DEOs en la epilepsia de tipo

crisis de ausencia (Rodriguez y cols., 2006; Avoli y cols., 2012).

En los Gltimos tres afios, se ha descrito un modelo simple de tres compartimientos que explica
la generacion de las DEOs, en el cual se propone que el disparo inicial de las DEOs proviene
de un foco hiperexcitable en la region perioral de la corteza somatosensorial S1, que funge
como el compartimiento 1, especificamente en neuronas glutamatérgicas cortico-taldmicas
(CT) de las capas 5 y 6. Estas neuronas CT proveen una excitacion ritmica a neuronas de
relevo glutamatérgicas tdlamo-corticales en el talamo ventrobasal (compartimiento 2), asi
como vias colaterales a neuronas GABAGérgicas del ndcleo reticular del talamo
(compartimiento 3); estas Gltimas envian proyecciones inhibitorias a las neuronas talamo-
corticales, induciendo una leve hiperpolarizacion en estas neuronas, y promoviendo el
disparo inicial que constituye la actividad ritmica excitatoria caracteristica de las DEOs
(Gallagher, 2020; McCafferty, y cols., 2021), (véase figura 6).

Aunado a esta evidencia, estudios in vitro en neuronas talamo-corticales del talamo
ventrobasal han demostrado que existe un incremento en la actividad tonica de los receptores
GABAA al comparar diferentes modelos genéticos de crisis de ausencia respecto de lo
obtenido en animales control (Cope y cols., 2009). Esta inhibicion tonica implica una
hiperpolarizacion persistente de la membrana celular a nivel de las neuronas talamo-
corticales, lo que induce la interrupcion de la percepcién de estimulos sensoriales externos,
de ahi que se interrumpa la actividad conductual del individuo al presentar una crisis de

ausencia (Crunelli y cols., 2011).
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Dado esta evidencia, es claro que tanto el neurotransmisor GABA, como sus receptores,
principalmente el receptor GABAA4, se encuentran implicados en el inicio y mantenimiento
de las DEOs, el estudio de este neurotransmisor y su receptor podrian ayudar a dilucidar el

mecanismo fisipatologico que conlleva a las crisis de ausencia.

Corteza S1

Foco
epiléptico

V

Talamo VB

®

NRT

Aferencias
sensoriales

Figura 6. Modelo de tres compartimientos de la generacion de las DEO. Las flechas rojas simbolizan las
proyecciones excitatorias de las neuronas en S1 (compartimientol) hacia las neuronas de relevo del tadlamo
ventrobasal (VB, compartimiento 2) y hacia el ntcleo reticular del tdlamo (NRT, compartimiento 3). La
actividad excitatoria de las neuronas de S1 hacia el tdlamo VB y la actividad inhibitoria dada por el NRT hacia
el tallamo VB, ocasionan que las células a este nivel entren en una actividad sincronizada u oscilatoria, dando

paso a las DEO, (Modificado de Liittjohann y cols., 2022).

1.6 Las Hormonas: clasificacion y su funcion.

En el afio 1902 Ernest Starling y William Bayliss, fueron los primeros en utilizar el término

“hormona” derivado de una raiz griega que significa “excitarl/despertar”, definiéndolas

como aquellas sustancias que se producen en glandulas especificas cuyos productos son

segregados hacia el torrente sanguineo para ser transportados hacia diversos 6rganos blanco

donde se establecen los mecanismos de reconocimiento y se activan procesos fisiologicos
14



especificos (Cardelld y Hernandez, 2014). Actualmente se sabe que las hormonas son
sustancias organicas producidas por glandulas enddcrinas que se secretan a la circulacion
sanguinea y ejercen su accién como mediadores quimicos en sus diferentes tejidos diana.
(Zarate y Saucedo, 2005). De acuerdo con su estructura quimica, las hormonas se clasifican
en tres grupos principales: hormonas esteroideas, aminas o hormonas proteicas o

polipeptidicas (véase figura 7; Brandan y cols., 2008).

/ -cortisol

-aldosterona
-andrégenos

-estrégenos

Hormonas esteroideas -progesterona

) ) _ -catecolaminas: adrenalina,
Aminas biogénicas noradrenalina

-yodadas: hormonas tiroideas (T3 y T4)

Clasificacion de las
hormenas por su

estructura quimica

-prolactina -glucagén
Hormonas protéicas -paratircidea -del crecimiento
-calcitocina -insulina

-antidiurética
-estimulante de los
melanocitos

-somatostatina

Hormonas peptidicas -oxitocina

\

Figura 7. Clasificacion de las hormonas. Segun su estructura quimica las hormonas pueden clasificarse

en esteroideas, biogénicas, protéicas o peptidicas, se mencionan algunos ejemplos de cada grupo.

1.6.1 Las hormonas esteroides.

Existen tres organos enddcrinos que se especializan en la produccién de las hormonas
esteroides: los ovarios que sintetizan estrdgenos y progestagenos; los testiculos que sintetizan
andrdgenos; y la corteza de las glandulas suprarrenales que llevan a cabo la sintesis de
mineralocorticoides, glucocorticoides y andrégenos (Holst y cols., 2004). Es relevante que
durante la gestacion la placenta se convierte en una fuente adicional de sintesis de esteroides,

principalmente de progesterona y de lactogeno placentario (Gerald y Eugene, 1995). Todas
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las hormonas esteroides, tanto los corticoesteroides como las hormonas sexuales son
sintetizadas a partir del colesterol; esta sintesis implica el acortamiento de la cadena
hidrocarbonada del colesterol y la hidroxilacion del ndcleo esteroideo; el primer esteroide de
la via biosintética es la pregnenolona que funge como precursora de las demas moléculas
esteroides. La enzima que cataliza la reaccién completa es la desmolasa P450scc, que es parte
del sistema del citocromo P450 de la membrana mitocondrial interna (Rouiller y cols., 1990).
Los productos finales de esta serie de reacciones dependen de las enzimas que se estén
expresando en los tejidos donde se lleva a cabo su biosintesis (Lopez y cols., 2013), llevando
asi a la formacion de las cuatro principales clases de esteroides: los glucocorticoides, los

mineralocorticoides, los androgenos y los estrégenos, (véase figura 8).

COLESTEROL

PREGNENOLOMNA

PROGESTERONA

(o]
HO
HO. ?\/OH
i
9GL
o]

GLUCOCORTICOIDES MINERALOCORTICOIDES

ESTROGENOS

Figura 8. Sintesis de las hormonas a partir de su precursor: el colesterol. La via biosintética de los
esteroides mostrando el nimero de carbonos que compone su estructura. Se indican las cuatro clases de
esteroides finales: glucocorticoides, mineralocorticoides, androgenos y estrogenos. (Modificado de
Morales y cols., 2007).
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1.6.2 Hormonas esteroides sexuales.

Las hormonas esteroides sexuales se denominan de esta manera debido a que participan en la
diferenciacion y desarrollo sexual del sistema reproductor femenino y masculino. El
esteroide sexual femenino mas destacado es el 17B-estradiol, perteneciente a la familia de los
estrdgenos; la progesterona perteneciente a la familia de los pregnanos y la testosterona que
pertenece a la familia de los androstanos (Becerro, 2008). Todos estos esteroides se
encuentran presentes en hombres y en mujeres en concentraciones plasmaticas diferentes, y
también muestran cambios a lo largo de la vida, especialmente en las mujeres durante el ciclo
menstrual, lamenopausia, el embarazo y la lactancia (Becerro, 2008); aunque en los hombres
durante la andropausia también existen cambios hormonales relacionados con el proceso de
envejecimiento, sin embargo, estas variaciones hormonales no son tan bruscas como 1o son

en las mujeres (L6pez, 2013).

