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Resumen

El status epilepticus (SE) es un tipo de actividad epiléptica con alta incidencia en nifios; se caracteriza por crisis
epilépticas por un tiempo prolongado, con consecuencias como muerte neuronal y desarrollo de epilepsia. A nivel
experimental, el pentilentetrazol (PTZ) produce convulsiones ténico-clonicas generalizadas (CTCG) en la rata en
desarrollo con alta mortalidad. En este estudio se realizé una curva dosis-respuesta con la finalidad de caracterizar las
convulsiones producidas por una dosis Unica de PTZ (45, 50, 55, 60, 65, 70 y 75 mg/kg, i.p.) en ratas Wistar de 14 dias
de edad (P14). No se identificaron diferencias estadisticamente significativas entre las dosis de PTZ analizadas en la
proporcién de ratas que presentaron CTCG, SE o murieron después de la aplicacion del PTZ. Con 45 mg/kg de PTZ
ninguna rata presentd CTCG, con 50 mg/kg de PTZ el 25% de las ratas mostraron CTCG, mientras que a dosis
mayores el 100% de las ratas presentaron estas convulsiones. Las ratas que presentaron CTCG y que no murieron
desarrollaron enseguida SE en todas las dosis estudiadas, en un porcentaje que varié de 63% (55 y 60 mg/kg de PTZ) a
25-37% (70-50 mg/kg de PTZ). Todas las ratas inyectadas con 75 mg/kg de PTZ presentaron CTCG y murieron. Los
datos de este estudio sugieren que la administracién de una sola dosis de PTZ en la rata P14 puede ser un modelo util
para el estudio de CTCG y SE en la rata en desarrollo.
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Abstract

Status epilepticus (SE) is a type of epileptic activity with a high incidence in children; it is characterized by prolonged
epileptic seizures that produce neuronal cell death and increase the risk for epilepsy. Experimental studies have
shown that pentylentetrazole (PTZ) produces generalized tonic-clonic seizures (GTCS) in the developing rat with
high mortality. In this study we tested the effect of a single administration of different dose of PTZ (45, 50, 55, 60, 65,
70 and 75 mg/kg, i.p.) in 14-day-old (P14) Wistar rat pups. Non-statistically significant differences were observed
between the doses of PTZ in the proportion of rats that presented GTCS, SE or died after PTZ. Rats injected with 45
mg/kg PTZ did not show GTCS, with 50 mg/kg PTZ 25% of the rats had GTCS, whereas at higher doses 100% of the
rats had GTCS. Rats that had GTCS and did not die developed SE at all doses studied, varying from 63% (55 and 60
mg/kg of PTZ) to 25-37% (70-50 mg/kg of PTZ). All rats injected with 75 mg/kg PTZ showed GTCS and died. These
data suggest that the administration of a single dose of PTZ in P14 rats may be a useful model for studying GTCS and
SE in the developing rat.
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I. Introduccion

La Organizacion Mundial de la Salud considera
que en la actualidad 50 millones de personas
en todo el mundo padecen epilepsia, con una
prevalencia estimada que oscila entre 4 y 10
por 1000 personas.! En México, la prevalencia
se calcula entre 6.8 y 18 por cada 1000
habitantes,2 lo que la hace un problema de
salud publica. La epilepsia es un trastorno del
cerebro caracterizado por una predisposicion
croénica a generar crisis epilépticas con
consecuencias  neurobiologicas,  cognitivas,
psicologicas y sociales.2 Un tipo de actividad
epiléptica  considerada la  emergencia
neurologica mas comuln en la infancia es el
status epilepticus (SE), una condicion que
resulta de una falla en los mecanismos
responsables de la terminacion de las crisis o
de la iniciacion de mecanismos que conducen a
crisis anormalmente prolongadas.®

El efecto de las crisis epilépticas durante
el desarrollo depende de multiples factores y
puede afectar al cerebro, incluso a largo plazo,
dependiendo de su frecuencia.é El SE produce
muerte neuronal en diversas regiones
cerebrales en humanos,Z ratas® y a nivel
experimental, se ha demostrado ampliamente
que el SE favorece el desarrollo de epilepsia.82

