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PTZ susceptibility in old and young mice. Differences between convulsive
and subconvulsive Kindling protocol
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Introduction: Kindling Model consist sequential injections of a dose Pentylenetetrazole cau-
sing spontaneous seizures. (ES)

Objectives: Compare convulsive and subconvulsive effect in old and young mice, to evaluate
the differences between ichthyogenesis and epileptogenesis.

Methods: Rapid kindling model was performed using pentylenetetrazole in C57BL/6 mice.
Using convulsive doses (C) (75 mg/kg in one injection) and sub-convulsive (SC) (10 mg/kg
every 5 minutes for 30 minutes, for a total of 5 injections). Four groups were formed, young
mouse (<32 weeks; C = 8; SC = 9) and 16 Old mouse (>32 weeks; C = 8; SC = 8). Using Racine
Score. Descriptive statistics.

Results: Has been made 16 C protocols and 17 SC protocols. The latency time to phase 1 in
sec. itis lower in old C (50.5 sec) than in young C (170.3). In SC, it was higher in the old group
170.3 vs young 105.5 (P = 0.001). Young C group presented longer time during Phase 1 to 3,
and old C group during phase 4 and 5. Young SC presented longer duration in phase 2, unlike
old SC with linear duration in different SR phases (P = 0.001). There were no differences in
spontaneous death in all groups.

Conclusion: Latency time to Phase 1 was shorter in old convulsives and longer than young SC,
indicative greater ichthyogenesis and less epileptogenesis in the old population. Tendency
in the elderly to stay longer in phases 4 and 5 in convulsive doses suggests a greater tendency
to ichthyogenesis and greater severity of spontaneous seizures.

© 2022 Sociedad Neuroldgica Argentina. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. All rights

reserved.

Introduccién

La epilepsia es un trastorno del cerebro caracterizado por
una predisposicién para generar crisis epilépticas (CE) y por
las consecuencias neurobiolégicas, cognitivas, psicolégicas y
sociales de esta condicién'. Es una patologia de alta frecuen-
cia, con una incidencia en el mundo de 20-70/100.000 ano, y
puede variar seglin la regién geogréfica®.

Existen varios modelos experimentales para el estudio de
la epilepsia, uno de los mas ampliamente utilizados es el
llamado kindling®>#, que consiste en la administracién repe-
tida de estimulos quimicos o eléctricos®’ dando lugar a
una progresiva sensibilizacién, generando crisis que even-
tualmente desencadenan crisis epilépticas recurrentes (CRE)
espontaneas®.

El modelo de kindling quimico se fundamenta en la admi-
nistracién repetida de farmacos hasta alcanzar CE. Ejemplos
de sustancias quimicas que se utilizan en kindling en sujetos de
experimentacién (SE) incluyen pentilentetrazol (PTZ), FG-7142
y picrotoxina, entre otros® !

La herramienta mas ampliamente difundida para evaluar
clinicamente este modelo, se denomina Score de Racine (SR)"?,
es una escala comportamental, validada en SE para analizar
CE en modelos de kindling. E1 SR posee distintas etapas que
progresan en la etapa 0 a la etapa V, estdn basadas en el com-
portamiento del animal luego del estimulo (tabla 1).

La epileptogénesis es un proceso continuo mediante el
cual una red neuronal, previamente normal, se ve alterada
funcionalmente con un aumento de la susceptibilidad a las

CE, por lo que presenta una mayor probabilidad de generar
CRE'3. La epileptogénesis se refiere al desarrollo y extensién de
tejido capaz de generar CRE, iniciando una condicién epilép-
tica y/o progresién de la epilepsia después de que se establece.
No solamente se refiere al periodo de tiempo entre la noxa
epileptogénicay el diagnédstico de epilepsia®*>~'7. Fisiopatols-
gicamente esta reorganizacién cerebral puede incluir pérdidas
neuronales, cambios en la expresién de canales activados por
voltaje, receptores, alteraciones metabdlicas, procesos inmu-
nolégicos y gliosis.

La ictogénesis se define como los procesos de transicién
del estado interictal a una crisis epiléptica. En ella se incluye
un estado preictal, con signos clinicos especificos y una elec-
trofisiologia distinta que puede brindar oportunidades para
anticipar, o incluso prevenir, las CE. Los mecanismos bio-
logicos de la ictogénesis siguen siendo poco conocidos y
variables'®.