1.6.3 Rol de las hormonas en la diferenciacion sexual cerebral.

En los mamiferos, incluyendo a los humanos hay una diferenciacion sexual del organismo
antes del nacimiento (Dorantes y cols., 2005). Es sabido que la presencia del cromosoma
“Y” induce la formacion de testiculos, mientras que su ausencia promueve el desarrollo de
los ovarios, esta diferenciacion gonadal tiene lugar en las primeras doce semanas posteriores
a la concepcion (Bakker, 2021). De forma especifica, el gen Sry (del inglés sex-determining
region Y), ubicado en el cromosoma “Y”, codifica para la sintesis de la proteina tdf (del
inglés, testis determining factor), que actla en la diferenciacién de las gonadas bipotenciales
hacia gonadas masculinas; en las mujeres quienes reciben el cromosoma “X” del padre este
gen no se encuentra presente, por lo que se conducira a una diferenciacion gonadal femenina,

que es el sistema predeterminado (Berta y cols., 1990).

La esteroidogénesis gonadal orquesta el desarrollo del tracto reproductivo y de los genitales
externos durante la primera mitad de la gestacion, para que se concrete la diferenciacion
masculina, los testiculos deben ser funcionales y morfol6gicamente normales, es importante

que la secrecion de andrdgenos Y testosterona por las células de Leydig y la secrecion de la
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hormona antimulleriana (AMH) por parte de las células de Sertoli se lleve a cabo (Parera,
2019).Como se mencionaba con anterioridad, en ausencia del gen Sry el sistema que se
desarrolla es femenino, en el que se conserva el sistema de conductos de Muller y comienza
la degeneracion de los conductos de Wolff, debido a la falta de produccion de andrégenos
(véase figura 9; Parera, 2019).

La diferenciacion sexual cerebral comienza alrededor de las ocho semanas y termina a las 24
semanas posteriores a la concepcion (Bakker, 2021), la testosterona a nivel cerebral es
convertida a estradiol a través de la enzima aromatasa, ahi actlia sobre receptores a estrogenos
llevando a cabo la regulacién de procesos celulares que subyacen al desarrollo del
dimorfismo sexual del cerebro que se encargan de controlar conductas sexuales de los
individuos (Martinez, 2013); en un cerebro masculinizado ante la presencia de la testosterona
ocurren cambios en el hipocampo, la amigdala, el nucleo de la estria terminal y el nicleo
predptico medial, donde incrementan el nimero de neuronas; en el nucleo ventromedial del
hipotdlamo hay mayor numero de sinapsis y las neuronas son mas grandes; en el nucleo
paraventricular especificamente en la region ventral hay menor nimero de neuronas y en el
nucleo arcuato del hipotdlamo hay un menor numero sinapsis (Sacher y cols., 2012; Guasti
y cols., 2015; Cahill, 2005)

Estas regiones cerebrales fungen un papel importante ya que se encargan del control de
mecanismos responsables de la conducta sexual y de regular la secrecion hormonal (Bao y
Swabb, 2011). La diferenciacion sexual cerebral continGa incluso despues del nacimiento,
en los nifios se presenta un pico de testosterona a los tres meses de edad y en las nifias un
pico de estradiol a esa misma edad, niveles que decrementan gradualmente hasta el segundo
afo de vida (Winter, y cols., 1976).
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Figura 9. Esquematizacion de la diferenciacion sexual de las génadas bipotenciales. Se muestran los

cambios que se presentan en las génadas dependiendo de si hay presencia o no de los andrégenos y la formacion

de gdénadas femeninas a la izquierda y génadas masculinas a la derecha (Tomado de Tachdjian, 2017).

1.7 Modelos animales de crisis de ausencia.

Los modelos animales son fundamentales para el estudio de las crisis de ausencia, éstos surgen
a partir de la necesidad de estudiar con detalle las alteraciones fisioldgicas, anatémicas y
patologicas que estan asociadas a este tipo de crisis, en base a esto se requiere la
caracterizacion de estas alteraciones con el fin de establecer sus mecanismos anatomo-histo-
patologicos, los cuales son fundamentales para formular estrategias terapéuticas mas
eficaces. Existen dos tipos de modelos animales para el estudio de las crisis de ausencia: los

modelos inducidos a través de farmacos y los modelos genéticos (Eguibar y Cortés, 2010).
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1.7.1 Modelos farmacologicos para el estudio de las crisis de ausencia.

Entre los modelos farmacoldgicos estan los inducidos por la administracién de dosis bajas
de pentilenetetrazol un convulsivante; asi como la administracion sistémica de AY-9944
(1,4-bis-[2- clorobenzilaminometil]-ciclohexano dihidrocloruro) que inhibe la biosintesis del
colesterol e inducen crisis de ausencia atipicas (Smith, y cols., 1990); o bien laadministracion
de 4,5,6,7- tetrahidroisoxazolo-[5,4-c]piridina-3-ol (THIP) un agonista selectivo para el
receptor de acido gamma-aminobutirico tipo A (GABAA) que induce crisis de ausencia

tipicas (Vergnes, y cols., 1984).

1.7.2 Modelos genéticos para el estudio de las crisis de ausencia.

Existen modelos genéticos de crisis de ausencia que poseen alteraciones en un solo gen, los
descritos son:
» Ratdn Stargazer: presenta una mutacion en el cromosoma 15 en la region que
codifica para la subunidad y2 del canal de Ca**, con ataxia, movimientos de
cabeza y descargas tipo espiga-onda prolongadas (Letts y cols., 1998).
= Raton letargico: con alteracion en el cromosoma 2, afecta la subunidad 4 del
canal de calcio (Ca*), el cual presenta crisis motoras, descargas tipo espiga-
onda con frecuencia de 5 a 7 Hz, letargo y ataxia (Burgess y cols., 1997).
= Raton Tottering: tiene una mutacion en el cromosoma 8 que codifica para la
subunidad ol del canal de Ca**, presenta ataxia, convulsiones y descargas
espiga-onda (Fletcher y cols., 1996).
= Raton Leaner: posee una mutacién en el cromosoma 8 que codifica para la
subunidad o1 del canal de Ca**, con ataxia severa y descargas tipo espiga-onda,
este modelo muere al momento del destete debido a otras alteraciones en el
sistema nervioso central (Noebels, 1984).
= Ratén Mocha: el cual tiene una mutacion en el cromosoma 10, modificando la
subunidad delta del complejo de proteinas AP-3 involucrado en el transporte
intracelular de proteinas asociadas con el lisosoma, ocasionando ataxia,

sordera, hiperactividad y descargas tipo espiga-onda (Sarkisian, 2001).
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= Raton Ducky: el cual tiene una mutacién en el cromosoma 8 que codifica para
la subunidad 0.2/62 del canal de Ca**, y que muestra ataxia, discinesia paroxistica,

alteraciones en la marcha y descargas espiga-onda (Sarkisian, 2001).