Los modelos animales de crisis epilépticas
y epilepsia desempenan un papel crucial en
esclarecer los mecanismos que las originan, asi
como las consecuencias adversas en el
desarrollo.l0 El pentilentetrazol (PTZ) es un
antagonista del receptor GABAaL12 que
produce convulsiones en ratas en desarrollo,
ya sea tras la administracion de una sola
dosisl34 o de dosis repetidas.’> Es bien
conocido que en roedores, tanto adultos
como en desarrollo, la administracién de dosis
altas de PTZ induce convulsiones toénico-
clonicas generalizadas (CTCG).16 Sin embargo,
en la rata en desarrollo (7, 12 y 18 dias de
edad) el PTZ produce, en un rango de 40 a
120 mg/kg, dos tipos diferentes de
convulsiones, las minimas que son
predominantemente crisis clonicas faciales y de
los miembros anteriores, preservando el
reflejo postural; y las mayores, que
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corresponden a las CTCG con pérdida de la
postura.l? No obstante, en esos estudios se
hace una escasa referencia el desarrollo de SE,
a pesar de su alta incidencia en infantes
humanos.# Para generar SE en ratas en
desarrollo se ha empleado un esquema de
aplicacion repetida de dosis subconvulsivas de
PTZ!820 jniciando con una aplicacion de 40
mg/kg, seguida por una dosis de 20 mg/kg 10
minutos después y, posteriormente, |0 mg/kg
cada 10 minutos hasta que se presente el SE.
También en este esquema se presenta pérdida
de control postural y CTCG, con el
inconveniente de una alta mortalidad.1>

Considerando lo anterior, el objetivo del
presente trabajo fue realizar una curva dosis-
respuesta para caracterizar el desarrollo de
CTCG y SE después de aplicar PTZ en ratas
Wistar de 1|4 dias de edad (Pl4). Se
seleccionaron ratas P14 considerando que la
madurez cerebral a esta edad (12-18 dias de
edad) es equivalente a la de un nifio.2!

2. Materiales y métodos
2.1. Sujetos experimentales

Se utilizaron ratas P14 de la cepa Wistar de
ambos sexos al momento de inducir las
convulsiones (25 a 30 g de peso corporal), las
cuales fueron criadas en el bioterio del Centro
de Investigaciones Cerebrales de |Ila
Universidad Veracruzana. Los progenitores de
los animales utilizados en los experimentos
provinieron de la compania Rismart México.
Después del periodo de apareamiento, las
hembras adultas que resultaron gestantes se
alojaron individualmente en cajas de acrilico
transparente (15 X 24 x 37 cm). Las camadas
fueron homogeneizadas por talla a 8 crias cada
una para evitar diferencias en el peso de las
ratas. Los animales se mantuvieron con sus
madres en condiciones ambientales de
temperatura (23-25°C) y humedad (65-85%),
con ciclos normales de luz-oscuridad de 12 h
(08:00 a 20:00 h) y libre acceso al agua y al
alimento. El dia de nacimiento fue considerado
como el dia posnatal cero. En todos los casos
la induccién del SE se realizé entre las 9:00 y
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10:00 h del dia. Para el estudio se siguieron los
lineamientos éticos nacionales para el uso y
cuidado de animales de investigacion segun la
NOM-062-ZO0O-1999.

2.2. Induccion del SE

Durante el dia postnatal 14 las ratas recibieron
45 (n=4), 50 (n=4), 55 (n=8), 60 (n=8), 65
(n=8), 70 (n=4) o 75 (n=4) mg/kg i.p. de PTZ
(Sigma, St. Louis, Mo., USA), respectivamente,
disuelto en NaCl al 0.9%. Un grupo de ratas
control, a las que no se les aplico PTZ y que
por ende no convulsionaron, recibié un
volumen equivalente de solucion salina i.p. La
manifestacion conductual de las convulsiones
fue videograbada y cuidadosamente
monitoreada para determinar la severidad de
las convulsiones, la latencia a las CTCG, asi
como el porcentaje de animales que
presentaron convulsiones, SE y muerte. El SE
se definié6 como actividad convulsiva continua
con duracion mayor de 30 min. No se aplico
ningun farmaco antiepiléptico para detener las
convulsiones. Después de finalizado el SE, las
ratas recibieron | ml de dextrosa al 5% por via
subcutanea para evitar la deshidratacion vy
apoyarlas en su recuperacion. Posteriormente,
las crias se colocaron de nuevo con sus
madres, aproximadamente 6 h después del
inicio del SE, para evitar el canibalismo. Se
registré la supervivencia de las ratas al dia
siguiente y hasta el dia posnatal 21 (P21).

3. Analisis estadistico

Para comparar el numero de ratas que
presentaron CTCG vy SE se utilizé una prueba
de proporciones. En el caso de la latencia a las
CTCG se verificd que los datos cumplieran los
supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas  realizando las  pruebas de
Kolmogorov-Smirnov y Levene,
respectivamente. Dado que los datos no
cumplieron dichos supuestos se analizaron con
una prueba no paramétrica de Kruskal Wallis.
Los resultados se representan como el
porcentaje y la mediana y el rango intercuartil.
Los analisis se realizaron con el programa
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STATISTICA y Prisma Graph Pad y se
considerd un nivel de significancia de a= 0.05.