Ambos fenémenos pueden ser estudiados a través de
modelos de kindling. La inyeccién de una tnica dosis destinada
a producir CE nos permite observar el proceso de ictogénesis,
mientras que las inyecciones repetidas de dosis menores hasta
generar CRE permiten evaluar el proceso de epileptogénesis.

Los procesos de epileptogénesis e ictogénesis ain no se
han terminado de comprender debido a la gran cantidad de
variables que pueden influir sobre los mismos. Los modelos de
kindling son modelos que permiten estudiar clinica, eléctrica y
patolégicamente estos procesos. Nuestra experiencia intenta
evaluar dichos procesos a través de dos protocolos diferen-
tes. Valorando dos grupos de SE de distintas edades con un
protocolo de kindling quimico rapido con dosis convulsivas y
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Tabla 1 - Score de Racine

Etapa Comportamiento

0 Moverse, explorar, arreglarse.

I Mirada en blanco y permanece quieto; batidos de perro mojado.

II Cabeza asintiendo; movimientos clénicos de boca/mandibula; posicién de lordosis.

111 Clonus de las extremidades anteriores o sin clonus de las extremidades anteriores; cola recta, todas las extremidades
estiradas con pequenos rebotes (movimiento de palomitas de maiz).

v Alzamiento y clonus de la extremidad anterior; el animal puede caerse, pero deberia poder volver rapidamente a su
posicién vertical.

\'% Convulsién ténica/clénica generalizada; progresion rapida del clonus de la extremidad anterior a caerse sin recuperacion

de la posicién vertical.

dosis subconvulsivas repetidas y comparar ambos procesos
(epileptogénesis vs. ictogénesis)'®.

Materiales y métodos

Elestudio se llevé a cabo en la provincia de San Luis, Argentina,
en el campus de la Universidad Catélica de Cuyo con sede San
Luis (UCC-SL).

Se realizé kindling rapido utilizando PTZ en ratones
C57BL/6, con dosis convulsivas (C) (75 mg/kg en una inyec-
cién) y subconvulsiva (SC) (10 mg/kg cada cinco minutos por
30 minutos, siendo un total de cinco inyecciones). Se confor-
maron cuatro grupos, 17 SE jévenes (< 32 semanas; C = 8; SC
=9) y 16 SE viejos (> 32 semanas; C = 8; SC = 8). Todo el proce-
dimiento fue grabado en video para la discusién y evaluacién
luego mediante el SR.

El agua y los alimentos estaban disponibles para el con-
sumo ad libitum. Se busca el minimo dolor y sufrimiento, y una
cantidad reducida de animales. Para la eutanasia, los animales
se anestesiaron profundamente con clorhidrato de ketamina
y xilazina (200 mg/kg + 10 mg/kg; intraperitoneal) antes de la
muerte por decapitacién.

Criterios de inclusion

Ratones cepa C57BL/6 > 32 Semanas y < 32 Semanas. Sin pato-
logia de base y cuidado extremo de bioterio.

Manejo de animales

La investigacion tiene la aprobacién del comité de bioética de
la Universidad Catdlica de Cuyo (sede en San Juan) y todos
los investigadores conocen y cumplen con los requisitos éti-
cos, legales y juridicos, establecidos en las normas bioéticas
nacionales -Disposiciéon ANMAT 5330/97- e internacionales -
Cddigo de Niiremberg, Declaraciéon de Helsinki y sus modi-
ficaciones, Declaracién Universal sobre Genoma Humano y
Derechos Humanos aprobada por la Conferencia General de
la UNESCO, del 11 de noviembre de 1997. Se han seguido las
directrices del ARRIVED 2.0. Protocolo utilizado adaptado por
Musto et al., 20151921,
Susceptibilidad a las CE:

1. Cada animal se colocé en una camara de observacién acri-
lica individual durante 30 minutos antes y después de la
inyeccién de PTZ, un antagonista del receptor del subtipo
A del 4cido y-aminobutirico A (GABA-A), Sigma, St. Louis,

MO, EE. UU\) y clinicamente se evalué de acuerdo con la
puntuacién de Racine'?.

2. Protocolo sub convulsivo: el PTZ se inyect6 cinco veces por
via intraperitoneal cada 5 min (10 mg/kg).

3. Protocolo convulsivo: se inyecté una dosis convulsiva de
PTZ (75 mg/kg, IP) una Unica vez, luego se observo el com-
portamiento del SE.