1.7.3 La rata con Epilepsia de Ausencia Genética de Strasburgo (GAERS).

En 1982 Vergnes y Marescaux estudiando modelos farmacoldgicos de epilepsia parcial, y al
realizar registros electroencefalograficos basales en ratas Wistar detectaron que mas de un
30% deestaspresentaron descargas espiga-onda de manera espontanea, mediante un proceso de
cruce endogadmico entre estas ratas, se obtuvo la linea de ratas con epilepsia de ausencia
genética de Estrasburgo en Francia, a la cual denominaron GAERS, por sus siglas en inglés

Genetic Absence Epilepsy Rat from Strasbourg (Vergnes y cols., 1982).

Las crisis de ausencia en las ratas GAERS se presentan a partir de los 30 dias de edad, con
una frecuencia y duracién bajas pero que incrementan conforme avanza la edad de los sujetos,
alcanzando un pico maximo de frecuencia a los seis meses y una duracion maximaa los 18
meses de edad, continuando asi toda la vida del animal (Marescaux y cols., 1992). Las DEOs
de este modelo animal se han caracterizado mediante electroencefalografia, las cuales
presentan frecuencias de entre 7 a 11 Hz, con una amplitud de 300 a 1,000 pV y con
duracién de 0.5 a 40 segundos, presentandose con una frecuencia de 40 a 60 por minuto (véase
figura 10). Adicionalmente, se presentan sintomas similares a los humanos con un arresto

conductual, espasmos en las vibrisas, en los musculos faciales y en los musculos de la nuca

WMWVWWW
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Figura 10. Descarga espiga-onda en unarata GAERS. Registro electroencefalogréfico obtenido de la

(Vergnesy cols., 1982).

15- 15-

corteza frontoparietal durante una crisis de ausencia en rata GAERS macho de seis meses de edad,
se indican en las barras las escalas de amplitud y temporales (Modificado de Marescaux y cols.,
1984).
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1.7.4 La rata Wistar Albino Glaxo de Rijswijk (WAG/RIj).

La rata WAG/RIj surgio en 1924 en los laboratorios Glaxo en el Reino Unido y
posteriormente fue llevada a Rijswijk en los Paises Bajos para su reproduccion, de ahi su
nombre. En 1986 van Luijtelaar y Coenen estudiando el patron de suefio-vigilia mediante
electroencefalograma (EEG), observaron que estas ratas presentaban las descargas espiga-

onda espontaneas (vanLuijtelaar y Coenen, 1986).

Las crisis de ausencia en las ratas WAG/RIj se caracterizan por presentar DEOs con
frecuencias de 7.5 a 9.5 Hz, con una amplitud de 100 a 450 pv, una duracion aproximada de 5
segundos y se presentan un promedio de 18 complejos de DEOs por hora (véase figura 11),
(van Luijtelaary Coenen, 1986). Conductualmente las ratas presentan inmovilidad, espasmos
en las vibrisas, en los parpados y se acelera su ritmo respiratorio; en este grupo de ratas las
crisis de ausenciacomienzan alrededor de los tres meses de edad, incrementando su aparicion
y su duracion conforme la rata madura hasta alcanzar un pico maximo a los seis meses de

edad tanto en las hembras como en los machos (Coenen y van Luijtelaar, 1987).

1 MWWMM“MMWWW‘
2 *mwwwmwwwmw_
I
3 WWWWWWWWWM
Figura 11. Patron caracteristico de DEOs en una rata Wistar Albino Glaxo de Rijswijk adulta.
Registro electroencefalografico en tres canales corticales: 1. Corteza frontal; 2. Corteza parietal y 3.

Corteza occipital. La barra horizontal equivale a un tiempo de 1 segundo, y la vertical a una amplitud de

500 pV (Tomado y modificado de Midzynavovskaya, y cols., 2004).
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1.7.5 La rata taiep como modelo de crisis de ausencia.

Un modelo caracterizado para el estudio de las crisis de ausencia son las ratas taiep, descritas
por primera vez en 1989 por Holmgren y colaboradores; su nombre proviene del acronimo
de los signos motores caracteristicos que presenta a lo largo del primer afio de vida de esta
mutante: temblor, que se presenta a las cuatro semanas de edad; ataxia que inicia a los cuatro
meses de edad; epilepsia, que se presenta desde los tres meses de edad en machos y a partir
de los seis meses de edad en hembras y por Ultimo inmovilidad, iniciando a partir de los seis
meses con un pico de incidencia a los nueve meses de edad y paralisis del tren posterior, que
se manifiesta después de los 12 meses de edad (Cortés y cols., 2005). Este modelo animal
fue obtenido a través de una mutacion espontanea durante el proceso de entrecruzamientos
endogamicos para obtener una sublinea de ratas con alta taza de bostezo espontaneo a partir
de la cepa Sprague-Dawley en el Laboratorio de Neurofisiologia de la Conducta y Control
Motor del Instituto de Fisiologia de la Benemeérita Universidad Autonoma de Puebla, siendo

su fenotipo heredado de manera autosdmica recesiva (Holmgren y cols., 1989).

La fisiopatologia de la rata taiep es causada por una acumulacién de los microtubulos en el
citoplasma de los oligodendrocitos, afectando el transporte de las proteinas desde el reticulo
endoplasmico rugoso hacia la porcion cis del aparato de Golgi, por ende, se ve disminuido el
transporte de proteinas de la mielina tales como la proteina basica de mielina (MBP), la
proteina proteolipida (PLP), la glicoproteina asociada a mielina (MAG), Couve Yy cols.,
1997), lo que da como resultado una hipomielinizacion inicial, seguida de una
desmielinizacién progresiva de los axones Unicamente a nivel de sistema nervioso central,

(vease figura 12; Duncany cols., 1992).
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Figura 12. Microscopia electronica en ratas taiep de 12 meses de edad. Se encuentran sefialados dos
axones con vaina de mielina intacta en color negro intenso, y con flechas rojas dos axones amielinicos.

Barra de laescala 0.2 um (Modificado de Duncany cols., 1992).

Las crisis de ausencia en este modelo animal comienzan a partir de los tres meses de edad en
los machos y a los seis meses de edad en las hembras, continuando durante toda la vida del
animal; las DEOs se presentan principalmente durante la fase de oscuridad y en el periodo
de vigilia quieta (Eguibar y Cortés, 2010; Ibarra-Hernandez y cols., sometido a
consideracion editorial). En 2010 se report6 que las crisis de ausencia de las ratas taiep son
similares a las que se registran en las ratas GAERS y WAG/RIj, ya que las DEOs que
presentan tienen una frecuencia principal entre 4 a 8 Hz, con duracion de 5.7 segundos y un
promedio de 68 crisis por hora, por lo que podria utilizarse como un modelo para el estudio
de las crisis de ausencia, (véase figura 13, Eguibary Cortés, 2010; Ibarra-Hern&ndez y cols.,

sometido a consideracion editorial).
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Figura 13. Descargas espiga-onda en la corteza cerebral e hipocampo en una rata taiep macho
adulta. Cx1 = registro de la corteza frontal; Cx2 = corteza parietal y Hp = registro parietal del

hipocampo. Note el patrén caracteristico espiga-onda (Modificada de Eguibar y Cortés, 2010).

Durante las crisis de ausencia en la rata taiep, ademas de la actividad bilateral y sincrona a
nivel cerebral, se detiene la actividad conductual que se encontraba realizando de manera
stbita, con mirada fija y una vez terminada la crisis de ausencia retoma la conducta motora
previa al inicio de la crisis (Eguibar y Cortés, 2010). Dado que es un modelo bien
caracterizado, podria ser de ayuda para estudiar de manera amplia el papel de las hormonas

esteroideas sexuales en las crisis de ausencia tanto en las hembras como en los machos.