4. Resultados

Las ratas que se inyectaron Unicamente con
solucion salina isotonica no presentaron
convulsiones. En todos los grupos a los que se
les aplico PTZ Ila inhibicion de la actividad
motora fue el preludio de las convulsiones y a
continuacion se  observaron  espasmos
mioclénicos breves (mioclonus) y mioclonias,
es decir crisis minimas. El grupo de ratas a las
que se les aplico 45 mgl/kg de PTZ sdlo
presenté mioclonus. Las dosis mayores de
PTZ (50-75 mg/kg) produjeron crisis minimas,
temblor de todo el cuerpo, mioclonias faciales
y masticacion seguidos de una carrera violenta
(wild running) y CTCG para culminar en SE. La
secuencia convulsiva de la CTCG, consistié en
una carrera brusca inicial o un salto seguido de
una caida, acompanada por la pérdida del
reflejo de enderezamiento. Inmediatamente
después, las ratas alcanzaron una etapa ténica
generalizada que se caracterizé por la pérdida
de control postural y fuertes contracciones en
los musculos extensores de los miembros
anteriores, posteriores o ambos, para
posteriormente presentar  convulsiones
clénicas de todas las extremidades. A partir de
este momento las  convulsiones = se
caracterizaron por pérdida del tono postural y
movimientos de las extremidades tipo “nado”
con el animal sobre un costado, y dada su
duracién esta correspondio a SE.

Al analizar la proporcién de ratas que
presentaron CTCG, SE o murieron después
de la aplicacion del PTZ, no se identificaron
modificaciones entre las diferentes dosis de
PTZ analizadas. Se observé que con 45 mg/kg
de PTZ ninguna rata presentd CTCG, con 50
mg/kg de PTZ el 25% de las ratas inyectadas
tuvieron CTCG, mientras que a dosis mayores
el 100% de las ratas presentaron estas
convulsiones. A partir de la dosis de 55 mg/kg
de PTZ algunas de las ratas murieron después
de la CTCG. Los animales que presentaron
CTCG y que no murieron desarrollaron
enseguida SE en todas las dosis estudiadas, en
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75 mglkg de PTZ presentaron CTCG vy
murieron (Tabla I).

un porcentaje que varié de 63% (dosis de 55y
60 mg/kg de PTZ) a 25-37% (dosis de 70-50
mg/kg de PTZ). Todas las ratas inyectadas con

Tabla I. Curva dosis-respuesta del efecto del pentilentetrazol (PTZ) en la presentacion de convulsiones tonico-
clonicas generalizadas (CTCG), status epilepticus (SE) y muerte debido a la CTCG en ratas de 14 dias de edad.

Dosis de PTZ n Porcentaje
(mglkg) CTCG Muerte debido a la SE después de la
CTCG CTCG
[} 4 0 0
45 4 0 0
50 4 25 0 25
55 8 100 37 63
60 8 100 37 63
65 8 100 63 37
70 4 100 75 25
75 4 100 100 0

Los datos se expresan como porcentaje para cada parametro evaluado. No se identificaron diferencias entre las
dosis de PTZ evaluadas.

Adicionalmente se analiz6 la latencia a las
CTCG en las ratas tratadas con las diferentes
dosis de PTZ registrandose una latencia de
154.5 s (100-316.8) para la dosis 55 mg/kg, 103
s (92.5-136.3) para 60 mg/kg, 82.5 s (64.25-
97.75) para 65 mg/kg, 64.5 s (61.5-117.8) para

600+
500+

400+

300+

200+

70 mglkgy 91 s (51.25-133) para 75 mg/kg. No
se observaron diferencias significativas entre
los grupos experimentales en este parametro,
aunque la menor dosis de PTZ mostré una
latencia mayor (Figura I).

Latencia a CTCG (s)

= =

55 60 65 70 75
Dosis de PTZ (mg/kg)

100=]

0

Figura I. Latencia a las convulsiones tonico-clonicas generalizadas (CTCG) producidas por diferentes dosis de
pentilentetrazol (PTZ) en ratas de 14 dias de edad. Los datos se expresan como la mediana y el rango
intercuartil, los bigotes corresponden a los valores minimo y maximo para cada grupo. No existen diferencias
entre los grupos experimentales.
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Todas las ratas que presentaron SE
sobrevivieron 24 h después del mismo y
mostraron un comportamiento al dia P2l
similar a aquellas ratas a las que no se les
aplicé PTZ (que no tuvieron convulsiones).