4. Se cuantificé el tiempo de latencia en segundos a la fase 1
y la gravedad de las crisis se clasificé de acuerdo con el SR
(Musto et al., 2015).2!

5. Se observé alos animales antes (30 minutos, linea de base),

durante y después de las inyecciones continuas de PTZ

(30 minutos estimados) o inyeccién Unica segun el caso. El

ruido ambiental se mantuvo a un nivel minimo. Se utiliz6

una camara de video para grabar cada ratén para moni-
torear la actividad de las CE después de la inyeccién de

PTZ.

Preparacién de PTZ

Se disolvi6é 2 mg/mL PTZ en solucién fisiolégica NaCl 0,9%.

Dosis convulsivas de PTZ (75 mg/kg) via intraperitoneal (IP).

Dosis subconvulsivas (10 mg/kg - IP).

Inyeccién de PTZ

Se realiz6 la experimentacién entre las 9:00 a.m. y las 15:00

p-m. en tres dias.

Se obtuvo el peso corporal del SE.

3. Cada animal se colocé en una camara de observacién acri-
lica individual durante 30 minutos previos a la inyeccién.

4. Durante el periodo de adaptacién se calculé el volumen
de solucién de PTZ para la inyeccién en funcién del peso
corporal del animal y la dosis de inyeccién previamente
determinada.

5. Seinyect6 el PTZ por via intraperitoneal con una jeringa de
1 mL a una aguja de calibre 26 G en el cuadrante izquierdo
o derecho del abdomen del animal. Evitando inyectarse en
la linea media y en los casos de repeticién de dosis, evitar
cambiar el sitio de puncién.

6. Se observaron los comportamientos de los animales 30
minutos después de la administracién de PTZ y se clasi-
fic6 el comportamiento de acuerdo con el SR in vivo para
luego compararlo con los videos semanas después de la
experimentacién.

7. Serealiz6 la eutanasia del SE.

i S S s

o

Meétodos estadisticos

Los datos de cada experimento se promediaron y se expresa-
ron como media =+ SD (standard deviation). Se realiz6 estadistica
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Tabla 2 - Comparacion de SE en protocolos convulsivo y subconvulsivo

Convulsivo Subconvulsivo Valor de p
Jévenes 8 (45%) 9 (55%) p=0,99 #
Viejos 8 (50%) 8 (50%)
Peso 25,37 (SD 4,77) 24,8 (SD 3,9) p=08"*
Sexo 9 (52,94%) 10 (58.8%) p=094#
Latencia a 1 60,31 (SD 34,66) 136 (SD 94) p=0,01"*
Mayor fase alcanzada 4,68 (SD 0,47) 3(SD 1,2) p =0,0001 *
Muerte espontidnea 4 (25%) 2 (11,7%) p=05#
Duracién fase 1 68,12 (SD 66,46) 187,5 (SD 197) p=0,04*
Duracién fase 2 100,43 (SD 148,46) 943,8 (SD 618) p =0,0001 *
Duracién fase 3 260,87 (SD 346,49) 335 (SD 461) p=05*
Duracién fase 4 381,37 (SD 354,24) 13,7 (SD 43) p=0,001"*
Duracién fase 5 530,31 (SD 608,43) 77,5 (SD 234) p = 0,006*

#: X2, *. T apareado.

Tabla 3 - Comparacion entre SE jovenes (< 32 semanas) y viejos (> 32 semanas)

Convulsivos jévenes Convulsivos viejos Subconvulsivos jévenes Subconvulsivos viejos Valor de p
Latencia a 1 170,37 (SD 125,03) 50,5 (SD 28) 105,5 (SD 45) 170,3 (SD 125) p=0,01z
Mayor fase alcanzada 3,5 (SD 1,30) 4,87 (SD 0,35) 2,5(SD 1) 3,5(SD 1) p = 0,0001 2
Muerte espontanea 1(12,5%) 3 (37,5%) 1(11%) 1(12,5%) p=01#
Duracié6n fase 1 207 (SD 248,76) 67,62 (SD 67) 170,3 (SD 153) 207 (SD 248) p=0,0010
Duracién fase 2 627 (SD 612,20) 62,25 (SD 80) 1225,5 (SD 497) 627 (SD 612)
Duracié6n fase 3 544.5 (SD 533,26) 118 (SD 142) 148,7 (SD 305) 544 (SD 533)
Duracién fase 4 29,12 (SD 62,54) 247 (SD 354) 0(SD0) 29 (SD 62)
Duracién fase 5 160,12 (SD 333,41) 649 (SD 723) 4,2 (SD 12) 160 (SD 333)