La rata taiep también es el primer modelo animal para el estudio de la tubulinopatia:
hipomielinizacion con atrofia de los ganglios basales y cerebelo (H-ABC), una leucodistrofia
humana que es ocasionada por una mutacion puntual, presentando un cambio de ‘G por A’
en el exon 4B, lo que implica un cambio de una alanina por una treonina en la posicion 302
(Garduno-Robles y cols., 2020) en el gen para tubulina B4A (tubb4a) que se encuentra
expresado principalmente en los oligodendrocitos. Esta mutacion altera la interaccion de las
a y B-tubulinas que son fundamentales en el ensamble y desensamble de los microtubulos,
ocasionando una acumulacién de estos en el soma de los oligodendrocitos que conllevan a
una hipomielinizacion temprana, seguida de un proceso de desmielinizacion progresiva;
acompariada de atrofia en los ganglios basales y en el cerebelo que se observa en imagenes
de resonancia magnética, caracteristicas que coinciden con las de los humanos que padecen

H-ABC (véase figura 14; Garduno-Robles y cols., 2020).
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1 mes

2 meses

8 meses

Figura 14. Imégenes por Resonancia Magnética de ratas Sprague-Dawley (SD) y ratas taiep. Se observan
cortes coronales a las edades de 1, 2 y 8 meses; en las ratas SD es posible distinguir el cuerpo calloso (cc), el
caudado-putamen (cp) del globo palido (g) y lacapsulainterna (*); mientras que en larata taiep estas estructuras

son indistinguibles. (Modificado de Garduno-Robles y cols., 2020).
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2. ANTECEDENTES.
2.1 ANTECEDENTES GENERALES.

2.1.1 Participacion de las hormonas sexuales en la epilepsia.

A través de los afios, gracias al estudio de las hormonas sexuales se han mostrado sus efectos
sobre la excitabilidad neuronal, la expresion de proteinas y cambios genéticos (Guasti, 2015).
De manera importante se pueden estudiar los cambios derivados del desarrollo y cambios en
los niveles plasmaticos de los estrogenos, la progesterona y los androgenos (Woolley y
Scwartzzkroin, 1998). Tomando en consideracion gque en los modelos animales las crisis de
ausencia se presentan a lo largo de toda su vida, los convierte en modelos factibles para
estudiar la epilepsia de tipo ausencia durante la diferenciacion sexual, el ciclo estral, el

embarazo, la lactancia y la senectud (Jarre y cols., 2017; Russo y cols., 2016).

Se ha descrito que las hormonas esteroides son capaces de modificar la expresion del receptor
GABAA, este receptor esté ligado a un canal de cloro transmembranal constituido por las
subunidades: o, B, 1, 8, € y p (Keramidas y cols., 2004). Adicionalmente, se ha mostrado que
este receptor modula la génesis de las DEOs, por ende, los cambios que pueda ocasionar la
expresion de las hormonas esteroides pueden modificar como opera este receptor y de esta

manera contribuir al incremento o disminucion de las DEOs (van Luijtelaar y cols., 2014).

Los estudios que mejor han caracterizado la influencia de las hormonas en las crisis de
ausencia se han realizado en dos modelos animales como lo son: las ratas GAERS vy las ratas
WAG/RIj debido a que ambas presentan un patrén similar de DEOs caracteristico de las crisis

de ausencia en los humanos (Malafosse, 1994; Coenen y van Luijtelaar, 1987).

En las ratas GAERS se ha observado un notorio dimorfismo sexual, ya que en los machos las
crisis de ausencia comienzan a presentarse con menor duracion, las cuales disminuyen con la
edad ,y en cuanto a las crisis de ausencia ain no se tiene clara la relacion entre el papel de

las hormonas esteroides sexuales y la aparicion de las DEOs (van Luijtelaar y cols., 2014).
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En las ratas WAG/Rij se ha mostrado que las hormonas son capaces de modificar la
incidencia de las DEOs en este modelo animal, ya que en la fase del proestro se incrementan
las DEOs (van Luijtelaar y cols., 2001) y al realizar la ovariectomia también se incrementan
las DEOs tanto en su duracion como en su frecuencia (Tolmancheva y cols., 2004). Se han
analizado y correlacionado las variaciones hormonales en el embarazo de ratas WAG/RIj y
como fluctua la frecuencia de las DEOs en los diferentes estadios de la gestacion, una de las
variaciones principales es el incremento en el nivel sérico de progesterona debido a su
produccion a partir de la placenta, pero se han obtenido efectos opuestos al administrar
progesterona en animales no gestantes (Tolmancheva y cols., 2004). Por lo que a la fecha no
se tienen resultados contundentes respecto al rol de las hormonas esteroides en la frecuencia

y la duracidn de las DEOs.

2.1.2 Testosterona y su metabolismo.

La testosterona es la principal hormona sexual masculina de la familia de los esteroides
sexuales, es producida en los testiculos en amplias cantidades, especificamente en las
células de Leydig (Lawrence y cols., 2010), el principal papel de esta hormona en los
humanos son las caracteristicas sexuales secundarias como son el timbre de voz,
aumento de la masa muscular, distribucién del vello corporal, morfogénesis genital y
contribuye a la funcion sexual (Navarrete y cols., 2009). Es por esto que se ve
relacionada a la testosterona con lo masculino, sin embargo, se encuentra también
presente en las mujeres y es secretada por los ovarios, pues es la hormona precursora
del estradiol, ésta conversion de testosterona hacia 17p-estradiol ocurre en las células de
la granulosa en el foliculo primario a través del complejo enzimatico de la aromatasa
(Morales y cols., 2007).

La sintesis de la testosterona es mediada por el eje hipotalamo-hipofisiario-gonadal, el
hipotalamo se encarga de segregar la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH de
sus siglas en inglés Gonadrotropin-Releasing Hormone) que a su vez estimula la
produccion de la hormona foliculoestimulante (FSH, de sus siglas en inglés Follicle-

Stimulating Hormone) y de la hormona luteinizante (LH de sus siglas en inglés
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Luteinizing Hormone) en la adenohipofisis, la LH es la encargada de regular y estimular
la biosintesis de la testosterona en las células de Leydig, donde se escinde la cadena
lateral del colesterol para dar paso a la pregnenolona y a partir de ahi se produce la

testosterona (véase figura 14; Navarrete, y cols., 2009).
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Figura 14. Ruta de biosintesis de la testosterona. Se esquematiza como a partir de su precursor el
colesterol, se promueve la via biosintética que tiene como paso final la produccion de testosterona:
pregnenolona, progesterona, androstenediona, androstenediol. (Tomado y modificado de Rojas, y cols.,
2015).

Las concentraciones plasmaticas de la testosterona varian de acuerdo a la edad y el sexo
del individuo, en un hombre adulto sano en promedio se producen de 5 a 7 mg de
testosterona al dia, una vez sintetizada es secretada hacia el torrente sanguineo, el 90%
de la testosterona a nivel plasmatico es secretada por las células de Leydig, mientras
que el 10% restante por las glandulas suprarrenales (Gémez-Chang, y cols., 2012). La
secrecion de la testosterona es variada y se ajusta a un ritmo circadiano, ya que su pico
méaximo de secrecion es al final de la noche y durante las primeras horas de la mafiana
(Hayes y cols., 2010).
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En cuanto a su metabolismo, después de difundir sobre las células diana, la testosterona
es convertida a través de la enzima 5a-reductasa lo que produce 5a-dihidrotestosterona,
que posee mayor actividad bioldgica que la testosterona; la testosterona puede ser
convertida a 17B-estradiol mediante la accion de la enzima aromatasa (véase figura 15),
(Rojas y cols., 2015).