5. Discusion

Los hallazgos de este estudio muestran que el
PTZ produce CTCG y SE en la rata de |4 dias
de edad, aunque no existen diferencias en las
dosis empleadas en el rango de 50-75 mg/kg.
Sin embargo, en Ila practica el efecto
convulsivo del PTZ mostré una tendencia
dependiente de la dosis en las convulsiones, de
manera que la dosis de 45 mg/kg no produce
CTCG, la dosis de 50 lo hace unicamente en
25% de las ratas, y dosis de 55 a 75 mg/kg
producen CTCG en el 100% de las ratas. Para
todas las dosis de PTZ analizadas, las ratas que
no murieron debido a las CTCG desarrollaron
SE y sobrevivieron a las convulsiones en
condiciones similares a aquellas ratas que no
convulsionaron hasta el dia P21. La ausencia de
diferencias estadisticamente significativas entre
las dosis del PTZ empleadas puede deberse al
reducido tamano de muestra empleado
(algunos grupos se conformaron por 4 ratas).
Sin embargo, no se considerd usar un mayor
numero de ratas ya que con la dosis menor de
PTZ ninguna convulsiond y con la dosis mayor
todas tuvieron CTCG y SE y murieron.

Los resultados de esta investigacion
sugieren que el PTZ a una dosis Unica es capaz
de producir CTCG que eventualmente
evolucionan a SE. Tras la aplicacion del PTZ
estas ratas mostraron una latencia corta a las
convulsiones con una rapida secuencia de
conductas caracterizadas por temblor en todo
el cuerpo, mioclonias faciales y de miembros
posteriores y anteriores, seguida por una
carrera violenta, CTCG y SE. Las convulsiones
observadas a esta edad son similares a las
observadas previamente por Velisek et al., con
dosis de 40 a 120 mg/kg de PTZ en ratas de 7
a 25 dias de edad.Z Sin embargo, en ese
estudio no caracterizaron la presencia del SE.
Lo anterior puede atribuirse a que cuando se
emplea PTZ a dosis altas, la mayoria de las
ratas desarrolla CTCG y muere. En un estudio
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realizado en ratas de 16-20 dias de edad,!> se
menciona que tras la aplicacion de dosis
repetidas de PTZ la mayoria de las ratas
presentaron SE, pero con mortalidad superior
al 50%, ratificando que cuando se emplea PTZ
a dosis altas, la mayoria de las ratas muere
después de las convulsiones. La diferencia
entre las respuestas convulsivas observadas
cuando se genera SE con una o con varias
dosis, sugiere que éstas se presentan en
funcién de la dosis empleada y a la sensibilidad
al PTZ por parte de las estructuras cerebrales
responsables de la ocurrencia del SE.1Z

La literatura menciona que el SE puede
inducirse después de la aparicion de CTCG
con dosis multiples de PTZ (60 a 120 mg/kg)
en ratas en desarrollo de 16 a 20 dias de
edad,!'s de 10 y 21 dias de edad!82y 10, 14, 17
y 2| dias de edad,? asi como en ratas
adultas.2222 Nuestros resultados mostraron
que una sola aplicacion de PTZ en la rata P14
genera CTCG vy SE, a diferencia de lo
reportado en ratas P7, P10, P12 y P18 en las
que sélo se reportan las CTCG.1%17 Estas
diferencias pueden deberse a cambios en las
vias neuronales excitatorias e inhibitorias que
presenta el cerebro de la rata en desarrollo,2
ya que por ejemplo alrededor del dia Pl4,
ocurre un cambio en las concentraciones
ionicas neuronales que hacen que el GABA
pase de ser excitador a inhibidor.22> Ademas,
no puede descartarse posibles diferencias en la
absorcion, penetracion y eliminacion del PTZ
en el sistema nervioso central en ratas de
diferente edad.2¢

Las convulsiones producidas por el PTZ
tienen dos componentes principales, de inicio
se observan manifestaciones clénicas seguidas
de una extension tonica de las extremidades y
del cuerpo en general. Los estudios realizados
han mostrado que las fases clonicas requieren
la activacion de redes neuronales del cerebro
anterior, incluyendo la corteza prefrontal y los
ganglios basales, para eventualmente reclutar a
estructuras del tallo cerebral, responsables de
la manifestacion tonica de las convulsiones.27.28
Nuestros resultados indican que, si la CTCG
no es tan severa como para producir la
muerte de la rata, se desarrolla SE, sugiriendo
una falla en los mecanismos que culminan una
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crisis epiléptica. Si bien es cierto, los
resultados de este estudio implican
Unicamente la evaluacion de las convulsiones
después de la aplicacion del PTZ sin un
registro de la actividad electrografica
simultaneo, otros autores ya han descrito que
existe una correlacion entre la severidad de la
actividad electrografica y las manifestaciones
conductuales de las convulsiones producidas
por el PTZ.2 Sin embargo, seria importante
para apoyar nuestros hallazgos realizar a
futuro un andlisis de la actividad electrografica
durante la transicion de las CTCG al SE.

6. Conclusion

Los hallazgos de este estudio mostraron que la
administracion de una sola dosis de PTZ en la
rata de 14 dias de edad produce CTCG y SE, y
esto puede representar un modelo util para su
estudio en la rata en desarrollo.
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