&: Anova One Way; ¢: Kruscas Wallis; #: X.

descriptiva, se utilizé X?, prueba de Kruskal-Wallis, prueba Ty
ANOVA para la comparacién de grupos. Se llevé a cabo el cdl-
culo de tamano muestral con base en comparaciones previas
en dos poblaciones de ratones de distintas edades??, para un
poder de 80%, con error alfa de 5%, con un minimo de tres SE
por grupo. Se utilizé StatsDirect (v3.2.7).

Resultados

Se realizaron 16 protocolos de kindling convulsivos y 17 sub-
convulsivos, quedando configurados los siguientes grupos, SE
subconvulsivos jévenes n = 9, SE convulsivos jévenes n = 8,
SE subconvulsivos viejos n = 8 y SE convulsivos viejos n =
8, no existen diferencias estadisticamente significativas en la
cantidad de SE de cada grupo (tabla 2).

Se encontré diferencia significativa entre el peso de los SE
jovenes y los SE viejos (p < 0,005), no encontrando diferencias
entre el peso de los SE en ambos protocolos. No se encontraron
diferencias significativas en el sexo de los SE en los cuatro
grupos.

El tiempo medio de latencia a fase 1 (en segundos) fue de
88,8 (SD 45,2) para los SE jovenes y de 110,4 (SD 107) para los SE
viejos. El andlisis de latencia a fase 1 en los grupos mostré una
media de 170,3 segundos en SE convulsivos jévenes y de 50,5
segundos en SE convulsivos viejos; y de 105,5 segundos para
SE subconvulsivos jévenes y 170,3 segundos para SE subcon-
vulsivos viejos, encontrandose diferencias significativas entre
los grupos (fig. 1y tabla 3).

El tiempo de latencia resulté mucho mayor en los SE con-
vulsivos jévenes que en los SE convulsivos viejos, sin embargo,
en el protocolo de subconvulsivos es el subgrupo de SE viejos
el que demord mayor tiempo en alcanzar fase 1 entre todos
los grupos.

La mayor fase alcanzada fue en promedio 4,1 (SD 0,9) para
SE viejos, siendo mayor comparada a la de los SE jévenes que
fue de 3 (SD 0,7), con una diferencia estadisticamente signi-
ficativa (p = 0,04). En el grupo de convulsivos viejos la mayor
fase alcanzada media fue de 4,87 (SD 0,35) y de 3,5 (SE 1,30)
para convulsivos jévenes, mientras que en el protocolo sub-
convulsivo los SE viejos alcanzaron una media de 3,5 (SD 1)
y de 2,5 (SD 1) para SE subconvulsivos jévenes, siendo los de
menor etapa alcanzada, con diferencia significativa entre los
grupos (p < 0,001).

Los SE viejos alcanzaron significativamente mayores fases
en el SR. No hubo diferencia estadisticamente significativa
para la variable de muerte espontdnea entre los gru-
Ppos.

El andlisis de duracién de las fases evidencié que en el pro-
tocolo subconvulsivo los SE jévenes estuvieron mas tiempo
en fase 2 del SR comparado con los SE viejos que presentan
una duracién mas uniforme en las diferentes fases (fig. 2). (p
=0,001).

En cuanto al protocolo convulsivo, cabe destacar que los SE
jovenes estuvieron mas tiempo durante las fases 1 a 3 del SR,
mientras que los SE viejos estuvieron mas tiempo durante las
fases 4y 5 (fig. 3).
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N°1 Tiempo de latencia en los diferentes grupos
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Convulsivos Jovenes  Subconvulsivos Jovenes

Figura 1 - Tiempo de latencia en los diferentes grupos.

N ° 2: Distribucion del tiempo durante las diferentes fase del SR:
Protocolo subconvulsivo.
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Figura 2 - Distribucién del tiempo durante las diferentes fases del Score de Racine: protocolo subconvulsivo.