CH,

0o
TESTOSTERONA

Aromatasa
Sa-reductasa
OH

OH
CH, CHy

CH

0)
H
ESTRADIOL 5a-DIHIDROTESTOSTERONA

3a-hidroxiesteroide lI

oxido-reductasa 3p-hidroxiesteroide

. oxido-reductasa
Sa-androstan 3a, 173-diol

S5a-androstan 3, 17-diol

6u hidroxnla‘sa/\%hidroxilasa

6a-triol 7 a-triol

Figura 15. Rutas metabdlicas de la testosterona. Dependiendo de la enzima que participe, puede darse la
conversion de la testosterona hacia estradiol por accidon de la enzima aromatasa; o a dihidrotestosterona por

accion de la So-reductasa (Tomado y modificado de Rojas y cols., 2015).

Con el estudio de la testosterona, se comenz6 a utilizar como tratamiento en la clinica para
pacientes con hipogonadismo, que se caracteriza por una disfuncion testicular que conlleva
a un déficit en la espermatogénesis y de la sintesis de la testosterona (Escalante y cols., 2015).
El tratamiento con testosterona, es dado principalmente a través de inyecciones
intramusculares o intraperitoneales de ésteres de testosterona, debido a que la testosterona no

ejerce su accion al ser administrada de manera aislada (Nieschlag y cols., 2014). Uno de los
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principales ésteres de testosterona utilizado como tratamiento de reemplazo hormonal es el
propionato de testosterona, que posee una vida media de dos dias y su metabolismo es
realizado en el higado, debido a su corta vida media en el organismo es recomendado para

estudios a corto plazo (Behre y cols., 2016).

2.2 ANTECEDENTES ESPECIFICOS

2.2.1 Rol de la testosterona en las crisis de ausencia.

En estudios en humanos estéa bien caracterizada la influencia de la testosterona y de la 5a-
dihidrotestosterona en la actividad cerebral, esto gracias a que se ha visto que pacientes con
epilepsia tienen reducciones prematuras y aceleradas de los niveles de androgenos (Verrotti
y cols., 2007). En el caso de las mujeres se ha observado que los niveles de testosterona
aumentan durante la ovulacion, los cuales exacerban la actividad de las crisis en la epilepsia

denominada catamenial (Verrotti y cols., 2007).

En varios estudios en animales se ha mostrado que la testosterona tiene diversos efectos
diferentes en la epilepsia, por ejemplo, efectos pro-epilépticos que dependen de la dosis, la
edad de los animales y del tipo de epilepsia que s induce (Reddy y cols., 2004; Fyre y cols.,
2001). En contraste el segundo neuroesteroide derivado de la testosterona, el androstanediol,
tiene un papel protector en los mismos modelos convulsivos en los que se observaron los

efectos diversos de la testosterona (Reddy y cols., 2004).

La administracion de forma exdgena de testosterona también tiene un efecto proepiléptico en
ratones y en ratas con epilepsia inducida por pentilenetetrazol, dicho efecto se ve inhibido al
administrar letrozol, un blogueador de la enzima aromatasa que se encarga de la conversion
de testosterona hacia 17p-estradiol (Reddy y cols., 2013); por lo que se ha propuesto que la
accion proepiléptica de la testosterona es mediada por su conversion a estradiol y no por un
efecto directo de la testosterona (Reddy y cols., 2004). Estos hallazgos experimentales

concuerdan con el incremento en la severidad de las crisis epilépticas debidas a niveles
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elevados de estradiol como sucede durante la fase ovulatoria o al ser administrado

exogenamente en modelos animales (Van Luijtelaar, y cols., 2014).

En cuanto al papel que juega la testosterona en las crisis de ausencia, se ha analizado en pocos
estudios. Entre ellos el realizado con las ratas WAG/RIj, al administrar de forma sistémica
testosterona, (van Luijtelaar y cols., 2009); sin embargo, no se ha podido demostrar un efecto
relevante de la testosterona y su metabolito el estradiol sobre las DEOs (van Luijtelaar y
cols., 2014), y la conversion de testosterona en estradiol en este modelo animal no parece

tener un rol primordial en la modulacién de las DEOs.

Los efectos a largo plazo de la testosterona también han sido evaluados al castrar ratas
WAG/RIij machos y hembras. Los resultados de estos estudios muestran que en las ratas que
fueron castradas, es decir, en los machos sin presencia de testosterona, se produjo una mayor
actividad de las DEOs que en ratas intactas; que en las ratas ovariectomizadas y en las ratas
hembra intactas; por lo que se propuso que la testosteronatiene un papel neuroprotector contra

las crisis de ausencia en los machos en este grupo de ratas (van Luijtelaar y cols., 1996).
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3. JUSTIFICACION.

El papel que juegan las hormonas esteroides en las crisis de ausencia no esta claramente
dilucidado dado que varian sus efectos de a acuerdo la cepa, mutante, linea, sublinea y el
sexo del modelo animal estudiado (van Luijtelaar y cols., 2014). Debido a que los niveles de
las hormonas esteroides sexuales fluctuan a lo largo de la vida de hombres y de mujeres, es
fundamental comprender el rol que tienen como moduladoras de las crisis de ausencia; y como
podrian afectar en la incidencia o supresion de estas. Por sus efectos contrastantes, es
importante dilucidar los efectos de la testosterona, mediante el estudio de sus mecanismos
de accion y el estudio de sus derivados activos como la Sa-dihidrotestosterona (5a-DHT), a
partir de lo que se pueden proponer nuevas perspectivas terapéuticas hormonales para la

epilepsia de tipo crisis de ausencia.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Las crisis de ausencia son un tipo de epilepsia que afecta al 2% de la poblacion mundial
(Acevedo, 2008), y en Mexico son alrededor de 2.5 millones de personas las que presentan
epilepsia, de las cuales 63 mil padecen crisis de ausencia (Secretaria de Salud, 2019),
ocasionando problemas neuroldgicos en quienes la padecen, ademas de otras afecciones que
traen consigo como trastornos psiquiatricos, problemas psicologicos, dificultad en las

relaciones sociales y problemas econdmicos (Acevedo, 2008).

Es evidente la falta de evidencia que existe acerca del papel que cumple la testosterona en el
inicio y mantenimiento de las crisis de ausencia, dado a que se ha estudiado a mayor
profundidad a ciertas hormonas esteroides como son la progesterona, o el 17p-estradiol, es
indispensable conocer también como afecta la presencia o ausencia de la testosterona en la
incidencia de las DEOs; con base en esta evidencia, el objetivo de este trabajo es conocer los
efectos que posee la testosterona sobre las crisis de ausencia en la rata taiep macho adulta y

determinar qué mecanismos estan participando en la regulacién de las descargas espiga-onda.
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5. HIPOTESIS.

H1: La administracion de propionato de testosterona es capaz de modificar las crisis de
ausencia en las ratas taiep macho de 165 dias postnatales de edad previamente

orquiectomizadas.

HO: La administracion de propionato de testosterona no modifica las crisis de ausencia en las

ratas taiep macho de 165 dias postnatales de edad previamente orquiectomizadas.

6. OBJETIVOS.

6.1 OBJETIVO GENERAL.

e Describir el efecto que tiene el propionato de testosterona en las crisis de ausencia en

ratas taiep macho de 165 + 1 dias postnatales.

6.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

e Describiry cuantificar el efecto de la administracion sistémica y aguda de propionato
de testosterona sobre la frecuencia, la duracién y la latencia de las crisis de ausencia

en ratas taiep macho de 165 + 1 dias postnatales.

e Analizar el efecto de la administracion sistémica y aguda de propionato de
testosterona sobre el nimero total de descargas espiga-onda en las ratas taiep macho

de 165 + 1 dias postnatales.
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7. MATERIALES Y METODOS.

7.1 Sujetos

Se utilizaron ratas taiep macho de 165 + 5 dias postnatales de edad, mantenidos en cajas de
acrilico transparente con una cama de viruta de madera comprimida (Chip, Estados Unidos
de América), con un ciclo de luz oscuridad 12:12 con encendido de las luces a las 07:00
horas, con temperatura controlada a 21 £ 2 °C y humedad de 30 a 45%, agua purificada
Ciel® (CocaCola™, Mexico) y alimento balanceado para roedores (LabDiet 8001, Purina
Mills®, Estados Unidos de América), ambos a libre acceso.

Todos los procedimientos contemplados en este estudio fueron realizados bajo los cédigos y
leyes de la Norma Oficial Mexicana para especificaciones técnicas del cuidado y uso de los
animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999); ademas de seguir la guia del cuidado y uso
de animales de laboratorio 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
experimental fue aprobado por el Comite Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio, no. 0025.

7.2 Orquiectomia
En ratas taiep de 165 + 5 dias postnatales, se realizé la orquiectomia mediante una incision
simple escrotal para exteriorizar y retirar los testiculos; para este procedimiento se indujo
anestesia mediante una inyeccion intraperitoneal con ketamina (Anesket, Pisa, México) a una
dosis de 75 mg/kg mas xilacina (Procin®, Cheminova™, México) a una dosis de 5 mg/Kg,
y posteriormente se administro meglumina de flunixin (Napzin®, Pisa, México) a una dosis
de 0.2mg/Kg como analgésico pre-operatorio y post-operatorio por via subcutanea (s.c.) en

la region dorsal del cuello.

7.3 Cirugia estereotaxica.
Las ratas taiep macho orquiectomizadas, fueron sometidas a un implante de electrodos en
condiciones de asepsia, mediante cirugia estereotdxica, con la ayuda de un aparato

estereotaxico tipo Kopf (Modelo 900LS Steolting, Estados Unidos de Ameérica), que se
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realizo a los 180 dias postnatales. Para este procedimiento se administré anestesia por via
intraperitoneal: ketamina (75 mg/Kg) mas xilacina (5 mg/Kg); se colocé y fijé a la rata en el
estereotaxico, para limpiar la zona se utilizdé yodopovidona al 10% (Isodine®, México)
posteriormente se realizo una incision media a lo largo del craneo con una hoja de bisturi y
se hizo la remocion del periostio con una legra, se realizaron 4 trépanos en las regiones
frontal, occipital y parietal donde fueron colocados 3 electrodos de tornillos de acero
inoxidable y el cuarto trépano para la colocacion de un electrodo bipolar de profundidad en
el hipocampo derecho en la region CA1 del hipocampo para el registro de la actividad
electroencefalogréfica, siguiendo las coordenadas estereotaxicas del atlas de Paxinos y
Watson (2007): anteroposterior -4 mm, mediolateral -2.5 mm y dorsoventral -2.5 mm,
utilizando la sutura craneal bregma como punto 0 de referencia estereotaxica, (véase figura
16). Adicionalmente se colocaron 2 electrodos de nicromio en los musculos de la nuca para
el registro electromiografico y uno mas en la parte posterolateral de la érbita ocular izquierda
para el registro electrooculogréfico; para fijar los electrodos al craneo se utilizé acrilico
dental (Nic Tone®, México).

Lambda

Figura 16. Ubicacion de los electrodos para el registro electroencefalografico en la rata taiep. Con
flechas se indica la ubicacion de las suturas craneales bregma y lambda. Se esquematiza la ubicacion de
los electrodos implantados en la cirugia estereotaxica. En color verde el electrodo frontal, en color
amarillo el parietal, en color azul el occipital, en rojo el electrodo de hipocampo, en cruz color rosa la
ubicacion del electrodo para el electrooculogramay en cruz color naranja la ubicacion de los electrodos

de la nuca.
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7.4 Habituacion pre-registro.

Con el fin de que la rata se habituara a las condiciones del registro electroencefalografico, se
colocé durante tres horas por tres dias en condiciones experimentales, en una caja de acrilico
transparente con una cama de viruta de madera, agua y comida a libre acceso en un cuarto

sonoamortiguado y aislado eléctricamente.

7.5 Registro electroencefalogréfico.

Para obtener la actividad electroencefalografica, los registros se realizaron durante 24 horas,
con inicio a las 08:00 horas. A las ratas taiep macho de 190 dias postnatales, se les realizd
un registro control utilizando aceite de oliva extravirgen a una dosis de 1 mL/Kg, y dos dias
después se llevo a cabo el registro con administracion de propionato de testosterona en una
dosis de 4 mg/Kg, diluido en aceite de oliva; ambas administraciones por vias.c.en laregién

dorsal del cuello.

Con el fin de analizar el nimero de descargas tipo espiga-onda, la frecuencia, la duracién, y
latencia, ademas del registro de la actividad eléctrica cerebral, se obtuvo la grabacion en
video de la actividad conductual de cada rata empleando una camara de videograbacion de
alta definicidn (Sony, Japdn), Una vez obtenidos los registros fueron analizados para evaluar
la actividad electroencefalografica de cada rata antes y después de la administracion de la
testosterona. Para la obtencidn del registro electroencefalografico se utilizo la unidad para
registro de EEG Grael LT System, (Compumedics®, Reino Unido), para el registro de las
descargas espiga-onda se obtuvo la sefial digitalizada en el programa NetBeacon (Network
Router, Reino Unido) y para calificar los registros el programa Profusion Sleep
(Compumedics®, Reino Unido) bajo un sistema de computo con el sistema operativo
(Windows®, EUA).
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7.6 Criterios de seleccion de los sujetos.

Criterios de inclusion.
Para los resultados se incluirdn Unicamente ratas taiep macho:
e De 165 dias postnatales + 5 dias de edad.
e Que no presenten signos de estrés.
e Que posterior a los procedimientos las ratas cuenten con un registro
electroencefalografico control de 24 horas de duracién, asi como con un registro
electroencefalografico de 24 horas de duracion posterior a la administracion de

propionato de testosterona via sistémica.

Criterios de exclusion.
Se excluyeron ratas del estudio que:

e Presentaron signos de estrés.

Criterios de eliminacion
Se descartara inmediatamente una rata del experimento cuando:
e Presente alguna infeccién posterior a la cirugia.
e Presente signos evidentes de estrés como disminucién drastica de peso corporal, falta
de aseo, acumulacién de secrecion de porfirinas de las glandulas de Hander en el ojo
y/o nariz, 0 comportamiento agresivo.
e Hay caida del implante de electrodos antes o durante los registros

electroencefalograficos.
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7.7 Criterios de seleccion de descargas espiga-onda.