Conclusion

El nimero de SE es adecuado y los grupos no muestran sesgo
de peso o sexo. La variable tiempo de latencia a fase 1 evi-
dencié un comportamiento opuesto en ambos protocolos. En
el protocolo convulsivo los SE mostraron significativamente
menos tiempo que el resto de los grupos, mientras que en
grupo viejos subconvulsivos este tiempo se prolonga incluso
mas que en los SE jovenes. Esto sugiere que en poblaciones de
ratones viejos el proceso de ictogénesis parece estar facilitado,
mientras que muestran cierta resistencia a la epileptogénesis.

Este hallazgo podria explicar la menor tasa de refrac-
tariedad en esta poblacién y la tendencia a presentar
significativamente mds crisis sintomaticas provocadas que
en poblacién joven. Se ha demostrado que el fendémeno
de ictogénesis puede producirse en personas no epilép-
ticas, considerdandose que el mecanismo de las crisis

N° 3: distribucion del tiempo durante las diferentes fase del SR:
protocolo convulsivo.

DURACION FASEL DURACION FASE 2 DURACION FASE 3 DURACION FASE4 DURACION FASES

—— CONVULSIVOS JOVENES CONVULSIVOS VIEIOS

Figura 3 - Distribucion del tiempo durante las diferentes
fases del Score de Racine: protocolo convulsivo.
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sintomdticas involucra redes neuronales primitivas en
anfibios??. En pacientes ancianos las crisis sintomaticas
agudas son menos frecuentes con relacién a las crisis no pro-
vocadas, sin embargo, estas siguen siendo mas frecuentes que
en pacientes jévenes. En cuanto a la severidad, los ancianos
presentan una mayor tasa de mortalidad y en 50% evolucio-
nan a estado epiléptico. En cuanto a farmacorresistencia, la
frecuencia se estima en 2 de 1.000 adultos mayores?*>?4. La epi-
leptogénesis fue estudiada previamente en modelos animales
en ratas y ratones utilizando kindling eléctrico, encontrandose
mayor necesidad de estimulos eléctricos en SE afiosos para el
kindling completo y mayor severidad en el SR en esta poblacién
en consonancia con nuestros hallazgos. Los posibles mecanis-
mos implicados en esta «resistencia» al kindling es la pérdida
de los receptores de glutamato y la mayor capacidad de unién
a receptores de benzodiacepinas?.

La distribucién del tiempo en las distintas fases también
fue diferente, siendo los SE viejos los que pasan mayor tiempo
en fases més severas en el SR. En el protocolo subconvulsivo
los SE jovenes permanecieron significativamente mas tiempo
durante la fase 2, luego de lo cual se observé una rapida
progresién hacia el kindling completo (fase 5), mientras que
en la poblacién vieja la distribucién fue lenta y proporcio-
nada. Estudios en humanos muestran que la poblacién afiosa
presenta mayor grado de comorbilidades y severidad de las cri-
sis comparadas con poblacién joven. Los ancianos presentan
mayor frecuencia de primer episodio epiléptico con etiolo-
gia estructural y mayor mortalidad por evento ictal de causa
cerebrovascular?>2°,

En resumen, nuestros hallazgos muestran que los SE viejos
llegan al kindling completo de manera mas paulatina, compa-
tible con el concepto de «resistencia» a la epileptogénesis y
alcanzan mayor severidad de las CE. Mecanismos que pueden
explicar estos fendmenos son el crecimiento axonal y la hipe-
rexcitabilidad cortical que se encuentran disminuidos en la
poblacién anosa, llevando a una menor epileptogénesis y a un
alto umbral de crisis en forma crénica?’.

Las debilidades del estudio: sin correlacién con electro-
fisiologia, no hay medicién de biomarcadores ni anatomia
patolégica. Nuestros hallazgos fueron alentadores y creemos
que deberian en lo sucesivo compararse con pruebas mole-
culares, genéticas o electrofisiolégicas a fin de comprender la
dindmica de los procesos de ictogénesis y epileptogénesis.

Este trabajo permite en un modelo animal evaluar la
relacién entre epilepsia y envejecimiento. Se plantean posi-
bles mecanismos neurofisiolégicos detras de las diferencias
observadas entre SE jovenes y viejos. En humanos se han
demostrado caracteristicas diferentes en epilepsia en pobla-
cién afiosa. Este trabajo sugiere que mecanismos similares
pueden producirse en el cerebro humano. El proceso de
envejecimiento del sistema nervioso estd aun en estudio.
Conforme la poblacién mundial envejece, aumenta la impor-
tancia de continuar investigando con protocolos que evaliien
el efecto de la edad en el sistema nervioso.
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