Los criterios de identificacion de las crisis de ausencia fueron los siguientes:

1. Las descargas espiga-onda deben aparecer en todos los canales corticales.

2. Cada una de las descargas espiga-onda presentan una fase de ascenso de la amplitud de la

sefal seguida de una de descenso hasta restaurarse la actividad cortical previa a la crisis.
3. La duracidn de las descargas espiga-onda debe ser mayor a 1 segundo.

4. La frecuencia debe estar en el rango entre 4 a 8 Hz.

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

6. Las ratas conductualmente deben permanecer inméviles durante el periodo de la descarga

espiga-onda.

Una vez identificadas las crisis de ausencia se analizé de manera manual la frecuencia de las
descargas: el numero 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. Asi como el numero total de crisis durante las 24h del registro y el periodo

intercrisis.

7.8 Recursos financieros.

Los recursos financieros fueron proporcionados por el proyecto PRONACES-CONACYT
No. 194171; por la Vicerrectoria de Investigacion y Estudios de Posgrado de la Benemérita
Universidad Autéonoma de Puebla (VIEP-BUAP 2021-2022) al Cuerpo Académico
Neuroendocrinologia 2023 (BUAP-CA-288). La alumna recibié un apoyo como ayudante de
investigador nivel III Jos¢é Ramén Eguibar Cuenca, a favor de OEYL, CVU 1273239,
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8. RESULTADOS

8.1 Efectos de la administracion de propionato de testosterona en la frecuencia de las

descargas espiga-onda.

En la frecuencia de las DEOs no se obtuvieron cambios significativos al comparar los
registros controles de las ratas taiep macho adultos orquiectomizados con la administracion
del vehiculo contra los registros de las ratas taiep macho adultos orquiectomizadas con

administracion de 4 mg/Kg de propionato de testosterona (PT), (véase figura 17).
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Orquiectomia + PT
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Figura 17. Frecuencia de las descargas espiga-onda en ratas taiep a lo largo del ciclo circadiano.. No se
obtuvieron cambios significativos en la frecuencia de las descargas espiga-onda al comparar los registros
electroencefalograficos previos y posteriores a la administracion de propionato de testosterona (prueba de la t
de Student) =-3.833, P > 0.5).

41



8.2 Efectos de la administracion de propionato de testosterona sobre la duracion de las

descargas espiga-onda.

La duracion de las DEOs increment6 de forma significativa en los periodos de 19:00 y 03:00
cuando se administrd 4 mg/Kg de propionato de testosterona. Adicionalmente se muestra una
tendencia a incrementar la duracion de las DEO durante las 24 horas del registro
electroencefalografico, (véase figura 18). A las 19:00 horas, se obtuvo un incremento de un
46.7% (2.5 s; prueba de la t de Student(s) =-3.203, P < 0.01 con respecto al grupo control 3.3
s). A las 03:00 horas, se obtuvo un incremento del 48% (2.5 s; prueba de la t de Students) =-

2.470 , P < 0.05 con respecto al grupo control, con tan solo 2.3 s).
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Figura 18. Duracion de las descargas espiga-onda en ratas taiep macho a lo largo del ciclo circadiano. Se

obtuvo una diferencia significativa *(P<0.05) durante 2 periodos de tiempo, a las 19:00 horas (prueba de lat de
Studentsy=- 3.203, P<0.05) ya las 03:00 horas (prueba de lat de Student(5)=- 2.470). La duracion de las DEO

fue mayor siempre en ratas a las que se les administrd propionato de testosterona.
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8.3 Efectos de la administracion de propionato de testosterona sobre la latencia.

La administracion del vehiculo respecto de la administracion de 4 mg/Kg de propionato de
testosterona en ratas taiep macho adultos orquiectomizados, no produjo un cambio
significativo en la latencia al primer evento de descarga espiga-onda. Note que se obtuvo una
tendencia a incrementar el tiempo de latencia a la primer DEO en el registro posterior a la
administracion de propionato de testosterona (prueba de la t de Students) =-1.599, P>0.5;

véase figura 19).
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Figura 19. Latencia en segundos al primer evento descarga espiga-onda. Se la latencia al primer evento de
DEO en segundos posterior a la administracién del vehiculo (azul) y posterior a la administracion de propionato
de testosterona (PT; naranja) en ratas taiep macho adultos orquiectomizadas. Al administrar propionato de

testosterona se incrementd la latencia al primer evento (prueba de la t de Student) =-1.599, P>0.5).
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9. DISCUSION

Los mecanismos fisiopatoldgicos mediante los que ocurre la generacion y el mantenimiento
de las DEOs son aun desconocidos (van Luijtelaar y cols., 2014); tanto en los humanos como
en modelos animales experimentales se ha propuesto a las hormonas esteroideas sexuales
como un factor importante en el inicio de las DEOs, esto derivado de las diferencias asociadas
al sexo que se han encontrado en los humanos, ya que estadisticamente se ha mostrado que
existe una mayor tasa de mujeres diagnosticadas con epilepsia de tipo ausencia que hombres
(Nicolson y cols., 2004); a pesar de esto, existen a la fecha pocos estudios en modelos
animales que se centren en determinar las diferencias dependientes del sexo (van Luijtelaar,
y cols., 2001). La mayoria de los estudios en relacion a las hormonas esteroides se centran
en explicar las disfunciones sexuales o los cambios en las concentraciones hormonales
posterior a laadministracion de los farmacos antiepilépticos (Carvalho, y cols., 2023). Es por
esto que en este trabajo se muestra la influencia de la testosterona en el inicio y el
mantenimiento de las DEOs en la adultez de la rata taiep, un modelo animal para el estudio

de las crisis de ausencia.

Los neuroesteroides son capaces de modificar la duracion y la frecuencia de apertura del
canal de Cl- del receptor GABAA (Twyman y cols., 1992); en el caso de la testosterona esta
hormona funge como un modulador alostérico positivo del receptor GABAA,, s decir, que
este receptor permanecera abierto por un mayor tiempo, permitiendo la entrada de iones CI-
hacia el interior de la membrana, produciendo una hiperpolarizacion prolongada de la
neurona, provocando de este modo la exacerbacion de las crisis de ausencia (Banerjee y cols.,
1998), esto se ha observado tanto en humanos como en ratas ya que la administracion de
neuroesteroides que modulan positivamente al receptor GABAAa produce un incremento en
la frecuencia y/o duracién de las DEOs en las ratas WAG/Rij y en las ratas GAERS
(Tolmancheva y cols., 2007). Debido a esta capacidad de los neuroesteroides de modificar
la neuroexcitabilidad en el cerebro es probable que los cambios y diferencias en los niveles
de hormonas esteroides circulantes en hombres y mujeres pudieran estar contribuyendo al

dimorfismo sexual observado en las DEOs (van Luijtelaar y cols., 2014).

44



En cuanto a la testosterona y sus metabolitos, el papel que juegan en la epilepsia es
contrastante, ya que poseen efectos duales dependiendo de la dosis administrada, la cepay la
edad del animal estudiado, es sabido que la testosterona posee efectos proepilépticos en la
epilepsia de tipo convulsiva (Frye y cols., 2001); ejemplo de esto es un estudio realizado en
ratas con epilepsia inducida con pentilenetetrazol (PTZ), muestran que la testosterona actué
como un proepiléptico, ya que al administrar la testosterona tanto en ratas como en ratones
se requirio de una dosis menor de PTZ para inducir las crisis convulsivas; este efecto fue
revertido al administrar letrozol, el cual es un inhibidor de la enzima aromatasa, que es la que
se encarga de la conversion de testosterona hacia el 17p- estradiol (Reddy y cols., 2004), esto
concuerda con estudios que demuestran el papel proepiléptico del 17p-estradiol (Scharfman
y cols., 2005). En cuanto a las crisis de ausencia, no se ha mostrado que el 17-p estradiol
posea un efecto que modifique la frecuencia de las DEOSs, y al administrar testosterona en
ratas WAG/RIj, la frecuencia de aparicion de las DEOs disminuyen significativamente, por
lo que en este tipo de epilepsia la testosterona si podria estar ejerciendo un papel directo en
los circuitos neuronales involucrados en la incidencia de las DEOs (van Luijtelaar y cols.,
20099).

En este trabajo en la latencia al primer evento de descarga espiga-onda no se obtuvo un
cambio significativo al administrar el propionato de testosterona (PT), sin embargo, como se
puede observar en los resultados el tiempo que transcurre hasta la aparicion de la primera
DEO es mayor en el grupo al cual se le administro propionato de testosterona, por lo que la
testosterona podria estar ejerciendo un papel protector en los primeros minutos tras su
administracion sistémica. Estos resultados son consistentes con los obtenidos en estudios
previos realizados en ratas WAG/RIj, en las que al administrar testosterona la frecuencia de
aparicion de las DEOs disminuy0 significativamente durante la primer hora y posterior a este
lapso de tiempo se incrementaron en frecuencia y duracion de las DEOs (van Luijtelaar y
cols., 2009); por otro lado el metabolito de la testosterona, la 5a-dihidrotestosterona tiene la
capacidad de actuar como un antagonista de los receptores excitatorios como lo es el N-metil-
D-aspartato (NMDA) un receptor ionotrépico de glutamato y, los antagonistas de este

receptor tienden a reducir las DEOs (van Luijtelaar y cols., 2014); por lo que la testosterona
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podria estar ejerciendo un efecto inmediato como supresor de las DEOs por un efecto directo

0 mediado por su conversion hacia 5a-dihidrotestosterona (van Luijtelaar y cols., 2014).

Como ya ha sido mencionado, la frecuencia de aparicion de las DEOs es mediada por un
circuito entre neuronas GABAEérgicas de la corteza somatosensorial y del nucleo reticular
talamico (McCafferty, y cols., 2021); la administracion de PT en este estudio no ocasiono
cambios significativos en la frecuencia de aparicién de las DEOs, esto podria ser derivado de
la previa orquiectomia realizada a las ratas, ya que en trabajos anteriores realizados en la rata
taiep se ha demostrado que la orquiectomia en ratas adultas ocasiona un incremento en la
frecuencia de aparicion de las DEOs y asi mismo la administracion sistémica y aguda de
testosterona en una dosis de 1 mg/kg no modifico la frecuencia de las DEOs posterior a la
orquiectomizacion de las ratas (Grados, 2019; Cortés y cols., 2022). Esta evidencia
concuerda con un estudio realizado en ratas WAG/RIj, a las cuales se les administr6 de forma
aguda dosis altas de testosterona y no se obtuvieron cambios en la aparicion de las DEOs
(van Luijtelaar y cols., 2009b). Por lo que al administrar incluso una dosis aguda de
testosterona como la utilizada en este trabajo de 4mg/kg tampoco ocasiond cambios

significativos.

En cuanto a la duracion de las crisis de ausencia, esta incrementé durante todo el ciclo
circadiano de la rata, siendo dos periodos de tiempo (a las 19:00 horas y a las 03:00 horas)
en los que se ontuvieron diferencias significativas al administrar el PT. Estos resultados son
consistentes con lo que se ha mostrado en otros trabajos, en los que al parecer la testosterona
tiene un papel exacerbador de las crisis de ausencia, pero este efecto es indirecto, ya que a
nivel de SNC, como ya se ha mencionado, la testosterona es capaz de ser convertida a 5a-
dihidrotestosterona que posteriormente es convertida a androstanediol en las células gliales
del hipocampo (Reddy y cols., 2010). EIl androstanediol es un homélogo estructural y
funcional de la alopregnanolona (van Luijteelaar y cols., 2010), y se ha demostrado que estos
dos neuroesteroides tienen la capacidad de incrementar la inhibicion GABAérgica a nivel del

talamo a través de su union selectiva a los receptores GABAAa (Reddy y cols., 2010).
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En los humanos se ha relacionado al ciclo suefio-vigilia con las descargas espiga-onda ya que
estas aparecen con mayor frecuencia durante la transicion de la vigilia hacia el suefio de
ondas lentas (Kellaway, 2014; Benetd y cols., 2007), en la rata taiep el patron del ciclo suefio-
vigilia se encuentra alterado durante todo el ciclo circadiano, ya que tienden a presentar
mayor proporcion del suefio durante la fase de oscuridad (Cortés, 2012), esto podria explicar
porque se incrementd la duracion de las DEOs durante el periodo de las 19:00 horas, dado

que esta es la etapa del cambio de fase de luz-oscuridad.

Tomando en cuenta que la frecuencia de aparicion de las DEOs no se modificé al administrar
el PT, pero la duracion si incrementd considerablemente y en ciertos periodos de tiempo de
forma significativa, podrian establecerse nuevas perspectivas de estudio ya que los
mecanismos que subyacen al inicio y al mantenimiento de las crisis de ausencia podrian ser
activados de manera distinta, ya que las vias que se ven involucradas estarian respondiendo
de manera diferenciada no solo a la testosterona, sino también a sus metabolitos, asi como

de otras hormonas esteroideas, principalmente los estrogenos.

En este trabajo con el objetivo de eliminar la fuente principal de produccion de testosterona
se realizo la orquiectomizacion de las ratas, sin embargo, se ha demostrado que es posible
que la testosterona sea sintetizada a partir del colesterol en el SNC, especificamente en el
neuronas del hipocampo, conocidos como neuroesteroides, los cuales juegan un papel
relevante en circuitos locales (Fester y cols., 2021). A futuro seria conveniente realizar
mediciones de las concentraciones de testosterona circulante previas y posteriores al proceso
de orquiectomizacion, ademas seria también un trabajo relevante la administracion crénica
de propionato de testosterona y estudiar el efecto que este tiene a largo plazo sobre las DEOs
en la rata taiep; o la aplicacion local de androstanediol en el circuito tdlamo-cortical,
particularmente en el ndcleo reticular del talamo, donde se ha mostrado que es capaz de
modular las DEOs (Ibarra, 2022).
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10. CONCLUSIONES.

1. EI propionato de testosterona modificé de manera significativa la duracion de
las DEOs, demostrando que es capaz de participar de forma distinta en el inicio

y en el mantenimiento de las DEOs.

2. Latestosterona puede interactuar de forma directa o a través de sus metabolitos
a nivel del SNC, por lo que dependiendo de la via metabdlica que ejerza es capaz

de incrementar o disminuir a las DEOs.

11. PERSPECTIVAS

Evaluar los efectos de la administracion en el nucleo reticular taldmico de la
testosterona y de sus principales metabolitos que son neuroesteroides como el
androstandiol, para estudiar de qué manera son capaces de modular en esta estructura

el inicio y el mantenimiento de las DEOs.
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